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Introduction

Les végétaux produisent des métabolites primaires qui entrent dans le fonctionnement
vital de la cellule. Les plantes synthétisent également de nombreux composés qualifiés de
« secondaires » dont toutes les fonctions n’ont pas encore été identifiées mais qui sont
fondamentaux, notamment pour 1’adaptation des plantes a leur environnement. Plusieurs
familles de composés font partie de ce métabolisme secondaire, dont les composés
phénoliques ou polyphénols. Chez les végétaux, ces polyphénols sont, entre autres, impliqués
dans les mécanismes de résistances aux stress biotiques et abiotiques. Par ailleurs, des études
récentes sur I’effet bénéfique de la consommation de fruits et légumes chez ’homme, ont
suggéré I’'implication de ces composés dans la prévention et la lutte contre certaines maladies.
Il est donc important de comprendre les conditions de synthése et d’accumulation de ces
composés, pour améliorer la composition des végétaux aussi bien pour des raisons
agronomiques qu’alimentaires.

Ces dernieres années plusieurs voies de biosynthese de métabolites secondaires ont été
élucidées, et décrites d’un point de vue moléculaire. Ainsi par des approches de
transformations génétiques, les teneurs de certains polyphénols peuvent étre accrues. La
surexpression d’enzymes clefs de la voie de synthese de 1’acide chlorogénique, permet de
doubler ses teneurs dans les feuilles de tomate (Niggeweg et al, 2004). En surexprimant des
facteurs de transcription, ces augmentations peuvent €tre encore plus remarquables, en
multipliant au moins par dix les concentrations en métabolites (Muir et al, 2001; Bovy et al,
2002). Cependant si ces approches apportent beaucoup de connaissances d’un point de vue
scientifique, leurs applications restent encore controversées. En outre, de telles augmentations
des concentrations en polyphénols pourraient avoir des effets inverses de ceux souhaités. En
effet les connaissances actuelles en terme de quantité nécessaire ou de dose recommandée
pour la santé sont assez incertaines, les modes d’action de ces micronutriments étant toujours
al’étude.

Comparativement, il existe beaucoup moins de données pour expliquer I’effet de
I’environnement sur la synthese et le stockage des métabolites secondaires végétaux (Dumas
Y et al, 2003). Or c’est une autre approche envisageable pour moduler de facon raisonnable
les teneurs en polyphénols. En effet les variations de conditions de culture comme 1’intensité
de la lumiere ou les apports en minéraux conduisent a des augmentations plus modérées,
comme par exemple le doublement des teneurs en flavonoides (Carpena et al, 1982; Lopez-
Andreu et al, 1988; Awad et De Jager, 2002; Dumas Y et al, 2003). Il s’agit d’un ordre de

variation qui peut €tre rencontré au sein d’'un méme génotype (Martinez-Valverde et al,
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2002), ce qui permettrait d’éviter des teneurs anormalement élevées pouvant conduire a la
toxicité éventuelle de ces molécules.

Ce manque de connaissances sur l’effet des facteurs environnementaux, s’applique en
particulier a la tomate. L ’intérét nutritionnel de sa consommation a été démontré, les genes
intervenant dans la synthese de polyphénols qu’elle contient sont décrits, mais il n’existe
pratiquement pas de travaux qui permettent de relier la teneur en polyphénols aux conditions

environnementales imposées a la plante.

Dans la premiere partie du manuscrit, nous proposons une analyse bibliographique
visant a apporter des connaissances générales sur la tomate, les composés phénoliques, les
effets de la nutrition azotée et a décrire les théories de répartition du carbone dans la plante.
Cette premiere partie soulignera également I’importance des facteurs environnementaux dans
la composition des organes végétaux. Ce bilan permettra de justifier nos choix et nos
principales hypotheses de travail. Les matériels et les méthodes utilisés dans cette étude seront
ensuite décrits. Puis les principaux résultats seront présentés et discutés. Enfin une conclusion

générale synthétisant le travail et ses perspectives est proposée en fin de document.

Au moment de la rédaction de ce mémoire, ce travail a été valorisé par la rédaction de trois
articles, dont deux ont été publiés a ce jour (Gautier et al, 2008; Benard et al, 2009), la
participation a deux colloques, et a permis de débuter une collaboration avec une équipe

dirigée par C. Lillo de I'université des sciences et techniques de Stavanger. (Annexe 1 et 2)
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I La tomate

A/ Généralités historiques

La tomate (Solanum Lycopersicum) est originaire des vallées fertiles du Mexique. Elle a
d’abord été cultivée et améliorée par les indiens du Mexique, sous le nom azteque « tomatl »,
avant d’étre ramenée en Europe par les conquistadores. Neuf especes sauvages peuvent €tre
observées en Amérique du sud, dont seulement deux comestibles, la « tomate groseille »
(Solanum pimpinellifolium) et la « tomate cerise » (Solanum lycopersicum var cesariforme)
qui est I’ancétre de nos tomates actuelles (De Broglie et Guéroult, 2005; Renaud, 2006).

En Europe les italiens ont été les premiers a la consommer des le 16eme siecle, notamment en
sauce, et c’est sous cette forme qu’elle atteint la France par la Provence au 17¢me siecle,
avant d’étre popularisée a Paris lors de la révolution (Schumann, 1996; Degioanni, 1997). La
tomate a longtemps été considérée comme toxique, et on lui associait tous types de vertus
maléfiques a cause de sa ressemblance avec la mandragore. Elle a donc d’abord été utilisée en
tant que plante ornementale, puis en 1778, elle a rejoint le catalogue de semence potagere de
Vilmorin-Andrieu (Degioanni, 1997; Mikanowski et Mikanowski, 1999).

Par la suite, la consommation de tomates a connu un essor au 19¢eme siecle lorsque les fruits
et légumes dit « primeurs » cultivés dans le sud de la France ont été acheminés dans le nord
par les chemins de fer. Une variété de tomates s’appelle d’ailleurs la PLM : Paris-Lyon-
Marseille. Dans le méme temps, la tomate se démocratise en étant cultivée dans les jardins
familiaux et ouvriers.

Les premieres recherches variétales débuteront au 20eme siecle, pour produire des tomates
plus régulieres, plus productives, et plus résistantes aux maladies. Les modes de production
évoluent également, la production de tomates sous serre toute 1’année, notamment aux Pays-
Bas prend de ’ampleur. Aux Etats-Unis par contre, les cultures restent davantage effectuées
en plein champ de facon mécanisée.

La production et la consommation mondiales de tomates sont devenues tres importantes, et
depuis les années 90, les consommateurs se plaignent de la standardisation de ce produit et de
la perte de golit de la tomate (Degioanni, 1997). Les recherches actuelles s’orientent donc plus

vers une caractérisation et une amélioration de la qualité organoleptique du fruit de tomate.
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TOMATES / TOMATOES

reste du calice

pédoncule

Figure 1: (A) Fleur de tomate a cinq pétales soudés, en anthese. (C) Carte postale (Roger Phillips, Nouvelles
Images SA) illustrant la diversité des formes, tailles et couleurs des fruits de tomate. (B) Schéma d’un fruit en

coupe transversale représentant les différentes parties de la baie.

Figure 2 : (A) Plant de tomate cerise (cv Cervil), a croissance indéterminée, cultivé en pot sous serre. (B) Plant

de tomate nain (cv Red Robin) a croissance déterminée, cultivé en pot.
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B/ Description botanique

La tomate (Solanum lycopersicum L.) est une plante climactérique, diploide a 2n=24
chromosomes (Judd et al, 2002), qui appartient a I’ordre des solanales et a la famille des
solanacées (Atherton et Rudich, 1986). C'est une plante herbacée, vivace a I’état naturel, et
annuelle en culture.

Ses feuilles sont alternes et sans stipule. Elles sont composées, pennées, a 7, 9 ou 11
segments ovales, incisés ou dentelés grossierement et alternant avec des segments plus petits.
Les fleurs sont actinomorphes, autogames, de couleur jaune et réunies en inflorescences
pentameres (Figure 1A), sauf le gynécée qui possede entre 2 et 5 carpelles (Abbayes et al,
1963). L’ovaire supere est formé d’au moins deux carpelles soudés, orientés obliquement par
rapport a I’axe médian de la fleur, et comprend de trés nombreux ovules en placentation axile
(Judd et al, 2002). Le calice est a pieces partiellement soudées et la corolle est gamopétale
(Abbayes et al, 1963) (Figure 1 A).

Le fruit est une baie plus ou moins grosse, de forme variable (sphérique, oblongue,
allongée), et de couleurs variées (blanches, rose, rouge, jaune, orange, verte, noire) selon les
variétés (Figure 1B)(Renaud, 2003). Les graines sont réparties dans des loges remplies de gel.
La paroi de l'ovaire évolue en péricarpe charnu et délimite des loges. Le placenta constitue la
partie centrale du fruit et est a I'origine des tissus parenchymateux (Figure 1C). Le nombre de
loges, 1'épaisseur du péricarpe et I'importance du gel sont dépendants des variétés (Grasselly

et al, 2000).

C/ Croissance et développement

Les différentes variétés de tomates sont classées selon deux types : déterminé et indéterminé
(Figure 2), en fonction du développement de leur tige (Atherton et Rudich, 1986). La
croissance déterminée est due a une mutation génétique : le self pruning factor. Chez les
variétés a croissance déterminée, la tige apres avoir donné un faible nombre de bouquets, se
termine elle-méme par une inflorescence. Les pousses latérales se terminent également par
une inflorescence. Les plantes ont un port buissonnant, leur croissance est souvent compacte
et la floraison se produit sur une période courte (Mikanowski et Mikanowski, 1999). Ce
caractere déterminé est intéressant pour les cultures précoces et pour les cultures industrielles

(Pecaut et Philouze, 1968).
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Les variétés a croissance indéterminée présentent un nombre indéfini d’inflorescences sur la
tige principale comme sur les tiges latérales. Cette croissance peut cependant tre interrompue
par des facteurs extérieurs comme le gel, ou régulée en taillant les plantes (Mikanowski et
Mikanowski, 1999). La plupart des cultivars disponibles sont des variétés a croissance

indéterminée.

La fécondation des ovules et la maturation des fruits marquent respectivement le début et la
fin du développement du fruit. Le nombre de fruits par grappe est fonction de la variété
utilisée, et peut étre déterminé en taillant les plantes, une fois la nouaison des fruits effectuée.
La courbe de croissance des fruits est d’allure sigmoidale et comprend trois périodes :
e Une premiere phase de croissance lente d’une quinzaine de jours apres anthese,
pendant laquelle a lieu la majorité des divisions cellulaires. Pendant cette période, se
détermine le potentiel de croissance du fruit a travers le nombre de cellules formées.
e Une deuxieme phase de croissance rapide jusqu’au stade vert mature. C’est pendant
cette phase, dite de grandissement cellulaire, que le potentiel généré a la premiere étape
est plus ou moins réalisé selon les conditions climatiques et les équilibres végétatifs /
génératifs de la plante.
e Une troisieme phase dite de maturation, caractérisée par une croissance lente ainsi
qu’un changement brutal de la couleur, de la texture et de la composition chimique du
fruit. En effet, c’est essentiellement une période de transformations biochimiques qui

dépend des composés stockés et de 1'environnement du fruit (Grasselly et al, 2000).

La qualité d'un fruit s'élabore continuellement pendant son développement. Sa composition
finale dépend de l'importation et du stockage des assimilats. La quantité d'assimilats
disponible pour le fruit est liée au nombre d'organes puits (organe importateur) et de leur
force de puits, et dépend de 1'activité photosynthétique des feuilles fournissant le saccharose,
principale forme d'importation d'assimilats par les fruits (organes sources) (Grasselly et al,
2000). 11 faut noter que les fruits verts sont également photosynthétiques et que cette activité

est non négligeable (Carrara et al, 2001).
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(2) Variations | Minéraux (mg) Variations | Vitamines (mg) Variations
Eau 93,4-95,2 Ca 9,7-15 Provitamine A 0,5-0,8
Protides 0,9-1,1 K 202-300 B1 0,04-0,06
Lipides trace-0,3 Na 3-11 B2 0,02-0,05
Glucides 2,8-4,7 P 20-27 B6 0,08-0,1
Fibres 0,5-1,5 Fe 0,2-0,6 C 15-23
Minéraux 0,6 Mg 3-11 E 0,04-1,2

Tableau 1: Composition du fruit de tomate. Les données sont en grammes pour 100g de matiere fraiche

consommable (Grasselly et al, 2000)

25% Fructose

22% Glucose Ac ascorbique 0.5%

Pigments 0.4%

48% 1 Composés volatils 0.1%

Sucres

27%
Solides
insolubles

1% Saccharose —» Autres acides aminés, vitamines et

\ polyphénols 1%

— 9% Acide citrique
\ 4% Acide malique

X \ 2% Acides amino

dicarboxili
2% Lipides icarboxilique

8% Minéraux

8% Protéines —

7% Substances—»
Pectiques

4% Hémicellulose T
6% Cellulose

Figure 3 : Composition moyenne de la matiere seche du fruit de tomate (adaptée de Davis et Hobson 1981)
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D/ Composition du fruit et des feuilles de tomates

a) Composition des feuilles

Les feuilles de tomates sont toxiques a cause des quantités importantes d’alcaloides
qu’elles contiennent. Par exemple, la déhydrotomatine et [’o-tomatine sont des
glycoalcaloides présents en grande quantité dans les feuilles et les tiges de tomate (Kozukue
et al, 2004). Ces composés sont intéressants pour la plante puisqu’ils interviennent dans la
résistance contre certains pathogenes fongiques, comme le Botrytis, bactériens comme
Clavibacter michiganense (agent du chancre bactérien), et viraux comme le virus de la
mosaique du tabac (TMV) (Friedman, 2002). Les feuilles de tomate contiennent également
d’autres métabolites secondaires, comme les composés phénoliques. Les principaux sont la
rutine et I’acide chlorogénique, ces deux molécules sont également impliquées dans la
résistance des plantes contre certaines maladies, voire contre des herbivores (Johnson K S,
2005; Mittelstrap et al, 2006). Les feuilles sont des organes puits au début de leur
développement, puis des organes sources qui vont accumuler du saccharose via leur activité
photosynthétique. Les feuilles possedent donc des pigments photosynthétiques: de la
chlorophylle a et b et des caroténoides dont le béta-carotene et la lutéine (Khavari-Nejad et
Mostofi, 1998; Mortain-Bertrand et al, 2008). Les teneurs en saccharide y sont relativement
importantes, I’amidon et le saccharose étant majoritaires, mais des hexoses (fructose et
glucose) sont également présents (Khelil et al, 2007; Mortain-Bertrand et al, 2008). Elles
contiennent également des acides organiques, les acides citrique et malique étant les plus

abondants (Madsen, 1974).

b) Composition des fruits

Les fruits de tomate sont majoritairement composés d’eau, environ 95%, et possedent
peu de lipides et protides, ce qui en fait un aliment peu calorique, 15 a 20 calories pour 100g
(Tableau 1).

La matiere seche des fruits est principalement composée de sucres, environ 50% de la MS
(Blanc, 1986) (Figure 3). Le saccharose importé des feuilles, est hydrolysé dans les fruits en
glucose et fructose. Le jeune fruit peut également stocker des sucres sous forme d’amidon qui
sera dégradé au cours de la maturation. La cellulose et I’hémicellulose représente environ

10% de la MS et les acides organiques 13% (Blanc, 1986). L'acide citrique est I'acide le plus
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présent dans le fruit mir de tomate, suivi de l'acide malique (Grasselly er al, 2000). Les
teneurs en sucres et en acide sont soumises a de nombreuses régulations, ainsi leur évolution
au cours de la maturation du fruit n’est pas établie et est dépendante des conditions de culture.

Les tomates possedent également de nombreuses vitamines : A, B1, E et C, ainsi que
des fibres (1.8g pour 100g MF), des acides aminés essentiels, des sels minéraux (potassium,
chlore, magnésium, phosphore) et des oligoéléments (fer, zinc, cuivre, cobalt, bore, nickel,
1ode) (Tableau 1), ce qui en fait un aliment particulierement recommandé par les diététiciens
(De Broglie et Guéroult, 2005). L’intérét nutritionnel de la tomate réside également dans le
fait que ce fruit contient de nombreux métabolites secondaires, et des antioxydants. En effet,
la tomate contient des polyphénols, des flavonoides comme la rutine et des dérivés d’acides
hydroxycinnamiques comme 1’acide chlorogénique (Moco et al, 2006). Cet aspect de la
composition du fruit sera détaillé plus loin. Le fruit de tomate contient également des
caroténoides, comme le lycopene et le béta-carotene, responsables de la couleur rouge et
jeune respectivement de la tomate. Les teneurs en lycopeéne et en beta-carotene sont
respectivement d’environ 3 et 1 mg pour 100g de MF, ces teneurs sont trés dépendantes des
cultivars et des conditions de culture (Grasselly et al, 2000). Enfin des alcaloides ont
également été mis en évidence dans les fruits de tomate, leur concentration diminuant
nettement avec la maturation du fruit (Kozukue et al, 2004). En effet les teneurs en o-
tomatine sont de 500 mg/kg de MF dans les fruits verts et d’environ 5 mg/kg MF dans les
fruits rouges. Ces composés sont également impliqués dans la valeur santé du fruit de tomate,
puisque par exemple la tomatine (mélange de déhydrotomatine et de 1’a-tomatine) diminue les
taux de triglycérides, voire de cholestérol dans le sang. Les processus d’action de ces

molécules sont en cours d’étude (Friedman, 2002).

