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Résumé : Tache bactérienne (BS) de la tomate (S. lycopersicum), provoquée par Xanthomonas spp., a savoir

X. euvesicatoria (Xeu) constitue I'une des principales menaces pour la production de cette culture dans le monde. Le

développement de nouvelles solutions de biocontréle contre cette maladie permettra d’améliorer les stratégies de gestion de la maladie.

moins a base de composés de Cu. Les nanoargiles, telles que la montmorillonite (NMT), ont fait I'objet d'études

pour leur activité antimicrobienne, ou comme outils d'administration/stabilisants pour des composés organiques, tels que

les huiles essentielles (HE), qui possédent également une activité antimicrobienne contre les agents pathogénes des plantes. Ce travail vise
pour évaluer comment l'application de NMT seule ou l'incorporation d'HE de S. montana sur des hétes infectés par Xeu (var.

Oxheart) affecte le statut redox des pousses et les mécanismes de défense antioxydants. Pousses in vitro , cultivées

sur milieu Murashige et Skoog, ont été divisés en deux groupes, infectés par Xeu et non infectés (t¢moin)

tire. Les pousses de chaque groupe ont ensuite été traitées avec NMT, S. montana EO, EO-NMT. Les résultats montrent que

le NMT a pu réduire la quantité de bactéries Xeu, tout en réduisant la production de ROS et en conservant le
niveaux de transcription des génes liés a la défense proches de ceux du contréle. Lorsqu'il est appliqué sur des personnes non infectées
pousses, les traitements ont déclenché la production de ROS et régulé positivement le phénylpropanoide et
voie hormonale, ce qui suggére qu’elles agissent comme éliciteurs de défense. Globalement, les résultats indiquent que
La NMT a le potentiel d'intégrer les stratégies de gestion de la BS, en raison de son activité antimicrobienne, et
que I'HE et/ou les nanoargiles pourraient étre utilisées avec succés comme nouvelles stratégies de prévention des maladies, car

ils renforcent la défense des pousses saines, limitant ainsi potentiellement I'établissement du pathogene.

Mots-clés : Satureja montana; nanoargile; Solanum lycopersicum; tache bactérienne; stress oxydatif ; produits naturels

antimicrobiens ; voie phénylpropanoide ; voies hormonales

1. Introduction

De nos jours, la lutte contre les phytopathogenes repose principalement sur des bactéricides a base de cuivre.
et les antibiotiques, et bien qu'il s'agisse de produits abordables et faciles a utiliser, avec une
action a large spectre [1,2], I'application continue de ces stratégies a conduit a I'apparition de
de souches bactériennes résistantes [3]. De plus, les directives de I'Union européenne interdisent |'utilisation de
antibiotiques pour contréler les phytopathogénes et promouvoir la réduction de I'utilisation du cuivre, et son
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remplacement par des alternatives naturelles et durables. Les nanomatériaux et les nanostructures,
tels que la montmorillonite nanoargileuse (NMT), ont fait I'objet d'études en raison de leur activité
antimicrobienne et de leur capacité a agir comme supports de produits antimicrobiens. De plus,
d'autres argiles inorganiques (par exemple le kaolin) ont été sous le feu des projecteurs pour leur
capacité a incorporer des antimicrobiens, tout en réduisant la phytotoxicité de ces composés et
en améliorant leur activité antibactérienne [4]. Cependant, les études sur I'effet de ces argiles sur
un pathosystéme sont rares.

Les nanoargiles sont des matériaux poreux inorganiques d'un grand intérét pour leur capacité
a incorporer des composés organiques, a savoir des huiles essentielles (HE), et pour une libération
controlée [5], la NMT étant I'une des plus prometteuses pour la délivrance d'HE. Le NMT est un
minéral phyllosilicate composé d'aluminium et de silice dans une structure laminaire, ce qui confére
une surface spécifique élevée, ce qui le rend idéal pour l'incorporation d'Eos entre les couches
d'aluminium et de silice [5]. D'autres recherches ont démontré que les composés actifs des EO et
des NMT forment des liaisons hydrogéne. De plus, les interactions hydrophobes sont également
importantes pour I'incorporation des EO dans le NMT ; cette hydrophobie peut étre modifiée en
ajoutant des tensioactifs, tels que le Tween20®, au mélange en augmentant I'espace entre les
couches et en facilitant I'intercalation de molécules hydrophobes entre ces couches (par exemple, les
composants EO) [6]. Ces nanoargiles sont naturellement abondantes, abordables et généralement
considérées comme non toxiques [7]. lls peuvent également augmenter la stabilité et la durée de
conservation de certains composés actifs et améliorer I'activité antimicrobienne des HE destinées a
étre utilisées dans I industrie agroalimentaire [8-10]. Leur activité antimicrobienne, combinée a leur
capacité a agir comme porteurs d’autres composés bioactifs, font des NMT un candidat exceptionnel
pour étre utilisé en agriculture, notamment contre les phytopathogénes [11,12]. Cependant, leur
interaction avec les cultures et les mécanismes impliqués dans les défenses des plantes ne sont pas encore ¢

Les HE sont des mélanges hautement concentrés de composés volatils de faible poids
moléculaire, extraits de plusieurs parties de plantes (c.-a-d. tiges, feuilles, graines, fruits et fleurs )
[13,14]. Certaines de ces HE ont des propriétés antimicrobiennes bien caractérisées, principalement
dues a la présence de dérivés du phénylpropéne (par exemple, I'eugénol, le méthyleugénol, I'anet-
hole, I'estragole) et de terpénoides (par exemple, le limonéne, le linalol, le carvacrol et le thymol) [15, 16].
L'activité antimicrobienne de ces produits botaniques a été évaluée principalement contre les maladies d'origine
alimentaire [17-19]. Des études récentes ont également révélé que les HE présentent une activité antimicrobienne
contre les phytopathogénes, a savoir Xanthomonas spp. [20,21]. Peu d’ HE ont encore été testées contre les
souches de Xanthomonas responsables de la maladie bactérienne des taches (BS). Par exemple, les HE du genre
Satureja, a savoir S. spigera et S. hortensis [ 22,23], ont révélé un potentiel antimicrobien contre ces bactéries
pathogénes. Ainsi, d'autres espéces de Satureja ayant une teneur élevée en terpénes et en phénols (par exemple,
S. montana) devraient étre évaluées en fonction de leur potentiel antimicrobien contre Xanthomonas spp,
responsable de la BS. Par exemple, S. montana (sarriette) est trés riche en HE [24], qui sont principalement
composées de terpénoides (c.-a-d. carvacrol, linalol et thymol) et ont une activité antimicrobienne contre les agents
pathogénes bactériens (par exemple Staphylococcus aureus) [25 ].

