Sciences

& Sciences & Nature Vol.6 N°2: 117 - 123 (2009)

Nature
Article original

Performance de deux techniques d’extraction des phénols racinaires
pour I’évaluation du marquage de latolérance ala fusariose des clones
de palmier a huile (Elaeis guineensis Jacq.)

Sekou DiaBaTe!”, Kouakou E. Konan 2, Désiré ALLou t, Ouolo A. CouLieaLy * & Hubert De FRANQUEVILLE #

1Centre National de recherche Agronomique (CNRA), Laboratoire Central de Biotechnologie 01 B.P.1740 Abidjan 01
2 Centre National de recherche Agronomique (CNRA), Station de Recherche de La Mé 13 B.P.989 Abidjan 13; COTE D'IVOIRE
3 Centre National de recherche Agronomique (CNRA), Station d’expérimentation et de Production B.P. 8 Dabou; COTE D'IVOIRE
“CIRAD, TA 80/02, Avenue Agropolis F34398 Monpellier ; CEDEX 5 - FRANCE
*Auteur pour les correspondances (E-mail: sekou_diabate2002@yahoo.fr)
Recu le 21-02-2008, accepté le 10-03-2009.

Résumé

Les premiéeres études sur les mécanismes de défense du palmier a huile ont mis en évidence le role des composés
phénoliques dans la tolérance a la fusariose des clones et croisements a partir des racines inoculées par I'agent
pathogéne. Notre travail a consisté d’'une part & améliorer les premiéres techniques d’extraction en remplacant
I'Ethanol par un mélange Ethanol-eau et d’autre part a améliorer les techniques de microanalyses des marqueurs de
tolérance ala fusariose. Les résultats ont montré que les modifications apportées ont permis d’accéder a une quantité
plus importante de phénols que la méthode classique. En outre, les analyses des phénols totaux et la fongitoxicité
ont permis de discriminer les clones tolérants des clones sensibles. Ces nouvelles méthodes nous ont permis
d’évaluer plus rapidement la tolérance a la fusariose des clones aprés inoculation de I'agent pathogene.

Mots clés : Palmier a huile — Fusarium — Phénols — Clones — extraction.

Abstract

Performance of two techniques of extration of root's phenols for the testing of the tolerance marking
in the wilt disease of oil palm clones (Elaeis Guineensis Jacq)

The early studies on the defence mechanisms of the oil palm tree put in evidence the role of phenolic compounds
in the tolerance of wilt disease of the clones and crossings from the roots inoculated by the pathogenic agent.
Our work consists on one hand in improving the first techniques of extraction by replacing the Ethanol by a mixing
Ethanol-water and on the other hand by improving the technigues of microanalyses of the tolerance markers to wilt
disease. The results showed that these modifications permitted to reach a quantity more important of phenol than
the classic method. Besides, the analyses of the total phenol and the fongitoxicity permitted to discriminate the
tolerant clones from the sensitive clones. These new methods allow us to evaluate faster the tolerance to wilt disease
of the clones after inoculation of the pathogenic agent.
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1. Introduction

Parmi les nombreuses maladies qui affectent
la culture du palmier a huile, la fusariose est
celle qui revét le plus d'importance en Afrique
tropicale. La Cote d’'lvoire, le Ghana, le Bénin, le
Nigeria, le Cameroun, le Congo et le Congo
démocratique sont les pays les plus touchés
(Franqueville & Diabaté, 2004). L’'agent
pathogéne de cette trachéomycose