E/ Qualité et valeur santé du fruit

La qualité est une notion complexe puisque sa définition varie selon que 1’on se place
dans la situation du producteur, du distributeur ou du consommateur. Pour le producteur les
criteres importants sont le rendement, la résistance aux maladies, et les capacités d’adaptation
aux contraintes pédo-climatiques (Kaluzny-Pinon et al, 2001). Le distributeur s’intéresse plus
a la durée de vie du produit, I’homogénéité des lots, et a sa bonne tenue lors de la
conservation et du transport (Guichard, 1999). Enfin pour le consommateur, la qualité du fruit

est I’association de plusieurs parametres : son aspect (couleur), sa texture (fermeté), son gofit
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(saveur, ardme) et, depuis peu, sa valeur-santé (Kaluzny-Pinon et al, 2001). La qualité
gustative des fruits peut se décomposer en trois parties : la texture, la saveur et les arobmes. La
texture est principalement caractérisée par la fermeté du fruit. L’ardme du fruit est défini par
la concentration en composés aromatiques volatiles, sachant que plus de 400 composés ont été
identifiés chez la tomate, et enfin la saveur est relative aux teneurs en sucre et acide (Grasselly

et al, 2000).

Plusieurs études associent la consommation de tomates et de ses produits dérivés a une
réduction des risques de contracter des cancers et des maladies cardiovasculaires. En effet ils
sont riches en substance potentiellement actives, comme les vitamines, les minéraux, les
micronutriments ou les fibres (Berrino et Villarini, 2008). Cependant I’effet réel de la
consommation est difficile a établir puisque par exemple, les méthodes d’analyses utilisées
dans les expérimentations ne sont pas toujours les mémes. De plus a I’heure actuelle les
études épidémiologiques sont encore peu nombreuses et leurs résultats sont parfois
contradictoires (Scalbert et al, 2005; Giovannucci E., 2007; Kavanaugh et al, 2007). En outre
peu d'études donnent des indications sur les doses efficaces (consommation en repas par jour
a base de tomate), un seul apport pourrait étre suffisant, sachant qu'un apport important de
lycopene pourrait étre néfaste (Giovannucci E, 1999).

La médecine chinoise associe plusieurs vertues a la tomate (Fan Qie), et lui associe
des saveurs douces, acides et légerement froides. Les méridiens destinataires étant le foie,

I’estomac et les poumons (Sionneau et Chapellet-Lopez, 2004).

F/ Importance économique et production actuelle

La tomate est la troisieme espece cultivée au monde, apres la pomme de terre et la
patate douce, et le deuxieme légume le plus consommé (De Broglie et Guéroult, 2005). Ce
légume représente donc un enjeu économique, et est soumis a une concurrence importante.
Cent cinquante millions de tonnes de tomates sont produites annuellement dans le monde
(données FAO 2005) (Péron, 2006). Cette production se répartit sur tous les continents : 44%
en Asie, 22,5% en Amérique, 21,5% en Europe, 12% en Afrique (Grasselly et al, 2000). La
France est le sixieme producteur européen, derriere la Turquie, 1’Italie, I’Espagne, la Grece et

le Portugal (données INTERFEL 2008). Selon I’INSEE, en France, environ
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Culture sur : K Ca Mg NH, NO; H,PO, SO,
NFT 7 7 2 0,5 10,5 1,5 4,5
Substrat 7 7.5 2 10,5 1,5 5

Tableau 2 : Exemple de composition de solution nutritive en milliéquivalent par litre, suivant le dispositif de

culture, en flux continu (Nutrient Film Technique) ou sur un substrat organique. Adapté de Péron, 2006
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800 000 tonnes de tomates ont été produites en 2004, dont 580 000 commercialisées en
produits frais (Péron, 2006). On peut également estimer que 100 000 tonnes sont produites par

des particuliers (Degioanni, 1997).

En 2008, les francais ont acheté en moyenne 13kg de tomates, ces achats étant effectués toute
I’année, avec tout de méme une augmentation de la consommation lors de la période estivale.
Pendant la période hivernale deux origines dominent les importations : le Maroc et I’Espagne.
A vpartir du printemps les origines se diversifient avec notamment des importations de
Belgique et des Pays Bas qui entrent en concurrence avec la production frangaise (données

INTERFEL 2008).

La culture de la tomate est envisageable sur I’ensemble du territoire frangais, mais le
sud-est et I’ouest de la France sont les principaux bassins de production de tomates destinées
au marché frais. Actuellement, la production de tomates est réalisée de facon intensive, et est
principalement effectuée sous serres chauffées (96% de la production nationale). Il reste
quelques cultures effectuées sous abris froids et en champs, principalement pendant la période
estivale, la surface de production en champs étant en constante régression ces dernieres
années. La production de tomates de type grappe reste nettement dominante (54% de la
production totale), devant les tomates rondes qui se vendent en vrac. Cependant la gamme de
tomates proposées a tendance a se diversifier ; des tomates de type cerise, cocktail, allongée et
plus récemment des variétés anciennes séduisent le consommateur (données INTERFEL
2008).

Les cultures sous serre sont majoritairement effectuées en hydroponie, sur des
substrats comme la laine de roche, la laine de verre, la fibre de coco, qui sont jetés a la fin
d’une campagne de culture. Le climat sous la serre (température, humidité, taux de CO,,
photopériode et intensité lumineuse) est modulé en fonction du stade de développement des
plants. La composition des solutions nutritives varie suivant la variété et le substrat utilisé, la
région et la période de culture. Un exemple de composition est donné dans le tableau 2. Il faut
noter que le pH et la conductivité des solutions sont également controlés et ajustés
respectivement entre 5,7 et 6,2 pour le pH et entre 2,5 et 3,5mS.cm‘] pour la conductivité. La
densité des cultures est adaptée en fonction de la saison de culture, elle est de 1’ordre de 2,2
plants/m2. Les plantes sont également taillées pour éviter le développement de rameaux
axillaires, effeuillées pour conserver un bon équilibre végétatif/génératif, et le nombre de

fruits par bouquet est généralement fixé a 5 ou 6 fruits par grappes.
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Figure 4: Représentation simplifiée de la voie de biosynthése des polyphénols végétaux. Phénylalanine
Ammonia Liase (PAL), Cinnamate 4hydroxylase (C4H), CoA Ligase (4CL), Hydroxycinnamoyl-CoA quinate
hydroxycinnamoyl tranférase (HQT), O-méthytransférase (OMT), Férulate 5-hydroxylase (F5H), Chalcone

Synthase (CHS), Chalcone Isomérase (CHI), Flavanone-3 hydroxylase (F30H), Dihydroflavonol réductase
(DFR), Flavone synthase (FS), Flavonol synthase (FLS), Anthocyane synthase (ANS), Flavonoide glucosyl

transférase (FGT). (*) indique les composés impliqués dans la synthése des monolignols, Les fleches en

pointillés indiquent que plusieurs étapes enzymatiques, non représentées, sont nécessaires pour arriver au produit

indiqué.
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La protection contre les maladies et ravageurs est effectuée en intégrant des auxiliaires de
culture, comme Macrolophus ou Encarsia qui sont respectivement des prédateurs et des
parasitoides, ou en appliquant des spécialités commerciales pour lutter contre le

développement de champignons, de bactéries ou de maladie virales (Péron, 2006).

II Composés phénoliques

A/ Généralités biochimiques

Les composés phénoliques (ou polyphénols) sont des molécules qui appartiennent au
métabolisme secondaire. Les polyphénols constituent un groupe important de métabolites
secondaires, environ 10 000 composés ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui. La plupart des
molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques la tyrosine et
surtout de la phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de facons variables suivant les
végétaux, a partir du préphénate (Guignard, 2000), lui-méme formé par la voie de I’acide
shikimique (Macheix et al, 2005).

Les polyphénols sont des molécules tres diversifiées, constituées d’un ou plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Ils peuvent étre regroupés en de
nombreuses classes suivant la complexité du squelette de base (noyau C6), le degré de
modification de ce squelette (oxydation, hydroxylation....) et enfin suivant les molécules
auxquelles ils sont associés (glucides, lipides, protéines, autres métabolites). Les formes les
plus simples sont représentées par deux principaux groupes dont dérivent de nombreux
composés : les acides hydroxycinnamiques et les flavonoides (Figure 4). Les formes
complexes quant a elles, sont pour la plupart issues de la condensation de certaines formes

simples et renferment, entre autre, les tannins et les lignines.

Les acides hydroxycinnamiques, ou phénylpropanoides, sont des composés dont le
noyau de base est en C6-C3. Sous I’action de la Phénylalanine Ammonia Liase (PAL), la
phenylalanine libere un ion ammonium et forme de I’acide cinnamique. Celui-ci est a son tour
hydroxylé par la Cinnamate 4Hydroxylase (C4H) pour former 1’acide para-coumarique qui

sera a I’origine de nombreuses molécules. Ces acides sont rarement présents sous formes
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libres, ils sont en général combinés a d’autres molécules organiques. Les liaisons se font
souvent au niveau des fonctions carboxyliques, ce qui conduit a la formation d’ester. Les
liaisons avec du glucose (sous forme Uracile Diphosphate, UDPG) forment des ester de
glucose (I’acide feruoylglucose). Les liaisons avec différentes molécules organiques
(Coenzyme A ou acide quinique par exemple) conduit par exemple a I’acide p-coumaroyl
CoA. L’acide chlorogénique est I’ester de I’acide caféique le plus fréquemment rencontré
(liaison avec un acide quinique en C5). Si la liaison s’effectue avec des mono ou di-amine,
des phénolamides sont formés. Les estérifications peuvent €tre multiples, ainsi 1’acide
caféique peut étre estérifié avec des acides quiniques et former les acides di et tri-
caféoylquinique. Des liaisons avec des sucres peuvent aussi étre effectuées au niveau des
fonctions hydroxyles, ce qui conduit a la formation de glucoside (glucoside de I’acide
caféique) (Macheix et al, 2005).

Les flavonoides sont des composés en C6-C3-C6, qui renferment plusieurs milliers de
molécules pouvant étre regroupées en plus de dix classes, induisant une nomenclature
complexe. Ils sont issus du para-coumaroyl CoA et de 3 molécules de malonyl-CoA qui
forment I'hydroxychalcone comprenant 2 noyaux benzéniques (Figure 4). Cette
transformation s'effectue avec une autre enzyme clef la Chalcone Synthase (CHS). La
fermeture de I’hétérocycle central s’effectue par la Chalcone Isomérase (CHI). Les
différentes classes de flavonoides sont d’abord définies par la structure de 1’hétérocycle
central, et son degré d’oxydation. Puis chacune des classes est caractérisée par son degré de
substitution par des groupements hydroxyles ou méthoxyles. De plus ces composés sont la
plupart du temps liés a des sucres, généralement par une liaison glycosidique, qui est
dégradable par une hydrolyse acide a chaud. Les conséquences de la glycosylation sont
multiples : modification de la couleur des pigments, modification de la solubilité¢ ou des

propriétés biologiques (Macheix et al, 2005).

B/ Localisation et rOle dans les plantes

A I’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de

la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales.
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Les composés phénoliques sont synthétis€s dans le cytosol. Une partie des enzymes
impliquées dans la biosynthese des phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum
endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons (Winkel, 2004; Macheix et al, 2005).
D’autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des chloroplastes,
peuvent participer a la biosynthese des composés phénoliques mais ce ne sont pas des lieux
d’accumulation. Certains flavonoides ont méme été localisés au niveau du noyau des cellules
ou ils pourraient directement moduler 1’expression des genes. Ces divers lieux de localisation
impliquent un transfert des composés phénoliques depuis leurs lieux de synthese (Macheix et
al, 2005).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante
et peut €tre tres caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est
variable, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans
I’épiderme. Au niveau de la plante entiere, il faut noter que certains composés ne sont
accumulés que dans des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés
phénoliques interviennent au niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la
qualité organoleptique de la chair, notamment pour 1I’amertume ou 1’astringence (Tomas-

Barberan et Espin, 2001; Cheynier et Sarni-Manchado, 2006).

Les composés phénoliques interviennent dans un grand nombre de processus
physiologiques chez la plante et dans les interactions avec leur environnement, leur structure
leur conférant des fonctions tres spécifiques (Desjardin, 2008). Par exemple la lignine est un
composant essentiel des plantes qui permet leur maintien et la conduction de 1’eau (Macheix
et al, 2005). Les composés phénoliques contribuent également a la croissance et au
développement de la plante par des actions diverses et variées. Ils interviennent par exemple
dans le métabolisme et le transport de 1’auxine (Macheix et al, 2005; Treutter, 2006) et dans
celui de I’éthylene (Fleuriet, 1976; Vendrell, 2003). Les flavonoides conditionnent méme la
formation des grains de pollen chez le pétunia (Napoli et al, 1999).

Par ailleurs les composés phénoliques peuvent avoir un role de signal (Treutter, 2006), des
flavonoides permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre des Fabacées et des
bactéries, ce qui permet a ces plantes de fixer directement 1’azote atmosphérique. Ces

composés interviennent également dans les interactions entre les plantes supérieures via des

processus d’allélopathie. Ils participent aux phénomenes de pollinisation puisqu’ils sont
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Figure 5 : Illustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation d’hydrogene. Le radical formé

devient moins dangeureux. Adapté de Sawa 1999
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Figure 6 : Représentation des différentes phases de prolifération du cancer et des potentiels lieux d’action des

polyphénols végétaux. Les doubles fleches grises indiquent un effet stimulateur alors que les fleches noires

indiquent un effet inhibiteur des phénols. Adapté de Hollamn, 2001
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responsables de la coloration des fleurs. Chez le pétunia plus de 40 dérivées anthocyaniques
ont été identifiés pour former la couleur violette (Macheix et al, 2005). De plus les
flavonoides ont un rdle de filtre contre le rayonnement UV, ce qui explique leur localisation
dans les tissus externes (Gould et Lister, 2006). Enfin les flavonoides comme les dérivées
hydroxycinnamiques jouent un rdle important dans la résistance des plantes aux stress
environnementaux (Walton et Brown, 1999). Lors de blessures ou d’attaques de pathogeénes
fongiques et bactériens, la synthese de composés phénoliques est stimulée ou induite. Ces
molécules, des phytoalexines, peuvent alors jouer un role de défense (Koes et al, 1994;
Macheix et al, 2005). La nature des composés synthétisés est caractéristique de 1’espece
végétale, le pois produit par exemple de la pisantine (isoflavonoide), le persil du psoralene

(furanocoumarine).

C/ Importance pour ’homme

La plupart des composés phénoliques interviennent par leur seule présence dans les
régimes alimentaires, en particulier grace a la consommation de fruits, de 1égumes et de
produits dérivés (Macheix et al, 2005). Des études épidémiologiques mettent en avant les
effets bénéfiques de la consommation de fruits et Iégumes pour lutter contre des maladies
dégénératives comme les cancers ou les maladies neurodégénératives, mais aussi pour
prévenir les maladies cardiovasculaires, 1’obésité ou le diabete (Tomas-Barberan et Gil,
2008). Chez I’homme 1’efficacité d’un traitement, comme une alimentation riche en fruits et
légumes, est quantifiée via des marqueurs biologiques. Par exemple le taux d’especes
réactives avec ’acide thiobarbiturique est utilisé pour témoigner du niveau d’oxydation des
lipides, relatif aux stress oxydatifs (Johnson I T, 2008). Or certaines de ces études apportent
des résultats contrastés et controversés a propos de la consommation de fruits et 1égumes, ou
de I'utilisation de molécules particulieres comme marqueurs biologiques, ce qui souligne la
nécessité de mener davantage de travaux pour mieux comprendre et caractériser les
mécanismes mis en jeu (Kavanaugh et al, 2007; Tomas-Barberan et Gil, 2008). En outre
I’efficacité des molécules présentes les fruits et Iégumes, dont les polyphénols, est prouvée in
vitro mais reste a confirmer in vivo, et les doses a prescrire restent difficiles a établir (Johnson
I T, 2008).La composition des aliments est complexe, et les molécules qui les composent

interagissent entre elles. C’est pourquoi, les effets bénéfiques chez I’homme, de la
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consommation d’un fruit ou d’un légume en particulier ne peuvent pas se résumer uniquement
a I’effet d’une seule substance (Liu, 2004; Bazzano, 2008).

