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Résumé

Il'y a désormais un consensus autour de l'idée que nous devons
réduire I'usage des pesticides (Plan Ecophyto). Il est donc nécessaire de
développer des systemes de cultures reduisants I'utilisation des pesticides
au profit d'un systéme de production dans lequel on stimule les
mécanismes de défense «naturels» des plantes. Dans ce contexte, on voit
aujourd’hui se développer de nombreuses solutions d’origines chimique ou
biologique a base de stimulateurs de défenses des plantes (SDP) mais dont
I'efficacité est souvent jugée aléatoire. Dans ce travail, notre choix a porté
sur l'utilisation des rayonnements UV-C pour stimuler les défenses de la
laitue et de la tomate contre Botrytis cinerea. L’idée d’exploiter les
rayonnements UV-C, comme stimulateurs des défenses des plantes a
intérét alimentaire en culture, n'a jamais été testée. Nos résultats
démontrent clairement un effet stimulateur des défenses des plantes par
des doses faibles et répétées d’'UV-C (inférieur a 1,70 kd/m2). Cette
stimulation est associée au renforcement de la paroi cellulaire, a
'augmentation des composés phénoliques et a 'augmentation de l'activité
de certaines enzymes antioxydantes. Lorsque le traitement par les
rayonnements UV-C est combiné a I'agent biologique Bacillus subtilis aucun
effet synergique ou méme additif n’a été observé par rapport a un traitement
simple UV-C ou B. subtillis.



Resumen

Se ha establecido en el mundo entero la importancia sobre el control
de uno de los principales organismos fitopatolégicos como lo es Botrytis
cinérea, el cual demanda en la actualidad a los productores aplicar
controles consonos con la proteccion del medio ambiente. Por consiguiente,
se evaluo el uso de diferentes dosis de luz ultravioleta sola o en
combinacioén con un agente de biocontrol (Basillus subtilis), con la finalidad
de estimular las defensas naturales de dos especies vegetales (lechuga y
tomate). Al respecto, los resultados establecieron que dosis menores de
1,70 kJ/m? de UV-C logran disminuir la sensibilidad de las plantas, sin
afectar significativamente el desenvolvimiento del aparato fotosintético de
ambas especies. Asi como, se observo un efecto antagdnico del biocontrol

sobre la UV-C cuando se combinan.



Abstract

There is now a consensus around the idea that we must reduce the
use of pesticides (Plan Ecophyto). It is therefore necessary to develop crop
systems that have less need to be protected by pesticides in favor of a
production system in which the "natural" defense mechanisms are
stimulated. In this context, many solutions of chemical or biological origin
based on stimulation of plant defense are now being developed but their
effectiveness is often judged to be random. In this work, we chose to use
UV-C radiation to stimulate the defenses of lettuce and tomato against
Botrytis cinerea. The idea of exploiting radiation UV-C, as a stimulant of
plant food-borne defenses in culture, has never been tested. Our results
clearly demonstrate a stimulatory effect of plant defenses by low and
repeated doses of UV-C (less than 1.70 kJ/m?). This stimulation is
associated with a reinforcement of the cell wall, an increase in the phenolic
compounds and the activity of certain antioxidant enzymes. When treatment
with UV-C radiation is combined with a biological agent Bacillus subtilis, no
synergistic or even additive effect has been observed compared with a

simple UV-C or B. subtillis treatment.
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A/ CONTEXTE GENERAL

Les pesticides, notamment les fongicides, sont utilisés pour détruire a la
source les agresseurs biotiques qui menacent les plantes et la productivité des
cultures. Les pesticides sont généralement efficaces, en tout cas a court terme,
mais différentes raisons doivent nous amener a limiter voire supprimer leur
usage. Les pesticides sont en effet a I'origine de pollutions trés néfastes pour
I'environnement et les consommateurs, et leur utilisation augmente les colts de
production (Chaves and Wang, 2004; Legard et al., 2005; Lizcano, 2007). Par
ailleurs, les maladies et les ravageurs réussissent presque toujours a
développer des résistances qui obligent a développer en permanence de
nouvelles molécules dans une fuite en avant sans fin. Depuis un certain nombre
d’années, une nouvelle stratégie alternative se développe. Elle vise non plus a
détruire les agresseurs biotiques pour protéger les cultures mais a admettre un
certain niveau d’agression en stimulant les défenses "naturelles" des plantes
dans le cadre d'une stratégie de gestion des maladies et des ravageurs
authentiquement durable (Osorio et al., 2007). On parle de stimulateurs de
défenses des plantes (SDP) ou stimulateurs des défenses naturelles des
plantes (SDN) qui ont une origine naturelle ou non. De nombreuses spécialités
commerciales sont proposées, dotées de spectres d’action plus ou moins larges
(Butault et al., 2010). Les SDP connus sont des agents de synthése chimique
ou des produits d’extraits biologiques. Dans tous les cas, ils posent des
probléemes de formulation et peuvent exiger des études de toxicité qui rendent
leur développement colteux. A I'heure actuelle, on pense que c’est une
combinaison de solutions plutdét qu'une solution unique qui permettra de gérer la
question des défenses des cultures contre les maladies. Il y aurait beaucoup
d’intérét a développer des SDP physiques dans la mesure ou ils compléteraient
bien les SDP chimiques et biologiques. Par ailleurs, les SDP physiques ne
posent a priori pas de problémes de formulation ni de toxicité environnementale
et humaine (Benhamou and Picard 1999; Blanchard and Limache 2005;
Piasentin 2009; Benhamou and Rey 2012).

Parmi les facteurs physiques susceptibles de stimuler les défenses des
plantes, on a identifié depuis longtemps le manque d'eau, les températures

excessivement élevées ou basses. Plus récemment, les nombreux travaux



réalisés dans le cadre de la thématique du changement climatique ont confirmé
le role stimulant pour les défenses des plantes des rayonnements UV-B
(Tsormpatsidis et al, 2007). Malheureusement, exploiter les UV-B pose des
problémes concrets (Nogués et al, 1998). En général une exposition prolongée
est requise pour étre efficace et les expositions prolongées sont difficiles a
imposer dans la pratique. D’ou l'idée de ce projet d’exploiter les UV-C, plus
fortement énergétiques, en lieu et place des UV-B, pendant des temps
beaucoup plus courts, plus faciles a gérer (Hollésy 2002).

L’objectif de ma thése est donc d’étudier I'effet des rayonnements UV-C
comme moyen de stimulation des défenses de deux espéces de plantes (la
laitue et la tomate) contre Botrytis cinerea et de combiner cette méthode

physique avec une méthode de lutte biologique.



B/ LES RESISTANCES AUX BIOAGRESSEURS CHEZ LES VEGETAUX

Dans leur environnement naturel, les plantes sont confrontées aux
attaques de nombreux agents pathogénes. Pour s’opposer a ces agresseurs,
les plantes possédent et/ou développent plusieurs stratégies de défense. On
distingue les résistances constitutives qui sont déterminées par des facteurs
préexistants avant tout contact avec l'agent pathogéne et les résistances
induites qui se mettent en place a la suite de la rencontre des deux
protagonistes (Figure 1). Toutes ces résistances sont controlées au niveau
génétique, par un seul géne (résistance monogénique) ou par plusieurs génes

(résistance polygénique) (Biffen, 1905).
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Figure 1: Schéma simplifié des réactions de défense induites dans les
interactions plantes/agents pathogénes.

Bien que dépourvue d'un systéeme immunitaire évolué, chaque plante n'est
sensible qu'a quelques bioagresseurs: "la maladie est plutot I'exception”. Les
plantes possédent des barrieres mécaniques préformées, la cuticule et la paroi

pectocellulosique qui leur conférent une résistance constitutive passive. Dans le



cas ou l'agent pathogéne est capable de franchir ces barriéres, la plante peut
induire des systémes de défense, il s’agit d’'une résistance active. Les
mécanismes de défense active peuvent débuter par la réaction
d’hypersensibilité (HR).

1/ La réaction d’hypersensibilité

La réaction d’hypersensibilité est un mécanisme naturel de défense induite
chez les plantes contre les pathogénes, se traduisant par une réaction localisée.
Cette réaction de sensibilité exacerbée des cellules a l'infection est de forte
intensité et de courte durée. Elle est le résultat d’'un processus actif contrélé
génétiquement entrainant la mort programmée d’un nombre limité de cellules
hétes entourant le site d’infection et permet de circonscrire le pathogéne et
d’empécher sa multiplication et sa migration. Cette réaction est le résultat d’'une
forte augmentation de la consommation d’oxygene et d’une production
importante d’espéces réactives de l'oxygéne (ROS: H,0O,, HO-, O,). Ce burst
oxydatif permet de catalyser le renforcement des barrieres physiques mais il est
aussi impliqué dans le signal des mécanismes de défense plus tardifs
(activation des génes codant pour les protéines liées a la pathogénie PR,

inhibition de protéases...).

2/ Les messagers de la défense

Les mécanismes de défense mis en place ne se limitent pas a la proximité
du site d’infection. La plante développe une réponse systémique, état de
résistance généralisé, qui permet de la protéger contre des attaques ultérieures
de bioagresseurs. Cet état, proche de I'immunité animale, apparait quelques
heures aprés la reconnaissance plante-pathogéne et implique la diffusion du
signal aux cellules saines a I'aide de messagers secondaires (Benhamou,
2009). Les messagers secondaires, alertent les cellules entourant la zone
d’attaque et 'ensemble de la plante, et dévient leur métabolisme vers la lutte
contre l'agression. Ces messagers sont de nature polysaccharidique et
proviennent de la dégradation des parois du pathogéne sous l'action des
hydrolases de I'h6te ou de la dégradation des parois des cellules végétales
hydrolysées par les enzymes du pathogéne (Turelli et al., 1982). Le réle des

messagers secondaires est aussi attribué a des phytohormones comme



I'éthyléne, I'acide salicylique, I'acide jasmonique ou encore I'acide abscissique.
Ces composeés, qui sont le résultat de I'activation des génes précoces, jouent un
réle dans I'induction de la résistance systémique acquise en activant a leur tour
des génes de défense tardifs et la production d’une diversité de composés issus
du métabolisme secondaire, comme des protéines de défense et diverses
phytoalexines (Ryals et al., 1996; Benhamou, 2009). Ces molécules et
particulierement les molécules phénoliques de petite taille ont aussi un role

antimicrobien direct.

3/ Les réponses défensives a l’infection

Lorsqu'une plante est attaquée, de multiples enzymes sont activées,
comme les polyphénol-oxydases et les peroxydases. En conséquence, des
composés sont néoformés et dautres sont synthétisés en plus forte
concentration. Ces composés permettent le renforcement des parois cellulaires

de I'héte, le blocage du développement et la neutralisation du parasite.

3.1/ Renforcement des parois cellulaires

La paroi étant le premier obstacle que rencontrent les parasites, les
plantes ont mis en place des mécanismes de défense par incorporation
réactionnelle de lignine, subérine, callose ou glycoprotéines. Ces dépbts
contribuent a la rigidification de la paroi que de nombreux micro-organismes
sont alors incapables de dégrader et de franchir (Duhoux et Nicole, 2004). Ces
appositions peuvent se limiter au point de pénétration de I'’hyphe et former une
papille, ou constituer une encapsulation compléte des structures étrangéres.
Ces mécanismes physiques, ralentissant la pénétration du pathogene,
permettent a la plante d’activer les autres voies de biosynthése de molécules a
action antimicrobienne directe (protéines PR, phytoalexines...) (Benhamou,
1996). Des glycoprotéines structurales riches en hydroxyproline (HRGP)
s’accumulent aussi dans les parois et participent a la défense mécanique de la
plante contre les bioagresseurs (Lepoivre, 2003). La synthese, par les plantes,
des inhibiteurs des polygalacturonases (enzymes lytiques de la paroi) permet la
conservation de l'intégrité des structures des parois végétales (Cervone et al.,
1993).



3.2/ Les protéines Pathogenesis-Related (protéines PR)

Les protéines PR ont été mises en évidence dans les feuilles de tabac
aprés une hypersensibilé vis-a-vis du virus de la mosaique de tabac
(Gianinazzi, 1970). Il s’agit de 14 classes de protéines induites lors d’un stress
biotique ou abiotique (Van Loon et al., 1994). Leur fonction biologique n’est
définie que pour certaines : Glucanase (PR2), Chitinase (PR 3, PR8, PR11),
Peroxydase (PR9), Inhibiteur de protéases (PR6, PR7), Ribonucléase (PR10).

De nombreuse autres PR ont été découvertes ces derniéres années.

3.3/ Les phytoalexines

Les phytoalexines sont des molécules dont la synthése est induite chez les
végétaux en réponse a différents facteurs de stress biotiques et abiotiques et
qui possédent un pouvoir inhibiteur a I'égard d'un large éventail de micro-
organismes. Elles présentent des structures chimiques variées mais
caractéristiques de la famille végétale : isoflavonoides chez les Légumineuses,
sesquiterpénoides chez les Solanacées, polyacétylénes chez les Composées,
diterpénes chez les Graminées (Lepoivre, 2003). Il existe une corrélation étroite
entre 'ampleur et la vitesse de leur apparition dans une cellule végétale et le
blocage du développement des pathogénes.

Toxique pour les parasites, les phytoalexines le sont aussi, a forte
concentration, pour les plantes hotes (Shirashi et al., 1975 ; Kobayashi et al.,
1995). Leur accumulation au cours de la réaction d’hypersensibilité est en
grande partie responsable de la mort des cellules qui constitue la nécrose

bloquante.



C/ PRESENTATION DU PATHOGENE BOTRYTIS CINEREA

Botrytis cinerea est un ascomyceéte (tableau 1) pathogéne, ubiquiste et tres
polyphage. Ce champignon est responsable de pourritures sur un grand nombre
de plantes hétes d'importances économiques en agriculture. Il attaque plus de
200 espéces de cultures dans le monde (Govrin, and Levine, 2000 ; Lecompte
etal., 2013).

Tableau 1. Taxonomie de Botrytis cinerea (Sourse: Card 2005).

Royaume Fungi
Phylum ou Division Ascomycota
Classe Ascomycete
ordre Helotiales
Famille Sclérotiniaceae
Genre Botryotinia
Espece Botrytis cinerea

On le retrouve dans toutes les zones de production du monde (Elad et al.,
2004). En France, on peut le trouver aussi bien sous abris qu’en plein champ.
Cependant, c’est sous abris que les attaques de B. cinerea sont les plus
séveres étant donné la forte hygrométrie (Chaves and Wang 2004). Les
conditions favorables au développement de B. cinerea sont engendrées par une
humidité relative importante, en particulier pendant la période de floraison,
(entre 80 et 90 % HR) (Wilcox and Seem 1994), des températures comprises
entre 17 et 23 °C surtout pendant les mois d'hiver (Wang et al., 1986), mais
aussi par I'apport d’'une importante quantité de fumures azotées (Raynal et al.,
2014).

Le cycle de développement de B. cinerea est résumé dans la figure 2.
Durant I'hiver, B. cinerea survit dans les débris des végétaux sous diverses
formes comme les conidies, les mycéliums et les sclérotes qui ont la propriété
de persister dans le sol plusieurs années (Klaus, 2007). De plus, son mode
saprophye lui permet de se conserver facilement dans la matiere organique.

Comme B. cinerea est tres polyphage, il peut attaquer des centaines de plantes



cultivées et adventices qui pourront constituer par la suite une source
d’inoculum (Elad, 1997).

) Mycelia ;

Over-wintering

Figure 2 : Cycle de vie de Botrytis cinerea, (source Agrios 2005).

Lorsque les conditions redeviennent favorables, les sclérotes ou les
mycéliums produisent beaucoup de conidies qui se propagent dans l'air et
peuvent ainsi se déposer sur les feuilles et germer en présence d’eau (Muvunyi
2012). De plus, les sclérotes présents a proximité des feuilles en contact avec le
sol peuvent également germer et former du mycélium qui les colonisera (Elad,
1996). Le tube germinatif des conidies et le mycélium des sclérotes vont par la
suite pénétrer dans les tissus, dans le parenchyme foliaire en détruisant les
parois des cellules et leur contenu (Jarvis, 1989). Le champignon pénétre alors
soit directement par la cuticule soit par les blessures déja présentes au moment
de la colonisation (Muvunyi 2012,). Une fois sur la plante hote, la pénétration de
I'agent pathogéne est facilitée par la pression mécanique exercée par le
développement de [l'appressorium, en générant une turgescence par
I'accumulation de glycérol (Hege et Fluhr, 2007). En quelques jours B. cinerea

colonise rapidement tous les tissus en hydrolysant les composés pectiques



présents dans les parois des cellules (Blancard et al., 2003). Il s’agit d’'un

pathogene nécrotrophe (Elad, 1996).

Les attaques de B. cinerea ne se limitent pas a un seul organe. En effet, il
colonise principalement les feuilles sénescentes en contact avec le sol mais il
peut également attaquer le reste de la partie aérienne, les inflorescences et les
fruits. Les producteurs le craignent en raison de ses effets dévastateur sur la
production (Wilson et al., 1997; Leroux et al., 2002). Pour ce qui est des
symptomes, on observe sur les feuilles sénescentes une pourriture humide
marron a brune (Beliard, 2003). Et sur les jeunes feuilles, on observe des
taches humides et brunes qui se développent surtout en bordure du limbe. Enfin,
sur les inflorescences, B. cinerea provoque une pourriture qui contamine les
graines récoltables chez certaines espéces (Hayes et Edward 2007). Quel que
soit la partie de la plante attaquée par le pathogéne, les tissus se couvrent d’'un
feutrage gris caractéristique, constitué des fructifications du champignon.
Quelques fois, on peut observer des sclérotes sur la surface colonisée
(Blancard et al., 2003).

E/ MOYENS DE LUTTE :

Un grand nombre de plantes cultivées est sensible a divers pathogenes.
L’application des pesticides constitue actuellement le principal moyen de lutte
des plantes contre ces bioagresseurs. Cette stratégie peut étre efficace mais
I'emploi répété de ces substances génere des problemes de pollution, ainsi que
I'apparition et 'extension rapide de souches de pathogénes résistants (Russell
1995).

Les problemes environnementaux liés a la protection des cultures sont de
plus en plus préoccupants. Le plan Ecophyto 2025 est 'une des mesures prise
par le grenelle de I'environnement visant a réduire de 50% ['utilisation des
produits phytosanitaires jugés trop dangereux sur I'équilibre et la survie des

écosystemes.
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1/ La lutte chimique

L’agriculteur utilise de maniére conventionnelle de nombreux pesticides
qu’il répand sur les cultures souvent de maniére non raisonnée afin de lutter
contre les bioagresseurs. Ainsi, I'utilisation fréquente des fongicides a conduit
au développement de souches de bioagresseurs résistants (Wang et al., 1986;
Leroux et al., 2002). En ce qui concerne |'attaque de B. cinerea sur laitue, les
agriculteurs utilisent généralement des fongicides, homologués en France,
comme le Signum®, Rovral® Aquaflo, Rovral.® WG (iprodione), qui sont des
fongicides communs avec d’ autres champignons phytopathogénes et ayant
une action générale. Mais ils utilisent également des fongicides ayant une
action plus spécifique contre Botrytis comme le Scala® (pyriméthanil) (Elad et
al., 2004, Charles et al., 2000) ou cyprodinil (Couderchet 2003).

Ces pesticides sont constitués le plus souvent de plusieurs matieres
actives ayant chacune des propriétés et des modes d’actions différents. Ex:
Sighum® est composé de deux matieres actives aux propriétés
complémentaires: la premiére est la pyraclostrobine, de la famille des
strobilurines (Qol). La pyraclostrobine (Qol) inhibe la respiration mitochondriale,
ce qui a pour effet de bloquer la production d’ATP, indispensable aux fonctions
vitales du champignon (Karadimos et al., 2005; Khana and Smith 2005). La
deuxiéme est le boscalide de la famille des carboxamides (SDHI) (Avenot and
Michailides 2007). Ce dernier (SDHI) bloque deux voies biochimiques vitales
pour le champignon: la dégradation ultime de molécules énergétiques au niveau
du cycle de Krebs et le transport des électrons au sein du complexe Il et donc la
production d’ATP (Avenot et al., 2009).

L’utilisation des pesticides dans la lutte contre les bioagresseurs génére
enormément d’'inconvénients qui ne sont malheureusement pas compenseés par
leur efficacité. En effet, 'emploi répété des substances actives peut générer
'apparition et I'extension rapide de souches de pathogénes résistantes
(Veloukas et al., 2011 ; Stammler et al., 2007) (tableau 2).
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Tableau 2: Fongicides utilisés contre Botrytis et niveau de résistance (Source: Hahn 2014).

Classe de fongicide

Site cible / mode d'action

Risque de résistance

Dithiocarbamates (thiram, mancozeb)
Phthalimides (captan)
Benzimidazoles (carbendazim, thiophanate-methyl)
Dicarboximides (iprodione, vinchlozolinb)
Anilinopyrimidines (cyprodinil, pyrimethanil)
Phenylpyrroles (fludioxonil)
Qols/strobilurins
Hydroxyanilides (fenhexamid)

SDHIs (boscalid)

Inhibiteur multisite; groupes Thiol
Inhibiteur multisite; groupes Thiol
B-Tubulin
Osmodétection Histidina kinase
Inconnu
Osmoregulation
Complexe Cytochrome bc1 (respiration)
3-Ketoreductase (biosynthése de sterol)

Succinate dehydrogenase (respiration)

Faible
Faible
Haute
Moyen a élevé
Moyen
Faible
Haute
Faible 8 moyen

Moyen a élevé
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De plus, l'apparition de résistances aux pesticides utilisés conduit a des
pertes d’efficacités, a I'augmentation des doses appliquées et a termes, a
I'abandon de substances actives pouvant entrainer des difficultés au niveau de
la protection phytosanitaire dans certains cas (Capeland et al., 1999).
Actuellement, on observe des résistances a la majorité des familles de
fongicides utilisées contre B. cinerea (Couderchet, 2003; Leroux, 2004).

Outre le fait d’engendrer des résistances, les pesticides polluent
dangereusement I'environnement (Pedigo & Higley 1992). Il devient donc
impératif de trouver des alternatives a ces pesticides non dangereuses pour

I'environnement et la santé humaine (Charles et al., 2008c).

2/ Méthodes alternatives

Il existe des méthodes alternatives a la lutte chimique qui peuvent étre
efficaces sans polluer ni affecter la santé humaine mais qui restent cependant
trées peu utilisées. La gestion des maladies phytopathologiques par
I’éloignement des pathogénes, la manipulation de I'environnement, la sélection
conventionnelle et/ou le traitement avant la récolte avec des
éliciteurs/activateurs de plantes, dont la plupart sont des composés
phénoliques, peut conduire au contrble des entités biotiques indésirables

(Osorio et al. 2007) et a 'amélioration de la santé humaine (Terry et al. 2004).

