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RESUME

EFFET BACTERICIDE, FONGICIDE ET NEMATICIDE IN VITRO
DE QUATRE ESPECES VEGETALES SPONTANEES

Cette étude a pour objectifs d’évaluer I'efficacité nématicide et bactéricide in
vitro d’extraits aqueux de quatre espéces spontanées ; Calendula arvensis,
Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata et Urtica dioica ainsi que [Ieffet
fongicide d’une Crucifére ; Raphanus raphanistrum en méme temps que les
quatre autres espéces citées.

Les extraits aqueux se sont révélés tous actifs quantitativement et
qualitativement sur la gamme des pathogenes étudiés: sept  bactéries
phytopathogénes (Agrobacterium vitis, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia
carotovora pv. carotovora, Erwinia amylovora, Xanthomonas campestris pv. citri,
Ralstonia solanacearum et Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.), dix
champignons dont 9 phytopathogénes (Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Alternaria  alternata,  Alternaria  chlamydosporia, = Rhizoctonia  solani,
Gaeumannomyces graminis var tritic, Aspergillus fumigatus, Phomopsis vaccinii)
et les nématodes a galles appartenant au genre Meloidogyne.

Les résultats de I'effet antibactérien des extraits ont montré une efficacité
tres élevée de l'espéce Euphorbia helioscopia ainsi que Plantago lanceolata,
Calendula arvensis sur les souches bactériennes étudiées en particulier ; Erwinia
carotovora pv. carotovora, Erwinia amylovora, Agrobacterium vitis et Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis.

Les tests du pouvoir antifongique des extraits bruts ont montré une
efficacité tres significative des especes spontanées; Calendula arvensis et
Raphanus raphanistrum avec des pourcentages d’inhibition qui dépassent 55%.
Les résultats obtenus de I'effet nématicide ont montré une efficacité hautement
significative d’Urtica dioica en induisant jusqu’a 100% de mortalité des larves
apres 72h de traitement.

Mots clés : Calendula arvensis, Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata,

Urtica dioica, Raphanus raphanistrum, extrait agueux, activité biopesticide.



ABSTRACT

IN VITRO BACTERICIDAL, FUNGICIDAL AND NEMATICIDAL
EFFECT FOUR SPONTANEOUS SPECIES

This study aims to evaluate the in vitro nematicidal and bactericidal
effectiveness of aqueous extracts from four spontaneous species, Calendula
arvensis, Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata and Urtica dioica and the
fungicidal effect of a crucifer, Raphanus raphanistrum in along with four other
species mentioned .

The aqueous extracts appeared all active quantitatively and qualitatively on
the range of pathogens studied : seven phytopathogenic bacteria (Agrobacterium
vitis, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora pv. Carotovora, Erwinia
amylovora, Xanthomonas campestris pv. Citri, Ralstonia solanacearum and
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.), ten fungi of which 9
phytopathogenic (Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria alternata,
Alternaria chlamydosporia, Rhizoctonia solani, Gaeumannomyces graminis var
tritici, Aspergillus fumigatus, Phomopsis vaccinii) and nematodes of the genus
Meloidogyne.

The results of the antibacterial effect of extracts showed a very high

efficiency of Euphorbia helioscopia and Plantago lanceolata, Calendula arvensis
on the bacterial strains studied in particular; Erwinia carotovora pv. carotovora,
Erwinia amylovora, Agrobacterium vitis and Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis.
The antifungal tests to crude extracts showed a highly significant efficiency of
spontaneous species, Calendula arvensis and Raphanus raphanistrum with
percentages of inhibition that exceed 55%.

The results of the nematicidal effect showed a highly significant efficiency of

Urtica dioica by inducing until to 100% mortality of larvae after 72 h of treatment.