Malgré tout le potentiel des HE comme alternative viable aux pratiques conventionnelles de controle des
agents pathogénes, leur application nécessite encore quelques améliorations, principalement en ce qui concerne
la volatilité de certains des composés des HE [26]. Récemment, certains supports ou systémes d'administration
(par exemple, les nanocomposites) ont démontré une réduction de la volatilisation de I'OE, tout en augmentant sa
solubilité dans les solvants aqueux et en améliorant son activité antimicrobienne [26,27].

Certains autres candidats prometteurs, tels que les nanoargiles, pourraient servir d’outils de fourniture d’EO [28].

Xanthomonas est un genre bactérien qui infecte une grande variété de cultures et de plantes sauvages, étant
responsable de maladies entrainant des pertes économiques importantes [29]. La tomate (Solanum lycopersicum
L.), 'une des cultures maraicheres les plus importantes au monde (FAOSTAT, 2019), est omniprésente menacée
par des maladies bactériennes, parmi lesquelles la tache bactérienne de la tomate [30]. Cette maladie est causée
par quatre espéces de xanthomonades (Xanthomonas euvesicatoria ; X. vesicatoria ; X. perforans ; X. gardneri)
[31]. Parmi ceux-ci, X. perforans et X. gardneri ne provoquent des maladies que chez la tomate, tandis que X.
euvesicatoria (Xeu) et X. vesicatoria affectent d'autres cultures (par exemple les poivrons) [32]. BS affecte les
parties aériennes de la plante (feuilles et tiges) avec le
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apparition de Iésions sombres, jaunissement des feuilles, finalement défoliation et Iésions apparaissent
sur le fruit [33,34]. Les souches de Xanthomonas isolées de plusieurs cultures (par exemple, Phaseolus
vulgaris et Capsicum annum) auraient été résistantes a plusieurs antibiotiques et métaux (dont le Cu)
[35]. Il est donc essentiel de trouver de nouvelles mesures de contrdle naturel contre ce type de
phytopathogéne.

Ce travail vise donc a expliquer les effets du NMT et de 'EO-NMT de S. montana, apres 3 jours
d'application sur des pousses de tomates in vitro inoculées avec Xeu, aux niveaux moléculaire et
physiologique. Cette étude apporte de nouvelles connaissances sur les moyens des formulations NMT
et EO-NMT dans les tissus de tomates et leur efficacité antimicrobienne contre Xeu lorsqu'elles sont
appliquées sur les feuilles, mettant finalement en lumiére son application potentielle en tant qu'outil de
gestion des maladies dans les conditions des plantes. Ces données contribueront a I'évaluation du
potentiel des nanoargiles et des formulations en tant qu'alternatives vertes et respectueuses de

I'environnement pour la gestion du Xeu dans les tomates. Ce travail élucide également I'utilisation
potentielle du NMT comme antimicrobien ou comme support d’EO-nano.

2. Matériels et méthodes
2.1. Préparation des huiles essentielles et des formulations

Une huile essentielle certifiée biologique de S. montana a été achetée auprés de la distillerie
Florihana (Caussols, France) et sa densité a —20 - C était de 1,02 g cm-3.. Une simple émulsion
EO-eau a été préparée en mélangeant de I'EO de S. montana (3,92 uL) avec du Tween20® (3,63 L)
jusqu'a une concentration finale de 0,4 mg mL-1 et un volume final de 10 mL. La concentration utilisée
a été sélectionnée sur la base de nos études précédentes (non publiées), fondées sur la concentration
minimale bactéricide (MBC), qui était la méme concentration que celle utilisée ici. Pour I' émulsion EO
— eau, de I'eau MilliQ stérile a été ajoutée lentement tout en vortexant a 3 200 tr/min (VWR, Radnor,
PA, USA). Pour la formulation, de la montmorillonite (NMT) a été ajoutée a une concentration finale de
1 % (p/v) (0,1 g) et vortexée pendant 2 min a 3 200 tr/min (VWR, Radnor, PA, USA), avec un volume
final de 10 mL. Enfin, les ondes ultrasonores ont été appliquées sur la formulation a I'aide d'un
perturbateur cellulaire a ultrasons équipé d'une micropointe (MicrosonTM) (10 cycles de 5 s avec une
pause de 10 s entre les cycles a 10 W).

2.2. Culture de pousses, inoculation et traitements

Les graines de tomates (S. lycopersicum var. Oxheart), achetées auprés d'un fournisseur
commercial (Vilmorin, France), ont été désinfectées en surface avec une solution d'eau de Javel
commerciale a 40 % (v/v) (Pavao®) pendant 20 min. Les graines ont ensuite été lavées trois fois dans
de I'H20 désionisée stérile et placées dans un milieu 1/2 MS (30 % (p/v) de saccharose ; 0,7 % (p/v)
d'agar ; pH = 5,6-5,8) pour la germination. Deux semaines aprés la germination, les pousses ont été
transférées sur un milieu MS (0,5 mg L-1 de benzyladénine (BAP) ; 30 % (p/v) de saccharose ; 0,7 %
(p/v) d'agar ; pH = 5,6-5,8) pour la prolifération des pousses . . L'incubation a eu lieu dans une chambre
de croissance végétale a 24 + 0,5 - C, avec une intensité lumineuse photosyﬁih,étique maximale de 250
pmol m-2 s sous une photopériode de 16:8 h (lumiére : sombre). Toutes les deux semaines, les
pousses étaient utilisées comme source de nouvelles pousses. Apres trois mois, les pousses ont été
repiquées dans du milieu MS sans supplémentation en BAP pendant 7 jours. Ensuite, les pousses
d'une longueur de 10 cm ont été sélectionnées et divisées au hasard en groupes pour les traitements
individuels comme suit : (A) non infectées (témoin négatif) — C ; (B) infecté par Xeu (contréle positif) —
X; (C) non infecté + traité avec S. montana EO — S ; (D) infecté + traité avec S. montana EO — XS ; €
non infectés + traités avec la formulation — SNMT ; (F) infecté + traité avec la formulation — XSNMT ;
(G) non infecté + traité avec de la nanoargile NMT — NMT ; (H) infecté + traité avec de la nanoargile NMT — XNM'

Une souche de référence de X. euvesicatoria LMG 905 a été obtenue auprés de la collection
bactérienne BCCM/LMG (Université de Gand, Belgique) et conservée a —80 - C dans 30 % (v/v) de
glycérol, dans la collection du laboratoire MDE (FCUP, Portugal). ). Les bactéries ont été cultivées dans
un milieu extrait de levure-dextrose-CaCO3 (YDC). Pour l'infection, les pousses ont été plongées
(pendant 30 s) dans une suspension de X. euvesicatoria LMG 905 dans du PBS (tampon phosphate
salin, pH = 7) avec une densité optique a 600 nm (DO600) de 0,1 UA. Apres cela, les pousses ont été
transférés dans de nouvelles boites stériles avec un milieu MS-agar. Trois jours aprés l'infection, les traitements ¢
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réalisée en pulvérisant la page adaxiale des feuilles avec 1 mL de la solution de traitement,

selon les conditions expliquées ci-dessus. De 'eau MilliQ stérile a été utilisée pour les contrdles
positifs (infectés) et négatifs. Un jour aprés I'application des traitements, les pousses ont été
réduites en poudre dans du N2 liquide et conservées a -80 - C pour toute analyse ultérieure.
Deux expériences temporelles et indépendantes ont été réalisées, avec 10 pousses par condition.

