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RESUME - Chez un cultivar de tomate résistant aux Phytophthora 
sp., des substances inhibitrices sont élaborées en réaction à I’infec- 
tion - notamment des dérivés oxygénés d’acides polyéniques et des 
composés phénoliques - Des dosages comparatifs de teneurs en 
composés phénoliques et des analyses par chromatographie en phase 
liquide i haute performance indiquent que I’élaboration des produits 
de défense est accrue par un traitement avec le Phosétyl AI tant chez 
le cultivar résistant que chez le cultivar sensible avec blocage du 
parasite. Des résultats similaires sont obtenus par l’application de 
deux éliciteurs fongiques. Des perspectives de traitement de la tomate 
contre d’autres parasites que les mildious peuvent-elles être envisa- 
gées à partir de cette modulation ? 

INTRODUCTION 

En 1827, René CAILLIE, sur la route de Tombouctou, 
fut atteint du scorbut à Kankan où il demeura plusieurs 
mois entre la vie et la mort. C’est dire combien la culture 
de la tomate en Afrique mais aussi au Moyen-Orient, en 
Asie, en Amérique centrale et du sud, où les traditions 
alimentaires reposaient sur la consommation quasi-exclusive 
de céréales locales ou de tubercules, représente un appoint 
nutritif important, non seulement comme aliment frais 
mais aussi comme source de vitamines et de sels minéraux. 

Le berceau d’origine de la tomate est la Cordillière des 
Andes. Cette plante, introduite vers 1550 en Italie, fut 
connue dans tout le bassin méditerranéen dès la fin du 
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16ème siècle et en Afrique au 18ème siècle. Elle est actuel- 
lement cultivée dans toutes les régions tempérées et celles 
à climat chaud. 

Cependant, la comparaison des rendements moyens 
obtenus - 100 tlha en France contre 12 t/ha au Liban et 
moins encore en Afrique - rend compte de la pression para- 
sitaire. Les pertes considérables résultent d’attaques de 
parasites de racines - Nématodes, agent du Corky root et 
flore fongique du sol -, de maladies vasculaires - verticilliose 
et fusariose -, d’attaques du collet - Phytophthora sp. - et 
de nombreuses infections foliaires d’origine bactérienne 
cryptogamique ou virale. 

Des mécanismes de résistance communs à plusieurs 
maladies existent chez la tomate : pour deux maladies 
vasculaires, le flétrissement bactérien et la fusariose (KAAN 
et LATERROT, 1977) et pour des infections à Phjltophtho- 



496 - Fruits - vol. 40, no 7-8,1985 

ra sp. (RAVISE et TANGUY, 1971). Cependant, les réac- 
tions au parasitisme sont particulièrement complexes ; 
il n’a pas été possible, jusqu’à maintenant, de déceler des 
substances inhibitrices majoritaires en dehors de composés 
phénoliques (MATTA et al., 1969 ; RAVISE et TRIQUE, 
1972 ; DANK0 et CORDEN, 1981 ; TRIQUE, 1981 
inter al.), d’un alcaloïde (HAMMERSCHLAG et al., 1975 ; 
LANGCAKE et  al., 1975), de sesquiterpènes (Mc CANCE 
et DRYSDALE, 1975 ; HUTSON et SMITH, 1980) et de 
substances polyacétylèniques (de WIT et KODDE, 198 1). 
La plante élabore vraisemblablement une série de barrières 
biochimiques, certaines des substances existant en faible 
concentration avant l’infection, d’autres étant synthétisées 
aprbs l’intrusion parasitaire. 

Nous avons identifié plusieurs sesquiterpènes, des dérivés 
oxygénés d’acides polyéniques et des composés phénoliques 
élaborés en réaction à l’infection par le P. parasitica et le 
Verticillium albo-atrum chez deux cultivars possédant 
des caractères de résistance à ces parasites (VERNENGHI, 
1985 ; VERNENGHI et al., 1985). Dans le cas des Phy- 
tophthora sp. la réaction de défense peut être stimulée 
par l’application de Phosétyl Al (VO THI HAI, 1979 ; 
BOMPEIX et al., 1980 ; DURAND et SALLE, 1981 ; 
BOMPEIX et al., 1981 ; VERNENGHI, 1985). Nous pré- 
sentons des résultats analytiques - dosages de composés 
phénoliques et analyses en C.L.H.P. - qui indiquent les 
similitudes entre les modifications métaboliques observées 
chez un cultivar tolérant et celles provoquées par le Phosétyl 
Al et deux éliciteurs chez un cultivar sensible. 