Keywords: Calendula arvensis, Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata,

Urtica dioica, Raphanus raphanistrum, aqueous extract, biopesticide activity.
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INTRODUCTION

Les plantes faisant partie elles mémes des ressources naturelles vivantes,
sont aussi la source directe ou indirecte par le lien trophique de 'ensemble des
étres vivants sur la planéte (étres humains, bactéries, champignons,...). Elles
exercent des fonctions écologiques et économiques trés diversifiées; certaines
espéces végétales constituent différentes sources industrielles, énergétiques et
pharmaceutiques [1].

Toutefois, les plantes sont attaguées non seulement par divers types de
micro-organismes pathogénes, mais aussi par d’autres ennemis parmi lesquels;
des mollusques, des nématodes, des acariens et des insectes. Elles peuvent

développer des stratégies complexes et efficaces pour faire face aux pathogénes.

Les maladies affectant les plantes peuvent étre d’origine fongique, virale ou
bactérienne. Ces organismes attaquent toutes les parties de la plante et génerent
des symptdmes tres variés causant des dégats sur les cultures et par conséquent
des pertes agricoles. Le contrdle de ces maladies des plantes se doit d’étre
efficace en utilisant des méthodes de lutte conventionnelles représentées par les

méthodes physiques, chimiques, génétiques et biologiques.

A partir de la seconde guerre mondiale, I'essor de la chimie organique
associé a la prise en considération des probléemes du monde agricole a débouché
sur la mise au point d’'un nombre sans cesse croissant de produits phytosanitaires.
lls se répartissent actuellement en une dizaine de classes, les herbicides, les
fongicides et les insecticides—acaricides, représentant plus de 90% du marché

mondial [2].

Les méthodes de lutte chimiques sont efficaces contre les champignons par
I'utilisation de fongicides alors que les maladies virales et bactériennes sont

incurables et nécessitent des moyens de lutte préventifs.



L’'usage des produits pesticides est en constante augmentation a travers
tous les pays du monde. Selon les constatations des experts mondiaux, la
demande en pesticides est telle que leur quantité de production double
pratiquement tous les 10 ans depuis 1945. Ce sont les pays en voie de
développement qui les utilisent de plus en plus. Au niveau mondial, la valeur
marchande des pesticides est de I'ordre de 32 milliards de dollars, dont 3 milliards

pour les pays en voie de développement [3].

Les phénomenes de résistance des agents phytopathogénes et des
ravageurs aux pesticides ont conduit a utiliser des concentrations de plus en plus
fortes de substances actives. Cette augmentation s’est révélée source de
désordres écologigues qui ont été qualifieces « d’effet 4R » pour résistance,

rémanence, résurgence et rupture des chaines trophiques [4].

A titre d’exemple, les organochlorés sont particulierement rémanents dans
la biosphere et leur diffusion a travers ses différents compartiments va provoquer
des contaminations qui ne sont pas sans conséquences. Les risques provoqués
par 'accumulation de leurs résidus se sont accrus : fragilisation des écosystémes,
impact sur la reproduction ainsi que sur la santé humaine. Ces effets intentionnels
touchent également les insectes auxiliaires. Ces phénomenes de résistance aux
insecticides observés sur les insectes sont également apparus chez les
champignons vis-a-vis des fongicides mais aussi chez les adventices pour les
herbicides [5].

Face a ces profils toxicologiques et écotoxicologiques nettement importants
constatés au cours de ces dernieres décennies et qui sont liés a 'accumulation
des résidus de pesticides, il était urgent de développer des méthodes de contréle
et de protection plus écologiques tout comme les approches alternatives
complémentaires et innovantes. Cette démarche s’inscrit dans le cadre du
développement d’'une protection intégrée, raisonnée ou biologique telle que

I'utilisation de biopesticides.

Les biopesticides occupent une place de choix car ils se prétent souvent a

la production de masse requise pour lindustrie. lls s’appliquent avec un
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pulvérisateur conventionnel ce qui en facilite I'adoption par les producteurs
agricoles. lls sont généralement compatibles avec des méthodes de lutte
biologiques classiques (ex. lachers de prédateurs ou de parasites), méme s’ils
peuvent avoir des effets néfastes sur les organismes utiles [6; 7]. Les
biopesticides peuvent étre a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et

d’extraits de plantes.