2.3. Quantification de X. euvesicatoria

X. euvesicatoria a été quantifié par RT-PCR en utilisant le systéme de détection PCR en
temps réel CFX96 ™ (BioRad, Hercules, CA, USA), et en suivant la méthode décrite par Moretti et
al. [36], avec les amorces suivantes (xeu2.4 — CTGGGAAACTCATTCGCAGT, Forward ; xeu2.5 —
TTGTGGCGCTCTTATTTCCT, Reverse), avec une taille de produit final de 208 paires de bases
(pb). Pour chaque réaction, 10 uL de NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x), ROX plus
(NZYTechTM, Lisbonne, Portugal), 0,8 uL d'amorce directe et inverse (10 mM), 0,4 uL de H20
traitée au DEPC et 8 puL de Une matrice d'ADN a été utilisée. Les conditions suivantes ont été
utilisées pour les amplifications : 95 - C pendant 1 min suivi de 40 cyclesde 5sa95-Cet15s a
60 - C. L'analyse de la courbe de fusion a été réalisée, commengant & 65 - C et allant jusqu'a 95
o C avec un incrément de 0,5 - C pour chaque cycle de 5 s. Les réactions ont été réalisées en triple
et en parallele avec une courbe standard utilisant des dilutions standard de 108 a 101 cellules de
Xeu LMG 905. L'efficacité des amorces a été évaluée a l'aide du mineur PCR en temps réel ,
comme décrit par Zhao et Fernald (37). Ces efficacités calculées ont été utilisées pour obtenir les
Cq corrigés pour chaque courbe d'amplification. Pour déterminer la quantité de Xeu présente dans
les pousses, la courbe standard expliquée ci-dessus (R2 = 0,994) a été utilisée.

2.4. Contenu en espéces réactives de
l'oxygéne 2.4.1. Quantification du peroxyde

d'hydrogéene (H202) Pour quantifier le peroxyde d'hydrogéne, la méthode spectrophotométrique,
décrite par Alexieva et al. [38], a été utilisé. En bref, 50 mg de tissu en poudre ont été macérés
dans 2 ml de TCA (acide trichloroacétique) a 0,1 % (p/v), a l'aide d'un mélangeur-broyeur (Retsch
MM400, Haan, Allemagne), avec une fréquence d'agitation de 30 s—1 po. conditions froides.
L'homogénat a ensuite été centrifugé a 12 000 x g pendant 15 min a 4 - C, puis 500 pL de
surnageant ont été collectés et mélangés avec 500 pyL de tampon phosphate 0,1 M (pH = 7) et 1
000 pL d'iodure de potassium (KI) 1 M. Le mélange a été homogénéisé avec un mélangeur vortex
(VWR, Radnor, PA, USA) pendant 5 s a 3 200 tr/min et incubé dans I'obscurité, a température
ambiante pendant 60 min. Les absorbances des échantillons ont été enregistrées a A =390 nm
avec le spectrophotometre a lecteur de plaques Multiskan ™ GO (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA). Une courbe standard a été réalisée avec des concentrations connues de H202, comprises entre 0 ef
Les résultats ont été présentés en mmol de H202 par g de poids frais (FW).

2.4.2. Quantification du radical superoxyde (02-

-) Pour semi-quantifier le radical superoxyde (O2- -), la méthode décrite par Gajewska
et Sklodowska [39] a été utilisée, avec les modifications décrites par Costa-Santos et al. [40].
En bref, les échantillons de tissus (50 mg) ont été homogénéisés dans 2 mL de tampon d'extraction
(tampon phosphate 0,01 M (pH = 7,8), 0,05 % (p/v) NBT (nitroblue tetrazolium) dissous dans 100
uL de DMSO ( diméthylsulfoxyde) et 10 mM d'azoture de sodium) et vortexé pendant 30 s a 3 200
tr/min (VWR, Radnor, PA, USA). Le mélange a été incubé pendant 1 h, a I'obscurité, a température
ambiante. Les échantillons ont été centrifugés a 13 000 x g pendant 2 min a 4 - C. Apres
centrifugation, 1,5 ml de surnageant ont été collectés et incubés a 85 °C pendant 10 min dans un
bloc chauffant (VWR, Radnor, PA, USA). Les échantillons ont ensuite été placés a 4 - C pendant
10 min pour arréter la réaction. L'absorbance (Abs) a été enregistrée a 580 nm a l'aide du
spectrophotométre pour microplaques Thermo Scientific™ Multiskan™ GO (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA). Les résultats ont été présentés en Abs par g de FW.
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2.5. Evaluation de la peroxydation lipidique par quantification du MDA

La peroxydation lipidique a été déterminée par la production de malondialdéhyde
(MDA), comme décrit par Hodges et al. [41]. Succinctement, 50 mg de tissu en poudre
ont été macérés dans 2 ml de TCA 0,1% (p/v) a I'aide d'un mélangeur-broyeur (Retsch MM400,
Allemagne) avec une fréquence d'agitation de 30 s-1 , dans des conditions froides. Aprés centrifugation
(10 000 xg, 10 min, 4 - C), 250 uL du surnageant ont été mélangés a 1 000 uL de TCA 20 %
(p/v) représentant un contréle négatif (-TBA), et 250 pL supplémentaires de surnageant ont été ajoutés
a 1000 uL de TCA 20 % (p/v) + TBA (acide thiobarbiturique) 0,5 % (p/v) (+TBA). Les échantillons
ont été incubés a 95 - C pendant 30 min dans un bloc chauffant (VWR, Radnor, PA, USA) et réfrigérés
sur la glace pendant 10 min pour arréter la réaction. Les absorbances ont été enregistrées a 600 nm et 532 nm,
a l'aide du spectrophotométre pour microplaques Thermo Scientific™ Multiskan™ GO (Thermo
Fisher, Waltham, MA, Etats-Unis). Les résultats ont été exprimés en mmol d'équivalents MDA
(mmol MDAE) par g de FW. Les MDAE ont été calculées comme suit (1).