2.1/ Pratiques culturales et mesures prophylactiques

Selon Bernard et Bugaret (2002) la prophylaxie en matiere de protection
des végeétaux représente I'ensemble des mesures pouvant étre conseillées afin
de prévenir ou défavoriser linstallation d'un organisme nuisible et son
développement dommageable sur un territoire déterminé. La prophylaxie
repose sur des moyens directs visant a éloigner ou a combattre I'organisme
indésirable en situation de nuire ou sur des mesures indirectes ayant pour
objectif de minimiser ou de rendre impossible I'expression de la nuisibilité de
I'organisme considéré.

Une gestion culturelle maitrisée peut étre un moyen puissant pour réduire
de fagon drastique les maladies chez les végétaux. Dans le cas de Botrytis
cinerea, ces mesures consistent a une meilleure gestion de 'humidité et de la

température autour des végétaux, a maitriser l'entrée et ['accumulation
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d'inoculum (Elad and Shtienberg 1995), a nettoyer les structures (serres), les
équipements (caisses, petits outils) et le matériel agricole (ringage des roues de
tracteur), mais aussi en éliminant les plantes malades, les foyers de ravageurs
et les déchets de cultures. Pareillement, une planification des rotations et des

assolements permet de limiter les épidémies (Navarrete et al., 2010).

2.2/ Contréle physiologique

En plus de I'oxygéne, du dioxyde de carbone et de l'eau, les plantes ont
besoin de plusieurs éléments minéraux pour une nutrition adéquate (Mengel et
al, 2001). Une carence dans I'un de ces éléments minéraux réduit la croissance
des plantes et le rendement des cultures. Les plantes acquiérent généralement
leurs éléments minéraux a partir du sol. |l est reconnu depuis longtemps que
I’état nutritionnel de la plante peut déterminer sa sensibilité ou sa résistance aux
maladies. La colonisation des plantes par des agents pathogénes nécessite
I'utilisation efficace des ressources disponibles dans les tissus hétes (Snoeijers
et al., 2000). Les nutriments minéraux agissent sur le développement et la
croissance de la plante, ils agissent sur la distribution des molécules qui
peuvent étre utilisées par le pathogéne et ils stimulent les mécanismes de
défense chez la plante. En particulier, I'azote influence fortement les
interactions hote-pathogénes (Huber et Watson, 1974). Il peut étre favorable ou
défavorable au développement de la maladie en fonction de I'agent pathogéne
et de la plante. Pour certains agents pathogénes, une forte disponibilité en
azote défavorise le développement de la maladie. Hoffland et al., (1999) ont
montré qu’il y a une forte corrélation positive entre la sensibilité de la tomate a
B. cinerea et le rapport C/N. Par exemple, les feuilles de tomates cultivées sous
faible disponibilité en azote dont le rapport C/N est élevé (21 g/g) ont été
environ 2,5 fois plus sensibles a la formation de Iésion de B. cinerea que les
feuilles dont le rapport C/N est faible (11 g/g) (Hoffland et al., 1999). Cette
relation entre le rapport C/N et la sensibilité a B. cinerea s’explique par le fait
que les feuilles avec C/N élevé contiennent plus de glucides solubles qui sont
corrélés positivement avec la sensibilité au pathogéne. Sur la laitue, au
contraire, des réactions opposées ont été observées entre des souches de
Botrytis, favorisées par élevés teneurs d'azote dans les plantes (Lecompte et al,
2010).
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2.3/ Utilisation des outils génétiques

La Ilutte génétique repose sur I'utilisation de variétés de plantes
suffisamment résistantes pour assurer un controle durable des populations
pathogenes. L'utilisation de génes de résistance aux bioagresseurs est un
moyen efficace et une méthode respectueuse de l'environnement pour la
gestion de ces parasites. D’aprés Dik et Wubben (2004) il n’existe aucune
variété commerciale résistante a la pourriture grise pour I'ensemble des cultures
attaquées par le champignon. Cependant, de nombreuses plantes présentent
des niveaux de sensibilité variable d’origine génétique. Chez la tomate, la
résistance a B. cinerea est quantitative et liée a différents génes de résistance
chez I'héte (Dik and Wubben, 2004; Finkers et al., 2008). Une résistance
partielle liée a trois QTL a été identifiée chez une variété sauvage de la tomate
Solanum habrochaites LYC4 (Finkers et al., 2008).

2.4/ Protection biologique

L'objectif n'est pas de stopper totalement les maladies, mais plutdét de
réguler leur progression de maniére a les maintenir en-dessous d'un seuil
acceptable. La définition officielle par I'OILB (Organisation Internationale de la
Lutte Biologique) stipule que la protection biologique est «l'utilisation
d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causés par des
ravageurs». Cette méthode vise donc a identifier des auxiliaires efficaces et
optimiser leur utilisation afin de lutter contre des espéces invasives et contre
des organismes pathogénes difficilement maitrisables par les luttes classiques.
Le principe de la lutte biologique est basé sur I'exploitation par 'homme et a son

profit d'une relation naturelle entre deux étres vivants:

- la cible est un organisme indésirable, pathogéne ou ravageur d'une

plante cultivée, mauvaise herbe, etc.

- l'agent de protection (ou auxiliaire dans le cas des ravageurs) est un
organisme différent, le plus souvent un parasite (ou parasitoide), un prédateur
ou un agent pathogéne du premier, qui le tue a plus ou moins bréeve échéance,
éventuellement en s'en nourrissant, ou tout au moins qui limite son

développement.

Cette définition est actuellement élargie a tous les produits ou extrait
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d’origine végétale. La protection biologique accepte donc les composés

minéraux et organiques, les extraits des plantes, etc.

2.4.1/ Composés minéraux et organiques

Les composés minéraux et organiques peuvent étre utilisés comme
fongicides d’origine naturelle pour le contréle des agents pathogénes des
plantes (Tripathi and Dubey, 2004). Plusieurs sels comme le chlorure de

calcium (CaClo), la carbonate de potassium (KoCO3), le bicarbonate de sodium
(NaHCO3) et le carbonate de sodium (NapCO3) peuvent réduire la croissance

mycélienne de B. cinerea in vitro sur un milieu glucose-agar (Nigro et al., 2006).
La carbonate de potassium, le bicarbonate de sodium et le carbonate de
sodium ont montré un effet similaire in vivo avec réduction de l'incidence de la
pourriture grise sur les baies de raisins (Nigro et al., 2006). Le chitosan qui est
une forme soluble de la chitine et ses dérivés est utilisé surtout comme agent de
lutte contre B. cinerea en protection post-récolte. Ce produit induit une
résistance dans le fruit et n'inhibe pas directement I'agent pathogéne (El-
Ghaouth et al., 1997).

2.4 .2/ Extraits de plantes

Le contrOle des bioagresseurs par des extraits végétaux (biopesticides) a
longtemps été réalisé de maniére traditionnelle et donc leur utilisation repose
souvent sur des bases empiriques. En ce qui concerne B. cinerea, un extrait de
feuilles de la Renouée de Sakhaline (Reynoutria sachalinensis) a été décrit
comme un éliciteur de défense de la vigne contre B. cinerea (Carlen et al.,

2003). Le mélange d'extraits d'algues et de chlorure d'aluminium (AICI3),

contenus dans le produit Synermix, induit I'accumulation de resvératrol,
composé phénolique antimicrobien, dans les feuilles de vigne (Jeandet et al.,
2000; Jeandet et al., 1996). La propolis est une résine végétale utilisée par les
abeilles comme anti-infectieux pour assainir la ruche. De consistance
visqueuse, elle est recueillie par les abeilles sur certaines parties des végétaux.
Elle est produite sur certains coniferes et sur les bourgeons de plusieurs
especes d'arbre. La propolis contient des protéines, des acides aminés, des

vitamines, des minéraux et des flavonoides (Marcucci, 1995; Walker and Crane,
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1987). Elle a une activité antibiotique, antibactérienne et antifongique (Tosi et
al., 1996). Cependant un point limitant dans l'utilisation de ces molécules est lié

a la difficulté de leurs productions en grandes quantités et leur formulation.

2.4 .3/ Agents microbiens

La protection biologique contre B. cinerea a I'aide de microorganismes
antagonistes, champignons filamenteux, levures et bactéries, a été
intensivement étudiée au cours des derniéres décennies (Tableau 3) (Droby et
al., 2009; Elmer and Reglinski, 2006; Janisiewicz, 1998; Mari et al., 2003;
Paulitz and Belanger, 2001; Van Lenteren, 2000).

Des travaux menés par 'unité de Pathologie végétale de 'INRA d’Avignon
depuis 1990 ont montré que le champignon Microdochium dimerum, souche
L13, a une bonne efficacité pour protéger les plaies d’effeuillage et les feuilles
de plants de tomates contre les attaques de B. cirenea en cultures sous abris
(Bardin et al., 2008; Nicot et al., 2003). Un certain nombre de levures (dont
Pichia et Rhodotorula) et de bactéries (dont Bacillus et Pseudomonas) ont
également été signalées pour leur efficacité dans le contréle de B. cinerea en
traitement post-récolte (Buck and Jeffers, 2004; De Meyer and Hofte, 1997;
Elad et al., 1994b; Guetsky et al., 2002). Il a été rapporté aussi que l'une des
alternatives bio-controle est I'utilisation de Bacillus subtilis contre B. cinerea
chez le fraisier (Sutton y Peng, 1993; Hang et al., 2005; Donmez et al., 2011), la
laitue (Fiddaman et al., 2000; Arkhipova et al., 2005; Srimai and Akarapisarn
2014), la vigne (Magnin et al., 2007), la pomme (Touré et al., 2004), I'avocat
(Korsten and De Jager 1995), le haricot (Ongena et al., 2007) et la tomate
(Siripornvisal 2010). Les modes d’action impliqués dans la protection biologique

de la plante contre l'infection par B. cinerea sont nombreux:

Antibiose: I'organisme antagoniste produit des métabolites secondaires
toxiques pour l'agent pathogene cible. Des substances responsables de
I'antibiose ont pu étre caractérisées chez des souches appartenant a diverses
espéces d'agents de lutte biologique (notamment Bacillus subtilis, Serratia
plymuthica, Pseudomonas fluorescens), et les génes impliqués dans la
production de certaines de ces substances ont été identifiés (Duffy et al., 2003;
Raaijmakers et al., 2002).
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Tableau 3: Les microorganismes commercialisés (biopesticides) pour la lutte contre Botrytis cinerea (source: Fravel 2005)

Agent de contréle biologique

Agents pathogénes

Cultures ou utilisation

Produit

Bacillus subtilis

Pseudomonas chlororaphis

Pseudomonas aureofaciens

Pseudomonas fluorescens

Streptomyces griseoviridis

Rhizoctonia, Fusarium,
Aspergillus
Fusarium, Rhizoctonia,
Alternaria, Aspergillus
Agents pathogénes

foliaires, les pourrites
Rhizoctonia, Fusarium

Pythium, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum
Sclerotinia homeocarpa,
Colletotrichum graminicola,
Pythium aphanadermatum,
Botrytis cinerea

Pythium ultimum var.

Pathogénes du sol

Graines de coton, arachide, soja, blé,
orge, pois et haricots
Coton, haricot, orge, blé, mais, pois,
arachide et soja
Cerise, cucurbitacées, raisin, laitue,
piment, pomme de terre, tomate,
Plantes d'ombre ornementales,
arbustes et arbres forestiers
Plantes ornementales et maraichéres

de serre
Terrains de golf

Cultures fruitieres, ainsi que
amandes, pomme de terre et tomate
Cultures alimentaires, plantes

ornementales

Kodiak

Subtilex; Histick
N/T
Serenade;
Rhapsody

Taegro
AtEze
Bio-Ject

Spot-Less

BlighBan A506;

Frostban

Mycostop
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Hyperparasitisme: [I'antagoniste est un parasite qui reconnait
spécifiguement sa cible, pénétre dans ces cellules et entraine sa destruction via
la colonisation de ses organes. Coniothyrium minitans est par exemple un
champignon hyperparasite de Sclerotinia sclerotiorum, capable de produire des
enzymes dégradant les parois cellulaires de I'agent pathogéne, telles que des

chitinases ou des 3-1-3 glucanases (Whipps and Gerlagh, 1992).

Compétition nutritive: Le champignon B. cinerea est trés sensible a
I'absence de nutriments: il a, par exemple, besoin de nutriments d’origine
extérieure pour assurer la germination de ses spores (Elad, 1996). Certains
microorganismes (bactéries, levures, champignons filamenteux) peuvent ainsi
inhiber la germination des conidies de cet agent pathogene via la compétition
pour des éléments nutritifs comme I'azote, le carbone, ou des macro- ou micro-
éléments présents dans le milieu (Blakeman and Fokkema, 1982; Elad and
Stewart, 2004; Filonow, 1998). Le champignon antagoniste Trichoderma
harzianum souche T39 inhibe aussi la germination des conidies de B. cinerea
en rentrant en compétition pour les nutriments a des stades précoces de

I'interaction (Zimand et al., 1996).

Stimulation des défenses naturelle des plantes (SDP): |l s’agit du
concept de résistance induite qui est basé sur I'application d’'un produit
biologique naturel ou synthétique sur la plante, pour lui permettre d'enclencher
ses mecanismes naturels de défense et ainsi d'étre en état de résistance a un
pathogéne auquel elle serait normalement sensible (Conrath 2009). Ceci
commence par la reconnaissance des deux partenaires, suivie de la
transduction de signaux émis a l'interface et qui vont conditionner la réponse
finale, a savoir la mise en place de réactions de défense chez la plante. En
effet, les plantes ont toutes le potentiel de se défendre, contre les stress, grace
a des systémes de défenses induites dont I'expression pourrait étre stimulée.
Récemment, des microorganismes comme les bactéries et des chamignons ont
été utilisés comme potentialisateurs de défenses de la plante et de
renforcement de sa résistance contre les bioagresseurs (Bloemberg and
Lugtenberg 2001, Van Wees et al. 2008, Lugtenberg and Kamilova 2009).
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Trichoderma harzianum induit une résistance contre B. cinerea chez la tomate,
la laitue, le poivron, le haricot et le tabac (Elad et al., 2004). Récemment,
différentes souches bactériennes ont été isolées a partir de la rhizosphere. Ces
souches ont été caractérisées comme agents de la protection efficace contre B.
cinerea dans des conditions in vitro et identifiées comme Acinetobacter Iwoffii
PTA-113 et PTA-152, Bacillus subtilis PTA-271, Pantoea agglomerans PTA-
AF1 et PTA- AF2 et Pseudomonas fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 (Trotel-
Aziz et al., 2008).

Il existe aussi des éliciteurs physiques dits abiotiques et qui incluent des
sels de métaux lourds comme des sels de cadmium, d’argent et de plomb, des
détergents, des antibiotiques, des peptides synthétiques, des dérivés de I'acide
salicylique comme le benzol (1,2,3)-thiadiazole-7-acide carbo- thioique S-méthyl
ester (BTH) (Benhamou et Bélanger 1998; Kessmann et al. 1994), ainsi que des
stress environnementaux, comme le stress hydrique (Bray 1997). Une
exposition prolongée a des radiations ultraviolettes ou a des doses élevées
d’ozone atmosphérique peut aussi induire des réactions de défense chez les
plantes (Baier et al. 2005; Charles et al. 2008c).

E/ LUTTE PHYSIQUE
Cette lutte est divisée en quatre groupesO. Elle inclut toutes les techniques

dont le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique.

1/ La lutte mécanique

Selon (Cervek 2012 ; La Luciole 2015) consiste a utiliser des moyens
mécaniques pour le contrdle des bioagresseurs qui concerne les adventices
(travail du sol, désherbage, fauche, etc) et les ravageurs (filets, pellicule

plastique, piéges).

2/ La lutte pneumatique

Consiste en I'utilisation de systéme pneumatique combinant les courants
d’air pulsée et une aspiration puissante ou une aspersion avec de I'eau sous
pression des organes qui permet d’éliminer la majorité des individus nuisibles

présents sur les plantes cultivées (Charles et al., 2009).
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3/ La lutte thermique
Par élévation ou diminution de la température (Lague et al., 1999; Charles
et al., 2008a).

4/ La lutte par I’exploitation du rayons électromagnétiques

Consiste en l'application de rayonnements (gamma, X, UV-C, UV-B et UV-
A), de microondes (Charles et al., 2000). Dans le cadre de ma thése, je me suis
intéressé a cette méthode de lutte et plus particuliérement a la lutte par
I'application de longueurs d’onde dans le domaine des UV-C (< 280 nm). Les
rayons gamma et les rayons X étant trés onéreux, le choix d’utilisation des UV
et en particulier les UV-C semblent étre convenable et novateur. En raison de
leurs propriétés germicides, des sources de rayonnement artificiel (lampes) ont

eté développées (Guerrero and Barbosa 2004).

5/ Les rayonnements Ultra-violets

Les rayons UV sont classés dans trois catégories en fonction de leur
longueur d'onde (Figure 3): Les UV-A (320- 400 nm) qui possédent I'énergie la
plus faible, les UV-B (280-320 nm) et UV-C (254-280 nm) qui possedent

I’énergie la plus élevée.

Rayons X Ultra-violet Lumiére visible [ Infrarouge

Vide uv-c
-Uv

d'onde

200 /1280315 400 780 Lemsusur ()

: Pic germicide Rayonnement t UVC a été utilisée pour la stimulation
! Efficacité 264 nm a une longueurd'onde de 254 nm

Figure 3: Les rayonnements ultra violet (UV) positionnés par rapport au
reste du spectre lumineux. IR représente l'infrarouge. La partie d’UV-C est située
entre 254 et 262 nm.
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La réponse des plantes dépend de la longueur d’onde considérée, les UV-
A sont moins déléteres que les UV-B et les UV-C (Barta et al. 2004). Les rayons
ultraviolets sont biologiquement actifs a toutes les longueurs d'onde. Leurs
effets sur les organismes vivants varient selon les doses absorbées. A forte
dose, les rayons ultraviolets sont délétéres tandis que, administrés a dose dite
hormétique, ils peuvent procurer des effets bénéfiques (Droby et al. 1993).
L'absorption des rayons ultraviolets a des doses élevées provoque deux
principaux types de dégats : i) une altération de la structure de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) pouvant provoquer des mutations génétiques, et ii)
des perturbations des processus physiologiques (Stapleton, 1992).
L’atmosphére actuelle filtre efficacement les UV-C contrairement aux UV-B et
aux UV-A. A des doses non déléteres, les effets des UV-B peuvent étre
bénéfiques chez les plantes (Droby et al. 1993). Il a été montré qu'’ils avaient
des rbOles importants dans de nombreux processus biochimiques et
physiologiques comme, par exemple, la synthése des composées phénoliques
(Jenkins, 2009). Ces derniers sont des molécules essentielles pour la défense
des plantes mais aussi des micronutriments pour les consommateurs, reconnus
protecteurs contre les maladies cardio-vasculaires par exemple. L’'une des
découvertes parmi les plus intéressantes est que les voies de signalisation en
réponse aux UV-B et aux attaques de certains bioagresseurs sont largement
partagées (Stratmann, 2003). Toutes ces observations fondent I'idée qu’on
pourrait exploiter les UV-B a des fins de stimulation de la « valeur-santé » des
produits végeétaux (Jansen et al. 2008) et des défenses naturelles des plantes
contre les pathogénes et les ravageurs (Stratmann 2003, Ballare et al. 2011,
Kuhlmann et Mdller 2011). La stimulation des défenses naturelles des plantes
est d’'un intérét majeur dans une perspective de limitation des pesticides qui
sont des polluants pour I'environnement et ont des effets négatifs sur la santé
humaine. De plus, des preuves significatives ont émergé au cours des derniéres
années, indiquant que la lumiére, par l'intermédiaire de photorécepteurs
spécifiques, peut étre un modulateur important de voies de signalisations
hormonales impliqué dans la défense des plantes (Ballaré 2011, Kazan et
Manners, 2011). Le dernier a avoir été identifié et décrit est UVR8 (résistance
aux UV LOCUS 8) (Rizzini et al. 2011, Christie et al. 2012, Wu et al. 2012,
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Jenkins 2014). Parmi les processus influencés par les UV-B et impliqués dans
la résistance, on trouve 'accumulation de composés phénoliques de protection
et la production d’acide jasmonique et d’acide salicylique (Rousseaux et al.
1998, Mazza et al. 1999, Stratmann 2003, |zaguirre et al. 2007, Kuhlmann et
Muller 2009, Demkura et al. 2010, Gunasekera et Paul. 2007, Kunz et al. 2008,
Demkura and Ballaré 2012). Malheureusement, exploiter les UV-B pose des
problémes concrets. En général une exposition prolongée est requise pour étre
efficace et les expositions prolongées sont difficiles a imposer dans la pratique.
D’ou notre idée d’exploiter plutdt les UV-C, plus fortement énergétiques, pour
stimuler pendant un temps court la défense des plantes. De plus, le spectre

d’absorption de UVRS8 s'étend jusqu’aux rayonnements UV-C.

Mais peut-on vraiment exploiter les UV-C en lieu et place des UV-B
sachant que les UV-C sont potentiellement trés déléteres pour les organismes?
Globalement les connaissances concernant les effets bénéfiques des
rayonnements UV-C sur les plantes et les mécanismes impliqués. Sont faibles
I'atmosphére actuelle filtrant efficacement les UV-C n’a pas permis aux plantes
de s’adapter a ces rayonnements. Mais, on sait que lorsque les UV-C sont
appliqués de facon artificielle sur des organismes et a des doses élevées, ils
produisent des espéces oxygénées hautement réactives (ROS) tels que le H,0O,,
HO-, O,- qui sont nocives pour les membranes cellulaires (Mahdavian et al.
2008a, Mahdavian et al. 2008b, Bornman et al. 1983). En effet, suite a la
formation de ces radicaux libres, il a été observé une peroxydation des lipides
membranaires chez de nombreuses espéces exposées aux UV-C (Bornman et
al. 1983, Barka et al. 2000a). De plus, les UV-C agissent sur les membranes en
les dépolarisants, en inactivant les pompes ioniques (ATPases), en altérant le
flux des ions K+, Na+ et Cl- et en provoquant des fluctuations du pH
cytoplasmique (Murphy et al. 1983). Etant donné leurs effets délétéres, les
radiations UV-C ont été utilisées essentiellement pour décontaminer les produits
végetaux en post-récolte ou dans les process pharmaceutiques et médicaux
(Allende et Arte 2003, Gémez-Lopez et al. 2007). Lors de ces travaux, des
chercheurs ont voulu vérifier que les UV-C qu’ils appliquaient aux fruits et
légumes pour les désinfecter n’affectaient pas négativement leur potentiel de

conservation et leurs concentrations en micronutriments. Un certain nombre de
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résultats intéressants ont été obtenus en utilisant des doses d’UV-C non

délétéres.

Barka et al. (2000b) et Allende et al. (2006) ont observé un effet positif des
faibles doses d’'UV-C sur la durée de vie de la tomate et la laitue rouge en
quatrieme gamme respectivement. Charles et al. (2008a,b) ont observé que
I'application d’une dose d’'UV-C de 3.7 kJ./m? sur des tomates vertes ralentissait
la dégradation de la chlorophylle et retardait la sénescence. En effet, le
ramollissement est I'un des processus impliqués dans la maturation et la
sénescence du fruit, qui est affecté par les UV-C chez de nombreuses espéces
comme la tomate, mais aussi la fraise et la mangue (Barka et al. 2000b,
Maharaj 1995, Gonzalez et al. 2001, Stevens et al. 1998). La réduction des
dommages dus au froid a été aussi observée sur des fruits de piment traités aux
UV-C (Vicente et al. 2005, Gonzalez et al. 2004). L'utilisation des faibles doses
d’'UV-C en tant que traitement post-récolte s’est avérée donc bénéfique pour
retarder la sénescence en réduisant 'activité des enzymes impliquées dans la

dégradation des parois (Barka et al. 2000b).