En 1998, si le marché des pesticides était évalué a 31,2, milliards USD dont
9 pour les seuls insecticides, celui des biopesticides s’élevait seulement a 240
millions USD [8]. Depuis 1997, le pourcentage d’utilisation de biopesticides a

progressivement augmenté avec un accroissement de 10% par an [9].

Le biopesticide d’origine microbienne qui a connu le plus grand succés
commercial, le Bacillus thuringiensis occupe cette derniere décennie environ 1,5

% du marché mondial des insecticides [10].

D’autre part, I'histoire de 'humanité est associée a l'utilisation des plantes
ou d’extraits de plantes pour leurs effets thérapeutiques. FABRE et DILLEMAN
[11], considérent comme la plus vieille pharmacopée du monde une tablette
sumérienne, gravée au cours du IlI° millénaire avant J-C. et sur laquelle figurent

des indications sur 'usage thérapeutique d’extraits végétaux.

Récemment, l'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme
alternative de santé et le développement de la résistance microbienne aux
antibiotiques disponibles a mené des auteurs a étudier I'activité antimicrobienne

des plantes médicinales [12].

A cet effet, de nombreuses espéces végetales ont été répertoriées comme
présentant une activité biopesticide sur une large gamme d’insectes phytophages,

de bactéries, de champignons et de nématodes phytoparasites.

Dans ce contexte, la présente étude rentre dans le cadre de la recherche et
I'inventaire de la flore naturelle locale pouvant présenter des effets pesticides. Elle

a pour objectifs de valoriser certaines plantes considérées habituellement comme
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mauvaises herbes et de mettre au point des méthodes de lutte intégrées peu

colteuses, efficientes et facilement utilisables par les agriculteurs.

Ce travail est basé sur I'étude de I'effet bactéricide et nématicide d’extraits
bruts aqueux issus de quatre especes vegetales (Urtica dioica, Plantago
lanceolata, Euphorbia helioscopia, Calendula arvensis) et I'effet fongicide d’'une
Crucifére ; Raphanus raphanistrum en méme temps que les quatre autres
especes citées.

Les extraits aqueux obtenus (parties aériennes et parties souterraines)
avec les différentes concentrations sont testés in vitro a I'égard d'une gamme de
bactéries et champignons phytopathogénes ainsi que des nématodes a galles.

A travers notre démarche scientifique, nous cherchons a répondre aux hypotheses
suivantes :

Les extraits aqueux des quatre especes adventices Calendula arvensis,
Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata et Urtica dioica sont ils efficaces in
vitro sur les larves des nématodes a galles Meloidogyne spp. et, présentent ‘ils
une activité fongicide et bactéricide in vitro sur des champignons et les bactéries

phytopathogénes ?
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CHAPITRE 1

LES BACTERIES PHYTOPATHOGENES

Chez les plantes, le nombre de bactéries infectant les végétaux est faible par
rapport aux bactéries saprophytes et celles infectant les animaux [13].
Actuellement, une grande attention est faite sur le potentiel des organismes
phytopathogénes entre autres les bactéries [14 ; 15] qui sont considérés comme
des agents bioterroristes ou bioagresseurs et classés dans la liste des organismes
de quarantaine [15]. Ces microorganismes constituent une menace pour la

sécurité nationale du fait des pertes qu'ils causent sur les récoltes [15].

1.1. Taxonomie et caractéristigues des bactéries phytopathogénes

Actuellement 350 espéces, sous-espéces ou pathovars ont été dénombrées
appartenant a 21 genres, se répartissant dans diverses familles [16]. Elles sont
non sporulées, aérobies strictes ou anaérobies facultatives et appartiennent aussi
bien a la sous-division des Firmicutes (Gram positif) qu’a celle des Gracillicutes
(Gram négatif). La sous-division des Ténéricutes contient aussi des bactéries
phytopathogénes (les spiroplasmes et les phytoplasmes) dont I'absence de paroi,
les caracteres de parasites généralement biotrophes intracellulaires en font des
micro-organismes au comportement pathogéne particulier [16]. Ces derniers

microorganismes sont en général inféodés au phloeme des plantes malades.