- Abdos+a déterminer ) — Abs-TBA - Abdos+a déterminer
600

(Abdos + a déterminer
MDAE = %) 532 600 109 )
157 000

2.6. Analyse de I'expression génétique

Pour évaluer les niveaux d'expression des pousses, 100 mg de tissu en poudre ont été utilisés pour
extraction d'ARN total, avec NZYol (NZYTechTM, Lisbonne, Portugal), selon les directives du fabricant.
Aprés l'isolement de I'ARN, les échantillons ont été traités avec NZY DNase |
(NZYTechTM, Lisbonne, Portugal), selon les instructions du fabricant et 'ADNc
a été synthétisé a l'aide du kit de synthése d'ADNc NZY First-Strand (NZYTechTM, Lisbonne,
Portugal), selon les instructions du fabricant. L'ADNc a été dilué dans de I'eau MilliQ
et stocké a -20 - C jusqu'a utilisation. Deux génes domestiques, I'ubiquitine (ubi) et la tubuline
(baignoire) ont été utilisés pour normaliser les niveaux d'expression relatifs (tableau 1). Transcriptions appartenant
aux voies de défense biotiques contre le stress, a savoir (a) la synthése des caroténoides : caroténoide
isomérase (crtiso) ; (b) voie phénylpropanoide : chalcone synthase 1 (chs1), phénylalanine
ammoniaque-lyase 5 (palb); et (c) réponse hormonale : oxophytodienoate réductase 3 (opr3),
L'ABA aldéhyde oxydase (aao) et I'aminocyclopropane carboxylate oxydase 3 (aco3) ont été
quantifié par RT-qgPCR.

Tableau 1. Séquence de I'amorce et température d'hybridation des génes sélectionnés pour les voies phényl-propanoides

et hormonales de la tomate.

Gene Apprét Séquence Recuit Tallle du produl Référence
Température (- C) (pb)
, Avant GGACGGACGTACTCTAGCTGAT
ubi Inverse AGCTTTCGACCTCAAGGGTA 60 134 [42]
Avant AACCTCCATTCAGGAGATGTTT
Inverse TCTGCTGTAGCATCCTGGTATT 60 180 [42]
_ Transférer GTTTGTAATCTTGGGTTTCCAGCA
crtiso Inverse TTGCCTTGTGGGTTTCAAGC 60 " [43]
Transférer TGGAGGAGAATTTGAAGAATGCTG
copain Inverse TCCCTTTTCCACCACTTGTAGC 60 136 [43]
Avant ACCAACAAGGTTGCTTTGCC
chs1 Inverse GAGATTCACTGGGTCCACGG 60 135 [44]
Avant CCAGGGCACAAACACAATCAA
ase Inverse GTCGTAAATAATATCAGACTG 60 154 [45]
Transférer ATGGACTCTAATCCACTCAGCCTTG
opr3 60 152 [46]

Inverser TCACTGCCAAGTCTGCCTGCTTCAG

Forward GAAGGCTATGGAAGCTAATGTGG
aco3 60 104 47
Inverse ATGTGTTTAATTAGCTACGTTTTG
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Les réactions RT-qgPCR ont été réalisées a l'aide du thermocycleur CFX96 Touch ™
(Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Pour chaque réaction, 2,5 yL d'’ADNc total
premier brin, 10 uyL de NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x), ROX plus (NZYTech™,
Lisbonne, Portugal ), 0,8 uL d'amorce directe et inverse (10 mM), et 5,9 uL d’eau MilliQ ont été utilisé
Les amplifications ont été standardisées comme suit : 95 - C pendant 1 min suivi de 50 cycles
de5sa95-Cet15sa60-C.L'analyse de la courbe de fusion variait de 65 - C a 95 - C avec
un incrément de 0,5 < C par cycle de 5 s.
Un mineur PCR en temps réel [34] a été utilisé pour calculer I'efficacité des amorces et déterminer
les valeurs Cq des courbes d’amplification.

2.7. Extraction et quantification d'hormones

L'extraction des phytohormones 6-benzylaminopurine (BAP), acide abscissique (ABA), acide
gibbérellique 3 (GA3), acide indole-acétique (IAA), acide jasmonique (JA), jasmonate de méthyle
( MeJA) et acide salicylique ( SA) a été réalisée comme décrit par Van Meulebroek et al. [48].

Pour cela, 100 mg de tissu ont été homogénéisés, par vortex pendant 2 min a 3200 tr/min (VWR,
Radnor, PA, USA), avec 1 mL de tampon d'extraction froid (—20 - C) composé de 75 % (v/v)

méthanol, 20 % (v/v) d'acide formique et 5 % (v/v) d'eau stérile MilliQ. Les échantillons ont

ensuite été soumis a une extraction a froid, pendant 12 h a =20 - C. Aprés extraction, les

homogeénats ont été centrifugés (17 000 x g pendant 5 min a 4 - C) et le surnageant a été

collecté et conservé a -80  C. Avant la quantification, 500 pL de surnageant ont été transférés dans Ami
Unités de filtration ultracentrifuges, centrifugées pendant 10 min a 17 000 xg, a 4 - C.

Les échantillons ont été collectés et filtrés a travers un filtre seringue en PTFE de 0,2 ym avant
quantification.

L'analyse chromatographique a été réalisée dans un systéeme Shimadzu LC-20 équipé d'un
détecteur a réseau de diodes (DAD) de proéminence SPD-M20A et d'un injecteur d'échantillon externe
a six ports Rheodyne 7725 . Une colonne Luna Omega Polar C18 a phase inversée (150 x4,6 mm; 5
um, Phenomenex) avec une colonne de garde (Luna Omega Polar C18 4 x 3,0 mm, Phenomenex ) a
été utilisée comme phase stationnaire. L'élution a été réalisée en mode gradient avec un mélange
d'acide formique a 0,1% (v/v) dans de I'eau ultra pure et du méthanol (60:40, (v/v) pour le solvant A et
40:60 (v/v) pour solvant B, respectivement). Le programme d'élution par gradient a démarré avec 0%
de solvant B pendant 9 min. Ensuite, le solvant B a augmenté jusqu'a 100 % en 0,01 min. De 9,01 a
22,0 min, la contribution du solvant B était constante. A 22,0 min, les conditions initiales ont été rétablies
en 0,01 min et maintenues pendant 8,0 min pour assurer I'équilibre de la colonne. Le débit a été
maintenu a 1,0 mL min—1, le volume d'injection était de 20 uL et la colonpe LC a été maintenue a une
température ambiante contr6lée (+2 - C). La détection et la quantification des pics ont été effectuées a
I'aide du logiciel LabSolutions version 5.60 SP2 (Simadzu Corporation). L'acide gibbérellique 3 (GA3),
la benzyladénine (BAP), I'acide indoleacétique (IAA), I'acide salicylique (SA), I'acide jasmonique (JA) et
le jasmonate de méthyle (MeJA) ont été détectés a I'aide d'une longueur d'onde de 206 nm, tandis que
I'acide abscissique (ABA) a été détecté. détecté a 254 nm.