L’ensemble de ces résultats suggére donc que lorsque les rayonnements
UV-C sont administrés a des doses non déléteres sur les plantes, ils peuvent
induire des effets bénéfiques. Ces doses ont été qualifiées de doses
hormétiques (Calabrese et al. 1997). Il s’agit donc d’utiliser un agent,
potentiellement nocif pour la plante, a des doses faibles pour provoquer une
réaction de stress bénéfique (Barka et al. 2000ab, Shama et alderson 2005). En
effet, dans le cadre de la thése de C. Ouhibi, nous avons démontré que lorsque
des plantes de laitue récoltées puis stimulées avec une dose non délétéere d’'UV-
C (0,85 kJ./m?), ces derniéres se conservent mieux que les laitues non traités.
Ce comportement est lié a une augmentation des composés phénoliques et une
diminution moins importante de la chlorophylle et de la vitamine C chez les
laitues traitées par comparaison aux laitues témoins au cours de leur
conservation. D’autres auteurs ont observé aussi des effets stimulants des UV-
C sur les concentrations en micronutriments (vitamines, provitamines,
composés secondaires) des fruits et Iégumes aprés récolte (Mau et al. 1998,
Cantos et al. 2001). Kim et al. (2008) ont observé que les concentrations en

lycopéne, en composés phénoliques totaux et en vitamine C pouvaient étre
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nettement augmentées chez la tomate. De méme, des effets positifs ont été
observés sur la concentration en quercétine de I'oignon (Rodov et al. 2007) et la
concentration en stilbénes des baies de raisin (Voir article de synthése de
Poiroux-Gonord et al. 2010). La production de molécules d’intérét
pharmacologique peut, elle aussi, étre améliorée par les UV-C. Moglia et al.
(2008) ont observé une augmentation de plus de 60 % de la concentration en
acide dicaffeoylquinique chez l'artichaut 24 heures aprés son exposition aux
UV-C. Beaucoup de métabolites secondaires (caroténoides, flavonoides,
glucosinolates) sont de puissants antioxydants et/ou présentent des propriétés
anti-inflammatoires, ce qui suggére une implication possible dans la prévention
des pathologies cardio-métaboliques. Face a une consommation insuffisante de
fruits et légumes dans les pays développés comme dans les pays en
développement, il est tentant de proposer aux consommateurs des produits plus

riches en micronutriments.

De plus, beaucoup de métabolites secondaires sont impliqués dans les
défenses des plantes contre les bioagresseurs (Friend 1979). L’application de
rayonnements UV-C a une dose hormétique peut donc avoir un effet sur la
résistance des végétaux en stimulant leur métabolisme secondaire, comme la
synthése des phytoalexines, des protéines de défense et de composés anti-
fongiques (Calabrese et al. 1997, Allendes et al. 2003, El Ghaouth et al. 2003,
Erkan et al. 2008, Muvunyi et al. 2012). En effet, a l'instar de ce qui a été
observé avec les UV-B, les UV-C paraissent également capables de stimuler
les défenses naturelles des végétaux apres récolte. De nombreuses études ont
clairement démontré que les rayons UV-C induisaient la résistance chez de
nombreuses espéces en post-récolte (Tableau 3). De maniere surprenante, les
références concernant l'effet stimulant des rayonnements UV-C sur les
défenses des plantes en culture et avant récolte sont rares, on peut citer
'exemple du pathosystéme Arabidopsis thaliana/Hyaloperonospora parasitica
(Kunz et al. 2008) et du Pelargonium/Botrytis (Darras et al. 2015). Cette
stratégie de stimulation des plantes par des UV-C puis I'’étude de comportement
vis a vis des pathogénes est le principe de priming. Les stress spécifiques et
modérés subis par les plantes peuvent les aider, dans certains cas, a mieux

tolérer d’autres formes de stress ultérieurs (Beckers et Conrath, 2007). Le
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priming ou la potentialisation est donc la préparation de la plante a un état
physiologique qui permet a la plante d’induire plus vite et/ou plus intensément
ses mécanismes de défense lorsqu’elle est soumise a un stress biotique ou
abiotique (Conrath et al. 2006). La potentialisation peut étre déclenchée via
I'application exogéne de plusieurs produits (acide salicylique, acide p-amino-
butyrique) ou des microrganismes non pathogenes (Bacillus subtilis) ce qui
conduit a la mise en place précoce de moyens de défense chez les plantes
contre de futurs bioagresseurs (Mur et al. 1996, Kogel et al. 1994, Zimmerli et al.
2001). Il en résulte donc une meilleure résistance de la plante vis-a- vis de

pathogénes.
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Tableau 3 : Liste de références concernant les effets positifs des

UV-C sur la résistance post-récolte a différents

pathogénes.
Espéces Pathogénes Références
Tomate Alternaria alternata Liu et al, 1993
Carotte Sclerotinia sclerotiorum Mercier et al, 19934, b, ¢, 2000, Mercier et al.
Poivron Botrytis cinerea 2001

Patate douce
Citron
Pomme
Péche

Laitue
Fraise

Pamplemousse

Rhizopus stolonifer
Pénicillium digitatum
Alternaria sp
Monilinia fructicola

Botrytis cinerea
Botrytis cinerea

Penicillium digitatum

Stevens et al, 1990
Ben-Yehoshua, 1992
Lu et al. 1991
Stevens et al. 1998
Ouhibi et al 2014, 2015
Nigro et al. 2000; Baka et al. 1999,
Marquenie et al. 2002
Droby et al. 1993, D'hallewin et al. 2000

yX4



On peut donc conclure que, I'application des rayonnements UV-C a des
graines en germination ou a des plantes en croissance au méme titre que
d’autres formes de traitements de potentialisation, pourrait préparer les plantes
a mieux tolérer des stress biotiques. Si les doses d’'UV-C appliquées varient en
fonction des espéces étudiées, 'ensemble des travaux réalisés sur des produits
végeétaux en post-récolte confirme que les doses hormétiques correspondent a
des faibles doses appliquées souvent une seule fois car le produit végétal entre
en phase de sénescence et sa durée de vie est assez courte. Dans le cas des
plantes en culture, la répétition des traitements d’UV-C peut étre une solution
pour augmenter la dose et probablement I'entretien et le maintien d’'un effet

bénéfique d’'UV-C sans altérer le végétal.

Nous avons donc envisage, dans le cadre de ma thése, d’appliquer des
rayonnements UV-C sur des plantes de laitue et de tomate (pour la premiére
fois, nous avons testés, des cultures destinées a la consommation humaine)
afin de diminuer leur sensibilité a B. cinerea. Nous avons procédé en quatre
étapes: 1/ tester différentes doses de rayonnements UV-C pour déterminer les
doses qui ne sont pas déléteres pour les plantes. 2/ tester la répétition de doses
non délétéres une fois ou répétées sur la sensibilité des plantes a B. cinerea. 3/
optimiser I'effet de stimulation des défenses des plantes en combinant les

traitements UV-C avec un agent de lutte biologique “Bacillus subtilis”.
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Chapitre |l

Les rayonnements UV-C, un moyen

pour stimuler les défenses de la

laitue en cours de culture contre

Botrytis cinerea
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A/ ORIGINE ET DIVERSITE DE LA LAITUE

1/ Présentation

La laitue (Lactuca sativa) est une plante annuelle, herbacée en rosette,
originaire de I'Asie de I'Ouest et appartenant a la famille botanique des des
Asteéraceées. D'aprés le botaniste Boissier, I'espéce Lactuca sativa pourrait
provenir de formes sauvages Lactuca serriola originaires des montagnes du
Kurdistan. Sa culture n'est pas trés ancienne puisque les premiéres mentions
indiscutables de culture de laitue ont été trouvées dans la littérature grecque et
romaine. La laitue semble avoir été trés populaire dans le monde grec (nom:

tridax) et romain (nom: Lactuca).

La laitue posséde 2 phases bien distinctes (Figure 4) : la phase végétative
qui forme une pomme plus ou moins fermée. C’est a ce stade que la laitue est
récoltée pour la commercialisation. La phase reproductrice durant laquelle la
tige principale s’allonge (montaison) pour parvenir a la floraison et a la
production de graine. La plante cultivée se distingue des formes sauvages par
plusieurs caractéres morphologiques dits de domestication: formation d'une
pomme, mais aussi par un grand nombre de feuilles formant un paquet plus ou
moins serré, absence d’épines sous les feuilles, diminution du latex et de
I'amertume, capitules resserrés dans les bractées permettant de retenir les

graines sur la plante a maturité (Pitrat et Foury, 2004).

Figure 4 : Phases végétative et reproductrice chez la laitue
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2/ Les différents cultigroupes de laitue et production

En France, la laitue compte plusieurs centaines de variétés, différentes par
la couleur, la forme et la saveur. Cing principaux types de laitue sont
commercialisés en France: beurre, a couper, batavia, romaine et grasse (Figure
5).

Feuille de chéne

Escarola

Feuille de
chéne

Romaine

Figure 5: Les principaux types de laitue

Les laitues beurre, blondes ou brunes, présentent une pomme arrondie et
des feuilles lisses ou légérement cloquées, douce et fondante. Les laitues
batavia, peuvent étre blondes, brunes ou de type ‘Iceberg’ (celle que I'on
rencontre le plus souvent en sachet, utilisée souvent en sandwich). La pomme
est arrondie ou en forme d’ceuf et les feuilles sont craquantes a bord sinué. Les
laitues a couper ont la particularité de repousser apres une premiére cueillette.
Elles ne pomment pas et leurs feuilles adoptent des formes diverses selon les

variétés. Les principales sont: la feuille de chéne blonde ou brune, trés vendue
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grace a ses jolies couleurs, sa tendresse et son golt subtil de noisette. La
‘Lollo’ blonde ou brune, elle est tendre et colorée comme la feuille de chéne.
Les romaines verte franche, posseédent une pomme haute et des feuilles lisses,
allongées et étroites. Elle se révéle particulierement croquante. Elle doit son
nom au fait d’avoir été introduite en France via le fief papal d’Avignon. Les
laitues grasses, en pomme arrondie, leurs feuilles épaisses et lisses, elles sont
gourmandes et fondantes. Les principales variétés consommées en France sont

la sucrine et la rougette.

Les principaux pays producteurs de laitue dans le monde sont la Chine (13
millions tonnes), Etats-Unis (5 millions tonnes) et I'Inde (1 millions tonnes) (Doré
et al. 2006). La figure 6 montre les principaux pays producteurs de la laitue en
Europe. L’Espagne avec 1 million de tonnes occupe la premiére place (32%) et
la France occupe la quatrieme place avec 293104 tonnes pour une surface de
10609 Ha (France AgriMer, 2016a).

Principaux pays producteurs de la laitue Union européenne
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Figure 6 : Principaux pays producteurs de la laitue Union européenne

3/ Préférences pédo-climatiques et fertilisation

La laitue est une plante de saison froide, la température de culture
optimale est de 20-23C le jour et 7 C la nuit. La germination des semences est
rapide a 15 °C (2-3 j). Les semence présentent 4 types de dormances: (1) une
dormance de post-récolte qui dure un certain temps entre la récolte et la

germination. Cette période dépend des variétés, (2) une dormance induite par
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les hautes températures (supérieures a 18 °C; les graines doivent étre expocés
aux températures basses) pour pouvoir germer, (3) une autre dormance induite
par les rayons infrarouges (il faut exposer les graines a la lumiére visible
pendant quelques jours avant le semis) et (4) une dormance induite par les
jours longs (il y a risque de montée a graines en jours longs de I'été et a haute
température). Les exigences en sol sont faibles, on cultive les laitues sur tous
les types de sols. Le pH optimal du sol est compris entre 6 et 6,8. La culture
répond bien a un apport en Cu, Mo et Mn, tolére I'excés de Bore et la carence

en mageésium et trés sensible a la salinité (Grubben and Denton 2004).

4/ Composition et conditions de conservation et de transport

Ce Iégume est de plus en plus prisé par les consommateurs a la recherche
de fraicheur (94% a 95% d’eau du poid total) et d’'un équilibre alimentaire. La
laitue dispose d’une faible concentration en nutriment mais riche en fibres ce qui
facilite le transit intestinal (Pitrat et al., 2003). Elle posséde également de
nombreuses vertus conférées par leurs composés phénoliques et les
caroténoides qui sont bénéfiques pour la santé. Ce sont des antioxydants qui
protégent l'organisme des radicaux libres responsables du Vvieillissement
cellulaire et de l'apparition de certains cancers et de maladies cardio-
vasculaires.

Apres récolte, le produit est fragile et rapidement périssable. Il faut le pré-
refroidir avant de le transporter par camion frigorifique ou le stocker dans un
local aéré a 1-2 °C et 95 % HR. Dans ces conditions, la durée de conservation
peut étre de l'ordre de 2-3 semaines. Il faut éviter I'éthylene dans la chambre
froide de conservation qui peut induire des taches sur le feuillage, avec

généralisation progressive du brunissement.

5/ Principales maladies de la laitue

Les feuilles tendres de laitue sont sujettes a de nombreuses attaques de
pathogenes (virus, champignons, bactéries, insectes, etc) entraine des risques
phytosanitaires importants durant leur croissance (FranceAgriMer, 2015). Ces
maladies peuvent étre d’origine aérienne comme le Mildiou (Bremia lactucae),

I'Oidium (Erysiphe cichoracearum) ou bien le virus de la mosaique de la laitue
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transmis principalement par des insectes piqueur- suceurs. Mais elles peuvent
étre aussi d’origine tellurique comme la pourriture grise (Botrytis cinerea), le
Sclerotinia ou Sclérotiniose (Sclerotinia sclerotiorum et Sclerotinia minor) le
Rhizoctone brun (Rhizoctonia solani) ou la bactériose. Les insectes ravageurs
peuvent causer aussi des dégats chez les laitues (Beliard 2003). En effet, les
limaces et escargots se nourrissent des feuilles de la laitue et provoquent ainsi

de gros dégats irréversibles (Figure 7).

St

S ; ey Escargot

Ver blanc

Pucerons
des racines

Figure 7: les principales maladies et les principaux ravageurs de la laitue
(source: maladies-parasites-laitue-traitements-bio.html).

Les laitues sont principalement sensibles a trois maladies causées par des
champignons qui sont Botrytis, Sclérotinia et Rhizoctonia (Lecompte et al.,
2013; Ceja et al., 2008). B. Cinerea peut attaquer les plantes de la levée a la
récolte, mais c’est surtout au moment de la pommaison qu’il va se développer
et devenir difficile a maitriser (Beliard, 2003). C’est un champignon opportuniste
qui attaque plus facilement les feuilles sénescentes, blessées, ou ayant déja été
affaiblies par une maladie (van Kan, 2007). Il attaque notamment les feuilles
ageées situées sous le couvert végétal et en contact avec le sol apres la
pommaison. Ces vieilles feuilles vont constituer une base nutritive propice a son

installation sur les laitues (Blancard et al., 2003).

34



B/ PRE HARVEST HORMETIC DOSES OF UV-C RADIATION CAN
DECREASE SUSCEPTIBILITY OF LETTUCE LEAVES (LACTUCA SATIVA
L.) TO BOTRYTIS CINEREA L.

Hilarion Vasquez®, Chayma Ouhibi®, Yves Lizzi®, Nassera Azzouz?
Marine Forges®, Marc Bardin®, Philippe Nicot®, Laurent Urban®, Jawad
Aarrouf*

@ Laboratoire Physiologie des Fruits et Légumes (UMR Qualisud),
Université d'Avignon et des Pays du Vaucluse, 301 Rue Baruch de Spinoza,
84916 Avignon

Corresponding author. Tel : +33490842207

E-mail address: jawad.aarrouf@univ-avignon.fr and Laurent.urban@univ-
avignon.fr

® Unité de Physiologie et Biochimie de la Réponse des Plantes aux
Contraintes Abiotiques, Département de Biologie, FST, Université Tunis El
Manar, 1068 Tunis, Tunisie

°Plant Pathology, INRA, F-84140, Montfavet, France

35



RESUME
Les applications des rayonnements UV-C en post-récolte se sont avérées

tres efficaces pour réduire le développement des maladies post-récolte chez de
nombreuses espéces comme la laitue (Lactuca sativa L.). D’autres études
suggérent que les rayonnements UV-C sont aussi efficaces en stimulant les
défenses des plantes. Le traitement pré-récolte avec les rayonnements UV-C
peut donc offrir un potentiel intéressant pour la protection de la laitue contre les
bioagresseurs, a condition que les doses appliquées soient efficaces tout en
excluant les effets délétéres sur les plantes. Ici, nous fournissons la preuve que
0,85 kJ/m? et 1,70 kJ/m? représentent des doses de rayonnements UV-C qui ne
sont pas délétéres pour les plantes de la laitue. Nous avons utilisé plusieurs
critéres pour évaluer l'effet non délétére de ces deux faibles doses UV-C sur la
plante: les observations histologiques, la concentration du malondialdéhyde (un
indicateur de l'intégrité de la membrane) et les paramétres dérivés des mesures
de la fluorescence de la chlorophylle comme I'efficacité maximale du
photosystéme Il (Fv/Fm) et l'indice de performance de Strasser. Nous avons
démontré aussi que lorsque les plantes sont traitées avec une seule dose d’'UV-
C a 0,85 kJ/m?, les plantes présentent une légére diminution de la sensibilté &
B. cinerea alors qu'une dose unique de 1,70 kJ/m? produit I'effet inverse.
Lorsqu'une dose de 0,85 kJ/m? est appliquée 4 fois (tous les deux jours), les
feuilles inoculées 2 jours aprés le dernier traitement d’UV-C montrent une
diminution significative de la sensibilit¢ a B. cinerea (- 30%) par rapport au
témoin. Cette diminution significative est corrélée a une augmentation de la
teneur totale en composé phénolique et une augmentation des activités de la
PAL, de la CAT et de la MDAHR.
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1. Abstract

Post-harvest applications of UV-C radiation have proven very efficient in
reducing the development of post-harvest diseases in many species including
lettuce (Lactuca sativa L.). Several studies suggest that UV-C radiation is
effective not only because of its disinfecting effect but also because it may
stimulate plant defenses. Pre-harvest treatment with UV-C radiation may thus
offer an interesting potential for lettuce protection, provided that application
doses are effective while excluding any harmful effects on the plants. Here we
provide evidence that 0.85 kJ/m? and 1.70 kJ/m? represent doses of UV-C
radiation that are not deleterious for lettuce plants. We used several criteria to
evaluated the effect of UV-C radiation on the plant, including histological
observations; the concentration of malondialdehyde, an indicator of membrane
integrity, as well as parameters derived from measurements of chlorophyll
fluorescence, such as maximal efficiency of photosystem Il (F./F) and the
Performance Index of Strasser. We observed that a single dose of 0.85 kJ/m?
slightly increased plant resistance to grey mould (Botrytis cinerea L.) while a
single dose of 1.70 kJ/m? had the opposite effect. When a 0.85 kJ/m? dose was
applied 4 times, at two-day intervals, there was an increase in the total phenol
content of leaves, and in PAL, CAT, and MDAHR activities. Leaves inoculated 2
days after the latter UV-C treatment showed significantly decreased sensitivity (-

30%) when compared to the control.

Keywords: UV-C radiation, Boftrytis cinerea L., Lactuca sativa L.,

photosystem |l, membrane lipid peroxidation, plant resistance
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2. Introduction

Lettuce (Lactuca sativa L.) is cultivated worldwide and is one of the green
leafy vegetables most consumed in raw form for its good taste, low price, and
high nutritive value, especially due to its vitamin, fiber, and mineral input to a
diet. Several diseases can be particularly damaging for lettuce production.
Some cause loss of quality with symptoms on leaves, while infection of young
plants often results in plant mortality. Among diseases, grey mould caused by
the fungus Botrytis cinerea is of major concern to growers. The most common
and effective strategy to control grey mould is the application of fungicides
(Barriére et al., 2014). The use of these fungicides, however, can have a
negative impact on the environment and human health. In addition, frequent use
of fungicides can lead to the development of resistance (Russell, 1995;
Komarek et al., 2010). Thus, there are less and less active molecules officially
authorized in the EU. There is thus a growing interest for innovative strategies
based on the use of abiotic or biotic factors for stimulating plant natural
defenses (Conrath, 2009). Light is an important regulator of the plant-pathogen
interactions via distinct photoreceptors and signalling pathways (Jenkins, 2009;
Magergy et al., 2010; Demkura and Ballare, 2012). In addition to the visible
light, there are other electromagnetic radiations like infra-red light (IR) or
ultraviolet light (UV). The UV portion of the electromagnetic spectrum includes
long-wave UV-A radiations (315 - 400 nm), medium-wave UV-B radiations (280
- 315 nm), and short-wave UV-C radiations (200 - 280 nm) (Barta et al., 2004).
UV-B radiation (280-320 nm) has been reported to increase plant resistance to
leaf pathogens (Gunasekera and Paul, 2007; Kunz et al., 2008; Ballare et al.,
1996; Kuhlmann and Muller, 2011; Demkura and Ballaré, 2012). The resistance
may be attributed to changes in plant tissue metabolites induced by UV-B
radiation, which include accumulation of protective phenolic compounds and
enhancement of jasmonic acid-dependent defense pathway (Rousseaux et al.,
1998; Mazza et al., 1999; Izaguirre et al., 2003; Foggo et al., 2007; |zaguirre et
al.,, 2007; Kuhlmann and Mduller, 2009; Demkura et al., 2010; Ballare, 2011,
Mazid et al., 2011). In addition, UV-B radiation stimulates transcription of genes
important for defense, including those encoding for phenylalanine ammonia-

lyase and chalcone synthase, two key-enzymes controlling the synthesis of
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defense-related phenolic compounds, as well as pathogenesis-related proteins
such as chitinase and [3-1,3-glucanase (El Ghaouth et al., 2003; Bonomelli et
al., 2004; Borie et al., 2004). Conversely, we may expect UV-C radiation to be
the most effective (and potentially harmful) due to their high energy level.
However, besides the fact that it provokes oxidative stress, little is known about
the biological effects of UV-C radiation on vegetative bodies and the
mechanisms responsible for the stimulation of plant defenses (Urban et al.,
2016). Exposure to UV-C radiation has been reported to reduce post-harvest
decay of several species such as Allium cepa (Lu et al., 1987), Ipomea batatas
(Stevens et al.,, 1990), Daucus carota (Mercier et al., 1993a; 1993b) and
Solanum lycopersicum (Charles et al. 2008a, 2008b; Scott et al. 2016). Mercier
et al. (2001) showed that the control of disease in bell pepper was obtained
through induction of disease resistance rather than by fruit surface disinfection.
Based on what is known about UV-B radiation and the induction of disease
resistance in post-harvest crops by UV-C, it can reasonably be hypothesized
that UV-C radiation could also exert an additional positive effect, indirectly by
stimulating the resistance of plants against bio-aggressors. A large number of
previously published works have shown that UV-C irradiation elicit defense
responses in harvested horticultural crops (Charles et al., 2008a, 2008b,
2008c). The induction of disease resistance in post-harvest crops in response to
UV-C appears to involve the elicitation and accumulation of phytoalexins (Ben-
Yehoshua et al., 1992; Mercier et al., 1993b; Sarig et al., 1997; Charles et al.,
2008a), the ultra-structural modification of the epicarp leading to the formation of
physical barriers (Charles et al. 2008b), the reinforcement of the cell walls by
phenolic compounds, lignin and suberin (Charles et al. 2008c), and the
enhancement of constitutive and inducible 3-1,3-glucanases and chitinases
(Charles et al. 2009).