La structure des phénols végétaux, leur confere une activité antioxydante aussi
importante que celles des vitamines C et E (Rice-Evans et al, 1997). Leur mode d’action est
une combinaison de réactions chimiques (chélation de métaux, la donation d’hydrogene ou
d’électron) qui interrompt les réactions d’oxydation de molécules, comme 1’ADN les lipides
ou les protéines, en formant des radicaux plus stables (Figure 5), et donc qui aboutit a une
diminution des teneurs en radicaux libres (Rice-Evans et al, 1997; Sawa et al, 1999; Hollman,
2001). Ces composés interviennent également a différents stades de développement des
cancers, notamment en stimulant la mort de cellule et en inhibant certaines enzymes (Figure
6). Pendant longtemps, 1’action bénéfique de la consommation des fruits et légumes a été
principalement reliée aux teneurs en composés antioxydants de ces aliments. Or une fois
ingérés ces composés sont fortement modifiés par I’organisme. L’équipe de Scalbert (2002) a
étudié I’absorption des polyphénols au niveau des barrieres intestinales et mis en évidence
I’importance de la microflore du colon dans la métabolisation de ces composés (Scalbert et al,
2002). Ainsi les composés qui atteignent les cellules et les tissus sont chimiquement différents
de ceux qui ont été absorbés, ce qui modifie et pourrait diminuer leurs activités biologiques
(Kroon et al, 2004). De plus, I’absorption et la biodisponibilité des polyphénols sont variables
suivant leur structure et les molécules auxquelles ils sont associés (Singh et Ramassamy,
2008), enfin les concentrations en compos€s retrouvées dans le sang apres ingestion
d’aliments riches en polyphénols (thé vert, vin rouge, pomme, oignon...) sont tres faibles
(<10 uM) (Aherne et O'Brien, 2002; Manach et al, 2004; Jaganath et Crozier, 2008). Il n’est
donc pas surprenant qu’in vivo, I’augmentation de 1’activité antioxydante au niveau du sang
par exemple, n’est pas clairement associée a un effet positif sur la santé (Johnson I T, 2008).
Actuellement d’autres hypotheses d’actions sont proposées. Par exemple ces micronutriments
pourraient étre impliqués dans des cascades de signalisation, qui stimulent entre autres, les
systemes de défense au niveau cellulaire (Jaganath et Crozier, 2008). Ils pourraient également
intervenir dans de multiples activités biologiques en régulant I’expression de certains genes, et
moduler entre autres certaines activités enzymatiques (Dangles et Dufour, 2006; Singh et
Ramassamy, 2008). Les travaux de Williams, 2004 soulignent le rdle clef des flavonoides
comme molécules « signal » plus que comme antioxydant (Williams er al, 2004). 11 a
également été mis en évidence I'importance des processus inflammatoires dans le
développement de maladies chroniques comme les cancers ou les maladies cardiovasculaires.

Or quelques études indiquent une diminution significative des teneurs de plusieurs marqueurs
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biologiques relatifs a 1’activité inflammatoire, lors d’une alimentation riche en fruits et
légumes (Sanchez-Moreno et al, 2003; Johnson I T, 2008). Actuellement I’activité anti-
inflamatoire des flavonoides des citrus qui favorise la circulation capillaire et améliore le
tonus veineux est déja utilisée (Manthey, 2000; Kanaze et al, 2003). Cependant leurs modes
d’action ne sont également pas définis, et il existe également des travaux qui n’ont pas abouti
aux mémes conclusions (Johnson I T, 2008).

Par ailleurs des extraits végétaux plus ou moins complexes, riches en principes actifs
de nature phénolique sont utilisés a des fins thérapeutiques, comme complément alimentaire
ou comme médicament (phytoestrogenes) (Macheix et al, 2005).

Dans le futur, des études sur des individus malades et sains doivent encore étre menées
pour expliquer et valider I’effet bénéfique de la consommation de fruits et 1égumes. De plus,
des marqueurs biologiques plus précis, et 1’utilisation de nouvelles techniques d’analyse
faisant appel a la biologie moléculaire (nutrigénomique, protéomique, métabolomique...) vont
permettre d’améliorer la compréhension des mécanismes d’actions et peut étre aboutir a des

recommandations.
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Figure 7 : Exemples de composés phénoliques identifiés chez la tomate

34



Synthese bibliographique

D/ Composés phénoliques chez la tomate

Le fruit de tomate renferme de nombreux métabolites, dont plusieurs dizaines de
polyphénols. L’équipe de Mocco (2006) a effectué un important travail de détermination de
ces composés par spectrométrie de masse, et créé une base de données nommée MoTo DB qui
comprend de nombreuses informations (temps de rétention, masse....). Ils ont par la suite
complété leur étude en apportant des données de répartition des composés dans le fruit en
tenant compte du stade de maturation du fruit (Moco et al, 2007). En effet la composition
phénolique des fruits de tomates évolue avec la maturation du fruit (Fleuriet et Macheix,
1981; Gautier et al, 2008), et elle varie également quantitativement et qualitativement suivant
les cultivars étudiés, les tomates cerises étant généralement les plus riches (Raffo et al, 2002).

Les flavonoides sont majoritairement trouvés sur la partie externe du fruit (peau et
péricarpe), et les principaux composés détectés sont la naringénine chalcone et des glucosides
de la naringénine, des formes glycosilées de la quercétine comme la rutine, et des dérivés
glycosilés du keampférol, les formes aglycones n’étant détectées qu’apres hydrolyse (Figure 4
et 7) (Hunt et Baker, 1980; Krause et Galensa, 1992; Stewart et al, 2000; Bauer et al, 2004;
Slimestad et Verheul, 2005).

Les acides hydroxycinnamiques sont plus présents au niveau de la chair du fruit et
dans les graines et le gel qui les entoure (Fleuriet et Macheix, 1976). 1l s’agit d’esters de
glucose et d’acide quinique ou de glucosides formés avec les acides caféique, férulique et
para-coumarique (Figure 4 et 7). Le plus abondant étant 1’acide chlorogénique (acide 5-
caféoylquinique)(Fleuriet et Macheix, 1976; Winter et Herrmann, 1986).

Différent phénols ont également été identifié parmi les composés volatils de la tomate,
comme le gaiacol, ces composés participent a la qualité organoleptique du fruit de tomate,

plus particulierement a 1’odeur et a I’ardme du fruit (Figure 7) (Crouzet, 2006).

La composition en composés phénoliques des parties végétatives de la tomate (tige,
racine, feuille) n’a pas été a notre connaissance caractérisée. Cependant les feuilles
renferment des quantités importantes de polyphénols totaux (Stout et al, 1998). L’acide
chlorogénique et la rutine semblent étre les composés les plus abondants (Wilkens R T et al,
1996). Comparativement Stewart et al. 2001 ont quantifié environ dix fois plus de flavonols
dans les feuilles que dans les fruits de tomate (Stewart et al, 2001). Ces concentrations sont

vraisemblablement liées au rdle de filtre UV de ces composés.
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E/ Influence de I’environnement sur la synthése des composés phénoliques

Comme nous I’avons vu précédemment les composés phénoliques interviennent dans de
nombreux phénomenes pour permettre a la plante de s’adapter a son milieu (Macheix et al,
2005). Ce paragraphe n’est donc pas exhaustif et seul I’'impact de quelques facteurs de

I’environnement est présenté.

a) Lumiere :

La lumiere agit de fagon quantitative et qualitative et est corrélée a 1’une augmentation
des teneurs en composés phénoliques et plus particuliecrement de flavonoides dans les tissus
(Macheix et al, 2005). L’activité de certaines enzymes de la voie de biosynthese des
polyphénols est stimulée par la lumiere, c’est le cas, entre autres, de la PAL (Flores et al,
2005), de la C4H (Bell-Lelong et al, 1997) et de la CHS (Feinbaum et Ausubel, 1988). En
cultivant des tomates sous une forte intensité lumineuse, Wilkens et al. (1996) ont quantifié
environ deux fois plus de rutine et d'acide chlorogénique que dans les plantes cultivées sous
une faible intensité lumineuse. Il faut également rappeler le role de photoprotection des
flavonoides. Ainsi sous un rayonnement UV les activités de la PAL et de la CHS, par
exemple, sont stimulées, et les teneurs en polyphénols sont accrues (Desjardin, 2008). La
lumiere rouge pourrait également avoir un role particulier dans la formation des flavonoides,

et notamment favoriser la formation de naringénine-chalcone (Hunt et Baker, 1980).

b) Température :

La température peut modifier les teneurs en polyphénols chez les fruits pendant la
phase de croissance des fruits sur la plante, mais également apres la récolte. Pour les plants de
tomate, un stress thermique semblerait apparaitre a partir de 35°C, causant l'accumulation de
composés phénoliques tels que les flavonoides et les acides hydroxycinnamiques. En effet, un
stress thermique provoqué par des températures froides (4°C) ou élevées entraine une
augmentation des activités PAL et CHS qui a pour conséquence d'augmenter les teneurs en
composés phénoliques (Leyva et al, 1995). En outre, I’oxydation des composés phénoliques
par les polyphénols oxydases (PPO) et peroxydases (POD) est inhibée, ce qui maximise
I'accumulation des polyphénols (Rivero et al, 2001).

Lors du stockage des aliments, les activités enzymatiques sont déterminantes sur la

qualité finale du fruit et sur sa durée de conservation. Il a été démontré que 'augmentation de
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la température de conservation entrainait une augmentation des activités de certaines enzymes
(lipoxygénases, peroxydases, réductases et catalases). Par conséquent placer des tomates a
une température élevée (35°C) entraine des dégats oxydatifs (Mondal er al, 2004). De la
méme facon, Soto-Zamora et al. (2004), ont démontré que la conservation des fruits (récoltés
au stade vert mature) a 4°C, température inférieure a la température optimale de stockage,
inhibait la maturation et accélérait les pertes en antioxydants (particulierement en

caroténoides) (Soto-Zamora et al, 2004).

c) Période de I’année :

Les tomates sont produites toute I’année, mais la composition du fruit notamment en
antioxydants varie au cours de la saison (Raffo et al, 2006; Toor et al, 2006). Slimestad et
Verheuil (2005) ont observé sur une saison de culture que les teneurs en acide chlorogénique,
en rutine ou en naringénine chalcone, pouvaient étre multipliées par trois en fonction de la
date de récolte (Slimestad et Verheul, 2005). Ces variations saisonnieéres sont attribuables

entres autres aux conditions de lumiere et de température (Riga et al, 2008).

d) Nutrition minérale :

Peu de travaux existent sur I'influence de la fertilisation minérale sur les teneurs en
composés phénoliques. Cependant la nutrition minérale peut avoir tellement d’effets aussi
bien sur la croissance que sur le développement des plantes, qu’il est logique de s’attendre
également a des répercutions sur la composition des tissus. En outre, les apports en minéraux
modifieront d’autant les teneurs de certaines substances si ce sont des constituants directs de
ce composé ou s’ils jouent un role central dans la synthese ou le stockage de ce composé
(Grusak et DellaPenna, 1999; Crosby, 2008). Les micro comme les macroéléments peuvent
modifier la composition en polyphénols. Il a été clairement démontré qu'une carence en bore
induisait une augmentation des teneurs en flavonoides d’environ 40 a 50%, dans les feuilles et
les fruits de tomate (Carpena et al, 1982; Lopez-Andreu et al, 1988; Ruiz et al, 1998). Les
effets du phosphore et du manganese sont par contre plus variables (Zornoza et Esteban,
1984). L’équipe de Penalosa (1989) a observé qu’une déficience (0,2 et 0,5mmol/L) ou un
exces (4 mmol/L) en phosphore dans la solution nutritive entrainait une diminution des
teneurs en flavonoides dans les feuilles (Penalosa et al, 1989). Par contre, Stewart et al.

(2001) ont mis en évidence que de faibles apports en phosphore augmentaient les teneurs en

37



Synthese bibliographique

flavonols dans les fruits mais ce uniquement pendant les premiers stades de maturation, les
bénéfices de ce stress diminuant avec la maturation (Stewart et al, 2001). La nutrition azotée
modifie également les teneurs en composés phénoliques (Dumas Y. ef al, 1993; Wilkens R T
et al, 1996). Stout et al. (1998) ont obtenu des concentrations plus de deux fois plus
importantes dans les feuilles de tomates ayant poussé avec de faibles apports en N (2 mM) en
comparaison des teneurs obtenues dans les feuilles du fort traitement en N (8§ mM). L’équipe
de Stitt, notamment dans les travaux de Fritz (2006) a mis en évidence que les apports d’azote
inhibaient fortement le métabolisme des phénylpropanoides dans les feuilles de tabac (Fritz et
al, 2006). Des études relatent également une augmentation des teneurs en polyphénols lors de
faibles apports en azote, dans les tubercules de pomme de terre, ou dans les fruits comme le
raisin ou les pommes (Awad et De Jager, 2002; Delgado et al, 2004; MittelstraP et al, 2006).
Par contre aucune étude n’a pu mettre en évidence une répercussion significative de la
nutrition azotée sur la composition en polyphénols dans les fruits de tomate (Stewart et al,
2001). Nous verrons que la nutrition azotée modifie la répartition du carbone dans la plante,
induisant des variations aussi bien au niveau du métabolisme primaire qu’au niveau du

métabolisme secondaire.

e) Enrichissement en CO; :

Les cultures sous enrichissement en CO, vont modifier le statut carboné de la plante et
augmenter la disponibilité en carbone (Haukioja et al, 1998). Une augmentation de 30% des
teneurs en composés phénoliques dans les feuilles peut étre observée (Penuelas et Estiarte,
1998) mais ce comportement et tres dépendant des plantes et des molécules étudiés. En outre,
la synthese des tannins, des terpenes et de la lignine ne semblent pas modifiée par un
enrichissement en CO, (Koricheva et al, 1998; Penuelas et Estiarte, 1998). L’équipe de Wang
(2003) a obtenu des teneurs en phenylpropanoides et en flavonoides significativement plus
importantes chez des fraisiers cultivés sous enrichissement en CO, (Wang S. Y. et al, 2003).
Par contre Fajer (1992) n’a pas mis en évidence d’augmentation des teneurs en métabolites

secondaires chez plantago (Fajer et al, 1992).
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111 1.’azote

L’azote fait partie des éléments essentiels que la plante puise dans la solution du sol pour
assurer sa croissance et son développement. En effet I’azote entre dans la composition de
molécules indispensables telles que les acides aminés et les acides nucléiques mais aussi dans
celle de certains métabolites secondaires. Cet élément représente de 1,2 a 7,5 g pour 100g de
MS chez les plantes (Meyer et al, 2008). Chez la tomate les teneurs en azote dans la plante
sont variables en fonction des organes. Les parties végétatives (racine, tiges et feuilles) sont
les compartiments les plus riches en azote, elles contiennent environ 6g d’azote pour 100g de

MS, les fruits contiennent seulement 1,7g d’azote pour 100g de MS (Toor et al, 2006).

A/ Absorption et assimilation de 1’ azote

L’ammonium et le nitrate sont les principales sources d’azote disponibles pour la
plante. Certaines plantes, comme les Fabacées, peuvent également assimiler 1’azote présent
dans I’atmosphere, sous forme de N, par I’intermédiaire de symbiose avec des bactéries. Ce
mécanisme ne sera pas décrit ici. Le nitrate est la forme préférentiellement utilisée, cependant
ces anions nitrate (NO3') seront transformés au cours de leur assimilation en ions ammonium
(NH4"), qui seront incorporés dans des molécules organiques.

L’absorption du nitrate s’effectue au niveau des racines grace a deux systemes de
transports : un systeme de transport a haute affinité (High Affinity Transport System, HATS)
qui est constitutif et inductible, et un systeme a faible affinité (Low Affinit Transport System,
LATS). Ces deux systemes sont actifs, mais les HATS sont les plus sollicités. La contribution
des LATS devient plus importante quand le milieu est riche en nitrate, les HATS étant saturés
(Tischner et Kaiser, 2007). Le prélevement du nitrate dans le sol par les racines est déterminé
par la demande de la plante et pas par la disponibilité en azote du milieu. Ainsi il existe des
systemes de régulation de I’absorption du nitrate, notamment par les produits du métabolisme
du NOs et par I'ion lui-méme (Grignon et al, 1997; Touraine et Gojon, 1997). Ces contrdles
ne sont pas encore clairement définis, la caractérisation moléculaire des systemes

d’absorption, et de leur régulation va permettre d’en améliorer la compréhension (Daniel-

Vedele et al, 1998; Forde, 2000).