La méthode HPLC — DAD proposée a été validée conformément aux lignes directrices de I'lCH
pour la validation des procédures analytiques [49]. La linéarité et la portée, les limites de détection
(LOD) et de quantification (LOQ), la précision et I'exactitude ont été évaluées. Les résultats ont été
exprimés en ng de chaque hormone par g de FW. Les détails sur les procédures expérimentales et les
résultats analytiques sont inclus dans le matériel supplémentaire.

2.8. Analyse statistique

L'expérience a été réalisée deux fois, dans des tests indépendants. Dans chaque essai
indépendant, dix pousses par condition/traitement ont été utilisées, pour I'analyse de chaque parameétre.
Les comparaisons entre les traitements ont été effectuées a I'aide du test ANOVA unidirectionnel
(Graphpad ™ Prism 9, San Diego, CA, USA). Pour les comparaisons statistiques, le test de comparaison
de Dunnett a été utilisé, avec un intervalle de confiance de 95 %.
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3.1. X. euvesicatoriaQuantification
La quantification du atho%%ne a montré que Xeu était présent dans toutes les cellules inoculées.

conditiohié SXEENEATSR Y BENQRIR B M ARG SHS IS NHIT kBl 58 LR S IO (8s sl ngculees.
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Figure 1. Quantité de X. euvesicatoria dans les pousses infectées de S. lycopersicum, par g-PCR. Les valeurs sont

Figure 1. Quantité de X. euvesicatoria dans 0ous, infectées de S. lycopersicum , par g-PCR. Les valeurs sont . . oo
%represer%es Sous forme de moyenne * !‘335 E)n = f?fﬁes moyennes mgrqgees dJe Ia me qe Igi ré né sont pas significativement différentes

envoyé comme m%/enne + SD(Sn = 3%.( Les moyennes marquées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes
selon le test de Dunnett (p < 0,05). X : pousses infectées non traitées ; XS : pousses infectées traitées
selon le test de Dunnett (p < 0,05). X : pousses infectées non traitées ; XS : rgousses infectées traitées avec I'HE de S. montana ;

E(§ %Q%ngﬁ asnsé9 S%ﬁl\ﬁt ?ﬁ@ﬁtgggsﬁ\ﬁ gc%%efz%r réll gttla,%na%g\%r}lgr?ﬁu%(t)lgn M%O&QMTEO + NMT ; XNMT : pousses infectées
po'ﬂ@ggﬁrﬁamgvaitées avec NMT.

3.2. Contenu en espéces réactives de l'oxygéne
3.2. Contenu en espéces réactives de l'oxygéne
Le peroxyde d'hydrogene n'a pas montré de changements significatifs lorsque les traitements ont été

cte SRR R LTRSS ) AP RS R R SIrishangs ikt fioplioalile Jorequs ISR SRR EMR M),
ARRliE SO ALPLBRHSRE R A5 AEle S RRL ISR BT 2Rl A eRIER Pleg i par Xeu (X)
PALRRI A FRURIE BEABHI Y SFRBRTAl HASREIREAGPIEAL S LI A R 5 PapRlation des
trcg@”m@gm%ﬂ?m Leaagyga@ygﬂqgtsg; |<§b$t|'ﬂ?a'r’18?1 Concernant le radical superoxyde, il a été
COPSRIARIINLS (iRl rrsozyde i aon MicelameslRs BARSRLIBANIFRABLaPPlication des
desTALGRRCNLS (EIIHLUIRES SR b AP TR BB RINMT L RETRS PUSRARSALINEH RS (RiaVER 26)< 0,05).
(Fiavesgr (2 Pisperiesdectist S RSRIMRICKS Y CIRTSBIRIESENa LppRgritrrtiement it Slevée (p < 0,05).
NiYESMXRRE (ARP At FHARAIBIEIgRfRIRRE (5 k(DigBieidh terrRlicHiend LR & RULISOEFQ s .
L'eenstiion @ cerguit danpadramestation sinifisatiise(pore R £®la:te88t ShfRcallesRaHBssxiDfes!es
(Figesg 9)nfv8RERIRNFalfi AN SSRIEr Ok 8BS BBIORATES e tEiRa S AREEHR TPaPIRER SiNSAHYR U Dositif.

contrdle (X).

3.3. Evaluation de la peroxydation lipidique par quantification du MDA

La teneur en MDA des pousses de tomates a augmenté de maniére significative (p < 0,05) lorsque le S. montana
Une émulsion EO-eau a été appliquée sur les pousses non infectées (Figure 3a). Cependant, lorsqu'il est
appliqué seul ou en tant que support d'EO, le NMT n'entraine aucun changement significatif dans le MDA des pousses.
contenu. L'application de la formulation a entrainé une diminution significative (p < 0,05) de la

Teneur en MDA des pousses infectées par rapport a X (Figure 3b).
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(X).
(a) (b)
H,0, Content H,0, Content
0.0006 0.0006
L 1 _L % G 7 -
S - = -
& 0.0004 " - % 0.0004 *
z T
‘—g' 0.0002+ = 0.00024
e :
0.0000 0.0000-

T
SNMT NMT X XS XSNMT XNMT

o
>
(7]

e (X)

bmparaison

non infectées tralfees avec I'HE dse S. msgmana N%T\IMT pousses non mfectees traltees avec"‘a formuﬂlon S. montana