MATERIEL ET TECHNIQUES 

La plante hôte. 

Deux cultivars de tomate sont utilisés : Piéraline possé- 
dant les gènes de résistance Ph+ S au mildiou et Ve à la 
verticilliose, Pieralbo isogénique de Piéraline par l’allèle Ve. 
Ils sont cultivés en serre, la température variant de 22 à 
30°C en été, de 18 à 24°C en hiver avec un éclairage d’ap- 
point. Les jeunes plants âgés de 10 jours sont transplantés 
en pots dans un mélange de terre franche, de terreau et de 
tourbe dans la proportion 2-2-1. Les infections expéri- 
mentales sont réalisées au stade montaison entre la troisième 
et la quatrième semaine. Les feuilles pour essais in vitro 
sont prélevées sur plants âgés d’un mois. 

L‘agent pathogène. 

Le Phytophthora parasitica est un champignon polyphage 
de la classe des phycomycètes. Chez la tomate, il provoque 
une pourriture molle du collet, l’affaissement des assises 
parenchymateuses, la chute puis la fanaison du plant. 

La souche utilisée dans nos essais fut isolée au Liban 
sur plants de tomate. Elle est conservée en tubes sur milieu 
synthétique minéral gélosé additionné de thiamine. L’ino- 

culum est préparé en boîte de Pétri puis en erlenmeyer en 
milieu liquide (RAVISE, 1972). L’incubation a lieu en étuve 
à 28°C et à l’obscurité. 

Les infections expérimentales. 

Une scarification pratiquée au niveau du collet de chaque 
plant facilite la pénétration du champignon. La dose d’ino- 
culum correspond à environ 10 mg de mycélium sec. L’in- 
cubation se déroule en serre où température et degré d’hy- 
grométrie sont contrôlés. Après 7 à 10 jours, selon la saison, 
les plants sont arrachés, les tissus de collets e t  de racines 
sont conservés séparément à -18°C. 

In vitro. 

Les expériences sont réalisées sur feuilles adultes. Après 
désinfection superficielle, les feuilles sont blessées à la base 
du limbe par un emporte-pièce de 6 mm de diamètre. Les 
implants calibrés (10 mm de diamètre) de P. parasitica, 
prélevés sur des cultures en boîte de Pétri âgées d’un mois 
sont déposés sur la blessure. Les feuilles sont maintenues en 
survie sur une solution de tampon phosphate de Sörensen, 
I /  15 M, additionnée de sulfate de polymyxine à 20 ppm. 

Application des médiateurs. 

L‘acide a amino-oxy-acétique (AOA) est un inhibiteur 
compétitif de la phenyl ammoniac-lyase (PAL), enzyme 
du cycle des phénylpropanoïdes. I1 est appliqué en serre 
sur plants entiers. Le traitement débute une semaine avant 
l’inoculation de P, parasitica par trois applications d’AOA 
dont la dernière intervient la veille de l’infection. Puis 
quatre applications sont espacées entre le jour d’inoculation 
et la récolte. La dose de 1 mg dissous dans 25 ml d’eau est 
appliquée par arrosage de la base du plant. 

In vitro 

Les différents médiateurs sont ajoutés au milieu tampon 
aux concentrations suivantes : 

- Tris-0-éthy1 phosphonate d’aluminium (TEPA) : 200 ,ug/ 
ml. 
- Acide arachidonique : 40 ,ug/ml. 
- Glucosamine : 35 pg/ml. 

L’incubation se déroule en éclairement continu de 150 
lux/m* et à la lumière du jour pendant 8 heures, à une 
température de 25”C, pendant 110 heures. 

Extraction. 