We have recently shown that lettuce plants treated with a low dose of UV-
C after harvest show increased resistance against B. cinerea and Sclerotinia
minor (Ouhibi et al., 2015a, 2015b). Surprisingly, observations about the effect
of UV-C radiation against pathogens by stimulating natural plant defences
during their growth are extremely scarce (Kunz et al., 2008; Darras et al., 2015).
These authors observed that treating Arabidopsis or Pelargonium plants with

UV-C radiation induces reduction of infection by Hyaloperono sporaparasitica
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and B. cinerea, respectively. There is still a lack of references on crops destined
for human consumption. Moreover the effect of intermittent exposures to UV-C
has never been investigated so far.

Our objective is to test the hypothesis that non-damaging doses of UV-C
radiation can be used to reduce lesions caused by B. cinerea L. in Lactuca
sativa L. by stimulating their natural defenses. We proceeded in two steps: We,
first, tested different doses of UV-C radiation to determine which doses are not
deleterious. Secondly, we tested the effect of single and repeated non-
deleterious doses of UV-C radiation on lesion development on inoculated leaves

by B. cinerea.

3. Materials and methods

3.1. Production of plant material and UV-C treatment

Romaine lettuce seeds (cv Duende, De Ruiter Seeds) were sown in 1 cm?®
rockwool cubes in a glasshouse. One week after sowing, the cubes, each
containing one plantlet, were transferred into plastic pots (5 L) containing a
commercial growing medium (Metro-Mix 350, Sun Gro, Canada). They were
then grown for 3 or 4 weeks at a temperature of 24/16 C° (day/night). Five-
week-old seedlings were used to identify non-deleterious doses of UV-C, while
4-week-old seedlings were used for a dose/repetition trial. Three independent
experiments were conducted, the first between October and November 2013
(Mean cumulated global energy per m? and per day is 7.4 MJ/m?), the second
one between March and April 2014 (Mean cumulated global energy per m? and
per day is 13.7 MJ/m?) and the third one between October and November 2015
(Mean cumulated global energy per m? and per day is 7.5 MJ/m?).

To determine non-deleterious doses, the seedlings were exposed to UV-C
light (254 nm, Spectroline, Model ZQJ-254, output 300 mW.c/m2, USA) at a
distance of 30 cm. The UV-C radiation dose was made to vary by modifying the
duration of exposure. Light intensity measurements were performed with a
radiometer (Data Logging Radiometer PMA 2100, Glenside, USA) positioned at
30 cm from the ceiling light. The duration of plant UV-C radiation are1 min
(which corresponded to a dose of 0.85 kJ/m?), 2 min (1.70 kJ/m?), 4 min (3.40
kJ/m?), and eventually 8 min (6.80 kJ/m?. In the second experiment, the 4-week-

old seedlings were exposed for a period of 1 min every two days during one
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week, which represents a cumulated dose of 3.40 kJ/m?. In both trials, we used
untreated plants as a control batch. To avoid the restorative effect of white light

(Mercier et al., 2001), All the UV-C treatments were initiated after sunset.

3.2. Measurements of chlorophyll a fluorescence using the Handy PEA

Chlorophyll a fluorescence was measured using a portable non-modulated
Handy PEA fluorimeter (Plant Efficiency Analyser, Hansatech Instruments,
Kings Lynn, UK). After adaptation of leaves to darkness, a single strong 1s light
pulse (3500 pmol photon/ m?.s') was applied with the help of three light-emitting
diodes (650 nm). Recorded fluorescence parameters included: F, which
represents the minimal fluorescence when all reaction centers are open, F./Fn,
which represents the maximum quantum yield of photosystem Il (where Fm is
the maximal fluorescence value and F, = F, -F,), F\/Frnis widely used to assess
stress in plants. F./F, estimates the maximum primary yield of photochemistry of
photosystem Il, F./F, is an indicator of the energy trapping probability (Krause
and Weiss, 1991). Pl is the so-called performance index of Strasser (Strasser et
al. 2000). PI is a multi-parametric expression of three independent steps
contributing to photosynthesis, namely RC/ABS, F./F, and (1-V))/V;. RC/ABS is
an indicator of the size of the chlorophyll antenna serving each reaction center
whereas (1-V;)/V; is an indicator of the performance due to the conversion of
excitation energy to photosynthetic electron transport. Pl is considered as a
much more sensitive and discriminating stress indicator than F./F, (Thach et al.,
2007). Measurements of chlorophyll fluorescence were performed on 20 leaves

per treatment (two leaves per plant).

3.3. Epidermal cells microscopy observations

To determine the non-deleterious UV-C radiation dose, we assessed the
visual appearance of the leaves 6 days after the different single UV-C
treatments: 0.85 kJ/m?, 1.70 kJ/m?, 3.40 kJ/m* and 6.80 kJ/m*. We moreover
removed the epidermal cells with fine forceps, treated them with Neu’s reagent
and observed them under an epifluorescence microscope (Leica DM 2000,
Bannockburn, USA) equipped with a filter at 365 nm excitation and 420 nm
emission to reveal phenolic compounds. Five plants were used for each dose

and three leaves per plant were examined.
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3.4. Chlorophyll and carotenoid contents

Concentrations in chlorophylls a and b and total carotenoids were
determined by extraction, using pure acetone (100%) as a solvent. One hundred
milligrams of frozen powdered leaves was incubated 15 min on ice. Then, they
were centrifuged for 5 min at 15000 g and 4°C. Quantification of chlorophyll and
carotenoids was performed immediately after extraction. Absorbance readings
were made at 662 nm and 645 nm for chlorophyll pigments, and at 470 nm for
carotenoids. The concentrations were calculated according to Lichtenthaler

(1987). Measurements were performed on 5 plants per treatment (n = 5).
Chlorophyll a = (11,24 x A662) - (2,04 x A645)
Chlorophyll b = (20.13 x A645) - (4.19 x A662)

Cx+c= (1000 x A470 — 1,9 x Chl;—63.14 x Chlp) / 214

3.5. Lipid peroxidation

Two hundred milligrams of frozen powdered leaves were homogenized in
10 mL of 0.1% (w/v) trichloroaceticacid (TCA) and then centrifuged at 10000 g
for 15 min. One mL of supernatant was then vortexed with 4 mL of 20% (w/v)
TCA containing 0.5 % (w/v) 2-thiobarbituric acid (TBA), and the solution was
heated for 30 min at 95°C. The samples were cooled on ice for 5 min and
centrifuged again for 15 min at 10000 g. Absorbance of the supernatant at 532
nm was corrected for non-specific absorbance by subtracting absorbance at 600
nm. Malondialdehyde (MDA) concentration was estimated using 155 mM™ cm’™
as the extinction coefficient (Heath and Packer, 1969). Assay was performed on

5 plants per treatment (n = 5).

3.6. Determination of total phenolic compounds

One gram of fresh lettuce leaves was homogenized with 20 mL ethanol 70
% and then milled again for 1 min with an Ultraturrax. After stirring in the dark
for 30 min, the sample was filtered on a Buchner pump and the supernatant was
made up to 50 mL. During this step, total soluble phenolic compounds were
extracted. Assays were done according to the method of Marigo (1973). The

absorbance was read at 760 nm and the quantification of total phenols was
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made using a linear calibration curve obtained using extracted gallic acid (GA)
standard at increasing concentrations (from 25 to 500 mg L™"). The polyphenol
content was expressed as mg of gallic acid equivalent (GAE) per gram of dry

matter (mg AGE/g DW). Assay was performed on 5 plants per treatment (n = 5).

3.7. Phenylalanine ammonia lyase activity

Phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity was measured as described
by Siriphanich and Kader (1985). The extraction was done on 200 mg of frozen
powdered leaves and powder was homogenized in cold with 4 mL of borate
buffer 1 M (pH 8.6) containing 5 mM of 2-mercaptoethanol and 0.40 mM of
polyvinylpyrrolidone. Then the mixture was centrifuged at 12000 g for 20 min at
4 °C. To quantify PAL activity, the reaction mixture consisted in the enzyme
extract (0.5 mL) and borate buffer 0.1 M (pH 8.6) containing 5 mM of 2-
mercaptoethanol and 0.1 M of phenylalanine. After 1 h incubation at 30 °C, 400
ML of 28 % trichloroacetic acid were added to the mixture to precipitate proteins.
Then, the mixture was centrifuged at 12000 g for 20 min at 4 °C after spending
5 min at room temperature. PAL activity was measured by spectrometry at 290
nm to detect cinnamic acid. The enzymatic activity was expressed as mmol of
trans-cinnamic acid produced/h’.g" FW. Dosage was performed on 5 plants per

treatment (n = 5).

3.8. Antioxidant enzyme activities

Four hundred milligram of frozen powdered leaves were homogenized in
4 mL of 100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.8, containing 1 mM EDTA-
Na2, 5 mM DTT, 15 mM [3-mercaptoethanol and 10 % (wt/vol) polyclar AT. The
homogenate was centrifuged at 15 000 g for 15 min and the supernatant was
stored at 4 °C.

Ascorbate peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) activity was measured
according to (Nakano and Asada, 1981) by monitoring the decrease in
absorbance at 285 nm at 25 C. The reaction mixture (3 mL) contained 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.0), 0.16 mM ascorbate, 0.1 mM EDTA-Na2,

and 3 mM H;O,. The concentration of oxidized ascorbate was calculated by
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using extinction coefficient of 2.8 mM™ cm™". One unit of APX was defined as

1mmol/ml ascorbate oxidized/min.

Glutathione reductase (GR) (EC 1.6.4.2) activity was determined from the
rate of NADPH oxidation measured by the change in absorbance at 340 nm at
25 °C, following Foyer and Halliwell (1976). The reaction mixture (3 mL)
contained 100 mM tris buffer (pH 7.8), 2 mM EDTA-Na2, 50 yM NADPH,
0.5 mM GSSG and extract. GR activity was calculated using an extinction

coefficient of 6.2 mM ™" cm™.

Monodehydroascorbate reductase (MDHAR) (EC 1.6.5.4) activity was
determined spectrophotometrically by measuring the reduction of absorbance at

340 nm according to the technique described by Begara-Morales et al. (2015).

The 1 mL assay mixture contained 50 mM TRIS-HCI (pH 7.8), 0.2 mM
NADH, 1 mM ascorbate, and sample. The reaction was initiated by adding 0.2 U
of ascorbate oxidase (EC 1.10.3.3 from Cucurbita; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO. USA) and the decrease in absorbance at 340 nm, due to NADH oxidation,
was monitored. One mill unit of activity was defined as the amount of enzyme

required oxidizing 1 nmol NADH min™" at 25 °C.

Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) activity was assayed in a mixture (3 mL)
containing 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), 6 mM H>O, and extract.
At 25 °C, the decomposition of H,O, was monitored at 240 nm (Cakmak and
Marschner, 1992). CAT activity was calculated using an extinction coefficient of
39.4 M cm™. Each enzyme activity was assessed on 5 plants per treatment
(n=195).

3.9. Pathogen culture and inoculation tests on leaves

To assess the effect of UV-C radiation on the level of plant resistance to B.
cinerea, we inoculated lettuce leaves with the strain SAS405. The inoculum was
produced in three days on potato dextrose agar (39 g. L 'Difco, Detroit, USA) in
a growth chamber (Heliofroid, Le Beausset, France) at 21 °C with a 14h/10h
photoperiod. Two days after UV-C treatment, 15 leaves (3 leaves per plant) per
treatment were detached, placed in plastic Petri dishes on moistened filter
paper, and inoculated by depositing a mycelium plug, 5 mm in diameter. The

Petri dishes were then placed in a growth chamber at 22/16°C and a
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photoperiod of 16h/8h. The leaves were photographed each 24 hours between
three and seven days after inoculation and lesion areas were assessed with
image analysis software (Image J, US National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA). The lesion areas were obtained by inoculating leaves with a
mycelium plug of strains SAS405 of B. cinerea after exposing them to UV-C
radiation. We therefore ensured that the effect of UV-C could not be attributed to

a disinfecting effect.

3.10. Histopathological study

To study the penetration zone of pathogen in treated and untreated leaves,
thirty leaves were inoculated with SAS405 by dropping mycelia implants on the
main vein and nearby of the main vein. Leaf fragments of about 1 cm?® were
taken from the infected areas using a razor blade 24 hours after inoculation and
were immersed in a cold fixative constituted by formalin-acetic acid-alcohol
(1:1:8 V/V/V) during 48 hours at 4°C, rinsed in distilled water, and stored in 70%
ethanol until required. They were then dehydrated in an ethanol series and
embedded in resin (Kit Technovit 7100, Wehrheim, Germany). Sections (5 um
thickness) were serially cuted using a Leica microtome, collected on microscope
slides and allowed to dry. Slides with hypocotyl sections were stained with 0.5%
aqueous toluidine blue. Slides with root sections were stained to visualize
polysaccharides and proteins using periodic acid-Schiffs reagent (PAS) and
naphthol blue-black procedures, respectively (Aarrouf et al. 2008). The
penetration zone of B. cinerea in each leaf was examined by a microscope
(Optiphot-2, Nikon) observation and rated as follows, 1: presence in the cuticle;
2: presence under the epidermis and 3: presence in the parenchyma. Means

were calculated based on 30 samples per treatment.

3.11. Statistical analyses

Data were analyzed using analysis of variance (ANOVA), followed by
multiple comparisons of means with Duncan’s test. The data were expressed as
means + standard error and statistical significance was set at P<0.05. All
statistical analyses were performed using XLSTAT software (Addinsoft,

Deutschland, Andernach, Germany).
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4. Results

4.1. Identification of a non-deleterious dose of UV-C

4.1.1. Parameters derived from chlorophyll fluorescence measurements

During the 6 days after UV-C treatments, the chlorophyll fluorescence
parameters F./Fm, F./F, and Pl of the lettuce seedlings varied depending on the
doses of UV-C radiation (Fig. 1). Decreases in all chlorophyll fluorescence
parameters became significant four days after the UV-C treatments at the doses
of 3.40 and 6.80 kJ/m? Parameters increased again and reached levels
comparable to the control at the 6th day, with the exception of the highest dose
treatment (6.80 kJ/m?).

4.1.2. Microscopic observations of the epidermal cells

After the UV-C treatments, microscopic observations (Fig. 2) revealed an
increasing level in the fluorescence of the walls with increasing doses of UV-C
irradiation, associated with a progressive alteration of epidermal cells and
stomata. The 3.40 kJ/m* and 6.80 kJ/m* UV-C doses induced the highest levels

of damage as indicated by the dissociation of cells.
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Figure 1: Effect of different doses of UV-C radiation on maximum quantum
efficiency of photosystem Il (F./F,, and F,/F,), on the performance index (Pl) and
its components of leaves after a single exposure to UV-C radiation. Bars
represent standard errors (n = 20). Different letters indicate significant
differences according to Duncan'’s test (P< 0.05)
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Figure 2: Effect of different doses of UV-C radiation on the cellular
organization of the epidermis of leaves (S: stomata; pc: cell wall) after a single
exposure to UV-C radiation.
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4.1.3. Determination of pigments and malondialdehyde
Six days after the UV-C treatments, we observed no differences in the

concentrations of chlorophylls a and b and of total chlorophyll for the 0.85 kJ/m?
and 1.70 kJ/m? doses when compared to the control (Fig. 3). However, there
was a decline in the amount of pigments in plants exposed to high doses of UV-
C (3.40 kJ/m? and 6.80 kJ/m?).

Similarly, there was a significant decrease in the concentration of total
carotenoids in plants exposed to high doses of UV-C (3.40 kJ/m? and 6.80
kJ/m?) when compared to the control (Fig. 3). No significant decrease was
observed at 0.85 kJ/m? and at 1.70 kJ/m? There was an increase in the
amount of MDA for UV-C doses of 3.40 and 6.80 kJ/m?, but this increase was
significant only at the dose of 6.80 kJ/m? (Fig. 3).
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Figure 3: Effect of different doses of UV-C on the amount of (a) chlorophyll
a (Chl a),chlorophyll b (Chl b), total chlorophyll (Chla+b), total carotenoids and
(b) membrane lipid peroxidation (MDA: malondialdehyde) of leaves after a single
exposure to UV-C radiation. Bars represent standard errors (n = 5). Different
letters indicate significant differences according to Duncan's test (P< 0.05).
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4.2. Resistance to B. cinerea after irradiation with UV-C
4.2.1. Effect of a single exposure to UV-C radiation

The leaves exposed to a UV-C dose of 0.85 kJ/m? presented 10-20%
smaller lesions than those of the control plants between the 6" and the 7™ day
after inoculation (Fig. 4). By contrast, lesions were significantly larger (by 21% to
75%) when the leaves were exposed to UV-C radiation at a dose of 1.70 kJ/m?
(Fig. 4A). We have thus demonstrated that the dose of 1.70 kJ/m? increased the
susceptibility of lettuce leaves to B. cinerea 48 h after exposure to UV-C

radiation whereas the dose 0.85 kJ/m? slightly increased resistance.

Single doses of UV-C radiation of either 0.85 kJ/m? or 1.70 kJ/m? did not
seem to provide any agronomic advantage, with 0.85 kJ/m? having a minor
effect on disease resistance and 1.70 kJ/m? even increasing the susceptibility of

lettuce to B. cinerea.
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Figure 4: Effect of UV-C irradiation on lesion diameters (mm) on the leaves
of lettuce. Plants exposed to a single and different doses of UV-C (0 kJ/m? 0.85
kJ/m*and 0.70 kJ/m?) and inoculated by B. cinerea, 48 hours after UV-C treatment.
Bars represent standard errors (n = 15). Different letters indicate significant
differences according to Duncan'’s test (P< 0.05).

4.2.2. Effect of four successive exposures to UV-C radiation

We conducted a last experiment that consisted in applying four successive
doses of 0.85 kJ/m? on 4-week-old seedlings. The UV-C treatments were
applied at 48 h intervals and represented a total dose of 3.40 kJ/m?. Lettuce

leaves inoculated with B. cinerea two days after the end of the UV-C treatments,
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presented 26 % and 33 % smaller lesions areas when compared to the control
on the 3™ and the 7" days after inoculation respectively (Fig. 4B). The
histological study confirms findings regarding susceptibility. Penetration of B.
cinerea (Table 1), in the main rib or nearby, is deeper in untreated plants than in
control plants.
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Figure 5: Effect of UV-C irradiation on lesion diameters (mm) on the leaves
of lettuce. Plants exposed to four successive UV-C doses (each dose is equal to
0.85 kJ/m?) and inoculated by B. cinerea, 48 hours after UV-C treatment. Bars
represent standard errors (n = 15). Different letters indicate significant
differences according to Duncan’s test (P< 0.05).
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On the rib Next to the rib

Treatments Control uv-C Control uv-C
Penetration index 1.45+0,24 0.57+ 0,07 1.87 £0,23 0.41+ 0,10
p-value 0.002 0.0001

Tab. 1: Penetration of B. cinerea in different cell layers of lettuce leaves 24 h after inoculation. Mycelia implants were
placed on or near the main rib of leaves. Penetration was assessed by histoloqy and noted as follows: 0, absence of pathogen;
1, presence of pathogens under the cuticle; 2, presence of pathogens under the epidermis; 3, presence of pathogens in

parenchyma. Data represent means * standard errors (n=30). Different letters indicate significant differences according to
Duncan'’s test (P< 0.05).
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4.3. Physiological plant responses of four successive doses of UV-C

radiation

4.3.1. Parameters derived from chlorophyll fluorescence measurements

Two days after successive UV-C treatments, the maximum quantum yield
of PSII (F./Fm) was found lower in leaves treated when compared to untreated
control plants (Table 2). Similarly, the value of Pl in the treated leaves appears
low when compared to the control. This decrease can be attributed to a
decrease in the light reactions of primary photochemistry (F./Fy). The density of
active reaction centres on achlorophyll basis (RC/ABS), and the dark reactions
((1-V))/V)) remained similar to the control (Table 2).

4.3.2. Pigments, malondialdehyde, total phenols and enzymatic activities

Repeated exposure to a dose of 0.85 kJ/m? did not impact negatively the
concentrations in total chlorophylls and total carotenoids (Table 3). Similarly,
there was no significant difference in concentrations of MDA as a consequence
of repeated exposure to UV-C radiation (Table 3). However, we observed an
increase in total phenols content and PAL activity in plants treated with
successive doses of UV-C radiation compared to the control (Table 3 and 4).
The activities of SOD, GR and APX were not affected by the UV-C treatment. In
contrast, CAT and MDAHR activities were increased (Table 4).
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Control UV-C treatment p-value

FuWFo 6.067% £0.085 5.664° £0.096 0.009
Fu/Fm 0.858% +0.001 0.849° £0.002 0.007
Pl 2.701% £0.106 2.363° £0.141 0.037
RC/ABS 0.815% £0.021 0.771% £0.035 0.147
(1-V)IV; 0.545% +0.008 0.535% +0.013 0.381

Tab. 2: Evolution of F,/F,, F./Fn, Pl, RC/ABS and (1-V))/V; of plant leaves exposed to four successive UV-C doses (each dose
. A orF L 1/ i = . . - - . -
was equal to 0.85 kJ/m”). Data represent means * standard errors (n = 20). Different letters indicate significant differences
according to Duncan's test (P< 0.05).
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Control UV-C treated p-value

ChI T (ug g ' FM) 1265.5% + 189.1 1143.9% + 159.74 0.095
Car T (ug g FM) 271.62% £ 31.22 245.55% + 39.91 0.210
MDA (nmol g™ FM) 4.90° +0.80 4.10% +0.42 0.322
PAL (mmol h™ g' FM) 11.05% + 0.02 16.60% + 0.02 0.001

Tot phe (mg EAG g™
P FI\/I() J 9 2.69° +0.16 3.40° +0.19 0,008

Tab. 3: Effect of four successive doses of UV-C radiation on the amount of total chlorophyll (Chla+b), total carotenoids,
membrane lipid peroxidation (MDA: malondialdehyde), total phenolic (Tot Ph)s and Phenylalanine lyase (PAL). Data represent
means * standard errors (n = 5) Different letters indicate significant differences according to Duncan's test

(P< 0.095).
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Control UV-C treated p-value
CAT (nmol mg™' FM) 0.320%+ 0.02 0.580° + 0.04 0.011
SOD (U mg™' FM) 3.970°+0.77 3.830% + 0.31 0.832
GR (hmolmg™ FM) 15.07+ 2.15 13.17%+1.03 0.285
MDAHR (mg g™ FM) 17.06% + 1.33 21.26° +1.01 0.028
APX (mg g™ FM) 1.357°+0.16 1.460%+0.19 0.346

Tab. 4: Effect of four successive doses of UV-C radiation on the activities of CAT, SOD, GR MDAHR and APX. Bars
represent standard errors (n = 5). Different letters indicate significant differences according to Duncan's test (P< 0.05).
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5. Discussion

The response of plants subjected to UV radiation depends on the rate, the
duration, the dose and the wavelength of the UV treatment (Pontin et al., 2010).
UV-B irradiation has often been observed to induce resistance against
pathogens in a number of plant species during growth (Gunasekera and Paul,
2007; Ballare 2011; Kuhimann and Muller, 2011; Demkura and Ballare, 2012). It
is therefore tempting to exploit them as an alternative method to pesticides. But
UV-B radiation requires lengthy periods of exposure to be effective, typically
several days or even weeks. Hence the idea to use UV-C radiation treatments,
which are able to supply large amounts of energy in a very short period of time.
There is however a difficulty when dealing with UV-C radiation. UV-C radiation
can be easily damaging and even lethal to plants, even more so than UV-B
radiation. The lethal effect of relatively mild doses of UV-C radiation has been
exploited successfully to control post-harvest diseases, thus extending the shelf
life of fruits and vegetables (Lu et al., 1987; Baka et al., 1999; Mercier et al.,
1993a; Liu et al., 1993; Wilson et al., 1997; Mercier et al., 2001; Charles et al.
2008a; Siddiqui et al., 2011). While illustrating the potent damaging effect of UV-
C radiation, these studies at the same time demonstrate that it is possible to
define doses, which deliver the desired effect without negative side effects on
the stored plant organs.