E(?:lgure O RSSO R e Saliges Q%%t&@ﬁw&%%@ﬁmﬁmqam appﬁad{aﬁpbsatlon
'g %&qﬁeﬁenfectges tf%&agecw%qwamxmqﬂ} Wﬁﬁsj oS rgﬁ 5 %repreggn alt?ments (a,
f°r’&iﬂﬁﬂ¥1ﬁ€8# r@%@hé‘{@?t{M@s@@éﬁ@@@%ﬁ%&?ﬁ%ﬂ%m@m&em@mcte (X) par
SFRRSS (RECRERIES AR BIMIprSNMIRAARRARE A PRI FRIRIRLERE (b e W6R BrolRtEsSaBk RS Pré-
rerREYSVALSRBINM B8 YA MR ANBS HRlo|RBRRY RRRHIRRLUS RS BRI SRRt R el IS TmsRe ST RalR R des

controle specﬁf selon Ja comparaison Dunnett (p < 0,05). C : pousses non traitées non infectées controle selon la

i BRYGIE A 8 ificativec(PHELRS 9rRAHiSHg S- mon-
NMT :un- X : pousses |nfectees non traitées ; SB&ousses non infectées traitées avecIHE de 8. montana ; SNMT : non infe
L'&uontsiaitéasaaizen ¢a foanstéatippligu deatanesid usbid o N Miectsmssdes uren3afe Cépsridaitd e enpeeltefo poutsemidectées

ap ﬁé‘é%“@éﬁoaﬁi‘%%p@?ﬁ%ﬁw‘%‘ﬁHﬁﬂ%ﬁuﬁif#‘%géﬁwagnmuaﬁ?amg%ge&ohégegs avec S.

cté

TR B e SRR TR R VSRS 0 BB e RRrt o

la teneur en MDA des pousses infectées par rapport a X (Figure 3b).
3.3. Evaluation de la peroxydation lipidique par quantification du MDA

La teneur en MDA des pousses de tomates a augmenté de maniére significative (p <0, 05) lorsque I'
(a) énhiRId R eroXdatians . mon-tana a été aggl)quee aux pousses nbiPist&geRsidalaR 3a). Cependant, lorsqut

2500+ est appliqué seul ou comme support d'EO, le N¥PP4entraine aucun changement significatif dans les pousses.

T 2000+ Contenu . L'application de la formulation7a %Btga né une-diminution significative (p < 0,05) de la teneur
%,1500_ en;MDA des pousse.?_infect’ par rapport a ),(Figufe 3b).
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pousses non traitées (témoin positif) ; S : pousses non infectées traitées avec I'HE de S. montana ; SNMT : pousses
non infectées traitées avec la formulation S. montana EO + NMT ; NMT : pousses non infectées traitées au NMT ;

XS : pousses infectées traitées avec I'HE de S. montana ; XSNMT : pousses infectées traitées avec S. mon- 134
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I'émulsion sur les pousses infectées par Xeu (XS) a conduit a une régulation négative significative ( p < 0,05).

eheh (Frigieréd).

_—
=

(@) crtiso crtiso

e

-
2]
1

_|
_|

Relative Quantity
N
L
Relative Quantity
(=]
1
L
*

|
H

o
[l
o

L

c X é SNIMT NMT X Xs XSNMT XNMT

pals pals

—_—
2)

~—
—_
o

60 * 2.5=

50 &
) 40 2 2.0+ *
£ 30 g7 s
E €
g10 S 1.5+
<] =) a -
2 2104 L
T 5 k]
° - i K
x = =[ © 0.54

0 T T T 0.0+

c X s SNMT NMT X XS XSNMT XNMT

(e) chs1 () chs1

4 1.5

*
1

3.e) . z
E * E 1.0 ==
g A g
<] 2 1 (<]
[ o
2 =
2 % 0.5+
CRE il © >
[ = 4

0 - T T —_— 0.0

c X s SNMT NMT X XS XSNMT XNMT

Figure 4. \Viveany @ pssipsiaBsigsngénes digs wicsattanitir (erise) aiphemhsioplineranpiieet chs1),
qeprddErs et | B riRGRX (@os, g cepess ante ittfist ésiteaitssd pivis{eveyntpals pb<itis () gpantéigsqraa R EeqCR. riarc,e)
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sepseaienided MVRBR SR SRONRCRI RIS GIEa8ERHRPRE TRRRE I HRATEI PASHH Al ESHiﬁﬂéeﬁo‘é?d?%
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pousses non traitées; S : pousses non infectées traitées avec I'HE de S. montana ; SNMT : pousses non infectées traitées
avec la formulation S. montana EO + NMT ; NMT : pousses non infectées traitées au NMT ; XS : infecté
pousses traitées avec I'HE de S. montana ; XSNMT : pousses infectées traitées avec S. montana EO + NMT

formulation; XNMT : pousses infectées traitées au NMT.
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pousses non infectées traitées avec I'HE de S. montana ; SNMT : pousses non infectées traitées avec la formulation S.
montana EO + NMT ; NMT : pousses non infectées traitées au NMT ; XS : pousses infectées traitées avec I'HE de S.
montana ; XSNMT : pousses infectées traitées avec la formulation S. montana EO + NMT ; XNMT : en- 135
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Le gene de I'ABA aldéhyde oxydase (aao) était significativement (p < 0,052, régulé positivement dans le Le géne de
I'ABA aldehyde oxydase’(aao) etait significativement (p < 0,05) régulé positivement dans

pg?“rgﬁ%%%el?tcéﬁﬁ%?é %(ggétgl:fo(rgpag?gg)?E.gggltirgila%gﬁgatif (p < 0,05). L'application de for- les pousses infectées par Xeu,

La mulation sur les pousses non infefctéesa égal ment ?ond it a une réqulation positive significative (p < Ooogg e l'aao. de
la formulation surles pousses non infectées a €galement conduit'a une régulation positive significative'(p < 0,05).

A traire, le NMT a régulé négativement ce géne dans.les pousses non infectées de S. lycopersicum d'aao. Au contraire,
e \NEPPs regulé negaﬁverﬂen ceggene e & §ﬁycoper5|cu ROR IATecre. yeop

AEIPHER R ) TPl Sl RISt o8 A SORELG 196 Bealion Bl ggfgao dans tos pousses de
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ﬁ&BBFFc&%ér?ooéfémi&%r?%} &eambﬂmgtg&lgaggg@n et de la formulation EO-eau aux transcrits (p <0,05) (Figure 5c).
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Frgre 5. Nikeaiux dexpression des génes liés aux voies ABA (aao), JA (o) et éttytane B )dans les pousses de tomates,
qlandifespardsdsqROBMatese oreptifieatepatdR ThiyRE R $aycled wprdsentent lefeniésidmités; les groupes non infectés/traités