Les tissus de feuilles ou de racines sont broyés dans le 
méthanol 50 p. 100 réfrigéré à l’aide d’un broyeur Tur- 
mix. La diffusion des substances est réalisée A l’obscurité 
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et à température ambiante pendant 24 heures. 

Techniques analytiques. 

Les composés phénoliques sont dosés par’ la méthode 
de Folin-Ciocalteu (1927). Les lectures de densité optique 
sont réalisées sur un spectrophotomètre Beckinan à 725 nm. 
L’estimation quantitative de phénols totaux est réalisée 
grâce à une gamme étalon d’acide chlorogénique lo4 M. 
Les teneurs des différents extraits sont exprimées en p g  
d’équivalent d’acide chlorogénique par gramme de tissus 
frais. 

Les chromatographies analytiques et les tests biologiques 
sont effectués en chromatographie sur couche mince (C.C. 
M.). Les principaux systèmes d’élution sont les suivants : 

- pour les alcools diéniques 

- pour les sesquiterpènes 

-pour les composés phénoliques 

Hx-Ae (2 : 1 ) 
Hx-Ae-Me (50:50:5) 
Hx-Ae-Me (50:50:5) 
Hx-Ae-Me (5030:  12) 
Hx-Ae-Me (50:80:12) 
Clf-Me (85:15) 

La chromatographie liquide à haute performance (C.L. 
H.P.) permet une comparaison très fine des différents ex- 
traits entre eux. Deux types de colonne sont utilisés : 

o Colonne de skce 5 p-3/8’ x 30 cm - éluée par des d a n -  
ges en proportion croissante d’hexane, d’acétate d’éthyle 
et de méthanol. 

Cette technique permet l’élution des alcools diéniques 
et des sesquiterpènes. 

o Colonne de silice 7 LJ greffée en C18 -1/2’ x 50 cm - éluée 
’ par un gradient de concentration croissante de méthanol 

(5  à 99 p. 100) dans une solution acétique à 5 p. 1000. 

L’analyse est réalisée par un détecteur à ultraviolet 
Shimadzu SPD-2A. 

Tests de toxicité. 

La toxicité des extraits est éprouvée en C.C.M. pour le 
Cladosporium cladosporìoìdes (VERNENGHI, 1985) et en 
lames à concavité pour le P. pavasitica (RAVISE et  TRI- 
QUE, 1972). 

RESULTATS 

Evolution des infections expérimentales. 

o Sur plants. 

Les plants du cultivar Piéraline présentent de légères 
attaques corticales brunes et sèches au niveau du collet, 

une partie du système racinaire porte des petites lésions 
brunes non évolutives:.:Par contre, les plants du cultivar 
Pieralbo présentent. des symptômes typiques : apparition 
de nécroses brun clair à rougeâtre sur le collet et la partie 
supérieure du pivpt,. affaissement des assises pareiichyma- 
teuses et fanaison des plants atteints. 

o Sur feuilles. 

Après 110 .h&ures d’incubation les feuilles du cultivar 
Piéraline inocul6es sont partiellement envahies sur une 
longueur de 2 à 3,5 cm par les filaments mycéliens. Les 
feuilles placées sur une solution de TEPA présentent des 
lésions de 1,s cm limitées par une zone brun foncé large 
de 1 à 3 mm. Sur les feuilles du cultivar Piéralbo, les tissus 
du limbe sont régulièrement colonisés par le P. parasitica. 

- 

Evolution des teneurs en composés phénoliques totaux. 

Nous observons une accumulation de substances phéno- 
liques dans les tissus des plants du cultivar Piéraline inocu- 
lés, l’accroissement étant plus important dans les lots 
traités par le TEPA. Par contre, chez le cultivar Piéralbo, 
la sensibilité au P. parasitìca se traduit par une chute des 
teneurs en composés phénoliques. Dans les feuilles traitées, 
la forte augmentation de ces teneurs correspond au blocage 
de l’infection. Les tableaux 1 et  2 indiquent ces évolutions. 