39



Synthese bibliographique

/

ATP Gs1
glutamine
NiR . GOGAT
—NO,” —p NO,* glutamine glutamate
[ Export
GS2 Acid
i ciaes
ATP ) S —>
_____ a-cétoglutarate amines
NO,* ce N\ /N
photosynthétique >
Il’l’]pOI't chloroplaste
NO,
A
NO; hexose
% o a-cétoglutarate
E‘ A
‘NO3’ NO; f}; photorespiration
CT
pyruvate respiratoire
vacuole
mitochondrie /
cytosol

\ co;<

Figure 8 : Schéma simplifié de ’assimilation du nitrate et de I’ammonium dans une cellule photosynthétique

(Meyer et al, 2008). Nitrate réductase (NR), Nitrite réductase (NIR), Glutamate synthase (GS), glutamine 2-
oxoglutarate aminotransférase (GOGAT).
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Une fois le nitrate absorbé au niveau racinaire, il peut €tre soit immédiatement réduit,
exporté vers les feuilles via le xyleme, stocké dans les vacuoles ou rejeté dans le milieu
extérieur. La conduction du nitrate jusqu’au vaisseau du xyleme s’effectue par osmose,
suivant le gradient de concentration, par voie symplastique. Puis le transit horizontal
jusqu’aux feuilles est assuré par la montée de la seéve brute, suivant un gradient de potentiel
hydrique décroissant (Meyer et al, 2008).

La répartition de 1’assimilation réductrice des nitrates entre les racines et les parties
aériennes est variable. Chez beaucoup d’herbacées, la réduction des nitrates se fait surtout
dans les feuilles, tandis qu’elle est racinaire chez les ligneux (Grignon et al, 1997). Cette
répartition dépend également des conditions environnementales et notamment de la
concentration en nitrate du milieu. En effet lorsque les concentrations en nitrate sont faibles,
la réduction s’effectue au niveau des racines, et les feuilles recevront seulement 1’azote sous
forme organique. Par contre si la concentration est plus importante un flux de nitrate pourra
parvenir jusqu’aux feuilles. La réduction des nitrates s’effectue avec l’action de deux
enzymes : la nitrate réductase (NR) et la nitrite réductase (NIR). La NR convertie le NO3™ en
NO,’, dans le cytoplasme. La NIR réduit le NO, en NH;" dans les plastes (chloroplastes)
(Figure 8). La réduction d’une mole de NOs; en NH," libére toujours une mole de OH.
L’intérieur des cellules devient donc alcalin. Dans les feuilles, cette alcalinisation est
neutralisée par la biosynthese d’acides organiques, principalement d’acide malique. Dans les
racines, ces ions peuvent étre relargués dans le sol via un systeme d’échange ionique(Liittge et
al, 2002). La NR et la NIR sont soumises a de nombreuses régulations. Les facteurs de
I’environnement, comme la lumiere ou les concentrations en nitrate, et des facteurs endogenes
comme le rythme circadien ou I’application d’hormone (cytokinine et éthyléne) peuvent
intervenir (Faure et al, 1997). De plus I’assimilation du nitrate nécessite des donneurs
d’électrons (NADH, NADPH, ferredoxine) et de 1’énergie qui sont apportés par les réactions
de la photosynthese, de la respiration, et par la voie des pentoses phosphates. Ces mémes
réactions fournissent des squelettes carbonés utilisés lors de I’assimilation de I’ammonium qui
correspond a I'intégration de cet ion dans les chalnes carbonées, pour former des molécules
organiques (Figure 8).

L’ammonium assimilé peut avoir plusieurs origines : il peut étre prélevé directement
dans le milieu (systeme de HATS et LATS), issu de 1’assimilation réductrice du NOj3’, ou issu
de la photorespiration. Ainsi les enzymes responsables de 1’assimilation de I’ammonium sont
présentes dans plusieurs organes de la plante. Chez les végétaux supérieurs I’assimilation de

I’ammonium fait principalement intervenir successivement deux enzymes la glutamine
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synthétase (GS) et la glutamate synthase (ou glutamine 2-oxoglutarate aminotransférase,
GOGAT). L’ion ammonium est d’abord incorporé dans du glutamate au cours d’une réaction
catalysée par la GS pour former la glutamine. Puis sous 1’action de la GOGAT et en présence
d’a-cetoglutarate, deux molécules de glutamate sont formées, dont une qui sera recyclée pour
la synthese de glutamine (Brugiere ef al, 1997). Les groupements azotés de la glutamine et du
glutamate sont ensuite transférés a d’autres molécules pour former les différents composés
azotés de la cellule, dont les acides aminés.

L’autre voie d’assimilation faisant intervenir la glutamate déshydrogénase (GDH), permet
directement la formation de glutamate, cependant cette réaction est surtout observée in vitro
ou chez les bactéries et les champignons. Chez les végétaux supérieurs le role de la GDH est
toujours en cours de détermination. Cette enzyme fonctionne également dans le sens du
catabolisme du glutamate, libérant du NH," et des squelettes carbonés. Ces substrats carbonés

pourraient compenser une baisse de 1’activité photosynthétique.

B/ Impact sur les métabolismes primaires et secondaires

Les plantes peuvent donc prélever 1’azote sous forme de nitrate ou d’ammonium, et la
forme d’azote fournie modifie la croissance et le développement des plantes. Il faut également
noter que, chez les végétaux les métabolismes azoté et carboné sont interdépendants.
L’assimilation de 1’azote par la plante nécessite de 1’énergie et des pouvoirs réducteurs qui
sont produits lors de la respiration et la photosynthese. Inversement 1’assimilation
photosynthétique du CO, nécessite 1’élaboration de molécules azotées comme des enzymes
(Ferrario et al, 1997). Ainsi toute modification du métabolisme azotée se répercutera sur

I’assimilation et le métabolisme du carbone, et inversement.

Une alimentation strictement ammoniacale n’est pas favorable pour la croissance des
plantes, elle induit une acidification du milieu racinaire et un ensemble de modifications
regroupées sous le terme de syndrome ammoniacal. Il s’agit d’un déficit de cations et anions,
d’une diminution des teneurs en acides organiques, de I’accumulation des acides aminés
(surtout dans les racines) et de I’accumulation de glucides dans les feuilles (Errebhi et Wilcox,
1990; Chaillou et Lamaze, 1997). Chez la tomate, une fertilisation majoritairement
ammoniacale, induit en outre une diminution de la croissance des plantes, et des symptomes

de toxicité au niveau des feuilles et des tiges (Peet et Welles, 2005).
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Figure 9 : Régulation coordonnée des métabolismes carboné et azoté par le nitrate. Les génes sont encadrés en
noir. Les voies métaboliques de la synthese des acides aminés, de I’amidon et du saccharose sont représentées
par un trait large. L induction des genes est représentée par des lignes en pointillées et la répression par un trait
plein. Geénes codant pour : nitrate réductase (nia), nitrite réductase (nii), glutamate synthase (gln), glutamine
synthase (glu), isocitrate dehydrogenase (icdhl), citrate synthase (cs), pyruvate kinase (pk),
phosphoenolpyruvate carboxylase (ppc), ADP-glucose pyrophosphorylase (agpS2). Métabolites clefs : glycerate-
3-phosphate (3PGA) glutamine (Gln), glutamate (Glu), a-oxoglutarate (o OG), phospohoenolpyruvate (PEP),
ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP). Adapté de Scheible, 1997.
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Ainsi, méme si son assimilation est plus coliteuse en énergie, le nitrate est la forme
préférentiellement absorbée par les végétaux supérieurs. Cet ion présente I’avantage de
pouvoir €tre mis en réserve dans les vacuoles, et d’étre facilement transporté dans toute la
plante. Une fertilisation riche en nitrate permet d’accroitre les teneurs en protéines (Stout et
al, 1998), et augmente la croissance végétative des plantes parfois au détriment de la
formation des fruits (Peet et Welles, 2005). Des plantes subissant une carence en azote
présentent un jaunissement prématuré des feuilles, et une réduction des parties végétatives
aériennes au profit des racines.

En termes d’accumulation de matiere et de croissance, la nutrition mixte (NO; +
NH,") apporte de meilleurs résultats qu’une alimentation avec I’'un ou ’autre de ces ions, la
plante tirant avantage des deux formes (Chaillou et Lamaze, 1997).

En plus, de son rdle dans la croissance de la plante, le nitrate joue un role de signal

direct ou indirect qui conduit a une régulation complexe des métabolismes du carbone et de
I’azote dans la plante (Scheible W. R. et al, 1997; Tischner et Kaiser, 2007) (Figure 9). Par
exemple Scheible (1997), a mis en évidence chez le tabac, que le nitrate réprimait
I’expression de genes impliqués dans la synthese de I’amidon, ce qui explique la corrélation
négative observée entre les apports en azote et I’accumulation d’amidon. Il est également
observé, en cas de faibles apports en azote, une diminution des teneurs en acides organiques et
une augmentation des teneurs en sucres, notamment en hexoses, dans les feuilles et dans les
fruits de tomate (Aziz, 1968; Guidi et al, 1998; Urbanczyk-Wochniak et Fernie, 2005;
Simonne et al, 2007). L’architecture racinaire est également sensible aux apports de nitrate.
Une fertilisation riche en nitrate conduit a un développement important des parties aériennes,
en inhibant le développement des racines. Par contre des apports localisés sur une zone
racinaire stimulent la croissance latérale sur cette zone (Scheible W R et al, 1997).
Le métabolisme secondaire est également modifié€ par I’'importance et la forme de la nutrition
azotée. Toor et al. (2006) ont observé dans les fruits de tomate, une diminution de la
production des composés phénoliques lorsque I’azote était apporté majoritairement sous
forme d’ammonium (Toor et al, 2006). Par contre la présence d’ammonium a favorisé la
synthese d’alcaloides chez la pervenche par rapport a une fertilisation avec seulement du
nitrate (Ahmad et al, 2006).

Enfin, il est communément observé qu’une nutrition pauvre en azote conduit a une
augmentation des teneurs en molécules carbonées dans les tissus, comme les composés
phénoliques. C’est ce qu’a observé entre autres, 1’équipe de Stout dans les feuilles de tomate

(Stout et al, 1998), ou les teneurs en composés phénoliques étaient multipliées par deux sur le
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milieu de culture le plus faible en azote. Par contre cette évolution est inversée pour les
teneurs en composés azotés, comme certains alcaloides (Nowacki et al, 1976; Sreevalli et al,
2004), et toutes les molécules n’évoluent pas dans ce sens. Plusieurs théories tentent
d’expliciter cette répartition du carbone dans la plante, elles seront décrites dans la partie

suivante.

IV Lien entre métabolisme primaire et secondaire, théories de répartition

du carbone dans la plante

A/ Lien entre le métabolisme primaire et secondaire

Le métabolisme primaire représente tous les processus de bases, comme la croissance ou la
respiration, qui sont vitaux pour la plante. Les métabolites primaires proviennent de ces
réactions et sont les composés essentiels de la machinerie moléculaire de la cellule (acides
nucléiques, protéines, lipides et d’hydrates de carbone). Le métabolisme secondaire a été
défini par rapport a cette définition, et constitue donc tous les autres processus. Initialement la
notion de métabolites secondaires résidait dans trois principales observations : une difficulté a
attribuer une fonction précise a ces composés dans la physiologie de la plante, leur répartition
tres inégale selon les végétaux et au sein méme des plantes, et enfin leur inertie biochimique
(Macheix et al, 2005). Actuellement la désignation de « secondaire » parait plus discutable,
nous avons par exemple souligné le role fondamental de la lignine dans le port des végétaux.
Il a aussi été établi qu’il existait une syntheése inductible et constitutive de ces composés, qui
peuvent donc étre stockés dans un premier temps et utilisés en cas de besoin. Il faut également
noter que ces deux métabolismes interagissent. Au sens strict la chlorophylle peut étre
considérée comme un métabolite secondaire, alors qu'elle permet la réalisation de la
photosynthese et donc la synthese de glucides. La synthese des polyphénols peut également
étre un exemple d’interaction entre les deux métabolismes (Figure 10). Lors de la premiere
étape de la voie de biosynthese des composés phénoliques, la phénylalanine est déaminée par

la PAL, et produit du cinnamate. Ce composé va par la suite €tre a I’origine de nombreux
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polyphénols. Or il a été démontré par marquage a I’azote 15, que I’ammonium relargué lors
de cette réaction était réintégré dans le cycle d’assimilation de 1’azote via les enzymes GS et
GOGAT, pour permettre la synthése d’une nouvelle molécule de phénylalanine (Razal et al,

1996).

B/ Théories de répartition du carbone dans la plante

Les métabolites primaires participent au fonctionnement de la cellule et donc a la

croissance de la plante, alors que les métabolites secondaires permettent plutdt a la plante de
s’adapter a son environnement et se défendre contre les parasites. Or leurs syntheses
nécessitent un méme élément de base : le carbone. Il existe donc une « compétition » pour le
C lors de la formation des métabolites primaires et des métabolites secondaires.
Les plantes ne résistent pas de la méme fagon a des stress biotiques, notamment aux attaques
d’herbivores. Pour expliquer ces différentes capacités de défense des plantes, relatives a leurs
teneurs en métabolites secondaires, plusieurs théories ont été élaborées. Quatre d’entre elles
influencent particulierement les recherches dans le domaine de 1’écologie : la théorie de la
défense optimale (Optimal Defense Theory, ODT), la théorie de 1’équilibre de la nutrition
carbonée (Carbon Nutrient Balance CNB) également appelée la théorie du ratio carbone/azote
(Carbohydrate Nitrogen Ratio) , la théorie du taux de croissance (Growth Rate hypothesis,
GR ; Ressource availability hypothesis) et la théorie de 1’équilibre entre les mécanismes de
différenciation et de croissance (Growth Differentiation Balance Hypothesis GDBH) (Stamp,
2003).

L’ODT (Barto et Cipollini, 2005) indique que la production spatiale et temporelle de
molécules de défense tient compte de I’importance du tissu pour la plante (sa « valeur »), de
la probabilité d’une attaque, et du bénéfice pour la plante en comparaison du cofit énergétique
engendré, en terme de pérennité de I’espece (ie de « fitness ») (Hamilton, 2001). Cependant,
la description de cette théorie reste assez générale, elle est donc difficile a exploiter (Hamilton
et al, 2001; Stamp, 2003).

La GR (Coley et al, 1985) s’inscrit dans le prolongement de I’ODT et relate également
des variations génotypiques. Elle postule que les ressources de la plante sont attribuées en
priorité a la croissance ce qui conditionne la syntheése de molécules de défense au sein des
plantes. Elle considere également la « valeur » des tissus et différencie les molécules de

défense constitutives et induites. Par exemple, une plante vivant dans un milieu

49



Synthese bibliographique

Zone de carence Zone des pratiques agricoles

A Taux net

m-seuil d’assimilation

A non-limiting RGR

Taux de
croissance relatif

\ s
S~ Métabolisme
secondaire
goue 5
Disponibilité en Azote Elevé

Figure 11 : Représentation théorique selon la GDBH du taux d’assimilation du CO, (Net Assimilation Rate), du
taux de croissance relatif (Relative Growth Rate) et du taux de syntheése des métabolites secondaires, en fonction

de la nutrition azotée. Adapté de Stamp, 2004.
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peu favorable aura une faible capacité a produire des tissus (pour remplacer les tissus
consommés par un herbivore), et donc beaucoup de molécules de défenses constitutives (pour
défendre les tissus existants) mais peu de molécules induites (Stamp, 2003).

La CNB (Bryant et al, 1983) propose que le ratio carbone/nutriment de la plante,
déterminé par les ressources du milieu et particulierement par la disponibilité en lumicre et en
azote, controle la production de métabolites secondaires. Par exemple une diminution du ratio
carbone/azote (en cas de limitation de la photosynthese), donc une plus grande disponibilité
d’azote, induira une diminution de la synthese de métabolites carbonés (comme les composés
phénoliques) mais inversement augmentera la synthese de molécules azotées (comme les
alcaloides). Cette théorie considere également que la croissance est prioritaire sur la synthese
de métabolites secondaires, mais décrit des variations phénotypiques. De plus elle considere
que la croissance est plus limitée que la photosynthese en cas de faibles ressources dans le
milieu, et qu’une lumiere faible diminuera la photosynthese plus que la croissance (Hamilton
et al,2001).