Several studies even point out that UV-C radiation may stimulate the
secondary metabolism, which is known to play a role in both the health benefits
of harvested organs and defenses of plants (Poiroux-Gonord et al., 2010; Xie et
al., 2015). Surprisingly, observations about the effect of UV-C radiation against
pathogens during plant growth are extremely scarce (Urban et al., 2016), with
one study demonstrating that treatment of Arabidopsis plants with UV-C
radiation induced resistance against the oomycete pathogen Hyaloperonospora
parasitica (Kunz et al., 2008). To our knowledge, the results presented here are
the first to demonstrate a similar effect on a crop plant. They are also the first
observations demonstrating a superior effect when doses are repeated at
regular intervals of time.

One of our major challenges in the present study was to find a dose that is
both effective against the targeted pathogen and harmless for plants. We

exploited data from the literature to define the doses we selected for the trial.
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Mercier et al., (1993b; 2001) found that a dose as low as 0.88 kJ/m? was
sufficient to induce resistance in stored carrots and bell peppers. Doses of 3.7
and 5.0 kJ/m? were found to be necessary to induce resistance in tomato
(Maharaj et al., 1999; Charles et al., 2008a) and lemon (Ben-Yehoshua et al.
1992), respectively. Doses ranging from 3.6 kJ/m? to 7.5 kJ/m? were effective in
controlling natural infections in apple, peach, onion and sweet potato (Lu et al.,
1987; Stevens et al., 1990).

Clearly the higher doses of UV-C radiation (3.40 kJ/m? or 6.80 kJ/m?)
tested here were strongly damaging to lettuce, as shown by yellowing of leaves
and destruction of epidermal cells. It has been repeatedly observed that
exposure to abiotic or biotic stresses increase the production of reactive oxygen
species (ROS) in plants (Ait-Barka et al., 2000; Mazid et al., 2011; Miller et al.,
2007; Ballhorn et al., 2009). When ROS are not scavenged effectively and
accumulate, cytotoxic effects can be observed, including damage to
membranes, proteins, chlorophylls and nucleic acids (Scandalios, 1997;
Hollosy, 2002). In the present study, the high levels in MDA observed in leaves
as a consequence of UV-C radiation at 3.40 kJ/m? and 6.80 kJ/m* suggest that
oxidative stress was strong enough at these doses to damage membranes. UV-
C radiation at 3.40 kJ/m? and 6.80 kJ/m? also affected the photosynthetic
apparatus as shown by F./Fn,, F\/Foand PI data.

Our observations are consistent with what is known about the potential
damaging effect of both UV-B and UV-C radiation on the structure of thylakoids
(Bornman et al., 1983). While both high doses of UV-C radiation were
undoubtedly damaging, the picture appears more contrasted for the two lower
doses of 0.85 kJ/m? and 1.70 kJ/m?. On one side the Pl data suggest that 1.70
kJ/m? is a dose with negative effects (day 2), and on the other hand, neither
MDA data nor visual and microscopic observations, pigment or Fv/Fm data were
modified, knowing that the performance index (PI) is one of the most sensitive
indicators of stresses in plants (Poiroux-Gonord et al., 2013). Moreover the
negative effect we observed on P! for the 1.70 kJ/m? treatment was reversible,
since the parameter had recovered by day 4. At any rate, the lowest dose of
UV-C radiation (0.85 kJ/m?) did not affect any of the parameters of this trial,
suggesting strongly that this dose is truly harmless. The impact difference on

leaves physiology between the 0.85 kJ/m? and the 1.70 kJ/m? treatments was
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slight. Hence, we carried out further experiments with both doses for the
evaluation of infection severity.

According to our observations of lesion areas, submitting plants to a single
low dose of 0.85 kJ/m? did not substantially increase the resistance of lettuce
against B. cinerea, whereas the dose of 1.70 kJ/m? increased its susceptibility,
indicating the harmful effect of this higher dose. Thus, we examined the effect of
the lower dose of 0.85 kJ/m? applied for times intermittently. This time we
observed a substantial positive effect on lesion areas, which became apparent 3
days after inoculation and increased until the end of the trial, i.e. 7 days after
inoculation. At that time, the reduction in lesion area had reached 33% in the
plants inoculated two days after the end of the UV-C treatment. This is in
contrast to the observation of Mercier et al. (2001) on post-harvest bell pepper
fruit, where two successive applications of UV-C dose of 0.88 kJ/m? was less
effective, suggesting differences in the response to UV-C between senescing
plant bodies and growing vegetative bodies. Our new treatment depressed PI
and even F,/F, and Fo/Fn. However this latter negative effect was a very
moderate one because repeated exposure to a dose of 0.85 kJ/m? did not affect
pigments and MDA. The activities of CAT and MDAHR leaves of UV-C stressed
plants were significantly stimulated compared to control plants. The induction of
these enzymes coincided with stable concentrations of MDA in UV-C treated
plants when compared to the control. Oxidative stress and low damage certainly
play a role, suggesting the induction of defense mechanism, probably involving
production of antioxidants and activation of antioxidative enzymes. Oxidative
signaling has been shown to be involved in cross-talk responses (Fujita et al.,
2006) and in priming mechanisms. Our results clearly show that low and
successive UV-C treatments are perceived by plants and have positive impact
on the susceptibility of lettuce to B. cinerea. In this study, the successive UV-C
doses applied on lettuce plants caused significant increases in PAL activity and
total phenolics. The production of phenolic compounds such as lignin and
suberin that deposit on cell walls and serve as reinforced barriers against
pathogen attack. UV-C induced ultrastructural modification of the tomato fruit
epicarp, causing the formation of a zone of stacked cell walls which were later to
be impregnated with lignin and suberin rendering cell walls less prone to

degradation by hydrolytic enzymes secreted by B. cinerea (Charles et al. 2008c,
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2008d) and the enhancement of fungal cell wall hydrolases in the plant tissue
(Charles et al. 2009). Most of the above mentioned defense-related compounds
are involved in the line of defense against the necrotrophic fungus B. cinerea
(Jarvis, 1980). Our results show a slower penetration of B. cinerea in the UV-C
treated leaves compared to the control leaves.

The observations we made of the stimulating effect on plant defenses of
UV-C treatments applied before inoculation, are very encouraging. The
agronomic perspectives of UV-C radiation are sufficiently exciting to provide a
strong incentive for studies in the future aiming at improving our understanding
of the mechanisms of UV-C perception and signalling in relationship with plant
defenses. Our observations are encouraging: the potential for UV-C light to be
at the origin of plant defences during their growth becomes more and more
evident. However, little information is available about the effects of UV-C light on
the mechanisms responsible for the stimulation of plant defences. Thus, a clear
understanding of the way UV-C radiation are perceived by plants and translated
to defense mechanisms is necessary, before the use of UV-C be recommended

for field use.
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Chapitre lll

Les rayonnements UV-C, un moyen

pour stimuler les défenses de la

tomate en cours de culture contre

Botrytis cinerea
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A/ ORIGINE ET DIVERSITE DE LA TOMATE :

1/ Présentation

La tomate (Solanum Iycopersicum L.) appartient a la famille des
solanacées qui regroupe plus de 3000 espéces, aussi bien alimentaires dont
notamment (la pomme de terre, la tomate, l'aubergine ou le piment)
gu'ornementales (pétunia). Certaines espéces, riches en alcaloides, sont
mondialement connues pour leurs usages médicinaux et leurs effets
psychotropes (le tabac). Originaire des Andes péruviennes, la tomate a
vraisemblablement été domestiquée pour la premiére fois au Mexique, puis sa
culture s’est développée en Europe suite a I'arrivée des «conquistadores» (Petit
2013).

La tomate est une plante herbacée pérenne (dans des conditions
climatiques adaptées) mais elle est cultivée comme une plante annuelle dont le
développement végétatif se caractérise par une architecture sympodiale. Les
plants se caractérisent soit par une croissance indéterminée, c'est-a-dire qu'ils
produisent une tige unique qui continue de croitre lorsque les branches latérales
sont supprimées, soit déterminée, c'est-a-dire qu'ils se terminent par un petit

groupe d'inflorescences dont la structure rappelle celle d'un buisson (Figure 8).

Figure 8: Inflorescence chez la tomate.
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La tomate possede sur ses feuilles et sur ses tiges des trichomes, poils
glandulaires sécrétant des substances de défenses (acylglycérols,
sesquiterpénes) vis-a-vis d’un grand nombre de ravageurs et de maladies. La
fécondation chez la tomate cultivée est autogame. Le fruit de la tomate est une
baie composée d'un péricarpe charnu et une pulpe (placenta) qui renferme les

graines.

2/ La production de tomate

Si la plupart des cultures de tomates se pratiquent en plein champ, la
production sous des serres en verre ou des tunnels recouverts de baches en
plastique est de plus en plus courante pour 'approvisionnement des marchés
en fruits frais. Les cultures de tomates sous serre peuvent étre maintenues pour
une durée de 11 mois, contrairement aux cultures en plein champ qui durent 5

mois.

La tomate constitue environ 25 % des surfaces cultivées en légumes et
environ 20% de la production mondiale de légumes hors pomme de terre (Hutin
2011). En 2012, il a été produit dans le monde 164,5 millions de tonnes de
tomate sur une surface de 4,7 millions d’hectares contre 64 millions de tonnes
en 1988 (FAOstat, 2012). La culture de la tomate sous serre dans le monde
représente environ 2,4 millions d’hectares dont 45 000 hectares sont constitués
de serres en verre (van Lenteren, 2006). En Europe, la tomate constitue une
part trés importante de la production Iégumiére totale, avec environ 28 % en
volume pour 17,7 millions de tonnes produites (Eurostat, 2015). En France, la
production représente 800 000 tonnes pour une superficie développée de 4950
ha dont 2 000 ha de serre (Baros 2016).

3/ Préférences pédo-climatiques et fertilisation

Les tomates aiment les saisons chaudes et craignent le gel a n'importe
quel stade de leur croissance. La plage de température optimale pour la culture
des tomates est comprise entre 18 et 27 °C. Les températures supérieures a 27
°C restreignent la formation des fleurs. Pour cette raison, la plupart des cultures

de plein champ sont situées dans des régions a climat tempéré, entre les 30°™°
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et 40°™° paralléles, aussi bien dans I'hémisphére nord que dans I'némisphére
sud. Toutefois, avec l'introduction de variétés modernes, les tomates sont de
plus en plus cultivées dans des conditions climatiques tropicales a températures
plus élevées. L'humidité relative optimale des cultures sous serre varie de 60 a
80 %. Dans le cas des cultures hydroponiques, I'humidité relative nocturne et

diurne se monte en général respectivement a 75 % et 85 %.

Les tomates sont sensibles aux conditions de faible luminosité. Elles
exigent un minimum de 6 heures d'ensoleillement direct pour fleurir. Toutefois,
en cas de trop grande intensité du rayonnement solaire, des fentes, des
brilures solaires et une coloration inégale peuvent apparaitre au stade de

maturité.

Les tomates s'accommodent d'une vaste gamme de sols a condition qu'ils
soient bien drainés et structurés. Le plant de tomate élabore une masse
racinaire fibreuse capable d'exploiter le sous-sol en I'absence d'horizons
compactés. La majorité du systéme racinaire se concentre généralement dans
la couche arable (60 cm de profondeur) et 70 % de ce volume réside dans les
20 cm supérieurs de cette couche. Les tomates nécessitent une nutrition

appropriée. Ainsi, les meilleures cultures sont obtenues sur les sols plus fertiles.

Le pH optimal du sol se situe entre 6,0 et 6,5. Les tomates sont toutefois
cultivées sur des sols dont le pH est compris entre 5,0 a 7,5. Lorsque le pH est
inférieur a 5,5, la disponibilité en magnésium et en molybdéne diminue. Lorsqu'il
est supérieur a 6,5, les niveaux de zinc, de manganese et de fer deviennent

insuffisants.

Un excés d'eau dans des conditions de sol anaérobies entraine cependant
'asphyxie des racines, ainsi qu'un retard dans la floraison la nouaison. Et de
nombreux troubles des fruits comme le probléme de fendillement. Le stress di

a une insuffisance en eau peut également affecter la floraison.

4/ Composition et conditions de conservation et de transport

Outre ses qualités gustatives, son principal atout nutritionnel est sa
richesse particuliere en vitamine C et lycopéne, substances anti-oxydantes dont

les effets protecteurs sur la santé ont largement été démontré. Riche en eau
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(environ 95 %), la tomate ne dépasse guére 15 calories aux 100 grammes.
L’essentiel de son apport énergétique est assuré par ses glucides (fructose et
glucose). On trouve aussi des fibres composées de celluloses,
d’hémicelluloses, et de pectines. Les protéines et les lipides ne sont présents
gu’en toute petite quantité. Elle constitue une bonne source de vitamine C et B
(notamment B3, B5 et B9). Elle contient également des caroténoides: des
caroténes, précurseurs de la vitamine A. La tomate contient aussi du potassium,
du phosphore et du magnésium, ainsi que des oligo-éléments: fer, zinc, cobalt,

nickel, fluor, bore... concentrés dans sa peau et ses graines.

La tomate fraiche ferme est moins susceptible d'étre endommagée et
bénéficie d'une durée de conservation plus longue. De forts niveaux de calcium
dans la paroi cellulaire améliorent la fermeté des fruits et par conséquent, leurs
caractéristiques de transport et d'entreposage. Lorsqu'elles sont destinées a la
mise en conserve, les tomates doivent posséder une paroi épaisse et ferme afin
de conserver leur forme lors de la cuisson. Le pédoncule doit également étre
facile a retirer du fruit. La fermeté des fruits diminue au fur et a mesure qu'ils
murissent. L'utilisation de calcium contribue a réduire la dégradation des
pectines en maintenant la cohérence de la matiere pectique et donc la

robustesse de la paroi cellulaire.

5/ Principales maladies de la tomate

Bien que des solutions existent, des problemes se posent a la culture de
tomate quant a la lutte contre de nombreuses attaques parasitaires qui sont les
ravageurs, les virus, les bactéries et les champignons. Ces pathogénes sont
capables de développer des résistances suite a 'emploi répété des pesticides.
Parmi les maladies fongiques on trouve: le mildiou causé par Phytophthora
infestans, l'alternariose dont le mycéte responsable est Alternaria tomatophila,
la septoriose causée par Septoria hycopersici, I'oidium: du a Oidium
neolycopersici, la fusariose provoqué par Fusarium oxysporum et la verticilliose
causée par Verticillium alboatrum et Verticillium dahliae. En fin la moisissure
grise causée par Botrytis cinerea, qui est une maladie trés répondue dans les
cultures de tomate sous abris. Les symptébmes observables sur fleurs, fruits,

tiges et feuilles se traduisent généralement par un pourrissement des tissus
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infectés, suivi par I'apparition d’un feutrage gris due a une production importante
de spores (Figure 9). Boftrytis cinerea peut entrainer des pertes de rendements

importantes en affaiblissant les plantes et en les détruisant (Williamson et al.,

Figure 9: Les différents symptémes causés par B. cinerea

65



B/ LES RAYONNEMENTS UV-C, UN MOYEN POUR STIMULER LES
DEFENSES DE LA TOMATE CONTRE BOTRYTIS CINEREA EN COURS DE
CULTURE

1/ Résumé

Les applications post-récolte du rayonnement UV-C se sont avérées trés
efficaces pour réduire le développement des maladies post-récolte dans de
nombreuses especes, y compris la tomate. Plusieurs études suggérent que les
rayonnements UV-C sont efficaces non seulement en raison de leur effet
désinfectant, mais aussi parce qu'ils peuvent stimuler les défenses des plantes.
Le traitement pendant la culture des plantes de tomate avec les rayonnements
UV-C peut donc offrir un potentiel intéressant pour la protection de la tomate
contre les bioagresseurs. Dans ce travail, nous avons démontré que des
traitements d’'UV-C de 0,85 kJ/m? ou 1,70 kJ/m? apportés en une seule fois
permettent de stimuler les défenses des plantes de tomate contre Botrytis
cinerea. La diminution de la sensibilité des plantes de tomate traitées aux
rayonnements d’UV-C est lié a une augmentation de l'activité de certaines
enzymes antioxydantes comme la glutathion réductase (GR), la catalase (CAT)
et l'ascorbate peroxydase (APX) chez ces plantes par rapport aux plantes

témoins.
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2/ Introduction

La pourriture grise, causée par le champignon Botrytis cinerea, est une
maladie sévére sur un large éventail de cultures d'importance économique
(Jarvis, 1980). Le contréle chimique reste la principale mesure pour réduire
l'incidence de ce pathogéne dans la plupart des cultures, mais la résistance de
B. cinerea a la plupart des fongicides a été signalée dans le monde entier
(Leroux, 2004). De plus, des inquiétudes sont exprimées concernent les effets
potentiellement néfastes des intrants chimiques sur la biodiversité intrinséque
des écosystemes, mais €galement les nuisances potentielles sur la santé des
consommateurs. Dans ce contexte, le développement de nouvelles méthodes

non polluantes serait nécessaire.

Les rayonnements UV-C ont été étudiés de maniére approfondie pour
réduire la détérioration des maladies post-récolte pour les produits horticoles
récoltés en exergant un effet germicide direct et / ou en stimulant leur défense
(Terry et Joyce, 2004). Ceux-ci incluent l'induction d'une large gamme
d'enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la peroxydase (POD), la polyphénol oxydase (PPO) et
I'ascorbate peroxydase (APX) (Kim et al., 2007; Tang et al., 2010; Rai et al.,
2011; Darras et al.,, 2012a), la production de phytoalexines telles que la
rhishitine (Charles et al., 2008a) et la camalexine (Ahuja et al., 2012), les PR-
protéines des familles PR2, PR3 (Charles et al., 2009), P4, P8 et P11 (Liu et al.,
2011), les flavonoides (Shimazaki et al., 1988, Cerovic et al., 2002) et des
composeés phénoliques tels que la lignine et la subérine qui se déposent sur les
parois cellulaires et servent de barrieres renforcées contre |'attaque des agents
pathogenes (Charles et al., 2008b). La plupart des composés mentionnés ci-
dessus sont impliqués dans la ligne de défense contre le champignon
nécrotrophe qu’est Botrytis cinerea (Jarvis, 1980). Récemment, Vasquez et al.
(2017) ont démontré que des plantes de laitue traitées aux rayonnement UV-C
pendant leur croissance manifestent une diminution de sensibilité vis a vis de B.
cinerea. Cette diminution est liée a une augmentation de l'activité de la PAL,
CAT, et MDAHR et un ralentissement de la progression du pathogéne au

niveau de I'épiderme des feuilles de laitue traitées aux UV-C.

67



L'infection des plantes de tomate par B. cinerea et les symptdomes qui se
développent ont fait I'objet de nombreuses études (Bardin et al., 2008; Nicot
and Baille, 1996). Les symptédmes d'infection peuvent apparaitre sur les tiges,
les feuilles et les fruits sous forme de Iésions nécrotiques gris foncé ou noir.
Cela peut entrainer de graves pertes économiques pour les producteurs et les
vendeurs du monde entier (Jarvis, 1992; Williamson et al., 2007). Charles et al.
(2008c, 2008d 2009) ont montré des modifications ultrastructurales de
I'épicarpe des fruits tomates induites par les rayonnements UV-C, provoquant
ainsi la formation d'une zone de paroi cellulaire épaisse imprégnée par la lignine
et la subérine rendant les fruits de tomates résistants a des attaque de B.
cinerea. |l serait donc intéressant de tester I'effet des rayonnements UV-C sur le

comportement des feuilles de tomate en croissance vis a vis de B. cinerea.

L’objectif de ce travail est de confirmer les résultats obtenus chez la laitue
a savoir que les rayonnements UV-C sont capables de stimuler aussi la défense
des plantes de tomate contre B. cinerea. Ce travail est réalisé en deux partie :
1/ déterminer la dose hormique d’UV-C. 2/ Analyser quelques mécanismes
susceptibles d’intervenir dans la défense des plantes contre B. cinerea aprés

traitement aux rayonnements UV-C.

3/ Matériels et méthodes

3.1/ Matériels végétals

Tout au long de nos expériences, des tomates (Solanum lycopersicum) de
la variété Monalbo/INRA’ ont été utilisées. Le semis, la plantation, I'entretien et
la récolte des tomates ont été réalisés dans des pots sur des tablettes, sous
serre de verre en conditions controlées (température : 24°C jour 16°C nuit,
photopériode : 16 de lumiére 8 h d’obscurité) et sous filet afin d’éviter toute
contamination par des insectes ou autres ravageurs. Les graines ont été
semées dans des bacs a semis de 72 puits contenant du terreau (Klasmann
TS3 standard 425), composé de tourbes de sphaignes. Aprés l'obtention de
plantes, au stade de quatre feuilles (aprés une semaine), les plantules ont été
rempotées individuellement dans des pots contenant le méme terreau que celui

utilisé pour les semis pendant 5 semaines (Figure 10).
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Figure 10: Plantes de tomate agées de 5 semaines

L’irrigation est réalisée par arrosage automatique avec piquets diffuseurs,
chaque pot contient 2 piquets (60 ml) dans un premier temps, puis 3 (90 ml) a

I'arrivée des grosses chaleurs.