Les bactéries pénetrent les tissus végétaux par les ouvertures naturelles telles
qgue les stomates, les hydathodes, les néctarthodes, les cicatrices foliaires et les
lenticelles [17]. Les bactéries phythopathogénes causant les principales maladies
sont réparties chez les principaux genres suivants: Pseudomonas spp.,
Xanthomonas spp., Erwinia spp., Agrobacterium spp., Clavibacter spp., Ralstonia
spp. et Ponthoea spp. (Tableau 1.1).

Les bactéries produisent des symptomes variés sur les plantes infectées tels
que les nécroses, les flétrissements, Les pourritures molles et les tumeurs ; en

utilisant différentes stratégies dans leurs mécanismes d’action.
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Tableau 1.1 Position taxonomique des principaux genres de procaryotes

phytopathogénes [18].

Bactérie Gram - : Proteobacteria | Genres

Section des a-Proteobacteria Agrobacterium

Section des B-Proteobacteria Burkholderia
Ralstonia

Section des y-Proteobacteria Acidovorax et Xylophilus
Erwinia
Pseudomonas

Section des &-Proteobacteria Xanthomonas

Section des e-Proteobacteria Liberobacter

Bactérie Gram +

Contenu en C+G< 50%

Section des Clostridia Clostridium
Section des Mollicutes
Section des Bacilli

Phytoplasma et Spiroplasma

Bacillus
Contenu en C+G> 50%
Actinobacteria Arthrobacter
Clavibacter
Rhodoccocus
Sterptomyces

Selon le mode d’action utilisé, quatre types de bactéries ont pu étre
classées : Les bactéries macergenes, les bactéries nécrotrophes ou nécrogenes,
les bactéries glacogenes, les bactéries vasculaires et les bactéries oncogénes
[18].

1.1.1 . Les bactéries macergénes ou agents de pourritures molles

Ces Dbactéries produisent des enzymes pectinolytiques induisant la
polarisation et la liquéfaction des tissus [19]. Au contact de lair, le contenu
cellulaire brunit par oxydation des phénols et dégage une odeur nauséabonde
caractéristique de la pourriture molle [20]. Les symptébmes typiques rencontrés
chez les différents pathovars d’Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovora)
sont favorisés par une atmosphére confinée, un excés d’humidité et par les
blessures qui favorisent la pénétration des bactéries en surface ou logées dans
les lenticelles [21]. Les bactéries pectinolytiques infectent de nombreux organes

(racines de carotte, navet, betterave, bulbes d’oignon, tiges du céleri, fruits de
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tomate, tubercules de pomme de terre, ....etc), soit en cours de végétation ou

pendant la conservation [18].

1.1.2. Les bactéries nécrogenes

Les bactéries nécrogenes produisent des symptdomes de type nécroses

foliaires ou racinaires. Le cas le plus décrit est 'espéce Erwinia amylovora agent
causal du feu bactérien des Rosacées fruitieres a pépins [22]. Outre les
Maloideae: pommier (Malus domestica), poirier (Pyrus communis), Cognassier
(Cydonia oblonga), cette maladie infecte environ 150 espéces dont 36 genres de
la famille des Rosacées, qui pour la plupart sont des arbustes ou des arbres
d'ornement (Cotoneaster, Crataegus, Pyracantha, Rubus et Sorbus) [23; 24].
La multiplication et la progression des bactéries dans le parenchyme sont
accompagnées par des nécroses de tissus mais chez les cultivars résistants, les
nécroses sont limitées aux sites d’infection [25]. En effet, les symptdmes de type
nécrose sont le résultat de l'action de diverses protéines secrétées par le
pathogéne selon un systéme dit ‘systéme de sécrétion de type III’ [26; 25].