est un champignon tellurique spécifique du palmier
a huile : Fusarium oxysporumf. sp. elaeidis (F.O.E.).
Les méthodes de lutte sont préventives et se
situent essentiellement au niveau du choix du
matériel végétal aprés un test d’'inoculation de
I'agent pathogéne au stade prépépiniere (Allou et
al., 2003). Tout matériel végétal testé quia un indice
inférieur a 100 est jugé tolérant. Les recherches
sur les mécanismes physiologiques de la
résistance a la fusariose ont été entreprises pour
compléter et apporter une base plus fondamentale
au test de prépépiniére (Taquet, 1985 ; Diabaté,
1985). Le rdle des composés phénoliques a été
mis en évidence dans les racines des plantules
inoculées par le F.O.E. aprés blessures (Diabaté
et al., 1992). Cependant, il était difficile de doser
avec précision, la totalité de la teneur en phénols
des racines des plantules. Pour apporter une
solution a ces probléemes qui limitaient ces
premieres avancées sur les mécanismes de
défense du palmier a huile a la fusariose, une
nouvelle technique d’extraction des composés
phénoliques impliqués dans la réaction de
défense du palmier face au fusarium est proposée
en comparaison avec l'extraction classique. Les
résultats attendus de ces travaux devraient
permettre de savoir avec précision la maniere de
doser les phénols produits lors de la réaction de
défense du palmier a huile a la fusariose vasculaire.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est composé de racines
de plantules de 6 génotypes issues de la
multiplication végétative in vitro appelées clones
d’indice fusariose connu. Les clones sont
regroupés en trois couples de deux génotypes
comportant chacun un génotype sensible et un
génotype tolérant (Tableau 1).

Tableau 1 : Liste des couples de clones étudiés.

Couple Clone Im
LMC 022 28
! LMC 074 187
LMC 119 10
! LMC 165 141
LMC 062 42

1l
LMC 204 163

Im=Indice fusariose; Im<100: clone tolérant; Im>100: clone
sensible

2.2. Méthodes d’inoculation au F.O.E et
prélevement d’'échantillons racinaires

Pour I'évaluation de la fongitoxicité des racines,
des inoculations de plantules ont été réalisées.
La méthode d’inoculation retenue est celle du
trempage des racines dans l'inoculum liquide du
F.O.E. Cing essais d'inoculation ont été réalisés
uniquement avec le couple LM022/LM074. Dans
chaque essai, 5 plantules par clone ont été
déterrées pour provoquer des blessures au niveau
des racines. Le systéeme racinaire a été ensuite
nettoyé puis trempé dans l'inoculum du F.O.E a
raison de 107 spores par plantule. Les plantules
ont été ensuite repiquées dans le terreau. Pour
chaque clone, des nombres égaux de plantules
non inoculées ont été prélevés et ont constitué les
témoins. Cing délais de prélévement de racines a
analyser ont été retenus (TO, T+1jour, T+3jours,
T+5jours et T+8jours apres inoculation). Pour
chaque délai de prélevement, les racines des
plantules ont été découpées, pesées et
conservées au congélateur a 4°C pendant 48 heures
avant l'extraction des composés phénoliques.

2.3. Méthodes d’extraction des composés
phénoliques

Deux méthodes d’extraction des phénols ont été
utilisées ; une méthode d’extraction classique et
une méthode d’extraction nouvelle. Dans la
méthode d’extraction classique, 5 g de racines
fraiches ont été découpés et broyés dans 40 ml
d’Ethanol pur a I'aide d’'un Mixer (Taquet, 1985).
La macération des tissus dans I'Ethanol pur a été
effectuée a température ambiante pendant 24
heures. Le mélange racines broyées —Ethanol est
ensuite filtré. Le filtrat est séché par un Evaporateur
rotatif a 40°C et repris dans 4 ml d’Ethanol pur.
L’extrait ainsi obtenu est conservé au réfrigérateur
a 4°C avant les dosages. Dans la méthode
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d’extraction nouvelle, 5 g de racines sont broyés
dans I'Azote liquide (-160°C) et repris dans 40 ml
d'un mélange Ethanol-Eau (70-30 ; v/v) en présence
de 1 mld'un antioxydant, le métabisulfite de Sodium
(MBS) a 2 % dans I'eau. Ce mélange est porté a
ébullition sous vide pendant 30 mn. Aprés
refroidissement, le liquide obtenu est filtré et séché
par un évaporateur rotatif a 40°C. Le résidu est
repris dans 4 ml du mélange Ethanol-Eau (70-30)
+ 0,1 mlde MBS a 2 % dans I'eau. L’extrait obtenu est
conservé au réfrigérateur a 4°C avant les dosages.