I1 apparaît, dans le tableau 1,  une relative cohérence de 
l‘action de SAOA dans les 3 essais. La réduction de synthèse 
varie de 20 à 28 p. 100 chez les plants-témoins, elle s’établit 
entre 18 et 26 p. 100 chez les plants inoculés qui présen- 
tent, en fin d’expérience, d’importantes nécroses brunes sur 
l’ensemble du système racinaire. La stimulation provoquée 
par le parasite variant entre 36 et 42 p. 100 selon les essais 
est toujours supérieure à l’inhibition provoquée par l’appli- 
cation d’AOA. Nous constatons qu’à la progression limitée 
des hyphes du parasite dans les tissus des limbes inoculés 
correspond une nette stimulation de la synthèse des compo- 
sés phénoliques. Celle-ci est accrue de 24 p. 100 par le 
TEPA, elle correspond une réduction puis a un blocage 
de la colonisation des tissus. 

Le tableau 2 indique que les 2 éliciteurs fongiques indui- 
sent une nette stimulation de la synthèse en composés__ 
phénoliques totaux dans les feuilles de cultivar Pieralbo. 
Cette stimulation est moindre que celle obtenue avec un 
traitement par le TEPA. 

Résultats analytiques. 

Les études analytiques en T.L.C. e t  C.L.H.P. sur colonne 
de silice indique l’accumulation de plusieurs groupes de 
substances inhibitrices pour le P. parasitica (VERNENGHI, 
1985). Parmi ceux-ci, les principaux sont des sesquiterpènes 
[Rf 0,35 et 0,45 en Ex-Ae-Me (50:50:5) ; Rf 0,75 en Hx- 
Ae-Me (50:80: 12), des alcools diéniques (Rf 0,65 en Hx-Ae 
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Témoin 
Inoculé par P. parasitica 
Inoculé par P. parasitica+ TEPA 
Inoculé + Acide arachidonique 
Inoculé + Glucosamine 

TABLEAU 1 - Concentrations en composés phénoliques totaux exprimées en pg d’équivalent d’acide chlorogénique 
par g de tissus frais dans les racines ou les feuilles du cultivar Piéraline selon les traitements appliqués. 
Entre parenthèses : modulation par rapport au témoin 
NT : non testé. 

520 
410 -22 % 
855 +64 % 
645 +24 % 
640 +23 7% 

Motifs 
~~ 

Témoin 
Témoin + AOA 
Témoin+ TEPA 
Inoculé par P. parasitica 
Inoculé par P. parasitica + AOA 
InocuIé par P. parasitica + TEPA 

1 ère série 

390 
310 (-20 %) 

NT 
530 (+ 36 %) 
435 (+ 18 %) 

NT 

Plants 

2ème série 

420 
332 (-21 %) 

NT 
580 (+ 38 %) 
440 (+ 14 %) 

NT 

3ème série 

500 
360 (-28 %) 

NT 
710 (+ 42 %) 
535 (+ 16 %) 

NT 

Feuilles 

Moyenne ,des résultats 

687 
NT 

640 (-7.8 %) 
785 I(+ 14 %) 

857 i(+ 24 %) 
NT 

TABLEAU 2 - Teneurs en phénols totaux exprimés en pg d’équivalent d’acide chlorogénique 
par gramme de tissus frais dans les tissus de feuilles de Pieralbo après 110 h. de survie selon le 
traitement appliqué. 

Teneurs en phénols totaux Modulation par rapport au témoin I I 

(2:1), Rf 0,90 en Hx-Ae-Me (50:50;5)] la tomatine ou son 
aglycone et des composés phénoliques dont nous avons dosé 
l’évolution. Leur toxicité est mise en évidence par des 
études in vitro tant par C.C.M. pour le C. cladosporioides 
qu’en lames à concavité pour le P. parasitica. La chromato- 
graphie d’extraits méthanoliques sur colonne de silice 
greffée en C.18 éluée par un gradient de 5 à 99 p. 100 de 
méthanol dans une solution acétique à 5 p. 1000 avec 
détection dans l’ultraviolet à 250 nm rend assez fidèlement 
compte de la réaction de défense de la Tomate. A cette 
longueur d’onde sont décelées les modifications de concen- 
trations en composés phénoliques et en dérivés oxygénés 
d’acides gras insaturés, principalement les alcools diéniques 
(VERNENGHI, loc. cit.). Des vérifications expérimentales 
à l’aide de produits de synthèse (*) (alcools diéniques) 
ou commerciaux (composés phénoliques) permettent de 
repérer, dans ce système chromatographique, les substances 
inhibitrices. 