A waaoledlegasitifcX).(paf, fprprdntamtrdleniegalit ¢e) ; (b, d, f) représentent les niveaux du contrdle positif (X) par rapport
iAOLRRRIAIREAPRETAIRSIPILY BRPPALR R b RERIT Xl [RYtaDIRE Y RIS WSISQRS BERS PR RS IO foiP TR RRSyenne + SD
VRGP thERQVRIEY S (RS RS, H& DARISHRA1R SOMTIRUSARR L UiFTE U™ salamsih BMmRugisen Dunnett (n = 3). Les

test des fils (p <.0,05). C : pousses non infectées et non fraitées ; X : pousses infectées non traitées ; S : test des pqusses non
in ect%es {p Lp 0,0%’). % : poupsses non ?ﬁ}ec{ges efnon ?ra&eaes ; ?( : po@sses ?nsfec{ges non ?raltteaes ; % : pousses no Q|n ectsees

traité avec I'HE de Satureja montana ; SNMT : pousses non infectees traitées a 'HE de Satureja montana + NMT traitées a
I'HE de Satureja montana’; SNMT : pousses non infectées traitées avec Satureja montana EO + NMT

formulation; NMT : pousses non infectées traitées au NMT ; XS : pousses infectées traitées avec Satureja
I'HE du Montana; XSNMT : pousses infectées traitées avec la formulation Satureja montana EO + NMT ; XNMT :
pousses infectées traitées avec NMT.
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3.5. Quantification des

hormones La méthode HPLC-DAD validée a été appliquée pour déterminer le profil des

phytohormones dans les pousses de tomates soumises aux différentes conditions. Dans ce contexte,
les niveaux d'lAA des pousses non infectées traitées avec la formulation EO + NMT ont augmenté

de maniére significative (p < 0,05) (Figure 6a). L'application de formulations NMT et EO + NMT sur

les pousses de tomates infectées a également entrainé une augmentation significative de la teneur en IAA (Fi

Quant a GA3, ABA, JA et MeJA, aucun changement significatif n'a été observé dans les

échantillons par rapport aux controles respectifs (C et X) (Figure 6¢ — j). Les niveaux de BAP et
de SA ont également été évalués, bien qu'ils soient inférieurs au seuil minimum de quantification
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Figure 6. Quantification phytohormonale de I'lAA (a, b) ; GA3 (c,d); ABA (e,f); JA (g,h); et MeJA (i,j) par
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HPLC-PAPA. (a,c,e,g,i) représentent les niveaux sur les groupes non infectés/traités et le contrdle positif (X) par
rapport au contrdle négatif (C) ; (b, d, f, h, j) représentent les niveaux de groupes infectés/traités par rapport au
contrdle positif (X). Toutes les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SD (n = 3). Les moyennes
marquées q'un « * » sont statistiquement différentes du contréle respectif selon le test de comparaison de Dunnett
(p < 0,05). C : pousses non infectées et non traitées ; X : pousses infectées non traitées ; S : pousses non
infectées traitées avec I'HE de S. montana ; SNMT : pousses non infectées traitées avec la formulation S.
montana EO + NMT ; NMT : pousses non infectées traitées au NMT ; XS : pousses infectées traitées avec I'HE
de S. montana ; XSNMT : pousses infectées traitées avec la formulation S. montana EO + NMT ; XNMT :
pousses infectées traitées au NMT.

4. Discussion

Les stratégies actuelles de lutte contre la maladie de BS chez la tomate reposent toujours sur des
composés a base de Cu . L'émergence de Xanthomonas résistants au Cu sur le terrain [50] a accéléré
la recherche d'alternatives viables. En outre, les politiques de 'UE en matiére d’agriculture biologique
tendent vers le remplacement du Cu par des composés biodégradables et sans danger pour I'environnement.
Par conséquent, la NMT et les formulations contenant d’autres produits antimicrobiens naturels
apparaissent comme des outils prometteurs pour intégrer les stratégies de gestion des maladies, en raison
de leurs propriétés antimicrobiennes (12). Cependant, il existe quelques difficultés dans I'application de
ces composeés sur le terrain, notamment dans le cas des HE, en raison de leur dégradation rapide et de la
forte volatilité de la phase organique [51].

Les HE d’autres Satureja spp. ont déja été testés contre d'autres Xanthomonas spp. [23]. Nos
résultats montrent que, 24 h apres l'inoculation de Xeu, I'HE de S. montana dans une émulsion aqueuse,
ou intégrée dans la NMT sous forme de formulation, n'était pas capable de réduire la quantité de Xeu
sur les pousses de tomates ; cela peut étre di au taux de libération contrélée de I'EO par le NMT, qui
peut avoir une influence significative sur I'activité antimicrobienne a court terme de ces matériaux (52).
Cependant, Oliveira-Pinto et al. [12] ont démontré les propriétés antimicrobiennes de cette formulation
EO-NMT dans une étude a plus long terme. Il est intéressant de noter que le NMT seul était capable de
réduire considérablement la densité cellulaire de Xeu, ce qui est conforme a ce qui a été rapporté par
Oliveira-Pinto et al. [12] concernant le potentiel antimicrobien du NMT contre Xeu et confirme le potentiel
de cette nanoargile en tant qu'agent de contréle du Xeu en agriculture (Figure 1). Le potentiel
antimicrobien des nanoargiles NMT dans la littérature est généralement associé a leur combinaison avec
des composés organiques ou avec des métaux (par exemple, [53, 54]). En agriculture, le NMT a été
principalement exploré comme outil de distribution de composés organiques, a savoir les EO [55,56].
Cependant, leur potentiel en tant qu’agents antimicrobiens capables d’intégrer des stratégies de gestion
des maladies des plantes reste peu exploré. Nos données démontrent clairement que ces composés
minéraux sont des produits prometteurs agissant seuls (ou comme supports) pour contrbler la BS.

Nos données indiquent également que le NMT et la formulation possédent une activité antioxydante a
court terme dans les pousses infectées par Xeu, réduisant a la fois les radicaux H202 et superoxyde (Figure 2).
Les HE de S. montana ont également réduit le H202, ces résultats étant alignés sur les activités antioxydantes
attribuées aux HE de S. montana par Miladi et al. [57]. Ces réductions de la teneur en ROS des pousses
infectées ont finalement conduit a une réduction des dommages oxydatifs des lipides, via une réduction de la
teneur en MDA des cellules de tomate (Figure 3). Il est intéressant de noter que I'application de traitements
sur les pousses de tomates non infectées a entrainé une augmentation de la teneur en superoxyde (Figure
2), ce qui a entrainé un niveau plus élevé de dommages lipidiques (Figure 3). Cela suggére que, lorsqu'elles
sont appliquées a des pousses saines, les formulations NMT, EO + NMT et I'EO de S. montana pourraient
agir comme éliciteurs de défense, déclenchant des réponses de défense des plantes contre les agents
pathogénes bactériens. Lucas et coll. [58] ont rapporté que les HE d'autres espéces (par exemple, citronnelle,
clou de girofle, cannelle, citronnelle, eucalyptus, thym et thé) pourraient agir comme éliciteurs de défense chez les plant
Bien que les mécanismes moléculaires d’action de ces HE restent flous, il est ici démontré qu’il existe
une activation des voies oxydatives. De plus, 'augmentation de la teneur en ROS n’a pas entrainé de
dommages lipidiques lorsque la formulation NMT ou EO + NMT a été appliquée aux pousses non
infectées (Figure 3). Ces données montrent que le
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NMT joue un role protecteur contre les dommages lipidiques causés par la surproduction de ROS.
D'autres études sont nécessaires pour explorer les voies de signalisation et métaboliques déclenchées
en réponse a l'application de NMT ou d'EOQ, ainsi que leur potentiel en tant qu'atténuateurs de stress et
produits préventifs dans les systéemes de production végétale.