3.2/ Traitements aux rayonnements UV-C
Le dispositif utilisé lors des traitements est une enceinte UV-C comportant

un plafond lumineux avec 9 lampes UV-C (254 nm) (Figure 11).

Figure 11: Systéme de traitement a base d’UV-C
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Le calcul de la dose est effectué grace a des mesures d’intensité
lumineuse selon un temps donné: les mesures d’intensité lumineuse ont été
réalisées avec un radiomeétre positionné a 30 cm du plafond lumineux.

Des doses et des fréquences d’application ont été choisies:

Application unique des UV-C : 0,21 — 0,40 — 0,85 — 1,70 kd/m?.

Les rayonnements UV-C ont été testés sur des plantes de tomate agées
de plus de 5 semaines. Chaque dose a été administrée une fois aux plantes
48h avant leur inoculation. Comme la lumiére blanche semble avoir un effet
réparateur des effets des UV-C en activant des photolyases (Mercier et al.,
2001). Pour éviter cette interaction, les plantes sont mises a I'obscurité pendant

12 h aprés chaque traitement UV-C.

3.3/ Mesures de la fluorescence

Le comportement de photosysteme Il (PSIl) peut étre évalué au moyen
d’'une cinétique rapide de la fluorescence de la chlorophylle a (Chl a) émise par
des feuilles des plantes soumises a l'obscurité et suivi d’'un éclairage avec une
lumiére saturante. La fluorescence de la chlorophylle a été utilisée pour évaluer
I'état des plantes de tomate au moment de chaque expérimentation. La
fluorescence de la chlorophylle a été mesurée en utilisant un Handy (PEA,
Hansatech, Royaume-Uni). Les feuilles de tomate sélectionnées ont été placées
durant 30 minutes a I'obscurité. Puis, la fluorescence a été déterminée aprés un
court flash d’une intensité lumineuse de 3000 pmol m2.s™”. Les parameétres de
fluorescence ont été calculés automatiquement au niveau du Handy PEA et les

données ont ensuite été extraites et traitées avec le logiciel Excel.

3.4/ Détermination de la teneur en chlorophylle totale et des caroténoides

Les teneurs en chlorophylle a et b et en caroténoides ont été déterminées
apres leur extraction a partir de 100 mg de matiére fraiche (MF), précédemment
broyées dans de I'azote liquide, dans 1 ml d’acétone pure a 100% (Solvant).
Les échantillons ont ensuite été incubés 15 min a I'obscurité dans de la glace.
Puis ils ont été centrifugés a 4 °C durant 5min a 15000 g. La détermination des
quantités de chlorophylles et de caroténoides a été effectuée immédiatement
apres I'extraction. Les lectures d’absorbance ont été effectuées a 662 et 645 nm

pour les pigments de chlorophylle et 470 nm pour les caroténoides a I'aide d’'un
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spectrophotometre Biochrom, libra S6. La teneur a été calculée en utilisant de la
formule de Lichtenthal.er (1987) :

«Chla (pg/ml) =11.24D0662-2 .04D0645
«Chlb (ug/ml) =20 .13D0645-4.19D0662
«Car (ug/ml) = (1000D0O470-1 .90Chla-63.14Chlb) /214

Ces résultats sont ramenés au poids frais des échantillons préalablement

pesés (ug/g de Matiére fraiche, MF).

3.5/ Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

Apres broyage des feuilles avec un broyeur a billles environ 200 mg
mélangée avec 1 ml d’acide trichloracétique (TCA 0.1%) puis centrifugé a 4°C
durant 15 min a 15000g. Un volume de 0.5 ml de surnageant est prélevé puis
supplémenté avec! ml d’acide thiobarbiturique (TBA 0.5% préparé dans du
TCA 20%). Ces échantillons sont ensuite été incubés 30 min dans un bain
marie a 95°C puis la réaction est arrétée par un refroidissement immédiat dans
de la glace pilée pendant 30 min. Afin d’éviter 'apparition des bulles dans les
tubes, chaque échantillon a été transféré dans un tube a hémolyse et du
Butanol a été ajouté (au méme volume que I'échantillon). Deux phases
apparaissent, la phase colorée est récupérée et les absorbances sont mesurées
a 532 et 600 nm. Aprés soustraction de I'absorbance non spécifique lue a
600nm, la concentration du malondialdéhyde est calculée a l'aide de son

coefficient d’extinction molaire (155mM".cm™).

3.6/ Dosage et caracteérisation des polyphénols

Environ 200 mg de MF broyée est supplémenté avec 20 ml d’éthanol 70%
puis broyé a nouveau pendant 1 min avec un ultraturrax. Apres agitation a
I'obscurité pendant 30 min, I'échantillon est filtré sur un Blchner puis le
surnageant est complété a 50 ml. Lors de cette étape, les composés
phénoliques solubles sont extraits. L'extraction des composés phénoliques liés
dans les feuilles de tomate se fait a partir des résidus provenant de précédentes
extractions de phénols solubles. Les résidus ont subis des traitements

successifs afin d’éliminer les phénols solubles résiduels par 2 lavages avec du

71



méthanol a 70 %, un lavage avec de I'acétone a 80 % et 3 lavages avec de
'acétone pure. Chaque lavage est réalisé avec 6 mL de solvant puis le
surnageant est éliminé entre chaque bain. L’ensemble des résidus est ensuite
séché a température ambiante et conservé a -20 °C. L’extraction des composés
liés a eu lieu a partir de 40 mg de matiere séche auxquels on ajoute 5 mL
d’hydroxyde de sodium a 4 N préalablement bullé sous azote liquide. L'extrait
est ensuite incubé 1 h a 121 °C puis le pH est abaissé avec de l'acide
chlorhydrique a 8 N et centrifuge a 5000 g pendant 5 min et a 4 °C. Le
surnageant est conservé a 4 °C et a I'obscurité jusqu’au dosage des composés

phénoliques liés.

Les dosages se font selon la méthode de Swain and Hillis modifié par
Marigo (1973). La quantité de composés phénoliques liés est réalisée par
rapport a une courbe d’étalonnage d’acide gallique. Pour la caractérisation des
composés phénolique, 980 uL des extraits phénols solubles sont prélevés et
filtrés puis mis dans des flacons HPLC (600 pl min) dans lequel 20uL de
méthoxyflavone (étalon interne) sont ajoutés. L’analyse des composés
phénoliques présents dans les échantillons est effectuée sur une chaine HPLC

(chromatographie liquide haute performance) Water 600 F.

3.7/ Activité de la phénylalanine ammonium lyase (PAL)

L'activité de la PAL a été mesurée comme décrit par Siriphanich et Kader
(1985). Environ 200 mg de MF foliaire est homogénéisée a froid avec 4 ml de
tampon borate 1 M (pH 8,6) contenant 5 mM de 2-mercaptoéthanol et 0,40 g.
de polyvinylpyrrolidone. Ensuite, le mélange est centrifugé a 12000 g pendant
20 min a 4 ° C et I'extrait est prélevé. Pour déterminer I'activité enzymatique, un
mélange réactionnel est préparé avec l'extrait enzymatique de I’échantillon (0,5
ml) et 4 mL de tampon borate 0,1 M (pH 8,6) contenant 5 mM de 2-
mercaptoéthanol et 0,1 M de phénylalanine. Aprés 1 heure d'incubation a 30 °
C, 400 mL d'acide trichloroacétique a 28% ont été ajoutés au mélange pour
précipiter les protéines. Le mélange a été centrifugé a 12000 g pendant 20 min
a 4 ° C aprés avoir passé 5 minutes a température ambiante. L'activité de la

PAL est mesurée par spectrométrie a 290 nm est exprimée en mmol d'acide
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trans-cinnamique produit/h’.g" MF. L’analyse a été effectuée sur 5 plantes par

traitement (n = 5).

3.8/ Activités enzymatiques antioxydantes

Environ 400 mg de feuilles en poudre sont homogénéisés dans 4 mL de
tampon de phosphate de potassium100 mM, pH 7.8, contenant 1 mM d'EDTA-
Na2, 5 mM de DTT, 15 mM de R-mercaptoethanol et 10% (% en poids) de
polyclar AT. L'nomogénat est centrifugé a 15 000 g pendant 15 min et le

surnageant est stocké a 4 °C.

L'activité de l'ascorbate peroxydase (APX) (EC 1.11.1.11) est mesurée
selon la méthode Nakano et Asada (1981) en suivant la diminution de
I'absorbance a 285 nm a 25 °C. Le mélange réactionnel (3 ml) contenait du
tampon phosphate de potassium 50 mM ( PH 7,0), 0,13 mM d'ascorbate, 0,1
mM d'EDTA-Na2 et 3 mM de H202. La concentration d'ascorbate oxydé est
calculée en utilisant un coefficient d'extinction molairé de 2,8 mM"-cm™. Une

unité d'APX est définie comme 1 mmol/ml d'ascorbate oxydé/min.

L'activité de la glutathion réductase (GR) (EC 1.6.4.2) a été déterminée a
partir du taux d'oxydation du NADPH mesuré par la modification de
I'absorbance a 340 nm a 25 °C, selon Foyer et Halliwell (1976). Le mélange
réactionnel (3 ml) contenait du tampon tris 100 mM (pH 7,8), de I'EDTA-Na; 2
mM, du NADPH 50 uM, du GSSG 0,5 mM et de l'extrait. L'activité GR a été

calculée en utilisant un coefficient d'extinction molairé de 6,2 mM™"-cm™.

L'activité catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) a été analysée dans un mélange (3
mL) contenant 100 mM de tampon phosphate de sodium (pH 7,0), 6 mM d'
H,O, et d'extrait. A 25 ° C, la décomposition de H,0, est suivre & 240 nm
(Cakmak et Marschner, 1992). L'activitt¢ CAT a été calculée en utilisant un

coefficient d'extinction de 39,4 M'-cm™.

L'activité superoxyde dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) est mesurée en
utilisant la méthode modifiée d'Oberley et Spitz (1984). Le mélange réactionnel
contient 100 pl d'extrait, 800 pl d'une solution contenant (1 mM de tampon
d'acide diéthylénetriaminepentaacétique (pH 7,8), 1,25 unité de catalase, 0,07
mM nitroblue tétrazolium (NBT), 0,2 mM de xanthine) et 100 pl de 0,104 unités
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de xanthine oxydase. Une unité de SOD a été définie comme étant la quantité
d'enzyme nécessaire pour provoquer une inhibition de 50% de la vitesse de
réduction NBT a 560 nm et a 25 °C. Chaque activité enzymatique a été évaluée

sur 5 plantes par traitement (n = 5).

3.9/ Matériel fongique et tests phytopathologiques

La souche BC 1 de Botrytis cinerea (fournie par I'Unité de Phytopathologie,
INRA Avignon) a été expérimentée au cours de cette étude. Des spores
congelée ont été prélevées de maniére stérile puis placées sur un milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) et incubées dans un phytotron 48 heures a 72 heures a

20°C pour favoriser le développement du champignon (Figure 13).

Figure 12 : Mycélium de B. cinerea age de 3 jours

Apres traitements aux rayonnements UV-C, des feuilles de laitues ont été
prélevées et déposées dans des boites de 20 cm de cété et 2 cm de hauteur
contenant un papier joseph plié en 4 et 2 papiers filtres stériles imbibés de 50
ml d’eau distillée. Chaque boite pouvant contenir 4 feuilles. Des implants
myceéliens de 5 mm de diametre sont prélevés en bordure de la souche agée de
2 a 3 jours et déposés au centre de la feuille de tomate. Les boites sont ensuite
placées dans un phytotron a la température de 22°C/16°C et une photopériode
de 16h/8h. Des feuilles témoins, c’est a dire n’ayant subies aucun traitement ont

également été inoculées par le champignon et placées dans le phytotron.

Des photos des boites contenant les feuilles inoculées sont prises aprés 3

jours afin de pouvoir évaluer une potentielle résistance de tomate face a Botrytis
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cinerea (Figure 13). La résistance est estimée par des mesures de la surface
des Iésions grace a un logiciel d'image ‘image j qui permet de mesurer en pixel
la taille d’'un objet puis les données ont été traitées sur Excel afin de les

convertir en cm?.

Figure 13 : Feuilles de tomate 3 jours aprés inoculation

3.10/ Observations microscopiques

Des fragments de feuille d’environ 1 cm? ont été prélevés a I'aide d’une
lame de rasoir sur les feuilles traitées ou non aux UV-C aprés 24h d’inoculation
par B. cinerea. Afin de maintenir les échantillons dans un état cellulaire aussi
proche que possible de leur état naturel, les fragments ont été immédiatement
fixés dans un mélange de paraformaldéhyde (4%), glutaraldéhyde (1%) et de
caféine (1%) supplémenté avec une goutte de tween 80 pendant 24 heures.
Durant la fixation, le vide a été réalisé plusieurs fois afin de faciliter la
pénétration du fixateur dans les tissus. Les échantillons ont ensuite été rincés
abondamment a I'eau distillée, puis déshydratés progressivement par des bains
successifs d’éthanol (25, 50,70, 85, 95 et 100%, voir tableau 3).

Puis les fragments de feuilles ont été imprégnés dans un mélange (1:1)
d’éthanol absolu et de résine de synthése (kit Technovit 7100, Kulzer) pendant
une nuit puis dans de la résine pure pendant 24 heures. lls sont ensuite inclus

dans la méme résine a laquelle est ajouté un durcisseur qui induit sa
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polymérisation a température ambiante. Aprés polymérisation, les blocs ont été
coupés a l'aide d'un microtome a rétraction automatique (Jung-Kulzer Supercut
2065 de Leica). Ces coupes de 3 um d’épaisseurs ont été réalisées de maniére
sériée. Les rubans de résine contenant les sections des échantillons sont
ensuite déposés délicatement sur une bassine remplie d’eau distillée afin de les
déplisser. Les sections sont collectées sur des lames porte-objets puis séchées
sur une plaque chauffante avant de subir pour certaines une double coloration
réactif de Schiff/Naphtol Blue Black. La double coloration a l'avantage de
colorer les produits polysaccharidiques en rose et les protéines en bleu. Les
coupes colorées sont montées entre lame et lamelle dans de I'Acrytol avant
d'étre observées a l'aide d'un microscope photonique (Leica DM 2000) équipé

d’'une caméra numérique (DFX 100).

3.11/ Analyses statistiques

Les moyennes sont effectuées a partir de 5 a 15 valeurs selon les
manipulations. L'effet des différents traitements a été mis en évidence au
moyen du test ANOVA de Duncan avec un seuil de signification a = 0,05.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées au moyen du logiciel XLSTAT
sur Microsoft Excel en comparant les moyennes obtenues entre les plantes
traitées et les plantes témoins. Les niveaux de significativités sont représentés
par des lettres qui mettent en valeur les différences significatives entre les
plantes traitées et les plantes témoins. Les expériences ont été réalisées deux

fois a des périodes différentes.

4/ Résultats
4.1/ Tests phytopathologiques

Les feuilles de tomate traitées aux UV-C ont été inoculées doux jours
apres la fin des traitements puis la surface nécrotique a été mesurée trois jours
apres l'inoculation. Les mesures représentées dans la figure 14, montrent une
diminution significative (Pr < 0.0001) de la sensibilté des plantes de tomates
traitées avec les doses 0.85 kJ/m? et 1.74 kJ/m? appliquées une fois.
Cependant, cette diminution semble plus marquée pour la doses 0.85 kJ/m?
que la dose 1.74 kJ/m?>.
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Appligué une fois
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Figure 14 : Evolution de la surface nécrotique sur des feuilles de tomate
exposées a différentes doses d’UV-C (0.21, 0.42, 0.85 et 1.74 kJ/m? puis
inoculées aprés 48h par B. cinerea.

4.2/ Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

L’effet des UV-C sur la peroxydation des lipides a été évalué en dosant le
MDA dans les plantes traittes avec les différentes doses d'UV-C.
La figure 15 montre une augmentation significative (Pr < 0.0001) de la quantité
de MDA a 1,74 kJ/m? par comparaison aux plantes témoins non traitées. La
quantité de MDA c’est a dire des lipides membranaires peroxydés est donc plus
importante lorsque les laitues sont exposées a un rayonnement UV-C de 1,74
kJ/m?.
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Figure 15 : Evolution de la teneur en MDA dans les feuilles de tomate
exposées a différentes doses d’UV-C (témoin, 0.42, 0.85 et 1.74 kJ/m?) puis
inoculées aprés 48h avec B. cinerea.
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4.3/ Dosage des pigments

Les résultats montrent une augmentation de la teneur en chla, chlb et en
caroténoides lorsque les plantes ont été traitées avec les doses les plus élevée,
0,85 kdJ/m? et 1,74 kJ/m? par comparaison aux plantes témoins non traitées
(Figure 16).

10 OControle 80,42 80,85 M1,74 kijim2 |

Hgl/g de Matiére fraiche

Chla Chib Car
Pigments

Figure 16. Evolution de la teneur des pigments dans les feuilles de tomate
exposées a différentes doses d’UV-C (0, 0.42, 0.85 et 1.74 kJ/m?) puis inoculées
apreés 48h par B. cinerea.

4.4/ Etude cytologique

L'étude histologique confirme les résultats obtenus suite aux tests
pathologiques et les mesures de la nécrose. La pénétration de B. cinerea
(Figure 17), est plus profonde dans les plantes non traitées que dans les
plantes témoins. De plus, les mycéliums présents a la surface des feuilles
traitées semblent moins vigoureux que ceux présents a la surface des feuilles

témoins (Figure 18).
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Figure 17 : Evaluation de la pénétration de B. cinerea dans différentes
couches cellulaires de feuilles de tomate 24 h aprés inoculation. Les implants de
mycélium ont été placés sur ou prés de la nervure principale des feuilles. La
pénétration a été évaluée par histologie et notée de la maniére suivante : 0,
absence de pathogéne; 1, présence du pathogéne sous la cuticule; 2, présence
du pathogéne sous I'épiderme; 3, présence du pathogéne dans le parenchyme.
Les données représentent des moyennes * erreurs standard (n = 30). Des lettres
différentes indiquent des différences significatives selon le test de Duncan (P
<0,05).

Figure 18. Observation microscopique des feuilles de tomate témoin (0
kJ/m?) et traitée aux UV-C (0.85 kJ/m?) 24h aprés inoculation avec B. cinerea.

4.5/ Dosage des composés phénoliques

L’effet des UV-C sur la teneur des composés phénoliques solubles et liés a
été évalué chez les plantes témoin et traitées avec les différentes doses avant
inoculation. La figure 19 montre une légére augmentation des composés
phénoliques liés et solubles a 0,42 kd/m? et 0,84 kJ/m* respectivement par

comparaison aux plantes témoin non traitées.
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Phénols solubles et liés déterminé dans feuilles de plants de la tomate

18 traités avec UV-C (0,85 kJ/m2)
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Figure 19. Effets de différentes doses d’UV-C (témoin, 0.42, 0.85 et 1.74
kJ/m?) sur la teneur des composés phénoliques solubles et liés dans les feuilles
de tomate.

4.6/ Dosage de la PAL

Les plantes traitées avec la dose 0,85 kd/m? présente une activité de la
PAL plus élevée que les plantes témoins contrairement aux plantes traitées
avec les doses 0,42 kJ/m? et 1,74 kJ/m? (Figure 20).

4.7/ Dosage des enzymes antioxydants

La figure 21 montre l'activité des enzymes antioxydants chez les plantes
témoins et les plantes traitées aux rayonnements UV-C avant inoculation. Les
résultats indique une augmentation de l'activité de la GR, CAT et APX
essentiellement chez les plantes traitées avec les doses 0,85 kdJ/m? et 1,74

kJ/m? par comparaison aux plantes témoins non traitées.

80



b

0,85

Phénylalanine ammeoniac-lyase (PAL)
— 300 A
£
2 2m0
E a a
] g T
g 200 R T
=
=1 — 150 -
< o
“E
2 100 A
E
0
g 50 A
<
g o - -
0 0.42
Doses UV-C

1.74 kJim2

Figure 20. Effets des différentes doses d’UV-C (0, 0.42, 0.85 et 1.74 kJ/m?)
sur activité de la PAL dans les feuilles de tomate.
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Figure 21. Effets de différentes doses d’UV-C (témoin, 0.42, 0.85 et 1.74
kJ/m?) sur I'activité de la SOD, de la GR, de la CAT et de I’APX dans les feuilles

de tomate.

4.8/ Mesures de la fluorescence

Les mesures de fluorescence de

la chlorophylle montrent

une

augmentation de Fv/Fm qui semble attribuable a une augmentation de Fo. Par
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ailleurs, on note une diminution Iégére de Sm et de N dans les trois traitements
par rapport au témoin. L’augmentation de Plabstot est substantielle pour les
trois traitements, atteignant quasiment 50 % dans le traitement & 0.42 kJ/m?.
Cette augmentation significative de Plabstot est attribuable a 'augmentation
non significative des quatre composantes de ce parameétre : Fv/Fo, RC/ABS
(dans le tableau 4 on voit une diminution de ABS/RC), (1-Vj)/Vj (sauf pour le
traitement & 0.42 kJ/m?) et SRE 10/(1-BRE10) qui est un paramétre li¢ a

I'efficience du transport d’électrons jusqu’aux premiers accepteurs du
photosystéme I. Ce dernier paramétre est lié a REo/TRo qui augmente dans les

trois traitements.

Trat 042 0,85 1,70
Fo
Fm 022 1047
Fv 1,56 13,74
FviFm 2,22 1.25 298
FviFo 11,76 543 16,85
Yk 13,99
VKV 9,63
1-VjiIVj
Sm
N
ABSIRC
DloiRC
TRoIRC
ETolRC
REoIRC
ETo/TRo
REo/TRo 1054 575 7,08
EToIABS 6.41 105 |G
REOoETo 5,03 5,29 10,27
REo/ABS 559 10,37
Dlo/ABS
Pliabs 16,88 927
Plitotal 2582 29,33
Mo 13,98
Echelle de couleurs
B o 0 30 NGO

Tableau 4 : Différences relatives (par rapport au témoin) des paramétres de
fluorescence de la chlorophylle a, mesurée sur des plants de tomate traités avec
trois doses d'UV-C (1.18, 2.35, et 4.70 kJ/m2). Les pourcentages ont été établis
sur une échelle de couleurs (vert au rouge pour haute et basse). Les différences
sont significatives pour les chiffres en italiques, soulignés (Tukey ou Kruskal-
Wallis).
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5/ Discussion

L'immunité innée des plantes vis-a-vis de microorganismes pathogénes est
activée en réponse a la reconnaissance de molécules pathogénes
extracellulaires ou intracellulaires par des récepteurs transmembranaires ou des
protéines de résistance, respectivement. Les voies de signalisation de défense
partagent des composants avec ceux impliqués dans les réponses des plantes
aux stress abiotiques (théorie du cross-talk). Nous avons démontré dans le
chapitre 2 que les plantes de laitue traitées aux rayonnements UV-C réagissent
par une diminution de leur sensibilité a B. cinerea. Cependant, la réponse des
plantes soumises a des rayonnements UV dépend de la durée, de la dose et de
la longueur d'onde du traitement (Pontin et al. 2010, Darras et al; 2015,
Vasquez et al. 2017). Les rayonnements UV-C sont capables de fournir de
grandes quantités d'énergie en tres peu de temps et stimuler les défenses des

plantes en culture mais ils peuvent aussi facilement endommager les plantes.