2.4. Quantification des composés phénoliques

La quantité de phénols contenue dans les extraits
racinaires est mesurée par la méthode de Folin
ciocalteu (Marigo, 1973). Cette méthode mesure
le potentiel d’oxydoréduction des phénols. Les
teneurs sont calculées en prenant l'acide
chlorogénique comme référence et sont
exprimées en mg d’équivalent d’'acide chloro-
génique par gramme de poids frais.

2.5. Evaluation de la fongitoxicité des
extraits racinaires.

Les propriétés fongitoxiques des extraits ont été
évaluées en milieu liquide, en présence des
spores de Fusarium oxysporum f sp. elaeidis
(Taquet, 1985). Les tests sont réalisés en flacon
d’Erlen meyer (25 ml) réguliéerement agité.
L’'incubation nécessaire a la germination des
spores a une durée de 15 heures, a la température
de 27°C. Le résultat des tests est établi sur un
total moyen de 150 a 200 spores. Les résultats
ont été exprimés en pourcentage d’'inhibition
calculé par rapport au taux de croissance du témoin
sans extrait racinaire.

% de germination du témoin - % de germination du motif
Taux d'inibition =

% de germination du Témoin

2.6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques de I'ensemble des
données sont effectuées avec les logiciels
« ANOVA , XLSTA7.1 » (ADDINSOFT, 2004). Ces
logiciels ont permis de faire I'analyse de
variance au seuil de 5 % et lorsqu’une différence
significative a été mise en évidence, les groupes
homogénes ont été constitués a partir du test
de NEWMAN-KEULS.

3. Résultats

3.1. Comparaison de la performance des
techniques d’extraction pour le marquage
de la tolérance des clones

Les résultats d'analyses du dosage des
composés phénoliques racinaires des clones ont
montré que la quantité de phénols extraits était
significativement plus importante avec la technique
d’extraction nouvelle que la technique d’extraction
classique. Ces résultats sont confirmés aussi bien
avec les clones non inoculés (Tableau 2) qu'avec
les clones inoculés (Tableau 3). Les résultats
d’analyses de I'évolution des phénols aprés
I'inoculation de I'agent pathogéne ont aussi
révélé que l'extraction par la nouvelle méthode
a libéré significativement plus de phénols apres
dosage que la méthode classique quelque soit
le temps d’incubation du Fusarium oxysporum
f. sp. elaeidis (Fig. 1).

11000 - 5 . . A .
10000 -

9000 -

8000 - . .

E 7000 - =====Extraction-Classique
§ 6000 1 — Extraction-Nouvelle
5000 - A. ;

4000 - e T
3000 - S ey
2000 ; . . .
TOJ T T3] T5J T8J
Temps

Figure 1: Evolution des teneurs globales en phénols des racines aprés inoculation du F.O.E. en fonction des

techniques d’extraction

Sci. Nat. Vol.6 N°2 : 117 - 123 (2009)



120

Sekou DiaBaTE et al.

Tableau 2: Comparaison en fonction de la technique d’extraction, des teneurs phénoliques globales des racines
de clones tolérants et de clones sensibles non inoculés : Moyenne mesurée sur cing individus