Concernant la régulation de la voie phénylpropanoide, il y a eu une régulation positive de chs1
dans les pousses infectées par Xeu (X). Une réponse similaire s'est produite lorsque la formulation
EO + NMT a été appliquée aux pousses non infectées. Le NMT a régulé positivement les deux génes
de cette voie (Figure 4), soulignant le réle central de la voie phénylpropanoide dans l'infection a
Xanthomonas, comme indiqué précédemment par Du et al. [59], et Oliveira-Pinto et al. [43], et
corroborant I'nypothése selon laquelle, lorsqu'elle est appliquée a des hbtes non infectés, la NMT agit

comme un éliciteur de défense, amorcant les défenses immunitaires des plantes.
L'infection par Xeu et I'application de la formulation ont favorisé une augmentation des transcriptions

aao, tandis que le NMT a réduit les mémes transcriptions (Figure 5). Malgré cette régulation négative de
aao, la quantification de I'ABA n'a révélé aucun changement dans la teneur en ABA sur les pousses non
infectées (Figure 6¢). Ainsi, la régulation négative de aao n'était pas suffisante pour supprimer I'ensemble
de la voie , entrainant une réduction de I'ABA. Cependant, lorsqu'ils ont été appliqués aux pousses
infectées, les traitements ont été incapables de réduire immédiatement les niveaux d'aao et n'ont donc
pas supprimé la voie ABA, ce qui est confirmé par la quantification HPLC (Figure 6d). Les plantes
soumises a un stress biotique produisent de I'éthyléne et de I'JA, en cas de nécrose [60]. Les résultats
montrent que la nanoargile a régulé positivement I'opr3 (voie JA), qui est fondamentale dans la
suppression des infections bactériennes. Cependant, I'augmentation des transcriptions liées a JA ne s'est
pas accompagnée d'une accumulation de JA, ou de son conjugué ester méthylique (MeJA), dans les
pousses (Figure 6e, g), ce qui suggére qu'un mécanisme post-traductionnel est en place, régulant la
production. de JA. De plus, les niveaux de GA3 (I'une des formes les plus bioactives d'acide gibbérellique)
n'ont subi aucun changement significatif du fait de I'application de traitements ou de la présence d'agents
pathogénes (Figure 6i, j). Ce manque de réponse GA pourrait étre d au fait que cette hormone joue un
role plus important contre les pathogenes nécrotrophes (par exemple Erwinia amylovora) en médiateur
de la réponse JA/ET (61).

L'accumulation de transcrits opr3 par I'application de traitements sur les pousses infectées peut
indiquer que les augmentations observées dans la voie ABA (Figure 5b) n'étaient pas suffisantes pour
supprimer le role de JA et faciliter l'infection par Xanthomonas, comme rapporté par Long et al. [62].
L'éthyléne joue un role clé dans les défenses des plantes contre les agents pathogénes bactériens, ses
niveaux augmentant lorsque les plantes sont soumises a un stress biotique [63] et de faibles niveaux
d'éthyléne sont connus pour augmenter la sensibilité d'Arabidopsis thaliana a Erwinia carotovora subsp.
carotovore [64]. De plus, Guan et al. [65] ont rapporté que les lignées mutantes d'A. thaliana présentant
une production déficiente d'ACC présentaient également une susceptibilité accrue a l'infection par
Pseudomonas syringae. L'IAA est connue pour stimuler la production d'éthyléne dans les tissus végétaux
en favorisant la synthése de I'ACC et de I'ACC oxydase (66). Ainsi, I'augmentation significative des
niveaux d'lAA observée lorsque 'EO-NMT a été appliqué aux pousses non infectées (Figure 6a) et
lorsque I'EO-NMT ou le NMT seul ont été appliqués aux pousses infectées (Figure 6b), pourrait s'expliquer
par un activation de la voie de synthése de I'éthyléne, via I'ACC et I'ACC oxydase. Cependant, les
transcrits aco3 n'ont été régulés positivement que par I' application de la formulation dans les pousses
non infectées (Figure 5c¢), ce qui suggére que d'autres transcrits de la voie de biosynthése de I'éthylene
(aco1) pourraient jouer un rdle plus pertinent dans la synthése de I'éthyléne en réponse a I'application
d'EO, qui est actuellement a I'étude.

5. Conclusions

En conclusion, la NMT réduit fortement I'infection bactérienne des pousses de tomate, tout en
diminuant les niveaux d'expression des genes liés a la défense, en réduisant la production de ROS et en
protégeant la tomate contre les dommages oxydatifs, contribuant ainsi a améliorer I'état de santé global
des pousses . De plus, d’autres traitements (formulation/émulsion EO-eau) peuvent agir comme éliciteurs
de défense, améliorant la production de ROS et régulant positivement les voies hormonales et
phénylpropanoides dans les pousses non infectées. Dans I'ensemble, nos résultats suggerent que la
NMT est un outil prometteur pour la gestion a court terme de Xeu chez la tomate, tandis que le
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Les formulations EO et EO + NMT de S. montana pourraient mieux agir en tant qu'éliciteurs de défense et leur role dans la
prévention des maladies doit donc étre mieux exploré. D'autres études sur les plantes sont nécessaires pour évaluer correctement
le potentiel de ces produits pour des applications sur le terrain et pour clarifier I'utilisation potentielle de ces composés comme

éliciteurs de défense.
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https:// www.mdpi.com/article/10.3390/applnano3030009/s1, Tableau S1 : Chiffres analytiques de mérite obtenus avec

la méthodologie HPLC-DAD proposée pour la quantification des phytohormones ; Tableau S2 : Valeurs de récupération
de la méthodologie proposée pour la quantification des phytohormones dans les extraits de feuilles de tomate (n = 3 pour
chaque concentration). La référence [67] est citée dans les documents supplémentaires.
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