La bactérie Xanthomonas campestris pv. citri est une autre espéce
nécrogene redoutable causant la maladie du chancre bactérien des agrumes
(Rutaceae). Cet agent infecte 'ensemble des parties aériennes de I'arbre [18]. De
par la sévérité des symptdomes qu’elle induit; des chutes précoces de fruits,
altération de leur qualité externe, défoliations importantes, chancres sur rameaux,
cette bactérie a été classée dans la liste des organismes de quarantaine Al de
I'OEPP [27; 28]. La dissémination de la bactérie est principalement réalisée par la

pluie et le vent et par la commercialisation de plants de pépiniéere infectés [29; 30].

1.1.3. Les bactéries glacogénes

L’exemple typique est 'espéce Pseudomonas syringae pv. syringae agent du
bactériose tres grave sur les arbres fruitiers a noyaux. Ce type de bactéries induit
la formation de cristaux de glace a des températures voisines de 0°C. a -5°C. [31;
18]. Ces populations épiphytes constituent la source majeure de la cristallisation
nucléigue corrélée a la présence du gene ICE qui code pour une protéine

localisée sur la membrane externe de la bactérie [32]. Elles sont actives a un
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niveau d’humidité trés bas en surface des feuilles ou elles constituent une réserve
de l'inoculum et de linitiation des maladies. Ces bactéries possédent un systeme

de sécrétion des protéines analogue au type Il [33].

1.1.4. Les bactéries vasculaires

Les bactéries vasculaires envahissent les vaisseaux conducteurs du
xyleme des racines, se disséminent a travers la tige et provoquent le flétrissement
par la production excessive d’exopolysacharides (EPS). Elles sont appelées
trachéobactéries, I'exemple type est décrit par I'espece Ralstonia solanacearum
[34]. Ralstonia solanacearum est un organisme de quarantaine de la liste A2 [35].
Cette bactérie phytopathogéne présente un trés vaste spectre d’hétes constitué
par plusieurs centaines d’espéces spontanées et cultivées, mais sévit surtout sur
les Solanacées [36].

L’espéce Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Corynebacterium michiganensis) est également une bactérie vasculaire
responsable du chancre bactérien de la tomate, c’est un agent pathogéne de
quarantaine de la liste A2 de 'OEPP et est transmis par les semences [37]. En cas
d’infection, cette derniere bactérie se localise dans les vaisseaux du xyléme [38]
ou elle provoque des cavités lysogenes. Les vaisseaux contaminés contiennent
des dépobts granulaires visqueux, des thylles et des masses bactériennes [39]. Le
pathogene produit aussi un glycopeptide toxique biologiquement actif [40].

Ce type de bactéries forme une capsule ou du mucus de nature
polysaccharidique (EPS), autour des bactéries assurant pour ce fait une protection
de la bactérie dans I'environnement et contribuant a la virulence par le blocage
des vaisseaux du xyleme et ayant pour conséquence ; les symptbmes de

flétrissement [41].

1.1.5. Les bactéries oncogénes

Les bactéries phytopathogenes appartenant a ce groupe provoquent la
prolifération incontrélée des cellules des tissus infectés liée a une surproduction
de substances de croissance. Ce type de symptdbmes d’hyperplasies et
d’hypertrophies cellulaires est observé chez Agrobacterium spp. se traduisant par
la présence d’excroissances (tumeur) plus ou moins sphériques, blanchatres,

spongieuses a fermes et dont le surface est irréguliere [42; 43].
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Une tumeur est formée suite au transfert, a I'intégration et a 'expression des
génes de I'ADN-T chez la plante. Le transfert de ce brin sous forme d’une
nucléoprotéine vers la cellule végétale a été décrit selon un systeme de sécrétion
de type IV [43; 44]. Le fragment d’ADN ainsi intégré dans le génome de la cellule
vegetale s’exprime et la cellule végétale est colonisée génétiquement pour
produire des hormones de croissance d’'une maniére anarchique, ainsi que des

substances dites opines ; nécessaires au métabolisme bactérien.