La GDBH inclus et complete la CNB en prenant en considération davantage de
parametres environnementaux (Loomis, 1932). Elle pose 1’hypothese que la croissance de la
plante, ie la syntheése de composés de structure, et la production de métabolites secondaires, ie
le processus de différenciation, sont corrélées négativement. En fonction des conditions du
milieu de culture (ressources et environnement), la plante fait donc un compromis pour
répartir son carbone entre ces deux processus, trois cas de figure sont envisagés (Figure 11).
En cas de ressources tres faibles, la plante est en condition de carence (zone 1), les
mécanismes de croissance et de photosynthese sont limités, donc peu de métabolites
secondaires et de biomasse sont produits. En cas de ressources intermédiaires (zone 2), la
croissance serait plus limitée que la photosynthese, ainsi un exces de carbone serait disponible
pour la production de composés secondaires carbonés dont les polyphénols. Enfin en cas de
ressources pléthoriques (zone 3), ni la croissance ni la photosynthése ne seraient limitées, et
les composés carbonés seraient principalement alloués a la production de biomasse (Herms et

Mattson, 1992; Wilkens R T et al, 1996; Stamp, 2004).

Toutes ces théories coexistent et sont régulierement testées pour différentes plantes et
différents facteurs environnementaux. Ainsi elles sont parfois contestées, c'est le cas de la
CNB car elle ne prend pas en compte I’influence du génotype et son interaction avec
I’environnement pour quantifier les variations phénotypiques (Hamilton et al, 2001). Mais

elles sont également validées, reformulées ou précisées (Muzika, 1993; Koricheva et al, 1998;
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Ohnmeiss et Baldwin, 2000; Hamilton et al, 2001; Barto et Cipollini, 2005). En effet, Stamp
(2003, 2004) a expliqué a plusieurs reprises qu’il était difficile de mettre au point et de tester
rigoureusement ces théories relatives au domaine de 1’écologie. De plus les métabolites
secondaires sont des molécules de structures et de fonctions tres variées au sein des plantes,
ce qui peut expliquer la difficulté a prédire de facon générale leur évolution en fonction des

conditions extérieures.
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V Objectifs de la these

Mon travail de these a été effectué au sein de I’équipe « métabolites secondaires » de
I’unité mixte de recherche Nancy Université-INRA, Laboratoire Agronomie Environnement
Nancy-Colmar. Depuis plusieurs années le projet de recherche de cette équipe était axé sur la
caractérisation des enzymes (P450) impliquées dans la voie de biosynthese des
furocoumarines (composés phénoliques dérivant des coumarines, Figure 7). En parallele de
ces recherches, mes travaux de DEA et de these ont initi€é une nouvelle thématique de
recherche autour de la «qualité des produits végétaux» dont les objectifs actuels sont d’étudier
la régulation par la plante de la synthese, du transport et du devenir des métabolites
secondaires bioactifs, en réponse a son environnement. Des facteurs biotiques et abiotiques
ainsi que leurs interactions seront étudiés.

Nous avons choisi de commencer ce programme par 1’étude de la nutrition minérale et
plus particulierement de la nutrition azotée. Comme indiqué dans la bibliographie, 1’azote est
un élément indispensable pour la plante mais de fagon surprenante peu de travaux ont été
menés en ce qui concerne 1’impact de la nutrition azotée sur le métabolisme secondaire
d’especes agronomiques comme la tomate. De plus lors de la premiere étape de la formation
des composés phénoliques (syntheése de 1’acide cinnamique par la PAL), un ion ammonium
est libéré, et le devenir de cet ion s’inscrit dans une possible collaboration entre le
métabolisme primaire et secondaire (Figure 10). Le but de mon travail de these a donc été

d’évaluer I’effet de la nutrition azotée sur les teneurs en polyphénols chez la tomate.

Le premier objectif a été d’observer 1’évolution des teneurs en polyphénols au niveau
des parties végétatives des tomates en réponse a différents niveaux de fertilisation azotée, et
d’essayer de caractériser cette réaction aussi bien au niveau spatial que temporel. Le fruit est
le produit final et commercial des tomates, et actuellement le consommateur préte davantage
attention a la qualité de ce produit et notamment a sa valeur santé qui est de plus en plus mise
en avant et qui pourrait impliquer les polyphénols. Le deuxieme objectif de ce travail a donc
été de déterminer dans quelles mesures une diminution de la nutrition azotée allait modifier la
composition des fruits de tomates, et pouvait affecter leur qualité. En parallele a ces travaux
portant sur 1’azote, nous avons également considéré 1’influence d’autres facteurs
environnementaux, comme la lumiere et la température, qui jouent un role fondamental au

cours de la culture.
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

Dans ce chapitre, le matériel végétal, et les dispositifs de culture seront décrits de facon
succincte, les conditions de cultures seront plus largement présentées au début de chaque
chapitre de résultat. Par contre, I’ensemble des techniques analytiques est entierement exposé

dans ce chapitre.
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I Le matériel végétal utilisé

Nous avons mené notre étude sur la tomate (Solanum lycopersicum), qui est la plante modele
pour les recherches sur la qualité des fruits charnus. Il existe plus de 1700 variétés de tomate,
et les variétés exploitées sont souvent renouvelées. Nous avons donc voulu mener des études
sur des cultivars utilisés en production (Rondello, Clotilde, Cervil) pour se rapprocher des
conditions agronomiques réelles. Mais nous avons également voulu acquérir des
connaissances sur un cultivar nain (Microtom) utilisé de plus en plus dans le domaine de la
recherche puisqu’il présente les caractéristiques d’une plante modele pour 1’étude des plantes

a fruits charnus (Meissner et al, 1997).

A/ Rondello

Solanum lycopersicum cv. Rondello est une variété commercialisée par De Ruiter.
C’est une variété de tomate hybride (F1) a croissance indéterminée (Figure 12 A). Les
tomates produites mesurent 5 a 10cm de diametre, et sont destinées a 1’industrie. Ce cultivar
est cultivé aussi bien hors-sol qu’en plein champ. C’est une variété précoce, qui produit des

fruits de 120-140g.

B/ Clotilde

Solanum lycopersicum cv Clotilde est une variété développée par Syngenta. C’est une
plante a croissance indéterminée utilisée en culture hors sol (Figure 12B), qui donne des
tomates de type grappe produites pour €tre consommées en fruits frais. Les bouquets
comportent entre 5 et 6 fruits, d’une centaine de gramme chacun. Cette variété a été utilisée

comme référence en production de tomate de type grappe.
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Figure 12 : (A) Plant de tomate (cv Rondello) en culture NFT sous serre a Avignon ; (B) Plant de tomate (cv
Clotilde) cultivé sous serre en hydroponie sur laine de roche ; (C) Plant de tomate (cv Microtom) en culture NFT
sous serre a Avignon ; (D) Plant de tomate (cv Microtom) en culture hydroponie en conteneurs, en phytotron a

Nancy
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C/ Cervil

Solanum lycopersicum cv Cervil est une variété développée par Vilmorin. Elle produit
des fruits de type cerise d'environ 6g. C’est une variété a croissance indéterminée utilisée en
culture hors sol (Figure 2A). Les fruits sont rassemblés en bouquet d'environ vingt fruits bien

colorés.

D/ Microtom

La variété Microtom a été élaborée a partir d’un croisement entre Florida Basket et Ohio
4013-3 (Scott et Harbaugh, 1989). C’est une plante naine qui mesure entre 10 et 20cm (Figure
12C et D), dont les fruits mesurent 2cm environ et pesent entre 2 et 5 g. L’équipe de Marti
(2006) a montré que Micro-Tom présentait des mutations sur les genes DWARF (D), qui
affecte la synthese des brassinostéroides, et SELF PRUNING (SP) responsable de la
croissance déterminée, voire une troisieme mutation qui affecte sa taille MINIATURE (MNT)
(Marti et al, 2006). Cette plante a été créée pour étre utilisée comme plante ornementale.
Cependant Meissner et al. (1997), ont proposé également de 1’utiliser comme modele pour des
travaux en biologie moléculaire. En effet Micro-Tom présente plusieurs caractéristiques d’une
plante modele. C’est une variété peu encombrante, ce qui permet sa culture en serre ou en
chambre de culture sur de faibles surfaces. Son cycle de culture est rapide, entre 70 a 90 jours,
en comparaison des variétés plus classiques ou les premieres récoltes ont lieu 4 a 5 mois apres
le semis (Renaud, 2003). De plus ce cultivar peut étre transformé avec une bonne efficacité
(Meissner et al, 1997) d’ou son utilisation en génomique. L'équipe de Génomique
Fonctionnelle du Développement du Fruit de I'INRA de Bordeaux a développé une collection
de variants fortement mutagénéisés par l'ethylmethanosulfonate (EMS). Une banque de
donnée phénotypique associée (Microtom Mutant Data Base, MMDB) est en cours de

construction (I’acces public est envisagé a terme).
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II Les dispositifs de culture utilisés lors des expérimentations

Plusieurs dispositifs de culture ont été utilisés suivant le lieu de réalisation des cultures
et le cultivar utilisé (Figure 12). Les plantes ont été cultivées en hydroponie, sous serre ou en
chambre de culture, sur un substrat organique ou directement au contact de la solution
nutritive. Les solutions nutritives étaient préparées a partir d’eau déminéralisée et de sels ou
de solution commerciale. Il s’agissait de solution nutritive complete dont les teneurs en nitrate
variaient entre 0 et 15 mM. Leur composition a été contrdlée et ajustée pendant toute la durée
des expérimentations.

Les plantes ont été conduites de facon a limiter le développement des bourgeons
axillaires, lors de la fructification, le nombre de fruit par grappe a généralement été controlé.
Des auxiliaires de culture et des traitements phytosanitaires ont été effectuées de facon
préventive et curative en cas d’infection.

Au moment des récoltes, les organes prélevés (racine, tige, feuille, fruit) ont été
rapidement congelés dans de 1’azote liquide pour éviter 1’altération des molécules.

Les conditions de cultures et d’échantillonnage seront emplement décrites en début des

chapitres de résulats.

II1 Méthodes Analytiques

A/ Simplification et validation de la méthode d’extraction des polyphénols

Nous avons commencé nos analyses de polyphénols dans des fruits, en utilisant une
méthode développée au GAFL (INRA, Avignon, JL Poessel, MN Corre), qui est inspirée de la
méthode de Fleuriet (1976). Trois extractions successives par Sml d'éthanol a 70% froid sont
effectuées sur 250 mg de matiere seche (MS). Apreés homogénéisation de I’extrait a 1’Ultra-
Turrax, I’extrait est placé sous agitation rotative (15 minutes pour la premiere extraction puis
5 minutes pour les suivantes) avant d'étre centrifugé. Les surnageants sont regroupés, 1’extrait
est évaporé puis il est repris dans 1ml de méthanol qualit¢é HPLC et filtré a 0,45um, avant

d’étre analysé en chromatographie (CLHP).

61



Matériels et Méthodes

ES
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GAC Chloro Rutine DCQ

Figure 13 : Quantités de polyphénols, en unité arbitraire, extraits selon les 3 solvants utilisés : éthanol, acétone et
méthanol a 70%. Les résultats présentés sont des moyennes de 3 extractions, £ écart type. Les composés
quantifiés sont un glucoside de I’acide caféique (GAC), I’acide chlorogénique (Chloro), la rutine, les di et tri
caféoylquinique (DCQ et TCQ), ainsi que la naringénine chalcone (NC). (¥) indique une différence significative

a 5% selon un test de Tukey.

m 1X30
0 3X5

11l

ACG Chloro  Rutine DCQ TCQ NC

Figure 14 : Quantités de polyphénols obtenues, suivant deux méthodes d’extraction : une extraction avec 30min
d’agitation ou 3 extractions avec Sminutes d’agitation. Les résultats sont des moyennes de 3 extractions, + écart
type, exprimés en unité arbitraire. Les composés quantifiés sont les mémes que précédemment. (*) indique une

différence significative a 5% selon un test de Tukey.
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Dans la littérature les méthodes d’extractions des composés phénoliques sont tres diverses et
leur efficacité dépend de la nature des composés a extraire (Naczk et Shahidi, 2004). Nous
avons donc décidé de réaliser une étude sur fruit, puis sur limbe, pour valider notre méthode.
En outre cette étude nous a permis de simplifier la précédente méthode.

Nous avons choisi d’utiliser de I’éthanol a 70% puisqu’il a été observé que les solvants
purs présentaient des capacités d’extraction plus faible (Naczk et al, 1992). Cependant
d’autres solvants : ’acétone et le méthanol sont fréquemment utilisés (Hertog et al, 1992;
Georgé et al, 2005). Nous avons donc étudié les différentes capacités d’extraction de ces trois
solvants (dilué a 70% avec de I’eau) sur notre matériel, pour confirmer notre choix.

Il a également été démontré que les temps d’extraction courts limitaient la dégradation
des molécules, mais en augmentant la durée, 1’extraction était meilleure (Cork et
Krockenberger, 1991). Nous avons donc voulu vérifier si une méthode simplifiée d’extraction
(une extraction de 30minutes) apportait d’assez bons résultats, la méthode de référence (3
séries d’extractions de Smin) étant assez laborieuse.

Enfin la méthode de référence nécessitait 250mg de matiere seche. Cette quantité s’est
révélée rapidement trop importante par rapport aux quantités disponibles dans nos
échantillons. Nous avons donc réduit la masse a 125mg mais conservé le méme volume de
solvant, le ratio volume de solvant sur quantité de maticre seche a donc été modifié. Nous

avons donc également voulu mesurer I’importance de ce ratio.

a) Comparaison de trois solvants

Cing millilitres de solvants, éthanol, acétone et méthanol, respectivement a 70%, ont
été utilisés pour extraire les composés phénoliques sur 125mg de matiere seche de fruit de
tomate (cv Picollo). Apres homogénéisation a 1’Ultra-Turrax, le mélange était placé sous
agitation pendant 30 minutes.

Globalement il n’y a pas eu de différences significatives entre les trois solvants
(Figure 13), seule la naringénine chalcone (NC) a été significativement mieux extraite par
I’éthanol. De plus I’acétone et le méthanol étant des solvants plus toxiques, leur manipulation

implique plus de précautions. L’éthanol est donc resté notre solvant d’extraction.
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Figure 15 : Quantités de polyphénols (unité d’absorbance) obtenues dans chaque fraction de 1’extraction en 3
fois 5 minutes d’agitation. Les composés quantifiés sont un glucoside de 1’acide caféique (GAC), I’acide
chlorogénique (Chloro), la rutine, les di et tri caféoylquinique (DCQ et TCQ), la naringénine chalcone (NC),

ainsi que la taxifoline (Taxi) qui est utilisé comme étalon interne.
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Figure 16 : Quantités de polyphénols isolées dans des fruits de tomate extraits avec 5 ou 10 ml de solvant. Les
résultats présentés sont des moyennes de 3 extractions, + écart type, exprimés en unité arbitraire. Les composés
quantifiés sont les mémes que précédemment. (*) indique une différence significative a 5% selon un test de

Tukey.

64



Matériels et Méthodes

b) Simplification de la méthode

Deux types d’extraction ont ét€ comparés en extrayant 125mg de matiere seche. La
premiere consistait en 30 minutes d’agitation avec Sml d’éthanol a 70%, et la deuxieme
comprenait 3 extractions successives pendant 5 minutes d’agitation avec Sml d’éthanol a
70%. Les 3 fractions intermédiaires d’un échantillon extrait avec la deuxieme méthode ont été
isolées et analysées séparément.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus entre les deux méthodes ne sont pas différents,
seule la NC a été mieux extraite avec un temps d’agitation plus long (Figure 14). Au regard de
la figure 15, I’éthanol semble extraire des la premicre extraction une grande partie des
composés, et lors de la deuxieme davantage de flavonoides. Il faut noter également qu’avec
trois séries d’extractions des pertes peuvent tre engendré lors de 1’évaporation (3 tubes a
évaporer et a reprendre au lieu d’un). La méthode a donc été simplifiée en une seule

extraction de 30 minutes.

c) Volume de solvant nécessaire

Dans la littérature, les volumes d’extraction sont différents suivant les études, donc le
ratio : volume de solvant / masse de matiere de seche utilisée varie. Il est par exemple de 0,08
dans la méthode d’Hertog, 1992, fréquemment utilisée (Crozier et al, 1997; Naczk et Shahidi,
2004). Par contre dans la méthode de référence (GAFL Avignon) il était de 0.02 (Sml pour
250g de MS), et dans notre méthode il était de 0.04 (Sml pour 125mg de MS).

Pour tester I’impact du volume de solvant d’extraction, cinq ou dix millilitres de
solvant (éthanol a 70%), respectivement pour obtenir un ratio de 0.04 et 0.08, ont été utilisé
pour extraire les polyphénols dans 125mg de matiere seche de tomate (variété picollo).