Source de variation ddl Sommg Carré F de Pr>F
des carrés moyen Fisher
Clone 1 4360818,517 4360818,517 517,958 < 0,0001
Extraction 1 84647039,905 84647039,905 10053,992 < 0,0001
Modalités Moyenne Regroupements
Nouvelle 9177,500
Couple A Test de Newman-Keuls (SNK) Classique 5053,700 B
Modalités Moyenne Regroupements
LMC 22 7407,000 A
LMC 077 6877,182 B
Somme Carré F de
Source de variation ddl des carrés moyen Fisher Pr>F
Clone 1 3380,000 3380,000 1352,000 < 0,0001
Extraction 1 146232320,000 146232320,000 58492928,000 < 0,0001
Modalités Moyenne Regroupements
Couple B Nouvelle 9317,000 A
Test de Newman-Keuls (SNK) Classique 3909,000 B
Modalités Moyenne Regroupements
LMC 119 6626,000 A
LMC 165 6600,000 B
Somme Carré F de
Source de variation ddl des carrés moyen Fisher Pr>F
Clone 1 416161,250 416161,250 166464,500 < 0,0001
Extraction 1 184923211,250 184923211,250 73969284,500 < 0,0001
Modalités Moyenne Regroupements
Couple C Nouvelle 9881,500 A
Test de Newman-Keuls (SNK) Classique 3800,000 B
Modalités Moyenne Regroupements
LMC 062 6985,000 A
LMC 204 6696,500 B

Tableau 3: Comparaison en fonction de la technique d’extraction, des teneurs phénoliques globales des racines
de clones tolérants et de clones sensibles inoculés : Moyenne mesurée sur cing individus

Somme des Carré .

Source ddl carrés moyen Fde Fisher Pr>F
Clone 1 16000000,000 16000000,000 47,727 <0,0001
Extraction 1 1072562500,000 1072562500,000 3199,417 < 0,0001
Temps 4 16546250,000 4136562,500 12,339 <0,0001

Modalités Moyenne Regroupements
Test de LMC 022 7035,000 A
Newman-Keuls LMC 074 6235,000 B
(SNK) Modalités Moyenne Regroupements

Nouvelle 9910,000 A

Classique 3360,000 B

3.2. Comparaison de la fongitoxicité des
phénols pour le marquage de latolérance
des clones

L'analyse de la fongitoxicité des phénols des
plantules inoculées extraites par les deux
méthodes a montré d’'une part I'existence de
différences significatives entre les niveaux de

fongitoxicité des composés phénoliques en
fonction des techniques d’extraction. La technique
nouvelle a permis de révéler des niveaux de
fongitoxicité bien plus élevés que les niveaux de
fongitoxicité qui ont été révélés par la technique
classique. D'autre part, les niveaux de fongitoxicité
des composés phénoliques du clone tolérant LMC
022 inoculé ont été significativement plus élevés
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que les niveaux de fongitoxicité du clone sensible
LMC 074 inoculé (Tableau 4). Des variations
significatives de niveaux de fongitoxicité des
composés phénoliques ont été observées au

cours du temps toujours avec des valeurs plus
élevées avec la méthode d’extraction nouvelle
contrairement a la méthode d’extraction classique
(Figure 2).

Tableau 4: Comparaison en fonction de la technique d’extraction, des fongitoxicité globales des racines de clones
tolérants et de clones sensibles inoculés : Moyenne mesurée sur cing individus

Source ddl Somme des carrés Carré moyen Fde Fisher Pr>F
Clone 1 3025,000 3025,000 383,799 < 0,0001
Extraction 1 400,000 400,000 50,750 < 0,0001
Temps 4 184,000 46,000 5,836 0,000
Modalités Moyenne Regroupements Pr>F
Test de Nouvelle 34,600 A
Newman-Keuls  Classique 30,600 B
(SNK) Modalités Moyenne Regroupements
LMC 022 38,100 A
LMC 074 27,100 B
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Figure 2: Evolution des teneurs globales en phénols des racines aprés inoculation du F.O.E. en fonction des

techniques d’extraction

4. Discussion

Plus le taux de phénol étudié sera grand plus la
probabilité de mettre en évidence de bons
marqueurs phénoliques de la résistance a la
fusariose sera forte. Dans ce but, le premier facteur
considéré a été I'amélioration de I'extraction. Celle-
ci dépend du solvant utilisé. Les résultats ont
montré que la technique d’extraction la plus efficace
consistait en une macération de 30 mn a ébullition
sous reflux, dans un mélange Ethanol 70 % - Eau
30 %, en présence d'un antioxydant, le métabisulfite
de sodium (MBS) qui a été ajouté au solvant de
macération afin d’éviter les phénomeénes