Les figures 1 et 2 indiquent la réaction des deux cultivars 
à l’infection et aux différents traitements appréciés par 
C.L.H.P. des extraits méthanoliques. Même dans le cas de 

(*) - Les. alcools diéniques de synthèse ont été préparés par M. KU- 
NESCH et Mmes RAMIANDRASOA et CHUILON par synthèse 
chimique au laboratoire INRA-CNRS des Médiateurs Chimiques. 

Pieralbo, sensible au P. parasitica, intervient l’élaboration, 
en quantités insuffisantes, de substances de défense. 

Alors que l’application d’AOA, inhibiteur compétitif 
de la PAL, réprime partiellement la synthèse de composés 
phénoliques (figure 1) l’application de TEPA en stimule 
la synthèse. Le tableau 3 présente pour le cultivar Piéraline 
la modulation de ces réactions selon les traitements appli- 
qués. Les résultats sont similaires pour le cultivar Pieralbo 
traité par le TEPA ou par les deux éliciteurs. Les consé- 
quences de la modulation sont particulièrement impor- 
tantes dans la zone (B) de chromatogrammes pour les pics 
4 à 6 et surtout pour le pic 7 ainsi que pour les pics 8 à 
10 de la zone (C). Les substances éluées dans ces deux 
zones présentent toutes une forte toxicité pour le C. cla- 
dosporioides en C.C.M. et pour le P. parasitica en lames 
à concavité. 

Les pics 4 à 7 correspondent à des produits donnant 
des réactions de nitrosation positive, présumés phénoli- 
ques et instables. I1 pourrait s’agir d’esters et de glucosides 
d’acides cinnamiques. La zone (C) correspond principale- 
ment à des acides cinnamiques et  benzoïques. Nous notons 
en particulier des similitudes d’élution entre le pic 9 e t  les 
acides chlorogénique, dihydroxybenzoïque, caféique et la 
vanilline. Le pic 10 correspond à l’élution des acides f6ru- 
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fi PLANCHE 1 
Analyse comparative (# 1 g de tissus frais) en C.L.H.P. de la composition d’extraits méthanoli- 
ques de tissus de plants du cultivar Piéraline inoculés (A-) ou non (A--) par le P. parasitica, 
inoculés et traités par 1’AOA (B) et d’extraits de tissus de feuilles inoculés et traités par le 
TEPA (C). Colonne de silice 7 p  greffée en C 18 - 1/2’ x 50 cm - gradient de méthanol de 5 à 99 
p. 100 dans une solution acétique à 5 p. 1000. Débit 2,5 ml/mn, défilement 5 mm/mn. 
Détection UV : 250 nm, 1 m V. S = 0,64. 

Analyse comparative (# 1 g de tissus frais) en C.L.H.P. de la composition d’extraits méthanoli- 
ques de tissus de feuilles du cultivar Piéralbo inoculés (A-) ou non (A--) par le P. parasitica, 
inoculés et traités par le TEPA (B), inoculés et traités par l’acide arachidonique (C.). Condi- 
tions expérimentales : voir planche 1. 
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TABLEAU 3 - Tableau synoptique des concentrations relatives en composés phénoliques (zones B et C) et en dérivés 
oxygénés d’acides polyeniques. (zone D) selon les traitements chez le cultivar Piéraline inocul6 par le Pt parasitica. 
Analyses en C.L.H.P. - Colonne de silice greffée en C 18,112’ x 50 cm O.D.S., gradient de 5 à 99 p. 100 de méthanol 
en solution acétique à 5 p. 1000, détection U.V. à 250 nm. (Les tests biologiques révèlent une forte toxicité in vitro 
pour les pics 5 à 11). 