Les résultats obtenus entre les deux méthodes n’ont pas été significativement
différents (Figure 16). Nous avons donc conservé un ratio de 0.04, entre le volume de

solvant et la matiére seche a extraire.

d) Méthode d’extraction des polyphénols dans les parties végétatives

Pour extraire les composés phénoliques des parties végétatives (limbe, tige, et racine),

nous avons dans un premier temps testé différentes méthodes d’extraction décrites dans la
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Figure 17 : Quantité de polyphénols (unité arbitraire) obtenue dans les limbes, suivant deux méthodes
d’extraction : 3 fois Sminutes ou une fois 30min d’agitation. Les composés quantifiés sont un glucoside de
I’acide caféique (GAC), I’acide chlorogénique (Chloro), la rutine, les di et tri caféoylquinique (DCQ et TCQ),

ainsi que la naringénine chalcone (NC).
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littérature, comme le méthanol a 80% ou a différentes concentrations (40, 70%) et mélangé a
de I’acide acétique (0.5, 2.5%), en faisant varier la durée d’extraction (20min, 2heures).
Cependant toutes ces méthodes se sont révélées €tre d’une tres faible efficacité pour notre
matériel. Nous avons donc testé la méthode de référence, qui a apporté des résultats
satisfaisants. La MS et le volume de solvant avaient été réduits de facon proportionnelle, pour
conserver le ratio de 0.04 : 50 mg de MS et donc 2ml de solvant. Les parties végétatives ont
donc d’abord été extraites suivant la méthode de référence : 3 séries d’extraction de 5 minutes
avec de I’éthanol a 70%, avant d’étre également simplifiée en une seule extraction de
30minutes sous agitation, les résultats obtenues suivant ces deux méthodes semblant apporter

des résultats comparables (Figure 17).

e) Conclusion

Avec ces expérimentations, nous avons pu valider I’efficacité de notre méthode, par
rapport a d’autres techniques trouvées dans la littérature. Ces expérimentations de base nous
ont également permis de simplifier la méthode d’extraction utilisée jusqu’a présent, en une
seule extraction de 30 minutes avec 5 ml d’éthanol a 70% sur 125 mg de MS de fruit ou 2ml

de solvant et 50mg de MS de partie végétative.

B/ Description des méthodes utilis€es

a) Les méthodes d’extraction

Les extractions ont été effectuées sur des poudres de matiere seche, 50 et 125mg
respectivement pour les parties végétatives ou pour les fruits, avec de 1’éthanol a 70%,
respectivement 2 et 5 ml. Les extractions étaient faites a froid, sur glace et avec du solvant a
-20°C. Apres pesée de la MS en tube Falcon de 50ml pour les fruits et en tube Eppendorf de
2ml pour les parties végétatives, S0ul de taxifoline a 2mg/ml étaient ajoutés. La taxifoline
(Extrasynthese) est un flavonoide, qui a été utilis€ comme étalon interne puisque ce composé
n’est pas présent a I’état naturel chez la tomate et son temps de rétention est approprié pour
nos analyses. Dans un premier temps trois séries d’extractions, avec 15 minutes d’agitation
chacune étaient réalisées, puis la méthode a été simplifiée a une seule extraction comprenant

30 minutes d’agitation. Une fois le solvant ajouté, le mélange était homogénéisé a 1’ Ultra-

67



Matériels et Méthodes

Chapitre 111 Chapitre IV Chapitre V Chapitre VI
1 il 11 11 il A B C D a) Db)
Limbes Limbe Partics Limbes

Limbes | Tiges | Racines| Rondello | Rondello P Zta:‘ os Fruits Fruits Fruits Rondello Limbes | Fruits Fruits Fruits

Rondello|Rondello| Rondello (temps (temps de vmgicrotlovmb microtom | Clotilde | Microtom (temps Rondello| Cervil Clotilde Cervil
intermédiare)| réponse) intermédiaire)

MS en mg 50 50 50 50 50 50 125 125 125 50 50 125 125 125

V éthanol 2 2 2 2 2 2 5 5 5 2 2 2,5 5 2,5
. . . . . . . . . . . . Ix15 + . 1x15 +

nb extraction| 3x15min|3x15min| 3x15min| 3x15min 1x30min | 1x30min | 1x30min | 1x30min | 1x30min 3x15min 3x15min . 1x30min .
2x5min 2x5min

300u1 H20|300u1 H20[300u1 H20 300ul H20
1 H2 700ul
Extrait ;40((];; 400ul MeOH  [400ul MeOH| + 700ul +700ul | +700ul 300u Me(())I; 00u 400ul MeOH 1310%11}1 f/? Ooﬂ + 700ul1 ;/[0%111{
¢ MeOH | MeOH | MeOH ¢ € MeOH ©
Rendement |  60% 60% 60% 60% 70% 60% 70% 70% 70% 60% 60% 40% 70% 40%

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des méthodes d’extraction utilisées selon le chapitre, et des rendements

obtenus. Le volume d’éthanol est en ml, apres évaporation a sec les échantillons ont été repris dans différents

mélanges (méthanol pur (MeOH) ou avec de I’eau) pour constituer les extraits.
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Turrax (Polytron PT2100) puis des barreaux aimantés étaient ajoutés dans les tubes pour
permettre I’agitation sur un agitateur magnétique. Les agitations étaient effectuées sur
agitateur magnétique pour les fruits ou en thermomixeur (1000rpm, Compact Eppendorf) pour
les organes végétatifs. Les surnageants ont été purifi€s par centrifugation (Sminutes a
1000rpm), puis ils ont été évaporés a sec au speed vac (Jouan RC10.10). Au début de mes
travaux, les extraits secs ont été repris dans du méthanol pur puis dans un mélange méthanol-
eau (70/30) qui permet une meilleure re-solubilisation, et une amélioration du rendement
d’extraction. Les extraits ont été purifiés par filtration (Filtre Minisart RC 4 45um, Sartorius)
ou par centrifugation avant analyse. Le rendement d’extraction a été déterminé en comparant
I’aire des pics de taxifoline obtenues lors des analyses, avec celui obtenu lors de I’injection
d’un mélange témoin composé du solvant de reprise (eau-méthanol) additionné de 50ul de
taxifoline.

Les différentes méthodes d’extractions utilisées et les rendements observés sont

résumés dans le tableau 3.

b) Les analyses par chromatographie liquide a haute performance, HPLC

La quantification des composés phénoliques a été effectuée par absorbance en
chromatographie liquide a haute performance (CLHP). La séparation a été effectuée en phase
inverse sur une colonne C18 (Merck C18) de longueur 250mm, de diametre 4mm, et de
porosité Sum précédée d’une pré-colonne. Les analyses ont été effectuées sur plusieurs
machines ou détecteurs, la présence d’un étalon interne dans les échantillons, et la
détermination de gamme étalon sur chaque appareil nous a permis de comparer les résultats.
La détection a été effectuée par balayage entre les longueurs d’onde 200 et 400nm, et la
quantification a 330nm. Plusieurs configurations de chromatographe ont été utilisées au cours
de mes travaux de these. Les analyses ont d’abord été effectuées avec un CLHP de la marque
Beckman System Gold, géré par le programme 32Karat, munie d’un passeur automatique 508,
d’un détecteur a barrette de diode (module 168), et d’un détecteur a mono longueur d’onde
(module 166). Puis certains échantillons ont ét¢ analysés sur une machine de marque
Shimadzu, systeme d’exploitation LC solution, munies de systeme de pompe LC-20AD, d’un
passeur automatique SIL-20AC thermostatés, et d’'un détecteur a double longueurs d’onde

SPD-20AV. Pour toutes ces configurations la colonne restait a température ambiante.

69



Matériels et Méthodes

60

50

40

%

30

20

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Minutes

Figure 18 : Représentation du gradient d’élution de la méthode longue (230 minutes), % de méthanol en fonction

du temps.
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Figure 19 : Représentation du gradient d’élution de la méthode courte (120 minutes), % de méthanol en fonction

du temps.

70



Matériels et Méthodes

La plupart des échantillons ont été analysés avec une méthode longue (230min, Figure 18)
mais lors de la derniere expérimentation une méthode plus courte (130min, Figure 19) a été
utilisée. Ces méthodes ont également été developpées par 1’équipe du GAFL d’Avignon et
permettent une bonne séparation des composés. La méthode longue a d’abord été utilisée pour
pouvoir déterminer correctement un maximum de molécules, la séparation étant meilleure.
Une fois les composés cibles déterminés, la méthode courte s’est révélée suffisante.

Tous les 3 échantillons un ringage de la colonne avec 95 ou 100% de méthanol a été
effectué. La colonne était conservée sous 95 ou 100% de méthanol. 20ul d’échantillons
étaient injectés. La phase mobile était constituée de deux solutions : de l'eau ultra-pure
acidifiée a pH 2,6 avec de l'acide orthophosphorique (A), et du méthanol qualit¢ HPLC (B).
Le gradient consistait en un mélange de B dans A, de 3 a 60%, a un débit de 0.5ml/min.

Nous avons analysé des extraits de limbe, tige, racine, des fruits verts et rouges (Figure 20).
Pour tous ces extraits 1’identification des composés détectés a été faite en ce basant sur les
données bibliographiques, les spectres UV, et des analyses en spectrométrie de masse.

La quantification des molécules a été obtenue grace a une gamme étalon en 4 ou 5
points, chaque point correspondant en abscisse au rapport de molarité : n t¢émoin / n taxifoline
et en ordonnée a I’aire relative de la molécule témoins/aire taxifoline. Les teneurs en rutine,
acide chlorogénique, kaempférol-3-O-rutinoside ont été exprimées en mg de composé par
g/MS ; les autres composés (glucoside de I’acide caféique, di et tricafeoylquiniques,
naringénine chalcone) ont été exprimés de facon relative, en équivalent acide chlorogénique.
Les standards ont été achetés chez Sigma (Saint Quentin-Fallavier, France).

L’identité des composés phénoliques a été confirmée par couplage chromatographie phase
liquide - spectrométrie de masse. Les analyses ont été effectuées sur un LC MS/MS (modele
LTQ Thermoelectron, logiciel d’exploitation des données : Xcalibur 2.0). L’azote a été utilisé
comme gaz de nébulisation, sous pression et chauffé a 120°C. Les parametres ont été
optimisés pour analyser les composés sur une gamme m/z comprise en 40 et 1200. Le voltage
du capillaire était de 5 kV, et la température de désolvatation (capillaire de transfert) de
250°C. Pour permettre la caractérisation de toutes les molécules, les analyses ont été
effectuées en mode HESI (Heated Electrospray Ionisation) positif et négatif.

Les échantillons étaient préparés de la méme fagcon qu’en HPLC (extraction hydro
éthanolique), mais a partir de plus de MS (extraits plus concentrés). 20ul d’extrait était
injectés, les conditions de séparation (gradient, colonne, solvant) étaient les mémes que lors

des analyses en HPLC.
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Figure 20 : Chromatogramme HPLC de fruit de tomate rouge (cv Microtom), enregistré a la longueur d’onde

A=330nm, et les spectres d’absorbance dans I’UV des molécules identifiées.
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C/ Méthode de dosage du carbone et de 1’ azote totaux

Les pourcentages de carbone et azote totaux ont été obtenus par chromatographie sur colonne
en phase gazeuse en utilisant un auto analyser carbone/azote (Flash EA 1112, Thermo
Finnigan). Entre 3 et 5 mg de MS (fruit, limbe, tige ou racine) ont été pesés et condensés dans
des nacelles en étain. La capsule subit une combustion sous un flux d’oxygene qui accélere la
combustion. Un flux d’hélium utilis€ comme gaz vecteur, transporte les gaz formés (CO,, Ny,
CO, O,), a travers une colonne de cuivre qui permet la réduction des oxydes azote, et la
formation de CO, et de N,. Une colonne de perchlorate de magnésium, placée en série,
permet de piéger les molécules d’eau. Finalement, une colonne de chromatographie en phase
gazeuse sépare le N, et le CO, (temps d’analyse de Smin) qui sont détectés par un
catharometre (pont de Wheaston, détecteur a conductivité).

Les teneurs en carbone et azote des échantillons étaient estimées par rapport a une gamme

étalon établie avec de I’acide aspartique (%C=36.05 et %N=10.52).
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Chapitre III : Impact de la nutrition azotée

dans les parties végétatives de la tomate
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Nous avons vu au cours de la syntheése bibliographique que les plantes pouvaient
assimiler 1’azote sous forme ammoniacale et nitrique. Cette dernicre étant la forme
préférentiellement absorbée. L’assimilation de ces deux ions induit des modifications au
niveau des métabolismes primaire et secondaire. Ainsi pour s’affranchir des interactions
éventuelles, nous avons choisi de réduire notre étude a I’influence de I’azote nitrique, sur les
teneurs en polyphénols.

Il a déja été observé que les concentrations en polyphénols des feuilles étaient accrues
par une diminution des apports en azote (Wilkens R T et al, 1996; Hoffland et al, 2000;
Stewart et al, 2001), mais 1’évolution dans les autres organes n’a a notre connaissance jamais
été décrite. Notre étude vise donc a confirmer et compléter ces observations en décrivant
également la composition des racines et des tiges. De plus, ces précédents travaux se
limitaient a un faible nombre de traitements azotés. Alors que notre dispositif expérimental
soumet les plantes a un nombre élevé de traitements azotés, ce qui va nous permettre de
décrire les changements engendrés au niveau de la plante par des courbes de réponse a
I’azote.

Plusieurs théories tentent de prédire la répartition du carbone dans la plante, entre les
métabolites primaire et secondaire. Parmi elles la théorie de [’équilibre entre la croissance et
la différentiation (Growth Differenciation Balance Hypothetis GDBH) pose 1’hypothese que
la croissance de la plante et la production de métabolites secondaires sont corrélées
négativement. La GDBH considere trois cas de figure selon les ressources du milieu, que 1’on
peut classer en trois zones : une zone de carence importante, une zone limitante et une zone
optimale pour la croissance (Herms et Mattson, 1992; Wilkens R T et al, 1996; Stamp, 2004).
Pour chacune de ces zones le taux de photosynthese, de croissance et de synthese de
métabolites secondaires sont différents (Figure 11). Cette théorie a été principalement testée
sur des especes ligneuses, et a été critiquée a plusieurs reprises. Son domaine d’application
ayant notamment été restreint aux composés phénoliques, en écartant les terpenes et les
tannins (Reichardt et al, 1991; Muzika, 1993; Haukioja et al, 1998; Koricheva et al, 1998;
Hamilton et al, 2001). 11 faut rappeler que les métabolites secondaires regroupent des
molécules de structures diverses, des molécules strictement carbonées (comme les
polyphénols, terpenes et tannins) et des molécules comprenant aussi des groupements azotées
(comme les alcaloides), ce qui peut étre, entre autres, a 1’origine de résultats contradictoires.

Un autre objectif de cette étude est donc de tester ’application de la GDBH sur
une espece agronomique modele, la tomate, en se focalisant sur I’étude de 3 composés

phénoliques d’intérét : I’acide chlorogénique, la rutine et le kaempférol rutinoside (KR), qui
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sont les principaux composés phénoliques présents dans les feuilles de tomate. Ces composés
interviennent notamment dans la résistance des plantes aux attaques bactériennes et fongiques
(Mabher et al, 1994; Andreu et al, 2001; Flors et al, 2001; Shadle et al, 2003; Niggeweg et al,
2004; MittelstraP et al, 2006; Treutter, 2006). Leur rdle de protection contre les herbivores
demeure toutefois controversé (Hoffland et al, 2000; Johnson K S et Felton, 2001; Johnson K
S, 2005).

Dans un deuxieme temps nous avons cherché a déterminer le temps nécessaire
pour que la régulation du métabolisme secondaire de la plante soit visible au niveau des
limbes. Ainsi dans la premiere partie du chapitre des plantes récoltées 25 jours apres le semis
vont étre étudiées, et dans la deuxieme partie des récoltes plus précoces de cette mé€me
expérience seront exploitées. Une autre expérimentation a également été mise en place pour

confirmer ce temps de mise en place de la réponse.

Ce chapitre fait I’objet d’une publication en préparation pour Journal of Expérimental Botany.

78



Chapitre 111

I Matériels et méthodes

A/ Caractérisation spatiale des modifications engendrées par la nutrition azotée dans

les organes végétatifs : détermination des courbes de réponse a I’azote

Une expérience a été conduite a Avignon avec 'unité PSH qui dispose d’un systeme de

culture NFT, pour établir des courbes de réponse a la nutrition azotée.

a) Description du dispositif de culture en Nutrient Film Technique (NFT)

Le systtme Nutrient Film Technique (NFT) a ét€é mis en place sur Avignon par
Stéphane Adamowicz et Jacques Lebot, du groupe Plante et Systeme de culture Horticole
(PSH) de I'INRA d’Avignon, il a d’ailleurs été décrit récemment dans un article (Adamowicz
et Le Bot, 2008). Il consiste en un agencement de gouttieres en PVC (2m de long par 3,2 cm
de diametre) organisées en table de culture (Figure 11A). Ces gouttieres sont préalablement
percées pour permettre I’implantation de tubes de culture suffisamment espacés, au travers
desquels vont pousser les plantes. Les graines (cv Rondello) ont été directement semées sur le
systeme NFT, les tubes de culture possédant un grillage fin a leur base.