Les symptomes induits par Agrobacterium tumefaciens peuvent s’observer
au collet ou sur les racines induisant la maladie connue sous le nom de ‘crown
gall’ ou galle du collet. La gamme d’hétes de cette bactérie est trés large, elle
regroupe 643 especes de plantes comprises dans 93 familles [44]. D’autres
espéces ; Agrobacterium vitis et A. rubi induisant respectivement le crown gall de
la vigne et le ‘cane gall’ du Rubus; provoquent les mémes types de symptomes
[45].

1.2. Les fonctions requises pour les bactéries phytopathogénes, pour la

colonisation de I’héte

Si la rencontre d’une bactérie phytopathogéne avec une plante fait
généralement intervenir un agent vecteur (insectes, nématodes) ou des facteurs
physiques (eau d’irrigation, pluie), il n’en demeure pas moins que pour étre
efficace, l'infection doit ensuite permettre a 'agent pathogene d’atteindre ses sites
cibles de pénétration (stomates, hydatodes, blessures naturelles et artificielles) et
de s’y maintenir afin de permettre la colonisation ultérieure des tissus de la plante
[46].

La capacité d’attachement d’'une bactérie sur les tissus végétaux est un
facteur qui influe fortement sur le développement ultérieur de [Iinteraction
pathogéne. Ainsi, il a été démontré qu’'un mutant attR d’Agrobacterium
tumefaciens qui a perdu la capacité a synthétiser des fibrilles de cellulose
impliqguées dans l'attachement aux cellules végétales, est fortement affecté dans
sa capacité a coloniser le systéeme racinaire des plantes. Un tel mutant ayant
totalement perdu la capacité d’induire le développement de tumeurs sur des plants
de tomate [47].
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1.2.1. Mode d’action des bactéries phytopathogénes

Les bactéries phytopathogénes sont des microorganismes extracellulaires.
En se basant sur la spécificité parasitaire, ces derniers peuvent s’accroitre sur la
surface de la plante, entre les cellules des tissus (apoplaste) ou dans le systeme
vasculaire [41; 48].

L’apoplaste est considéré comme I’environnement défavorable pour certains
microorganismes, du fait qu’il contient plusieurs composés antimicrobiens et il est
relativement pauvre en nutriments [49; 50; 51; 52].

La plante constitue pour I'agent phytopathogéne une source importante de
substrat a exploiter pour assurer sa propre croissance. Les bactéries
phytopathogénes pour se nourrir et se multiplier aux dépens de la plante, utilisent
plusieurs mécanismes de pathogénie, a savoir ; I'acquisition du fer ; les enzymes
de dégradation des parois (enzymes hydrolytiques), en particulier les enzymes
cellulolytiques et pectinolytiques [46].

Les exopolysaccharides (EPS) bactériens constituent aussi un mécanisme
important notamment chez les bactéries des genres; Xanthomonas, Erwinia,
Pseudomonas et Ralstonia aboutissant a I'occlusion vasculaire de la plante. Enfin,
les toxines et les régulateurs de croissance gouvernent la production de
symptomes spécifiques et les genes hrp impliqués dans la sécrétion d’enzymes
particulieres contrélant la physiologie de I'héte [46].

En général, la sécrétion extracellulaire des protéines est considérée comme
un mécanisme important de la virulence de l'infection bactérienne (figure 1.1). Les
protéines destinées a l'environnement extracellulaire des bactéries a Gram-,
doivent traverser les deux membranes au cours d'un transfert a travers
I'enveloppe cellulaire bactérienne [58]. Il s'agit de la translocation a travers la
membrane cytoplasmique et la membrane externe, qui sont séparées par le
compartiment périplasmique et la couche de peptidoglycane [53].