En se basant sur les données de la littérature et sur nos propres résultats
obtenus sur la laitue, nous avons traitées des plantes de tomates avec des
doses d’'UV-C comprise entre 0,42 et 1,74 kJ/m?. Les tests pathologiques
montrent que les plantes traitées avec la dose 0,85 kJ/m? présentent des
surfaces nécrotiques 52% inférieures a celles observées chez les plantes
témoins. Nous avons donc confirmé les résultats obtenus chez la laitue
(Vasquez et al. 2017) mais avec une seule application d’'UV-C alors que chez
les plantes de laitue quatre applications successives de dose de 0,85 kJ/m?
sont nécessaires pour avoir une diminution de la sensibilité a B. cinerea
(Vasquez et al. 2017). Ceci suggere donc des différences dans la réponse des
plantes aux rayonnements UV-C. De plus, la diminution de la sensibilité n’est
que de 19% chez les plantes de tomate traitées avec la dose d’UV-C 1,74 kJ/m?
alors que chez la laitue cette dose augmente la sensibilité des plantes a B.
cinerea. |l semblerait que au dessus de 1,74 kJ/m?les UV-C peuvent devenir
délétéres. A forte dose les rayonnements UV-C peuvent induire un stress photo-
oxydatif et la production des espéces réactives d’'oxygénes responsables de la
peroxydation des lipides au niveau cellulaire (Jansen et al., 1998; Tao et al.,

2013). Cependant, lorsque les stress sont modérés, les plantes sont capables
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de maitriser ces dégats par la mise en place des systemes de controle

enzymatique et non enzymatique.

La production de métabolites secondaires via la voie de I'acide shikimique
est fortement renforcée par lirradiation UV-C (Charles et al., 2008b) et
principalement liee a des augmentations significatives de l'activité de la
phénylalanine ammonium lyase (PAL) (El Ghaouth et al., 2003; Lemoine Et al.,
2007; Pombo et al., 2011) et / ou d'autres enzymes liées a la défense telles que
la SOD, la CAT, la POD, la PPO et 'APX (Kim et al., 2007; Tang et al., 2010;
Rai et al. ., 2011; Darras et al., 2012a). Dans ce travail, nous avons démontré
une augmentation de l'activité de certaines enzymes antioxydantes comme la
GR, la CAT et 'APX au moins chez les plantes traitées avec la dose de 0,85
kJ/m? et 1,74 kJ/m? d'UV-C. La CAT et APX sont des enzymes qui détoxcifie
H,O, responsables de la peroxydation des lipides. La peroxydation des lipides
membranaires observée dans les feuilles de tomate traitées avec la dose la plus
élevée de 1,74 kJ/m?, ne doit pas étre vue uniquement comme un processus

dangereux. Elle est peut-étre a I'origine d’une signalisation.

Les produits de I'oxydation de I'acide linoléique servent de précurseurs a la
synthése de l'acide jasmonique, une hormone de la famille des oxylipines qui
joue un réle majeur dans la réponse des plantes aux pathogénes (Browse,
2009). Ceci expliquerait la diminution, méme faible, de la sensibilité des plantes
de tomates a B. cinerea aprés traitement & 1,74 kJ/m? Les dosages des
pigments montrent clairement qu’il n'y a pas eu de dégat majeur sur la
machinerie photosynthétique méme avec la dose de 1,74 kd/m?2. Effet
surprenant, nous avons une augmentation de la teneur en Chla, en Chlb et en
caroténoides chez les plantes traitées avec 0,85 kJ/m? et 1,74 kJ/m? doses
d’'Uv-C.

Taiz et Zeiger (1998) ont avanceé I'idée que les rayonnement UV-B et UV-C
stimulent la photosynthése ce qui se traduirait par une croissance plus élevée
par rapport aux plantes non traitées aux UV. Darras et al. (2012, 2015) ont
obtenu une augmentation significative du poids frais et sec et du nombre de
feuilles chez les plantes de géranium traitées aux rayonnements UV-C. Des
résultats similaires ont été obtenus chez I’Arabidopsis et d'autres espéces
(Mendez et al., 1999; Mackerness, 2000; Petropoulou et al., 2001; Kakani et al.,
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2003; Hectors et al., 2007; Tao et al., 2013). L’'augmentation des caroténoldes
chez les plantes traitées a forte dose d’'UV-C permettrait de les protéger de

I'effet néfaste de ces rayonnements.

Charles et al. (2008) ont montré que la production de métabolites
secondaires via la voie de I'acide shikimique est fortement renforcée par les
traitements aux UV-C. Nous avons démontré une augmentation des composées
phénoliques solubles dans les feuilles traitées et de I'activité de la PAL avec
0,85 kJ/m? d’UV-C par comparaison aux plantes témoins. Nous avons constaté
aussi I'apparition de la rutine dans les extraits des feuilles traitées aux
rayonnements UV-C. Cette molécule est impliquée dans la résistance des
plantes contre certaines maladies, voire contre des herbivores (Johnson 2005,
Mittelstra et al. 2006).

Les feuilles de tomate sont caractérisées par des poils qui tapissent leur
surface. Ces trichomes sont riches en métabolites secondaires et jouent un rdle
primordial dans la défense contre les bioagresseurs. D’aprés Calo et al. (2006),
les trichomes contiennent des composées anti-fongiques susceptibles de
réduire la progression de B. cinerea chez Arabidopsis thaliana. lls sont capables
aussi de sécréter des exsudats avec une activité antifongique comme I'a été
démontré chez le pathosystéme Solanum BerthaultiilPhytophthora infestans
(Lai et al., 2000).

Nous suggerons que, dans linteraction tomate-Botrytis, la résistance
induite est éventuellement due a la libération de métabolites secondaires a la
surface de la feuille sous I'effet des rayonnements UV-C. En effet, notre étude
histologique montre que les filaments mycéliens présents a la surface des
feuilles traitées sont moins vigoureux que chez les plantes témoins ce qui
expliquerait aussi leur faible pénétration dans le parenchyme foliaire. Dans la
plupart des cas, les barriéres structurelles de I'épiderme servent de premiere
ligne de défense dans le cas du pathosystéme hétes-Botrytis (Jarvis, 1980;
Elad, 1997), tandis que la production de phytoalexines et les réponses médiées
par I'éthyléne, acide jasmonique (JA) sont successivement induites et jouent un
réble tout aussi important dans le ralentissement du développement des
champignons (Jarvis, 1980; Stratmann, 2003, Windram et al., 2012). L'initiation

de l'infection par B. cinerea stimule la production de lignine et de subérine au
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niveau du site d'infection pour renforcer les parois cellulaires et restreindre la
colonisation de I'néte (Darras et al., 2006; Charles et al., 2008). L'augmentation
de l'activité de certaines enzymes (Darras et al., 2012a; Williamson et al., 2013)
et la production de composés antifongiques tels que les phytoalexines (Charles
et al., 2008a, Windram et al., 2012) peuvent aussi avoir une incidence |étale sur

les hypes de B. cinerea.

86



Chapitre IV

Combinaison de rayonnements UV-C

avec un agent biologique dans le but

d’amplifier la stimulation des

défenses de plantes vis a vis de

Botrytis cinerea.
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1/Résumé

Pour obtenir une efficacité maximale de protection des végétaux et dans le
cas d'une gestion intégrée des maladies parasitaires, I'utilisation du traitement
UV-C combiné avec un agent de bio-contrle est envisagé. Les rayonnements
UV-C stimulent les défenses des plantes et B. subtilis agit directement sur les
bioagresseurs. Par leur mode d’action différent, ces deux méthodes de lutte
semblent compatibles pour réduire davantage le développement de B. cinerea
sur la laitue et la tomate. Cependant, nos résultats montrent que le traitement
combiné UV-C/B. subtilis n’a pas permis d’avoir un effet synergique ou méme

additif par rapport a un traitement simple UV-C ou simple B. subtillis.
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2/ Introduction

Le mot bio-contrdle (biocontrol) est I'abrégé du terme anglo-américain
« biological control » utilisé dans différents domaines de la biologie, comme
I'entomologie et la phytopathologie. Le bio-controle peut étre défini comme
'ensemble des méthodes de protection des cultures s’appuyant sur des
mécanismes naturels de régulation des bio-agresseurs. Le bio-contrble fait
partie des techniques de lutte intégrée. Selon I'’Association Francaise des
Fabriquant de Produits de Bio-contréle (IBMA), les produits de bio-contrdle se
répartissent en cinqg familles : macro-organismes, micro-organismes, médiateurs
chimiques et attractifs/répulsifs naturels, substances naturelles et tous les

produits nouveaux et toutes les technologies nouvelles a faible risque.

Les microorganismes (virus, bactéries, protozoaires, levures, oomycétes
ou champignons supérieurs) sont des éléments majeurs de la régulation
naturelle des populations de nuisibles. Contre les maladies des plantes, leurs
mécanismes d’action relévent soit dinteractions directes entre agents
protecteurs et pathogénes (parasitisme, antibiose, compétition), soit
d’interactions indirectes ou entrent en jeu les réactions de défense de la plante
(Elad, 1996; Reglinski et al., 2005; Alabouvette et al., 2069; Robinson et al.,
2009; Xu et al.,, 2011; Benhamou and Rey 2012; Latorre et al., 2016). La
protection biologique contre B. cinerea a l'aide de microorganismes a été
intensivement étudiée au cours des derniéres décennies (Droby et al., 2009;
Elmer and Reglinski, 2006; Janisiewicz, 1998; Mari et al., 2003; Paulitz and
Belanger, 2001; Van Lenteren, 2000). B. cinerea est trés sensible a l'absence
de nutriments: il a, par exemple, besoin de nutriments d’origine extérieure pour
assurer la germination de ses spores (Elad, 1996). Certains microorganismes
(bactéries, levures, champignons filamenteux) peuvent ainsi inhiber Ila
germination des conidies de cet agent pathogéne via la compétition pour des
éléments nutritifs comme I'azote, le carbone, ou des macro- ou micro- éléments
présents dans le milieu (Blakeman and Fokkema, 1982; Elad and Stewart,
2004; Filonow, 1998).

Bacillus subtilis est une bactérie non pathogéne qui vit dans le sol, souvent

en association avec les racines de plantes supérieures. Les cellules B. subtilis
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sont capables de former des spores dormantes résistant aux conditions
extrémes et peuvent donc étre facilement formulées et stockées (Piggot et
Hilbert, 2004). B. subtilis produit également une variété de composés
biologiquement actifs avec un large éventail d'activités vers des
phytopathogénes et qui sont capables d'induire une résistance systémique de
I'nGte (Bais et al., 2004; Stein, 2005; Butcher et al., 2007; Nagorska et al., 2007;
Ongena et al., 2007; Ongena et Jacques, 2008, Arkhipova et al., 2005;
Vasileios 2008; Barriere 2015). Ces microorganismes produisent aussi des

métabolites secondaires toxiques pour I'agent pathogéne cible.

Des substances responsables de I'antibiose ont pu étre caractérisées chez
différentes souches de Bacillus subtilis, les génes impliqués dans la production
de certaines de ces substances ont été identifiés (Duffy et al, 2003;
Raaijmakers et al., 2002). Il a été également montré que diverses souches de
B. subtilis étaient capables de former des structures multicellulaires ou des
biofilms protecteurs contre des bioagresseurs (Branda et al., 2001, Hamon et
Lazazzera, 2001, Bais et al., 2004). En raison de son efficacité, B. subtilis est
de plus en plus utilisé en tant qu'agent de contrdle biologique contre de
nombreuses maladies fongiques. En effet, il a été rapporté que certaines
souches de B. subtilis peuvent effectivement supprimer la maladie de la
moisissure grise B. cinerea dans les cultures de laitue et tomate en serre et sur

le terrain au cours de la culture de la plante (Bordiec 2010; Ajouz 2009).

Cependant, le contrdle biologique avec les microorganismes présente une
variabilité d’efficacité inhérente notamment aux différents modes d’action des
plantes hétes et des organismes impliqués. De plus, les effets des facteurs
abiotiques externes dans les conditions de terrain représentent une autre
source importante de variabilité dans l'efficacité. Par conséquent, le controle
biologique de la maladie sur le terrain, sur la base d'un seul mode d’action, peut
entrainer une efficacité modérée et trés variable et étre peu intéressant d’un
point de vue commercial. La combinaison de différents modes d’action est
largement considérée comme une stratégie pour surmonter la variabilité dans le
contrble biologique des agents pathogénes, y compris B. cinerea (Elmer et
Reglinski, 2006; Romanazzi et al., 2016). Des méthodes de stimulation des

défenses des plantes combinées a un agent de bio-contréle antagoniste comme
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B. subtilis peuvent contribuer a la réduction, voire la suppression de la

croissance des agents pathogénes (Teixido et al., 2001).

Pour une efficacité maximale de protection des végétaux et dans la cas
d’'une gestion intégrée des maladies post-récoltes, |'utilisation du traitement UV-
C combiné avec l'agent de bio-contréle Cryptococcus laurentii a été évaluée
pour son efficacité a mieux controler les maladies post-récolte des fruits de
tomate, notamment B. cinerea et alternaria alternata. La combinaison des
rayonnements UV-C et de C. laurentii a fourni un niveau supérieur de controle
des maladies sur les fruits par rapport a I'un ou l'autre des traitements. Des
résultats similaires ont été aussi obtenus par Huang et al. (2015) en utilisant des
rayonnements UV-C combinés a Pichia cecembensis contre le Fusarium

oxysporum et alternaria alternata du melon.

Dans le cas de lutte contre les bioagresseurs des plantes en croissance, il
est aussi indispensable de combiner plusieurs méthodes de lutte dans un
programme de lutte intégrée. Les rayonnements UV-C stimulent les défenses
des plantes et B. subtfilis agit directement sur les bioagresseurs. Par leur mode
d’action différent, ces deux méthodes de lutte semblent compatibles et peuvent
donc étre combinées pour réduire davantage le développement de B. cinerea

sur la laitue et la tomate.

Le but de ce travail est donc d’évaluer I'efficacité d’un traitement combiné
de rayonnements UV-C a dose hormique et de I'agent de lutte biologique B.
subtilis sur des plantes de laitue ou de tomate contre B. cinerea par

comparaison a chaque traitement séparé (UV-C ou bio-contéle).

3/ Matériels et méthodes

3.1/ Matériel végétal

Des plantes de tomates (Solanum lycopersicum L.) et de laitue (Lactuca
sativa) ont été utilisées pour cette expérience. Le semis et la plantation des
laitues et des tomates ont été réalisés dans les mémes conditions de culture

décrites dans les chapitres Il et Ill.
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3.2/ Traitements aux rayonnements UV-C

Le dispositif utilisé lors des traitements est le méme que celui utilisé pour

les traitements des plantes de tomate dans le chapitre |ll.

Les plantes de laitue ont été traitées avec 4 doses d’'UV-C a 0,85 kd/m?
(voir chapitre Il) et les plantes de tomates ont été traitées avec une dose d’'UV-C
a 0,85 kd/m? (voir chapitre I).

La lumiére blanche semble avoir un effet réparateur des effets des UV-C
en activant des photolyases (Mercier et al., 2001). Pour éviter cette interaction,

les plantes sont mises a I'obscurité pendant 8 h aprés chaque traitement UV-C.

3.3/ Traitement de bio-controle

Le produit commercial Serenade Max est composé de Bacillus subtilis
QST 713, une bactérie d’origine naturelle qui a été isolée pour la premiére fois
en 1995 a partir d’'un sol californien. Cette bactérie et les composés qu’elle
produit naturellement présentent un large spectre d’activité sur des maladies
fongiques et bactériennes. L'utilisation du produit biologique Serenade (souche
QST 713 de Bacillus subtilis) contre les attaques de B. cinerea sur vigne est
recommandée en pulvérisation sur 'ensemble du feuillage (voir ACTA, 2008 et
http://e-phy.agriculture.gouv.fr/). Une solution de 4,1 x 10" CFU/ml a été
préparée dans I'eau puis vaporisée sur 'ensemble des feuilles de tomate et de

laitue 48 h aprés les traitements UV-C.

3.4/ Matériel fongique et tests phytopathologiques

Les souche SAS404 et BC21 de Botrytis cinerea ont été expérimentées au
cours de cette étude. Un fragment de mycélium a été prélevé de maniére stérile
a l'aide d’un scalpel, placé sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et incubé
dans un phytotron pendant 48 heures a 20°C pour favoriser le développement

du champignon.

48 heures aprés exposition partielle aux UV-C, les feuilles de tous les
traitements et des témoins ont été prélevées et déposées dans des boites (de

20 cm de coté et 2 cm de hauteur) contenant deux papiers filtres stériles
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imbibés de 50 ml d’eau distillée. Des implants mycéliens de 5 mm de diameétre
ont été prélevés en bordure de la souche SAS404 et BC21 agée de 2 jours et
déposés au centre des feuilles de laitue et de tomate respectivement. Les
boites ont été ensuite placées dans un phytotron a une température de
22°C/16°C et une photopériode de 16h/8h. Des feuilles témoins, c’est-a-dire
n’ayant subi aucun traitement ont également été inoculées par le champignon et

placées dans le phytotron.

Des photos des boites contenant les feuilles ont été prises 3 jours aprés
I'inoculation afin de pouvoir évaluer la résistance des tomates a B. cinerea a
partir des surfaces de |ésion. La résistance a B. cinerea a été estimée a travers

des mesures des surfaces de |ésions réalisées grace a un logiciel d'image (J).

3.5/ Analyses statistiques

Les moyennes ont été effectuées a partir de 15 valeurs. L'effet des
différents traitements a été mis en évidence au moyen du test de Ducun avec
un seuil de signification a = 0,05. Toutes les analyses statistiques ont été
réalisées au moyen du logiciel XLSTAT sur Microsoft Excel en comparant les
moyennes obtenues avec les plantes traitées et celles correspondant aux
plantes témoins. Les différences significatives a date égale sont représentées

par des lettres différentes.

4/ Résultats:

Aprés 6 jours d’inoculation, les résultats montrent une diminution de la
sensibilité des plantes de laitue de 21,51%% et 44,70% aprés traitement aux
UV-C et Sérénade respectivement. Lorsque les plantes recoivent un traitement

combinég, la diminution de la sensibilité est n’est qu’intermédiaire (35,39%).
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Figure 22: Evolution de la surface nécrotique sur des feuilles de plantes de
laitue 4gées de 5 semaines aprés exposition a 0,85 kJ/m? d'UV-C 4 fois (tous les
deux jours) puis un traitement avec Bacillus subtillis. Les feuilles ont été
inoculées avec Botrytis cinerea souche SAS405, 48h aprés la fin des traitements.
Les données représentent les moyennes * les erreurs standard (n = 25).
Différentes lettres soulignent des différences significatives selon le test Duncan
(P < 0,05).

Chez la tomate, les différences d’évolution de la nécrose entre les plantes
témoins et les plantes traitées apparaissent 4 jours aprés l'inoculation : une
diminution de sensibilité de 17,54%, 32,86%, et 45,86% est mise en évidence
chez les plantes traitées avec Sérénade, aux UV-C/Sérénade et aux UV-C

respectivement.

94



Tomate

ab

o

OTémoin OSerenade MUV-C+Ser BUV-C

Surface foliaire nécroses (cmz)
©

Jours

Figure 23: Evolution de la surface nécrotique sur des feuilles de plantes de
tomate agées de 5 semaines aprés exposition a 0,85 kJ/m2 d'UV-C une fois puis
un traitement avec Bacillus subtillis. Les feuilles ont été inoculées avec Botrytis
cinerea, souche BC21, 48h aprés la fin des traitements. Les données
représentent * les erreurs standard (n = 25). Différentes lettres soulignent des
différences significatives selon le test Duncan (P < 0,05).

Aucun des paramétres de fluorescence qui sont potentiellement des
indicateurs de dégats (Fv/Fm, Fo, Sm et Vk/Vj) n‘ont évolué significativement,
suggérant qu’aucun des traitements n’a été a l'origine de dommages chez la
tomate et chez la laitue (Figure24), sur la machinerie photosynthétique (Ripoll et
al. 2016).

L’augmentation de Plays™ (

Pl total dans la figure 24) chez la tomate traitée
aux UV-C + Sérénade et, dans une moindre mesure, chez la tomate traitée aux
UV-C seuls suggére méme un effet positif de ces traitements. L'image est
différente pour la laitue chez laquelle on observe, au contraire, une diminution
substantielle de Pla,s®. Chez la tomate, 'augmentation de Plas™ est corrélée a
une augmentation des paramétres REo/ETo, REo/ABS et REo/TRo et donc
clairement attribuable a une augmentation de [Iefficience du transport

d’électrons en direction des premiers accepteurs du PSI (Figure 24).
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Figure 24 : Différences relatives (par rapport au témoin) des paramétres de
fluorescence de la chlorophylle a, mesurée sur des plants de laitue et de tomate
traités avec un dose de 0,85 kJ//m? d'UV-C (quatre fois pour la laitue et une fois
pour la tomate) combiné avec Bacillus subtillis. Les pourcentages ont été établis
sur une échelle de couleurs (vert au rouge pour haute et basse). Les différences
sont significatives pour les chiffres en italiques soulignés (Tukey ou Kruskal-
Wallis).

Au contraire, chez la laitue, malgré 'augmentation de RC/ABS (diminution
de ABS/RC dans la figure 24), on observe une diminution de Plas™ qui semble
attribuable a une diminution de l'efficience du transport d’électrons en direction
des premiers accepteurs du PSI (diminution des paramétres REO/ETo,
REo/ABS et REo/TRo), et cela dans les trois traitements. On observe aussi
chez la laitue une augmentation du paramétre DIo/ABS. Ce dernier correspond
a la quantité d’énergie dissipée autrement que par photochimie par rapport a la
quantité d’énergie absorbée (Govindjee 2011). Cette augmentation de la
quantité d’énergie dissipée est logique puisqu’il y a eu une diminution de la
quantité d’énergie piégée et convertie en flux d’électrons pour la photosynthése,

°* et l'augmentation du

diminution dont la diminution du parameétre Plas'
parametre Mo (la vitesse de fermeture des centres réactionnels du PSIl), entre
autres, rendent compte.
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5/ Discussion

Les mesures de fluorescence suggérent qu'on ne prend a priori aucun
risque a traiter des plants de tomate avec des UV-C a la dose de 0.85 kJ/m? ou
avec Sérénade, ou avec une combinaison des deux. Chez la laitue, ces
traitements, sans qu'on puisse affirmer qu’ils soient clairement délétéres,
entrainent la mise en ceuvre de mécanismes adaptatifs typiques des réponses
aux stress (Ripoll et al. 2016). Il serait certainement intéressant de confirmer
dans des essais ultérieurs leur effet stimulant chez la tomate, et leur effet
potentiellement inhibiteur chez la laitue, par des mesures de photosynthése

nette ou de rendement.