Chacun des systemes de NFT (un ensemble de goutticre) est alimenté par une solution
nutritive de concentration en NO; déterminée. La solution nutritive est en circulation
permanente dans les gouttieres, a un débit de 0,6 L.min'l, et drainée dans un réservoir dédiés.
La composition ionique a €té suivie en mesurant le pH et la concentration en NOs’, par
spectrométrie (Vercambre et Adamowicz, 1996) en prélevant les solutions nutritives de fagon
manuelle a I’époque mais actuellement le suivi se fait de facon automatique, grace a une
interface informatique (baptisée Totomatix). Du nitrate (NOj3) et de 1’acide sulfurique
(H2SO4) ont été ajoutés pour compenser les diminutions de concentration en nitrate. Les
corrections ont été€ de plus en plus fréquentes au fur et 2 mesure de la croissance des plantes,
afin de maintenir les concentrations en nitrate quasiment constantes dans les solutions. A la
fin des expériences la concentration cationique a été controlée et n’a pas présenté de

variations significatives par rapport aux valeurs de départ.
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sas KHPOT Ksot P knog MR caso,amo  TRTOe BRTCR
M (g/mol) 136,086 174,254 236,151 101,103 256,407 172,168 246,470 385,070
0 0,0000 0,6026
0,01 0,0012 0,6017
0,05 0,0059 0,5983
= |_0.125 0,0148 0,5918
£ 0,15 0,0177 0,5897
g 0,2 0,1361 0,1743 0,0236 0,5854 0,3697 0,0165
S 0,3 0,0354 0,5768
z 1 0,1181 0,5165
3 0,3542 0,3443
7 0,8265
15 1,4405 0,1011 0,2308

Tableau 4 : Composition des solutions nutritives utilisées en cultures hydroponiques suivant les teneurs en nitrate

du milieu. Masse de sels en gramme nécessaire pour préparer 1L de solution.
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b) Préparation des solutions nutritives

Avec ce dispositif, sept apports différents en azote ont été dispensés : 0,05 ; 0,125 ;
0,2;0,3;3;7et15mM de NO;5 . Toutes les solutions nutritives, sauf celles a 15 mM, ont été
concues pour que la somme nitrate plus sulfate (NO3 + SO4”) soit égale 2 12 meq.L™". Les
concentrations des autres especes ioniques étaient les mémes dans tous les traitements, la
composition des solutions est présentée dans le tableau 4. Les solutions nutritives ont été
préparées a partir de 1'eau déminéralisée et de sels purs ; les oligo-éléments ont été fournis par
une solution de Kanieltra (Hydro Azote, France) formule 6 Fe (O,lmL.L'l) et de Fe-EDTA (43
uM). Le pH des solutions était de 5,5 et la conductivité électrique (CE, mS.cm™) variait de

1.2-1.4 a 2,1 selon les concentrations en azote.

c) Conditions de cultures

Des plants de tomate de la variété Rondello (Solanum lycopersicum cv Rondello) ont
été cultivés sur une surface de 30 m?, dans une serre a Avignon, entre septembre et octobre
2000. La serre était chauffée a 18 °C et aérée a partir de 25 °C au cours de la germination et la
levée, puis aérée a partir 20 °C. L'humidité relative a été fixée a 55%. Afin d'éviter tout stress,
les plantes ont été peu manipulées jusqu'a la récolte. La serre avait été blanchie a la chaux
pour réduire l'intensité de la lumiere incidente sur les cultures et pour faciliter le contrdle de la
température de l'air. Des relevés de densité de flux de photon au niveau des plantes (PPFD)
ont été effectués a hauteur des plantes (QS capteurs, DELTA-T DEVICES, Cambridge,
Royaume-Uni). Les températures d'air sous abri ventilé, et de chacune des solutions nutritives
ont également été relevées. Les mesures ont été prises toutes les minutes, moyennées toutes

les heures, et enregistrées sur une station Delta-Logger (Delta-T Devices).

d) Récolte et échantillonnage

Les récoltes ont été effectuées en fin de nuit (a partir de 8h du matin), 14, 18, 21, 25 et
28 jours apres le semis (JAS), dans la premiere partie de ce chapitre seule la récolte effectuée
a 25 jours apres semis sera étudié. La fin de nuit correspond au moment de la journée ou les
métabolites (primaire et secondaire) sont le moins sujets aux variations nycthémérales (Fritz
et al, 2006). Au moment de la récolte, les plantes ont été choisies au hasard, sachant qu’au

moins 1 plante par tube était prélevée. Les autres plantes restaient sur le dispositif.
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Sept plantes par traitement ont été prélevées (10 plantes a 14 jours), toutes les plantes
ont été stockées a 1’obscurité dans une chambre froide (15°C) avant d’étre séparées en
différentes parties : limbe, tige et racine. Au moment de la récolte plusieurs parametres
morphologiques ont été relevés dont la surface foliaire qui a été quantifiée a 1’aide d’un
planimetre (LI-3000A avec LI-3050A Convoyeur a courroie, LI-COR, Lincoln, Etats-Unis),
et la biomasse fraiche qui a été déterminée sur une balance de précision (modele AE 260,
sensibilité de 0,1 mg, Mettler, Greifensee, Suisse). Tous les échantillons ont été congelés dans
I'azote liquide et conservés a -80°C avant d’étre lyophilisés (Genese 25 ES, Virtis Company,
Gardiner, Etats-Unis). Apres lyophilisation les échantillons ont été pesés (modele AE 163,
sensibilité de 0,01 mg, Mettler) pour déterminer la MS et broyés en une fine poudre a 1’aide
d’un broyeur a bille (modele MM200, Retsch, Haan, Allemagne), dont les pots ont été
préalablement refroidis a 1'azote liquide. Les poudres seches ont été conservés a -20 ° C
jusqu'aux analyses.

Pour les analyses biochimiques, les différentes parties issues d’'un méme niveau
d'azote ont été rassemblées, pour ne plus constituer qu'un seul échantillon représentant
suffisamment de MS pour les analyses. Ainsi un échantillon, respectivement de racine, tige ou
limbe, représente un ensemble de 7 plantes (ou 10 pour le prélevement a 14jours).

Pour chaque partie, suivant les quantités de matiere seche disponibles par traitement, les
teneurs en nitrate (dosage par spectrometrie réalisé suivant la méthode de (Vercambre et
Adamowicz, 1996), azote et carbone totaux, ainsi que les concentrations en composés
phénoliques ont été déterminées. L.’azote réduit a été calculéé par différence entre I’azote total

et I’azote nitrique.

e) Analyses statistiques

Les individus ayant été rassemblés, il n’y a pas de répétition du traitement. Cependant
nous avons cherché a représenter nos données suivant des courbes de réponses, en adoptant
un modele mathématique simple. Chaque courbe de réponse a été traitée sous forme de deux
droites (de pentes différentes) qui se rejoignent au niveau d’un point de rupture appelé xo. Il y
a donc deux parties : dans la premiere le parametre Y répond fortement a X (niveau d’azote de
la solution nutritive) ; dans la deuxiéme, Y ne répond plus (ou peu) a X (Figure 20). L’analyse
statistique consiste donc a tester un modele de deux droites (régressions linéaires) successives

jointives au point xo. Ces analyses ont été faites a 1’aide du logiciel SYSTAT (v. 5.1 for the
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Macintosh, SYSTAT Inc., Evanston, USA). Les différents parametres sont déterminés en
résolvant les équations suivantes :

Y =b; + (a*x) quand X <x¢ Sinon Y = b; + (a;-a2)*x¢ + a™x

Pour x = xo on a I’égalité b; + a;xp = by + axXo

La différence entre les pentes a été mesurée. Si elle n'était pas significative (selon un test de

Student avec a=5%), une régression linéaire simple a été calculée.

Figure 21 : Représentation théorique des résultats obtenus. Y est la variable quantifiée, X la concentration en
nitrate dans la solution, xo le point de rupture (i.e. la concentration critique en nitrate ol la réponse de la plante

change), b une constante (I'ordonnée a I origine), a; et a; les pentes des droites avant et apres le point de rupture

Les données ont été représentées avec une échelle linéaire mais en appliquant une
rupture d'axe sur les graphiques (DeltaGraph v 4.5 for the Macintosh, SPSS Inc., Chicago,
USA)

L’effet de I’azote sur la production de matiere fraiche et sa répartition dans les organes
ont été évalués par une analyse de variance avec le logiciel XL Stat2007 (Addinsoft, France),
avec un risque de premiere espece a=5%. Le test a posteriori de Tukey a été utilisé. Nous
avons fait figurer les pourcentages de variation qui ont été calculés, par rapport au traitement
le plus riche en azote, de la fagon suivante : (faible-fort)/fort x 100. Ainsi une variation de
-20% indique que la diminution des apports en azote a induit une diminution de 20% du

parametre étudié par rapport aux valeurs obtenues sur le milieu riche.
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MnCL2, — ZnSO4,  CuSO4,  L.n0:  FeSO4  Na2EDTA

Sels Mo0O3 4H20 7H20 5H20
M (glmol) 143,94 197,91 287,54 249,68 61,83 278,02 372,24
m (2) 0.051 2.882 1.166 0.147 1.594 3.734 7.445

Tableau 5 : Composition de la solution d’oligoélément apportée lors des cultures hydroponiques a Nancy.

Composition basée sur la composition du Kanieltra (Hydro Azote, France). Masse de sels en gramme nécessaire

pour préparer 375ml de solution.
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B/ Caractérisation temporelle des modifications engendrées par la nutrition azotée

dans les organes végétatifs : détermination du temps nécessaire

La culture de tomate cv Rondello précédemment décrite, a également été utilisée pour
répondre a cette question mais ce sont les limbes récoltés 14, 18 et 21 jours apres le semis qui
ont été analysés. De plus une autre culture de ce méme cultivar a été effectuée pour confirmer
les précédentes observations, sachant que cette culture a été menée dans d’autres conditions :

sous serre a Nancy, et en hydroponie dans des conteneurs.

a) Description du dispositif de culture hydroponique en conteneur

Les graines de tomate sont semées en serre, dans des bacs sur du terreau horticole
Gramoflor (Allemagne), puis placée sous 1’arrosage automatique qui dispense de 1’eau. Les
plants sont transférés dans des conteneurs en plastique pouvant contenir 2 litres de solution
nutritive. Les plantules sont entourées de fibre de verre et placées sur des plaques de
polystyrene extrudé de 2cm d’épaisseur, laissant le systeme racinaire au contact de la solution
nutritive. Les solutions nutritives sont régulicrement enticrement renouvelées. Une
oxygénation des solutions est effectuée par un bullage permis par une arrivé d’air comprimé
via un capillaire (Figure 12D). Les conteneurs sont changés de place de fagon aléatoire a

chaque renouvellement de solution pour homogénéiser les conditions de cultures.

b) Préparation des solutions nutritives

Les solutions nutritives ont été préparées selon les recommandations de Jacques Le bot
et Stéphane Adamowicz, en respectant les mémes proportions de micro et macroélements que
lors de la culture NFT. Les macro et microéléments ont été apportés sous forme de sels
dissous dans de 1’eau distillée (Tableau 4 et 5). Les microélement (0.3ml/L de solution
nutritive) ont ét€ préparés par analogie avec la formule du Kanieltra (Tableau 5). Le pH était
ajusté entre 4.9 et 5.1 avec de la soude a 1M, et la conductivité variait entre 1 et 1.3mS.cm’

suivant les milieux.
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c¢) Conditions de cultures de la deuxieme expérimentation

Des plants de tomate de la variété Rondello ont été cultivés entre le 17 avril et le 7 mai
2007. Quatre semaines apres la germination en terre les plants, au stade 1-2 paires de feuilles
et 4cm de racine, ont été transférés en hydroponie sur des milieux contenant 1 ou 7mM
de NO;3". Pour cette expérimentation deux conteneurs, qui comprenaient deux plants chacun
ont ét€ mis en place, par niveau d’azote. Les solutions nutritives ont été renouvelées apres la
premiere semaine de culture puis tous les quatre jours, les concentrations en NOj; étaient
contrdlées par colorimétrie a I’aide du kit Visiocolor Eco, Macherey-Nagel.

La régulation de la température a été effectuée par un systeme de refroidissement, qui
s’est déclanché quand la température €tait supérieure a 20°C. Le rayonnement était dépendant
des conditions extérieures.

Des pieges gluants jaunes étaient en place, et des traitements contre les aleurodes ont
été effectués a I’aide de deux matieres actives Bifenthrine (100g/L) et Buprofézine (440g/L)

(Aleutot, Capiscol) qui devaient permettre la lutte contre les larves et les adultes.

d) Récolte et échantillonnage

Les récoltes ont été effectuées apres 4, 8, 13, 16 et 20 jours de culture hydroponique.
A chaque récolte, 4 plantes ont été prélevées, puis séparées en trois parties : limbe, tige et
pétiole, et racine. Les MF ont été déterminées sur une balance de précision (Modele 3600,
sensibilité 0.1g, Mettler), puis seuls les limbes ont été conservés pour les analyses, plongées
dans I’azote liquide et conservées a -20°C avant d’étre lyophilisées. Apres lyophilisation, les
échantillons ont été pesés pour déterminer la MS et réduit en poudre a 1’aide d’un broyeur a
bille (MM200, Restch, France). Seules les feuilles visuellement saines ont été conservées
pour les analyses en chromatographie. Les teneurs en azote et carbone totaux ont été

déterminées, ainsi que les concentrations en composés phénoliques.

e) Analyses statistiques

L’impact de I’apport en azote et de la date de récolte sur les variations de teneurs en
composés phénoliques, et les pourcentages de carbone et azote, ont été déterminées par une
analyse de variance a deux facteurs. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel

XL Stat2007 (Addinsoft, France), avec un risque de premiere espece a=5%. Le test a
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posteriori de Tukey a été utilisé. Les pourcentages de variation calculées par rapport au
traitement le plus riche en nitrate sont indiqués. Les données ont été représentées avec une

échelle linéaire mais en appliquant une rupture d'axe sur les graphiques.
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A . .
ratio racine /
Azote Limbe Tige Racine = MF totale p aériennes
0,05 2,617 2,089 0,967 5,673 0,21
0,125 2,683 2,429 1,068 6,180 0,21
0,2 2,763 2,633 1,035 6,431 0,19
0,3 3,081 3,108 1,063 7,252 0,17
3 2,958 3,243 0,835 7,036 0,13
7 3,592 3,950 1,103 8,645 0,15
15 3,583 4,191 1,179 8,952 0,15
effet azote skeksk skkok (*) skeksk skekesk
Yovariation -27 -50 -18 -37 +36
B
Azote Limbe Tige Racine
0,05 46,22 36,87 16,91
0,125 43,41 39,34 17,25
0,2 42,97 40,93 16,10
0,3 42,52 42,85 14,63
3 42,14 46,02 11,85
7 41,56 45,68 12,76
15 40,07 46,80 13,13
effet azote HoAk HoAk Hokk
Yovariation +15 -21 +29

Tableau 6 : (A) Quantité de matiere fraiche produite par plante, en gramme apres 25 jours de culture, en fonction
des traitements azotée (mM NOj™ en solution). (B) Distribution relative de la biomasse fraiche totale entre les
différents organes, apres 25 jours de culture, en fonction des traitements azotée (mM NO; en solution). Les
données sont des moyennes calculées pour 7 plantes récoltées apres 25 jours de culture. NS, non significatif, i.e.,

P>0.1; (*),P<0.1; *, P < 0.05; ***, P <0.001.
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II Caractérisation spatiale des modifications engendrées par la nutrition

azotée dans les organes végétatifs : détermination des courbes de réponses a

I’azote

L’évolution des parametres morphologiques et physiologiques a été étudiée chez des plants de
tomates (cv Rondello) ayant été cultivés sur sept milieux azotés, apres 25 jours de culture en
NFT. Dans un premier temps la réponse globale des différentes parties limbes, tiges et racines
a été mesurée, puis dans les limbes 1’analyse a été plus complete, et des courbes de réponse a

I’azote ont été déterminées.

A/ Impact de la nutrition azotée sur le développement des plantes

La nutrition azotée a eu un effet significatif sur la production de maticre fraiche totale
des plants, la diminution des apports en nitrate a restreint la production de matiere fraiche
(Tableau 6A). Chaque partie a été affectée, mais dans des proportions différentes. Entre les
traitements les plus extrémes (0,05 et 15 mM), la masse de tige a été diminuée de 50%, celle
des limbes de 27%, alors que celle des racines n’a été diminuée que de 18%. Ainsi avec la
diminution des apports en azote le ratio racine/parties aériennes a augmenté de fagon
significative de 0.15 2 0.21.