d’oxydation des phénols au cours de leur
extraction. Cette méthode a permis en effet
d’extraire en moyenne plus d’une fois de phénols
que la macération classique dans I'éthanol pur.
Elle a permis d'accéder aux phénols solubles en
solution dans le milieu cellulaire étudié jusqu’a
présent (Taquet, 1985 ; Diabaté, 1985 ; 1990) et
aussi aux phénols liées a la paroi cellulaire dont
le réle dans le processus de résistance aux
maladies a été reconnu (Ampomah & Fried, 1988).

L’'analyse des résultats a montré que la réaction
de défense du palmier a huile contre la fusariose
vasculaire se manifestait par la synthése de
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composés phénoliques. En outre, I'évolution des
teneurs phénoliques a indiqué des quantités plus
importantes de phénols chez les clones tolérants
que chez les clones sensibles. L'analyse des
résultats a aussi indiqué une activité antifongique
plus marquée chez les clones tolérants que chez
les clones sensibles. Ces résultats corroborent
ceux de Renard et al., (1986) qui ont constaté
dans les racines de palmiers inoculés, un
accroissement significatif de dérivés de I'acide
benzoique. Ces substances ont inhibé in vitro la
croissance du F.O.E.

En ce qui concerne I'anabolisme phénolique, une
accumulation importante de phénols en réponse
a une infection de la plante résistante a été
généralement constatée. Ce phénomene peut
concerner aussi bien les phénols simples que
les polymeres phénoliques (Ledeme, 1991, Zhu
& Yao, 2004). Chez les plantes sensibles par
contre, I'anabolisme phénolique suivant 'infection
ne s’accompagne d’aucun accroissement de
I'accumulation phénolique dans les tissus
racinaires de I'héte. Qualitativement, les extraits
alcooliques réalisés a partir de ces tissus s'averent
sans effet sur la croissance in vitro du champignon
(Bell et al., 1984 ; Basham, 1986 ; Trojaak & Berbec,
2005). Les résultats que nous avons obtenus chez le
palmier a huile confirment ces hypothéses et augure
une possibilité de mise en place d'un test précoce a
la fusariose du palmier a huile.

5. Conclusion

La ré-investigation des méthodes d’extraction
et de dosages des composés phénoliques a
permis de dégager les acquis suivants :

- d’abord une méthode de broyage a I'azote
liquide (-160°C) qui a permis d’obtenir une
poudre fine et homogéne a partir de 5 g de
racines. De plus la température de I'azote
liquide a permis de maintenir les tissus
racinaires congelés durant tout le temps
du broyage, ce qui a limité les risques de
dégradation des produits phénoliques.

- ensuite I'addition du Métabisulfite de
Sodium & 2 % dans le solvant de
macération a empéché I'oxydation des
phénols au cours de leurs extractions.

- en outre, I'extraction des racines broyées
dans un mélange Ethanol-Eau (70 %-30

%, v/v) a donné aprés dosage un extrait
moins riche en huile, et plus riche en
phénols. Ce qui a entrainé une activité
antifongique plus grande contrairement a
la méthode d’extraction classique avec
I'Ethanol pur. Ainsi la discrimination entre
clones tolérants et clones sensibles a été
facilitée.

- le dosage des phénols a aussi montré
gu'il existait une réponse phénolique des
plantules a l'inoculation du Fusarium
oxysporum f sp elaeidis les jours qui
suivaient cette inoculation. Cette réponse
était plus importante avec la nouvelle
méthode d’extraction que la méthode
classique.

Enfin, ces résultats sont particulierement
importants dans l'optique de la mise au point
d’'un test précoce détection de la tolérance a la
fusariose a partir du dosage des phénols
racinaires.
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