Cependant, nos résultats montrent que le traitement combiné UV-C/B.
subtilis n’a pas permis d’avoir un effet synergique ou méme additif par rapport a
un traitement simple UV-C ou B. subtillis. Au contraire, il y a eu une réduction
de l'efficacité de I'agent de lutte biologique chez les plantes exposées aux
rayonnements UV-C chez la tomate et Serenade chez la laitue. La réduction de
I'efficacité du micro-organisme peut indiquer une interférence potentielle entre
les deux traitements. Nous avons démontré dans les chapitres 2 et 3 que le
traitement des plantes de laitue ou de tomate par des rayonnements UV-C
provoque une production de composés phénoliques et de MDA. La production
des composés phénoliques et des ROS serait probablement responsable de la
diminution de l'efficacité de B. subtillis. D’aprés Riesenman and Nicholson
(2000), B. subtillis est trés sensible a la production plus élevée de peroxyde

d'hydrogéne dans les plantes.

Cependant, des méthodes physiques (par exemple, traitement UV-C et
eau chaude) avec un contréle biologique a l'aide de microorganismes
antagonistes, a montré un meilleur contréle des maladies post-récolte des fruits
par rapport a un traitement seul (Janisiewicz et Conway 2010). Le traitement
par UV-C ou par 'eau chaude a des doses appropriées pourrait provoquer une
réponse de la défense chez les fruits hétes, contribuant a I'effet synergique
avec le contréle biologique (Zong et al., 2010, Zhang et al., 2013). Les souches
de B. subtilis produisent plusieurs lipopeptides cycliques (Falardeau et al.,
2013). Deux souches bactériennes (de la méme espéce ou de différentes

espéces) peuvent étre utilisées ensemble, chacune présentant un mode
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d’action différent (Magnin-Robert et al., 2013). Différents modes d’action
peuvent étre utilisés a des moments différents, selon I'étape de développement
de la maladie. Certains modes d’action spécifiques et directs peuvent étre plus

appropriés que d'autres a certains stades épidémiologiques clés.

Ces données et les résultats obtenus par Zhang et al. (2013) sur des fruits
en post-récolte nous confortent dans notre idée de poursuivre ce travail. Ainsi,
l'utilisation du traitement UV-C combiné avec I'agent de bio-controle
Cryptococcus laurentii a été évaluée pour son efficacité a mieux contréler les
maladies post-récolte des fruits de tomate, notamment B. cinerea et Alternaria
alternata. La combinaison des rayonnements UV-C et de C. laurentii a fourni un
niveau supérieur de contréle des maladies sur les fruits par rapport a I'un ou
I'autre des traitements. Des résultats similaires ont été aussi obtenus par Huang
et al. (2015) en utlisant des rayonnements UV-C combinés a Pichia

cecembensis contre le Fusarium oxysporum et Alternaria alternata du melon.

Une recherche fondamentale et appliquée est donc nécessaire pour
concevoir des programmes d'application plus affinés, qui fourniront dans un
proche avenir des solutions fiables pour la protection de la production végétale
en agriculture conventionnelle comme en agriculture biologique. En ce qui
concerne les bactéries, différents modes d’action peuvent exciter (Lahlali et al.,
2013). Ces différents modes d’action peuvent étre utilisés a des moments
différents, selon I'étape de développement de la maladie. Certains modes
d’action spécifiques et directs peuvent étre plus appropriés que d'autres a
certains stades épidémiologiques clés. D’autre part, la combinaison des
traitements aux UV-C avec des microorganismes non bactériens et/ou avec des
produits naturels peut également étre envisagée, soit dans des applications

conjointes, soit en se concentrant sur des étapes épidémiologiques clés.
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Chapitre IV

Discussion générale

Conclusion et perspectives
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A/ DISCUSSION GENERALE

L'un de nos principaux défis dans la présente étude était de trouver une
dose a la fois efficace pour stimuler les défenses des plantes et qu’elle soit non
délétere pour ces plantes. Nous avons exploité les données de la littérature
pour définir les doses que nous avons sélectionnées pour nos essais. Mercier et
al., (1993b; 2001) ont constaté qu'une dose aussi faible que 0,88 kJ/m? était
suffisante pour induire une résistance chez la carotte et le poivron en post-
récolte. Des doses de 3,7 et 5,0 kJ/m? ont été jugées nécessaires pour induire
une résistance de la tomate (Maharaj et al., 1999; Charles et al., 2008a) du
citron (Ben-Yehoshua et al., 1992), respectivement, contre des bioagresseurs.
Des doses comprises entre 3,6 kJ/m? et 7,5 kJ/m? ont été efficaces pour lutter
contre les infections naturelles chez la pomme, la péche, I'oignon et la patate
douce (Lu et al., 1987; Stevens et al., 1990).

Nos travaux démontrent clairement que l'effet délétére ou hormique des
rayonnements UV-C sur les plantes est fonction de la dose et de I'espéce
végétale. Chez la laitue des doses de rayonnements UV-C de 3,40 kJ/m? et
6,80 kJ/m? induisent des dégats importants, comme la peroxydation des lipides,
le jaunissement des feuilles et la destruction des cellules épidermiques
(Vasquez et al. 2017) alors que chez la tomate, une dose de 1,74 kJ/m? suffit
pour induire une peroxydation des lipides. Il est connu que la peroxydation des
lipides est fortement associée a la production des d'espéces réactives
d'oxygene (ROS). Dans de nombreux travaux, il a été démontré que I'exposition
des plantes a des forts stress abiotiques ou biotiques augmente la production
des ROS chez les plantes (Ait-Barka et al., 2000; Mazid et al., 2011; Miller et
al., 2007; Ballhorn et al., 2009). Lorsque les ROS ne sont pas éliminés
efficacement et s'accumulent, des effets cytotoxiques peuvent étre observés, y
compris la dégradation des membranes, des protéines, de la chlorophylle et des
acides nucléiques (Scandalios, 1997; Hollésy, 2002). Dans notre travail, le
niveau élevé de MDA observé dans les feuilles de laitue aprés traitement avec
des UV-C a 3,40 kJ/m? et 6,80 kJ/m? et les feuilles de tomate aprés traitement
avec des UV-C a 1,74 kJ/m? suggérent, qu'a ces doses, le stress oxydatif

pouvait endommager les membranes.
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Nos observations sur la laitue sont cohérentes avec ce qui est connu sur
I'effet potentiellement délétére des rayonnements UV-B et UV-C sur la structure
des chloroplastes, des mitochondries et, d'une maniére générale, sur les
membranes. Les rayonnement UV-C a 3,40 kJ/m? et 6,80 kJ/m? ont induit une
diminution de la teneur des pigments et ont également affecté I'appareil
photosynthétique comme le montrent les valeurs basses des paramétres
Fv/Fm, Fv/FO et Pl par rapport aux témoins. A partir des chloroplastes, une
destruction directe a été observée sur les plastoquinones par la lumiére UV-C
(Bishop, 1961, Shavit et Avron, 1963). Il existe des données montrant que le
spectre d'action des photosystéme Il (PSIl) atteint un pic a 250-260 nm ou
absorbent les plastoquinones oxydées (Vass et al., 2005), et que les
plastoquinones sont détruites par la lumiére UV-C (Bishop, 1961; Shavit and
Avron, 1963). Dans la région a rayons courts (UV-C) de la lumiere UV, il existe
une étroite similitude entre le spectre d'action par I'absorbance des radicaux
tyrosine oxydés et, dans une moindre mesure, par la plastoquinone oxydée.
Nos observations personnelles sur l'effet de la lumiére UV-C sur les paramétres
dérivés de l'analyse des courbes d'induction de fluorescence, réalisées sur les
feuilles de laitue sont compatibles avec l'idée d'un effet néfaste de la lumiére
UV-C sur les plastoquinones. Nous avons observé en effet une diminution de
Sm (Govindjee, 2011), la zone normalisée de la courbe d'induction de
fluorescence (données non publiées). Sm est supposé proportionnel au nombre
de réduction et d'oxydation d'une molécule de Qa jusqu'a ce que la fluorescence
maximale soit atteinte, donc liée au nombre de porteurs d'électrons par chaine
de transport d'électrons de PSIl et a un indicateur de la taille du pool de

plastoquinone (Yordanov et al., 2008).

L'effet potentiellement dommageable de la lumiére UV-B et UV-C sur la
structure des thylakoides, non seulement sur les plastoquinones, a également
été évoqué dans la littérature (Bornman et al., 1983). Les observations faites
sur les feuilles de betterave a sucre suggérent que la lumiére UV-C peut
entrainer un manque d'intégrité des thylakoides lorsqu'elles subissent une
fusion et I'accumulation d'amidon. De méme, Mantai et al. (1970), avaient déja

attribué l'inhibition de la photosynthése par la lumiere UV-C a une perturbation
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de l'intégrité structurelle des membranes lamellaires, ce qui entraine la perte de

['activité PSIl| et des réactions associées.

Il est prouvé que la lumiére UV-B entrave le transport d'électrons
photosynthétiques (Moon et al., 2011) et peut donc endommager les protéines
D1 et D2 (Jansen et al., 1996). Cela n'a jamais été observé formellement avant
pour la lumiere UV-C, mais il est probable que cette derniere exerce un effet
similaire, sans doute a des doses encore plus faibles que la lumiére UV-B. Plus
récemment, Wituszynska et al. (2015) a observé que la lumiére UV-C provoque
des dommages aux chloroplastes dans Arabidopsis thaliana et déclenche des
changements morphologiques apoptotiques dans les cellules du mésophylle.
Wituszynska et al. (2015) ont montré que la lésion simulant la maladie 1
(LSDE1) et la susceptibilité a la maladie améliorée 1 (ESD1) sont des
régulateurs antagonistes de la signalisation photo-oxydante induite par UV-C et
de la mort cellulaire programmeée. En plus des chloroplastes, les mitochondries
sont clairement des cibles potentielles pour les effets néfastes de la lumiere UV-
C sur les plantes supérieures. Des recherches sur la mort cellulaire
programmée dans les plantes utilisant I'exposition aux UV-C comme facteur
déclencheur ont montré que la lumiére UV-C pourrait en effet affecter les
mitochondries, entrainant une perte de potentiel transmembranaire
mitochondrial, des changements dans la mobilit¢ et la distribution et la
production de ROS (Gao et al., 2008).

Dans le cas de la tomate, le traitement UV-C provoque plutbét une
augmentation de la teneur des pigments avec une augmentation de l'indice de
performance. Ainsi, en plus de la stimulation des défenses des plantes, les
rayonnements UV-C administrés a des doses non délétéres peuvent stimuler
aussi la croissance des plantes en agissant sur leur capacité photosynthétique.
Darras et al. (2015) ont observé un développement plus important des plantes
de géranium traitées aux rayonnements UV-C. Ces auteurs attribuent cet effet a
I'augmentation de I'assimilation du CO2, de la conductance stomatique et de la

transpiration chez ces plantes par rapport aux plantes témoins.

Lorsque les plantes ont été traitées avec une dose faible de 0,85 kJ/m?, les
feuilles de la laitue et de la tomate ne présentaient aucun dégét visuel ni

peroxydation lipidique. Dans le cas de ces deux espéces vegétales cette dose
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d’UV-C non délétére peut étre qualifiée d’hormique car elle nous a permis de
stimuler les défenses des deux espéces végétales contre B. cinerea. Lorsque
les stress sont modérés, les plantes sont capables de maitriser les dégats par la

mise en place des systémes de contréle enzymatique et non enzymatique.

La production de métabolites secondaires via la voie de I'acide shikimique
est fortement renforcée par les rayonnements UV-C (Charles et al., 2008b) et
principalement lié¢e a des augmentations significatives de l'activité de la
phénylalanine lyase (PAL) (El Ghaouth et al., 2003; Lemoine Et al., 2007;
Pombo et al., 2011) et / ou d'autres enzymes liées a la défense telles que la
SOD, la CAT, la POD, la PPO et 'APX (Kim et al., 2007; Tang et al., 2010; Rai
et al., 2011; Darras et al., 2012a). Dans notre étude, les doses hormiques d'UV-
C appliquées sur les plantes de laitue et de tomate ont provoqué des
augmentations significatives de [l'activitt de la PAL et des composés

phénoliques totaux.

La production de composés phénoliques tels que la lignine et la subérine
qui se déposent sur les parois cellulaires et servent de barriéres renforcées
contre les attaques des pathogénes. Les modifications ultra-structurales
induites par les UV-C de I'épicarpe de tomate provoque la formation d'une zone
de parois cellulaires empilées qui est imprégnée plus tard par la lignine et la
subérine ce qui rend les parois cellulaires moins sujettes a la dégradation par
des enzymes hydrolytiques sécrétées par B. cinerea (Charles et al. 2008c,
2008d). La plupart des composés mentionnés ci-dessus sont impliqués dans la
défense contre le champignon nécrotrophe B. cinerea (Jarvis, 1980). Nos
résultats montrent une pénétration plus lente de B. cinerea dans les feuilles
traitées par les UV-C par rapport aux feuilles témoins et un effet toxique sur les
filaments du pathogéne a la surface des feuilles dues probablement a Ila
présence des composés phénoliques a la surface foliaire. Nous avons observé
aussi une augmentation l'activité de certains enzymes antioxydants comme la
GR, la CAT et 'APX chez les plantes de tomate traitées au moins avec la dose
0,85 kJ/m? d’UV-C. La CAT et 'APX sont des enzymes de détoxification contre
H,O, responsables de la peroxydation des lipides. La peroxydation des lipides
membranaires observée dans les feuilles de tomate traitées avec la dose la plus

élevée de 1,74 kJ/m?, ne doit pas étre vue uniquement comme un processus
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dangereux. Elle est peut-étre a l'origine d’'une signalisation. Les produits de
I'oxydation de I'acide linoléique servent de précurseurs a la synthése de I'acide
jasmonique, une hormone de la famille des oxylipines qui joue un réle majeur
dans la réponse des plantes aux pathogénes (Browse, 2009). Ceci expliquerait
la diminution, méme faible, de la sensibilité des plantes de tomates a B. cinerea
aprés traitement & 1,74 kJ/m?. Il semblerait que le traitement hormique d’'UV-C
agit a deux niveaux lors de la stimulation des défenses des plantes, une phase
a un niveau local et une phase a un niveau plus systémique. Lors de la phase
locale, 'augmentation de la teneur des composés phénoliques permettrait a la
plante de se protéger des effets néfastes des rayonnements UV-C et de
s’opposer a la pénétration du pathogéne dans les feuilles par la formation d’'une
nécrose bloquante ou par la libération des petites molécules phénoliques
toxiques. La production des ROS ou les lipides peroxydés permettraient la
diffusion d’'un signal a I'ensemble de la plante et la mise en place une stratégie
de défense systémique. Il faut noter que lors de I'exposition des plantes aux
rayonnements UV-C, seule une partie des feuilles recoivent le traitement mais

toute les feuilles acquiérent la résistante a Botrytis.

Nous avons démontré clairement que les rayonnements UV-C stimulent
les défenses des plantes lorsqu’ils sont administrés a des doses non délétéres.
Cependant la dose et la fréquence peuvent étre différentes selon les espéces
végétales. Une seule application d’'UV-C & 0,85 kJ/m? a suffit pour stimuler les
défenses de la tomate et quatre applications successives de dose de 0,85 kJ/m?
et 1,70 kJ/m? sont nécessaires pour obtenir une diminution de la sensibilité a B.
cinerea (Vasquez et al. 2017). Ces derniers résultats sont contradictoires avec
les observations de Mercier et al. (2001) sur les fruits de poivrons en post-
récolte, ou deux applications successives de dose de 0,88 kJ/m? ont été moins
efficaces, ce qui suggeére des différences dans la réponse aux UV-C entre les

especes et probablement les végétaux post-récolte et les végétaux en culture.

Les observations que nous avons réalisées sur la laitue et la tomate en
culture sont trés encourageantes, elles démontrent que les rayonnements UV-C
stimulent les défenses des plantes. Les perspectives agronomiques du
rayonnement UV-C sont suffisamment excitantes pour nous inciter fortement a

les tester sur d’autres especes. Dans ce cadre nous avons testé aussi I'effet de
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stimulation des rayonnements UV-C sur le fraisier dont les résultats confirment
ceux obtenus sur la laitue et la tomate (voir annexe, projet d’article dans le

cadre de la thése de M. Forges).

L’obtention d’'une résistance totale est un objectif difficile a atteindre avec
seulement les rayonnements UV-C comme méthode de stimulation des
défenses. De plus, le contréle biologique de la maladie sous serre ou en plein
champs, sur la base d'un seul mode d’action, peut entrainer une efficacité
modérée et trés variable et étre peu intéressant d’'un point de vue commercial.
La combinaison de différents modes d’action est largement considérée comme
une stratégie pour surmonter la variabilité dans le contrbéle biologique des
agents pathogénes, y compris B. cinerea (Elmer et Reglinski, 2006; Romanazzi
et al., 2016).

Les méthodes de stimulation des défenses des plantes par les
rayonnements UV-C combinées a un agent de bio-contrdle antagoniste comme
B. subtilis peuvent contribuer a la réduction, voir la suppression de la croissance
des agents pathogénes. Cependant, dans notre travail et malgré que les modes
d’action des UV-C et B. subtilis sembles différentes, nos résultats montrent que
le traitement combiné UV-C/B. subtilis n’a pas permis d’avoir un effet
synergique ou méme additif par rapport a un traitement simple UV-C ou B.
subtillis. Au contraire, il y a une réduction de l'efficacité de I'agent de lutte
biologique chez les plantes exposées aux rayonnements UV-C. La réduction de
I'efficacité du micro-organisme peut indiquer une interférence potentielle entre
les deux traitements. Nous avons démontré dans les chapitre 2 et 3 que le
traitement des plantes de laitue ou de tomate par des rayonnements UV-C
provoque une production de composés phénoliques et la production des
composés phénoliques et des ROS serait probablement responsable de la
diminution de l'efficacité de B. subtillis. D’aprés Riesenman and Nicholson
(2000) B. subtillis est tres sensible a la production plus élevée de peroxyde

d'hydrogéne dans les plantes.
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Conclusion et perspectives

Il est évident que plus d'observations seront faites dans un proche avenir,
renforgant l'idée que la lumiere UV-C est un outil puissant pour stimuler les
mécanismes d'adaptation des plantes aux contraintes biotiques mais aussi
abiotiques. Nous prévoyons, en outre, que d'autres observations seront faites
en démontrant que la lumiere UV-C est dotée d'une puissante capacité a
stimuler la synthése et I'accumulation des métabolites secondaires avant et
apres récolte qui sont bénéfiques pour la santé humaine mais permettant aussi
de prolonger la durée de conservation des produits végétaux frais. Ce qui est en
jeu ici, c'est d'obtenir une adaptation des cultures a la pression croissante des
bioagresseurs et l'aptitude a répondre aux attentes des consommateurs pour

des produits végétaux avec moins de résidus de pesticides.

L'utilisation de la lumiére UV-C pendant le cycle de développement des
cultures nécessitera la recherche de doses efficaces en excluant les dommages
causés aux plantes. La définition des doses les plus efficaces de lumiére UV-C
représente le défi majeur pour l'avenir. La réponse des plantes soumises a la
lumiére UV-C dépend de la fréquence, de la durée, de la dose et des longueurs
d'onde des traitements UV-C. Ensuite, les effets de la lumiére UV-C ne doivent
pas étre considérés indépendamment des effets d'autres longueurs d'ondes
(UV-A, UV-B et lumiére visible) qui peuvent tous interagir avec la lumiere UV-C,
par exemple en contribuant a une réparation par les photo-lyases d’éventuels

dégats causeés par les UV-C.

En outre, conformément a ce que nous savons sur les réponses croisees
entre les stress biotiques et abiotiques, les effets de la lumiere UV-C devraient
inclure des interactions avec d'autres facteurs environnementaux. D’autre part,
combiner les traitements aux rayonnements UV-C avec des agents de bio-
contréle, soit dans des applications conjointes, soit en se concentrant sur des
étapes épidémiologiques clés nécessite davantage de recherche. A court terme,
la lumiére UV-C sera toujours livrée a base de lampes a mercure ou de xénon,
mais a long terme, la lumiére UV-C sera probablement livrée par des lampes a
LED utilisant des programmes d'application sophistiqués, en tenant compte des
mécanismes d’action avec d'autres longueurs d'onde en agissant sur d'autres

voies de perception et de signalisation.
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Les perspectives agronomiques de la lumiére UV-C sont suffisamment
excitantes pour inciter fortement les prochaines études a s’intéresser a la
compréhension des mécanismes de perception et de signalisation des
rayonnements UV-C en relation avec le fonctionnement de la plante et les

interactions avec d'autres facteurs environnementaux.
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Annexe : Article en cours de rédaction

Impact of UV-C radiations on the sensitivity of three strawberry cultivars

(Fragaria x ananassa) against Botrytis cinerea

M. Forges®, H. Vasquez?, F. Charles?, D. Chabane Sari®, L. Urban?, Y.
Lizzi%, M. Bardin®, J. Aarrouf®

a Unité Mixte de Recherche Qualisud, Laboratoire de Physiologie des
fruits et Légumes, Université d’Avignon et des Pays de Vaucluse, 301 Rue
Baruch de Spinoza, BP2139 — 84916, Avignon, France

b Pathologie Végétale, INRA, 84140 Montfavet, France

c Institut d'Electronique et des Systémes, Université de Montpellier, 34090

- Montpellier

ABSTRACT

Some fungi are very harmful for plant crops. Among the damaging fungus,
Botrytis cinerea, responsible for gray mold, occupies a prominent position due to
its wide range of host plants and to the significant losses that it causes at crop
cultivation. Nowadays, regulatory restrictions regarding fungicides require
finding alternative solutions such as stimulation of plant defenses. Despite many
theoretical advantages, stimulation of plant defenses using physical methods
remains poorly studied compared to biological and chemical stimulation.

One of the objectives of this article is to test on strawberry plant, the
hypothesis that it is possible to reduce the sensitivity of plant to the pathogen by
application of non-deleterious dose of the highly energetic UV-C light (254 nm),
on leaves of strawberry.

First tests were carried out on three cultivars of strawberry (Cirafine,
Charlotte, Candiss) to optimize the doses of UV-C to apply on plants and to test
the sensitivity of these three cultivars. After confirming that these three cultivars
have different levels of susceptibility to B. cinerea on leaves, different
treatments combining different doses of UV-C and frequency of application were
applied on plants (9 modalities). These trials resulted i) in the selection of non-

deleterious doses for strawberry plant by measuring plant physiological
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parameters (chlorophyll fluorescence, leaf color, plant growth), and ii) in the
identification of hormetic doses by testing the susceptibility of leaves to two
strains of B. cinerea under controlled conditions. UV-C treatments applied on
plants resulted in a decrease of susceptibility to B. cinerea on leaves of
Candiss. This protection (around 25%) is significant against one strain of B.
cinerea when UV-C is applied at 0.85 and 1.70 kJ/m?, 4 times every second day
(p-value = 0.05). Our observations show that exposing strawberry plants to low
repeated doses of UV-C can improve their resistance against gray mold, while

avoiding apparently any negative effect on plants.
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