La répartition de la matiere fraiche par organe a également été significativement
modifiée en fonction des milieux de culture (Tableau 6B). Sur les milieux pauvres en azote
(<0,3mM), le pourcentage de matiere fraiche alloué aux racines et aux limbes était plus
important que chez les plantes des milieux riches (respectivement 46 et 17% contre 40 et
13%), la diminution de matiere fraiche allouée aux tiges compensant cette réorganisation

(36% sur le milieu pauvre et 46% sur le mileu riche).
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Figure 22 : Chromatogrammes obtenus par HPLC a une longueur d’onde de 330nm, de racine, tige et limbe de

tomate cv Rondello.
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B/ Impact de la nutrition azotée sur les teneurs en composés phénoliques, et les teneurs

en carbone et azote

Les chromatogrammes obtenus pour les 3 types d’organes (limbe, tige et racine) se
sont différenciés de facon qualitative et quantitative (Figure 22). En effet, dans les racines,
I’acide chlorogénique est le principal composé phénolique détecté, a hauteur de 0,2 a
Img/gMS. Dans les tiges, davantage d’acide chlorogénique a été€ isolé environ 1,5 mg/gMS,
et la rutine a également été quantifiée a raison de 0,3mg/gMS. La composition des limbes est
plus complexe, le nombre de composés mis en évidence a été plus important. Cet organe
contient plus d’acide chlorogénique, et la rutine a été détectée dans de méme proportion que
dans les tiges. Un autre composé, le kaempférol rutinoside a été détecté et quantifié a environ

0,4mg/g MS.

Les réponses a la nutrition azotée ont été différentes suivant les organes étudiés. Dans
les racines, les différentes quantités de nitrate apportées dans les solutions nutritives ont
faiblement modifié les teneurs en azote et carbone totaux (Tableau 7A). Les variations des
teneurs en acide chlorogénique bien qu’importante (-81%), n’ont pas été corrélées avec les
apports en nitrate (Tableau 7A).

Par contre dans les tiges, 1’effet de la nutrition azotée a été plus régulier (Tableau 7B).
Les teneurs en carbone n’ont pas vari€, mais les teneurs en azote total ont augmenté avec les
apports en nitrate. Les concentrations en acide chlorogénique et en rutine ont augmenté lors
de la diminution des apports en nitrate respectivement de 70 et 10%.

Enfin, c’est dans les limbes que I'impact de la nutrition a été le plus remarquable
(Tableau 7C). Les pourcentages d’azote et de carbone totaux dans la plante ont augmenté avec
I’augmentation des apports en nitrate. A I'inverse, les teneurs en acide chlorogénique ont été
multipliées par 2,4, celles de la rutine par 1,8 et pour le KR de 1,2 chez les plantes cultivées

sur le milieu a 0,05 mM par rapport au milieu contenant 15 mM de NO;™ (Tableau 7C).
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A B
Chloro 90N %C Chloro Rutine 90N %C
0,3 0,172 5,35 37,04 0,1 1,607 0,313 4,96 29,93
3 1,326 5,85 36,46 0,3 1,442 0,313 5,22 29,21
7 0,445 5,80 36,04 15 0,961 0,282 5,91 29,49
15 0,907 5,80 35,77 % variation +67 +11 -16 +1
% variation -81 -8 +4
C
Chloro Rutine KR 90N %C
0,05 2,987 0,566 0,437 5,72 36,15
0,125 2,399 0,502 0,419 5,82 37,07
0,2 2,261 0,377 0,356 5,76 36,26
0,3 1,732 0,328 0,349 5,76 35,76
3 1,681 0,270 0,339 5,88 37,04
7 1,459 0,258 0,362 6,16 37,24
15 1,322 0,324 0,380 6,45 38,00
% variation +126 +75 +15 -11 -5

Tableau 7 : Effet de la nutrition azotée sur les concentrations en composés phénoliques, et les teneurs en carbone

et azote totaux, dans les racines (A), tiges (B) et limbes (C). Les concentrations en polyphénols sont en mg/gMS,

et les teneurs en carbone et azote totaux en gramme pour 100g de MS. Le pourcentage de variation explicite la

différence observée pour les traitements azotés les plus extrémes.

NO3 N tot N red Surface  Chloro Rutine KR
bl -0,037 5,761* 5,365*%  111,16*%  3,142% 0,613* 0,472*
al 11,421*  0,048%* 0,028  156,095* -4,726* -1,003*  -0,543%*
X0 0,214* 0,328 0,302 0,367* 0,238*
a2 0,029 2,759% -0,028 0,005 0,002
al/a2 394 57 168 200 270

Tableau 8 : Parametres relatifs aux régressions par parties, calculées pour analyser 1’effet de la nutrition azotée

sur les teneurs en nitrate, en azote réduit et total, ainsi que sur la surface des limbes, les teneurs en composés

phénoliques (acide chlorogénique, rutine et kaempférol rutinoside). X, correspond au point de rupture, pour X<x,

b, est I"ordonnée a I’origine et a; la pente de la droite ; et pour x>X, a, correspond 2 la pente de la 2°™ droite, et

a,/a; au ratio des 2 pentes. (*) indique la nature statistiquement significative du parametre calculé au seuil

p=0,05.
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C/ Courbes de réponse a 1’azote dans les limbes

En plus des teneurs en azote total (N), les concentrations en azote réduit et en nitrate
ont été mesurées (Figure 23 A et B). Malgré la large gamme de concentration en nitrate
apportée, les teneurs en azote réduit sont restées indépendantes de la nutrition. En effet,
I’analyse statistique révele que la relation avec la concentration de la solution se résume a une
seule droite, de pente non significativement différente de zéro (Tableau 8). En revanche, les
teneurs en N total ont augmenté de facon significative avec I’augmentation de la nutrition
azotée (Tableau 8 et Figure 22A). Cette variation s’explique par la fraction nitrique de 1’azote
des feuilles, qui a été modifiée par le traitement. Les teneurs en nitrate ont évolué en deux
temps, en marquant un point de rupture a environ 0,2 mM (Tableau 8 et Figure 23B). Avant
ce point I’augmentation a été presque 400 fois plus importante qu’apres ou la pente s’est

révélée faible et non significative.

La réponse de la croissance des limbes a la nutrition est similaire a celle observée pour
la teneur en nitrate. La surface des limbes a augmenté de 40% avec 1I’augmentation des
apports en azote (Figure 23 C). Cette augmentation s’est faite en deux temps, séparée par le
point de rupture X qui se situait a environ 0,3 mM de NO;™ (Tableau 8). L’augmentation a été
plus importante avant Xo, et les pentes ont toujours été significativement différentes de 0

(Tableau 8).
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Figure 23 : Effet de la nutrition azotée apres 25 jours de culture sur les teneurs en azote réduit et azote total (A),
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phénoliques : acide chlorogénique (D), rutine (E), kaempférol rutinoside (F) (mg/gMS)
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Une forte réponse a 1’azote a été observée pour les concentrations en composés phénoliques
dosés dans les feuilles (acide chlorogénique, rutine et kaempférol rutinoside)(Figure 23 D, E
et F). La courbe de réponse obtenue allait a I’'inverse des observations précédentes. Pour les
composés dosés, les teneurs ont diminué avec I’augmentation des teneurs en NOj; dans la
solution nutritive (pente négative) (Figure 23 D, E, et F ; Tableau 8). Avec I’augmentation des
apports en azote les teneurs en polyphénols ont été divisées d’un facteur 1.5 a 2. Leurs
diminutions ont été particuliecrement marquées avant le point critique qui se situe aux
alentours de 0.3mM. Pour I’acide chlorogénique par exemple, avant le point de rupture la
pente qui caractérise la diminution est 170 fois plus forte qu’apres xo (Tableau 8). Apres le
point de rupture les teneurs en acide chlorogénique continuent de diminuer par contre les

teneurs en KR et rutine tendent a augmenter.

D/ Conclusion

Les plants de tomate ont été cultivés pendant 25 jours, sur une large gamme de
concentration en nitrate, qui a été maintenue quasiment constante au niveau des racines. En
séparant en trois parties les plantes, nous avons observé que les racines avaient été peu
affectées par la nutrition azotée, leur MF ne diminuant que de 20% et les teneurs en
polyphénols n’ont pas présentées d’évolution particuliere. Dans les tiges 1’impact de la
diminution des apports en N a été plus régulier. Enfin, les limbes se sont révélés étre les
organes les plus sensibles et réactifs au traitement. La MF de limbe a été significativement
diminuée et au contraire les teneurs en polyphénols ont été multipliés par deux lors de la
diminution de la nutrition azotée.

Le dispositif de culture mis en place, 7 niveaux d’azote tres contrastés, a permis de
définir deux zones de réponse: une zone limitante pour la croissance et une zone non
limitante. En se basant sur I’évolution de la surface des feuilles, la concentration en nitrate
limitante pour la croissance des plantes se situerait vers 0,3mM pour ce systeme de culture.
Les variations décrites avant ce point de rupture ont été nettement plus importantes qu’apres.
Globalement 1’augmentation des concentrations en azote nitrique dans les solutions nutritives
a induit deux types de réponses dans les limbes : une augmentation des parametres relatifs a la

morphologie de la plante, et une diminution des concentrations en composés phénoliques.
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14 jours 18 jours 21 jours
MF 90N 9C MF 90N %C MF 90N 9%C
0,05 0,221 5,25 36,06 | 0,713 521 36,12 | 1,306 5,85 35,83
0,125 0,207 5,28 3566 | 0,693 552 36,10 | 1,317 6,14 36,24
0,2 0,248 5,28 36,27 | 0,744 5,34 3580 | 1,333 587 36,11
0,3 0,229 0,730 5,82 3691 | 1,416 6,24 36,61
3 0,281 5,68 36,65 | 0,801 5,76 37,14 | 1,392 647 37,08
7 0,276 5,88 37,05 0,871 6,04 3794 | 1,617 6,62 37,65
15 0,262 599 37301 0935 6,15 37,71 | 1,856 6,58 36,73
Effet azote otk ok Hk
9% variation -16 -12 -3 -24 -15 -4 -30 -11 -2

Tableau 9 : Teneurs en N et C totaux (g/ 100 gMS) dans les limbes, et MF de limbe produite (en g/plant), pour

des tomates récoltées 14, 18 et 21 jours apres le semis. Les plantes ont été cultivées sur le systtme de NFT

alimenté par sept SN dont les teneurs en nitrate étaient comprises entre 0,05 et 15 mM NO;". NS, non significatif,

ie.,P>0.1; (*),P<0.1; *, P < 0.05; ***, P < 0.001.

14 jours 18 jours 21 jours
Chloro Rutine KR Chloro Rutine KR Chloro Rutine KR
0,05 0,196 0,027 0,048 1,854 0,413 0,273 1,644 0,532 0,287
0,125 0,506 0,125 0,151 1,336 0,339 0,247 1,392 0,559 0,322
0,2 0,160 0,021 0,061 0,543 0,164 0,138 1,022 0,310 0,177
0,3 0,775 0,260 0,241 1,079 0,421 0,231
3 0,211 0,054 0,090 0,259 0,082 0,089 0,812 0,241 0,122
7 0,457 0,096 0,147 1,662 0,356 0,243 1,042 0,457 0,212
15 0,506 0,107 0,147 1,664 0,408 0,282 0,830 0,489 0,275
% variation -61 -75 -68 +11 +1 -3 +98 +9 +4

Tableau 10 : Concentrations en mg/gMS d’acide chlorogénique (Chloro), de rutine et de kaempférol rutinoside

(KR), dans des limbes de tomates récoltées 14, 18 et 21 jours apres le semis. Les plantes ont été cultivées sur le

systeme de NFT alimenté par sept SN dont les teneurs en nitrate étaient comprises entre 0,05 et 15 mM NO5'.
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111 Le temps nécessaire pour la mise en place de la réponse

Nous avons précédemment observé une augmentation des concentrations en
polyphénols chez la tomate en réponse a une diminution des apports en azote apres 25 jours
de culture. Cette évolution étant plus marquée au niveau des limbes. Nous allons maintenant
essayer de caractériser plus précisément le temps nécessaire a la mise en place de cette
réponse tout en restreignant notre étude aux limbes. Dans un premier temps, les récoltes
effectuées 14, 18 et 21 apres le semis, lors de la culture NFT ont été exploitées. Puis, pour
confirmer ces résultats, la composition au cours du temps de plantes issues d’une deuxieéme

expérimentation a été déterminée.

A/ Définition du temps nécessaire pour observer des modifications chez des plantes

cultivées en NFT

Dans cette expérience, les graines ont été semées directement sur le dispositif de NFT,
elles ont donc été soumises aux différents niveaux d’azote deés leur germination. Des le
premier prélevement a 14 jours (Tableau 9), I’augmentation des conditions de nutrition azotée
a provoqué une augmentation de la production de MF, des teneurs en azote et dans une

moindre mesure en carbone totaux.

La corrélation négative entre les teneurs en polyphénols et les apports en azote
observée apres 25 jours de culture (Figure 23), s’est mise en place progressivement dans les
limbes (Tableau 10 et Figure 24). Dans un premier temps les teneurs en polyphénols ont été
plus importantes chez les plantes ayant recu le plus d’azote. Puis cette tendance s’est inversée
progressivement et apres 21 jours de cultures les plantes des milieux pauvres en azote
(<0,3 mM) ont présenté des teneurs en acide chlorogénique plus importante que les plantes
des milieux riches. De la méme maniere, les concentrations en rutine et en kaempférol
rutinoside, ont eu tendance a diminuer dans un premier temps avec des apports en azote
croissants, puis a augmenter pour des apports tres importants (7 et 15 mM)(Tableau 10). 11
semble donc que sur ce systeme de culture, un délai de 18 a 20 jours soit nécessaire pour
observer des modifications de teneurs en métabolites secondaires au niveau de la composition

des limbes.

97



Chapitre 111

o 2,0+

s

> .

® 1,6

=

g

g 12 \

g — —
2 08 \ - T
3] \ ™

[} o / ™~
.'9 0’4 _ '.' N

o .

(1]

()]

£

---e... 14 jours —= — 18 jours —a—21 jours

//

0,0 T T T
{/

0 01 02 0

6 9
mM NO3- en solution

Figure 24 : Concentrations en acide chlorogénique (mg/gMS), dans des limbes de tomates récoltées 14, 18 et 21

jours apres le semis. Les plantes ont été cultivées sur le systeme de NFT alimenté par sept SN dont les teneurs

en nitrate étaient comprises entre 0,05 et 15 mM NO;".

Entre 21-25 jours

MS Chloro Tot

Entre 14-18 jours
MS Chloro Tot
0,05 3,2 29,9 29,7
0,125 34 8,9 8,3
0,2 3,1 10,4 10,7
0,3 2,5 9,3 9,1
3 2,9 1,7 1,8
7 3,4 11,3 10,2
15 1,5 1,3 1,4

Entre 18-21 jours
MS Chloro Tot
1,5 1,3 1,5
1,6 1,7 1,9
1,5 2,9 2,8
1,7 2,3 2,3
1,5 4,6 4,0
1,6 1,0 1,2
1,7 0,9 1,2

2,2 3,9 3,5
2,2 39 33
2,2 4,9 4,4
24 3,8 3,3
23 4,8 4,6
2,4 33 2,9
2,1 3,3 2,6

Tableau 11 : Rapport entre deux prélevements de la matiere seche produite, des teneurs en acide chlorogénique

(Chloro en mg par plante) et de la somme Chloro, Rutine, KR (Tot, en équivalent d’acide chlorogénique par

plante). Le rapport a été calculé de la facon suivante, par exemple pour un méme niveau d’azote le rapport MS

entre 14 et 18 jours = MS a 18 jours / MS a 14 jours.
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Pendant la période d’étude, les plantes étaient en phase de croissance importante.
Ainsi entre deux prélévements, la matiere seche produite a été plus ou moins importante
suivant la date de récolte et le niveau de fertilisation (Tableau 11). Les deux premiers
prélevements se sont distingués par un fort taux de croissance et de production de polyphénols
(Tableau 11). En effet entre 14 et 18 jours de culture, la MS produite a ét€ multipliée par 3 ou
par 1,5 sur les milieux contenant respectivement 0,05 et 15mM, et les teneurs en acide
chlorogénique par 30 ou 1,2. Par la suite les rapports de production de MS ou de polyphénols
ont été plus faibles.

Méme si ces augmentations de MS et de teneurs en polyphénols n’ont pas été
proportionnelles entre elles (Tableau 11), la taille des plantes doit étre pris en considération.
En se placant a I’échelle de la plante (Figure 25), on observe que pour des apports en azote
inférieur a 3mM, I’évolution des 