B 

pic4 pic 5 pic 6 pic 7 

Témoin t + traces + 

Inoculé par P. parasìtica t tt + +  t+  

Inoculé par P. parasitica t AOA t t t traces 
Inoculé par P. parasiticat TEPA t t t  ++ ++ 

C I D  
;;tg i ’1 pi;+: i r t l l  , 

traces traces traces traces 

traces traces traces 
t+tt t++t tt t+ t+t  

lique et  p. coumarique et du diméthoxybenzaldéhyde. 
Enfin, la zone (D) correspond à l’élution des esters méthy- 
liques des acides linoléique et linolénique ainsi que de leurs 
dérivés oxygénés, principalement d’alcools diéniques dont 
nous avons établi la toxicité (VERNENGHI et al., 1985). 

DISCUSSION - CONCLUSION 

Nous avons établi que la réaction de défense des deux 
cultivars de Tomate au P. parasìtica correspond à des syn- 
thèses actives de plusieurs substances inhibitrices. Parmi 
celles-ci prédominent des composés phénoliques et des 
alcools diéniques dont l’élaboration est naturellement 
stimulée chez le cultivar résistant et accrue dans le cultivar 
sensible par le TEPA et  par les éliciteurs. La comparaison 
de ces deux réactions fait clairement apparaître que le 
TEPA (et les éliciteurs) stimule les mêmes biosynthèses 
chez les cultivars Piéraline et Pieralbo. 

Plusieurs études indiquent que, chez la Tomate, la résis- 
tance aux maladies est en relation avec l’accumulation de 
composés phénoliques, contre la fusariose (MATTA et al., 
1969 ; DANK0 et CORDEN, 1981), la verticilliose (TJA- 
MOS et SMITH, 1974, 1975 ; HUTSON et  SMITH, 1980), 
des Phytophthora sp. (RAVISE et TRIQUE, 1972 inter. 
al.). I1 en est de même chez le Tabac contre le virus de la 
mosaïque (LEGRAND et al., 1976), cette réaction pouvant 
être partiellement réprimée par l’application d’AOA (MAS- 
SALA et al., 1980). La formation de nécroses bloquantes 
en réaction au P. capsici chez la Tomate peut être contre- 
balancée par l’application d’AOA (FETTOUCHE et al., 
1980). D’après nos analyses, l’action inhibitrice de I’AOA, 

qui est partielle, concerne les produits dont la synthèse 
est stimulée par le TEPA (VO THI HAI et al., 1979 ; BOM- 
PEIX et al., 1980). Ce fongicide, dont l’action directe sur 
le parasite est faible (BOMPEIX et  al., 1981 ; BOMPEIX 
et SAINDRENAN, 1984), stimule aussi les réactions de 
défense chez la Vigne contre le mildiou (RAYNAL et al., 
1980), le Haricot contre l’anthracnose (ABU JAWDAH, 
1981), le Poivron et le Tabac contre le P. nicotianae 
(GUEST, 1984). D’après nos résultats, si le TEPA et les 
deux éliciteurs ne modifient pas le métabolisme de l’hôte, 
ils amplifient sa réaction de défense contre le P. parasitica, 
dans le cas du cultivar résistant e t  provoquent le passage 
de la sensibilité à la résistance chez le cultivar sensible. 

Ainsi, ’il apparaît possible de moduler la réaction de 
défense de la Tomate contre le P. parasitica soit par I’appli- 
cation d’un inhibiteur de synthèse des phénylpropanoïdes 
soit par un fongicide systémique ou par des éliciteurs 
fongiques.’-Cette modulation est mise en évidence tant par 
l’évolution des symptômes que par des méthodes analyti- 
ques. La plasticité des mécanismes de défense de l’hôte 
ouvre plusieurs perspectives d’application. La plus immé- 
diate correspond à des traitements d’appoint chez des 
variétés de Tomate possédant des caractères de résistance 
aux Phytophthora sp. pour enrayer des attaques tardives 
de pourriture molle des fruits. Dans l’avenir, des fongicides 
systémiques stimulant les réactions de défense pourraient 
être recherchés pour lutter contre des complexes de para- 
sites cryptogamiques (vasculaires et foliaires) de la Tomate 
quand les caractères de résistance n’assurent pas une pro- 
tection complète sous une forte pression d’inoculum ou 
dans des conditions climatiques temporairement défavo- 
rables. 
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