Six voies pour la sécrétion extracellulaire ont été identifiées a ce jour [58]. Il
s'agit notamment de la voie de sécrétion dite ; de type I, de type II, type llI, type IV,
type V et de type VI [54; 55; 56; 53; 57].

Le systeme de sécrétion de type | est présent chez la plupart des bactéries
phytopathogenes  (Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia  solanacearum

Xanthomonas citri [57]. Ce systeme effectue la sécrétion de toxines [17].
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La voie de sécrétion de type Il se retrouve chez les bactéries a Gram
négatif en particulier les nécrotrophes (Xanthomonas citri), elle est impliquée dans
le transfert de protéines, de toxines et de facteurs de virulence [17].

La voie de sécrétion de type Il est codée par au moins 12 génes et plus
particulierement favorable au transport d'un groupe de protéines en apparence

non reliés a travers la membrane externe [53].

Le systéme de sécrétion de type Il est rencontré chez les bactéries
biotrophes (Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora) [57]. Le systeme de
sécrétion de type Il permet le transfert de protéines effectrices a travers la

membrane bactérienne vers la plante héte [17].

Le systeme de sécrétion de type IV chez Agrobacterium tumefaciens sert
pour le transfert du T-DNA vers la cellule héte [57]. Le systéme de sécrétion de
type V est un systéme analogue et dérivé du type Il. Cependant, le systeme de
sécrétion de type IV appelé systeme tubulaire, récemment décrit chez un certain
nombre de bactéries pathogénes a 'homme et aux plantes, permet le transport de
deux types de protéines particuliéres ; Hcp et VgrG dont la sécrétion est analogue

a la sécrétion des bactériophages [58].

Type | GSP Type I Type IV

Chaperone-usher Frecipitation-nucleator
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Figure 1.1. Vue d'ensemble schématique des principaux systémes de sécrétion

de protéines chez les bactéries Gram négatif [59].
C, espace cytoplasmique ; E, espace extracellulaire ; IM, membrane intérieure ; OM, membrane
externe ; P, periplasme.
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1.2.2 Le quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est un mécanisme de régulation dépendant de la
densité de population et contrélant I'expression de certains génes bactériens,
notamment les génes de virulence. Le QS permet donc la synchronisation de
I'expression (ou de la répression) de génes cibles au sein d'une population
bactérienne [60].

Les bactéries a Gram négatif utilisent le quorum sensing pour contréler leur
densité de population en sécrétant de petites molécules de signalisation diffusibles
appelées auto-inducteurs. Ces molécules assurent la communication entre deux
cellules bactériennes et certains caracteres ne sont exprimés que lorsque les

bactéries sont accumulées a un certain seuil de densité cellulaire [41].

Le quorum sensing permet aux bactéries de produire et libérer des
molécules de signalisation chimique ou auto-inducteurs qui provoquent
'augmentation de la concentration en fonction de la densité cellulaire [61]. Ces
processus incluent la symbiose, la virulence, la compétence, la conjugaison, la
production d'antibiotiques, la mobilité, la sporulation et la formation du biofilm
bactérien [61].

1.3. Réqulation de la virulence chez les bactéries phytopathogénes

Plusieurs espéces de bactéries phytopathogénes appartenant notamment
aux genres Xanthomonas, Erwinia, Pseudomonas et Ralstonia, produisent des
quantités importantes d’exopolysaccharides (EPS) en culture pure ou lors de leur
multiplication dans les plantes [62]. Chez Ralstonia solanacearum, des études ont
montré que les EPS sont impliqués dans la pathogénie mais également dans les
étapes précoces du processus infectieux en facilitant la progression de I'agent
pathogéne dans les tissus de I'héte [46]. L'EPS intervient aussi dans les stades
tardifs de la maladie en provoquant I'occlusion des vaisseaux du xyléme dans les
plantes infectées [63]. Plusieurs études ont révélé aussi que 'EPS peut jouer un
réle protecteur sur la bactérie vis-a-vis des réactions de défense de la plante,

induites par la présence bactérienne [64].
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Chez la bactérie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, la
régulation de la production des exo-enzymes, d’antibiotiques et d’enzymes par le
systeme de sécrétion de type Ill est sous le contréle du quorum sensing. Ce
dernier fait appel a trois activateurs qui répondent a deux types de N-acyl-
homoserine lactones (AHL). L’Expl homologue a LuxI (aussi reportée a Carl, Ahll
et Hsll), fut la premiere enzyme auto-inductrice décrite [65].

Les bactéries phytopathogénes Ralstonia solanacearum et Xanthomonas
campestris utilisent uniguement les acides gras et les dérivés de butyrolactone
comme étant des signaux du QS pour la régulation de la production des facteurs
de pathogénicité [66; 67; 68].

La galle du collet est liee a la présence dans les bactéries du plasmide Ti
(Tumor inducing, plasmide inducteur de tumeur) [69]. Les genes qui régulent ce
processus sont exprimés en réponse a des signaux chimiques libérés par I'héte
[70]. Le plasmide Ti utilise le quorum sensing et les opines pour la régulation de la
conjugaison et la réplication [60]. Les tumeurs produisent des métabolites appelés

les opines, qui seront utilisées comme source de carbone par la bactérie [71].

Les génes hrp constituent les déterminants-clés du pouvoir pathogéne chez
les bactéries phytopathogenes du fait que ces derniers, tout comme leurs
contreparties chez les bactéries pathogénes d’animaux, codent pour un systéme
de sécrétion de protéines particulier dit de type Il [46]. Les premiéres protéines
pour lesquelles un transit par la voie Hrp a été démontré sont les harpine HrpN
d’Erwinia amylovora [72], et PopA de Ralstonia solanacearum [73].

De nombreuses souches toxinogénes ont été décrites chez les bactéries
phytopathogénes, notamment dans le genre Pseudomonas. Celles-ci libérent des
toxines, qui diffusent librement au sein des tissus végétaux, et sont responsables
des symptomes de chlorose systémique caractéristique. Leur implication dans les
étapes précoces du processus infectieux en facilitant la progression de I'agent

pathogéne dans les tissus de I'héte a également été décrite [46].

Chez les bactéries & Gram positif notamment Clavibacter michiganensis,
les protéines de sécrétion de type Il sont insuffisantes ; les protéases et les
cellulases sécrétées constituent un facteur essentiel dans la virulence bactérienne

[74]. Cette bactérie secréte une autre protéines; un endo-B-1-4,glucanase, CelA,
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permettant a I'agent pathogéne l'induction du flétrissement chez la plante héte
[75].

1.4. Importance économique des bactéries phytopathogénes

Les maladies bactériennes sont responsables de pertes économiques
considérables dans plusieurs pays, dépassant 120 billions de dollars chaque
année [76]. Les semences ou les plants infectés jouent un roéle important dans la
dissémination des maladies aussi bien a I'échelle régionale qu'a I'échelle
mondiale. Les échanges de semences et de matériel végétal peuvent introduire
des maladies dans des pays jusqu'alors indemnes. En plus des pertes directes de
production, l'introduction de maladies de quarantaine peut constituer un facteur
limitant les échanges commerciaux entre les pays [77].

Les maladies bactériennes sont moins nombreuses que les infections
fongiques et moins pernicieuses et généralisées que les viroses, certaines
bactérioses des plantes ont cependant un caractére de gravité et un impact socio-
économique [16]. Les attaques du feu bactérien causé par Erwinia amylovora ont
rendu les productions de poires relativement confidentielles en Amérique du Nord
(pertes estimées a 1,7 millions de dollars, en 1968 et 4,7 millions de dollars en
1976 pour le seul état de Californie). Cette méme maladie, introduite dans le Sud-
Ouest de la France en 1978, a conduit a I'élimination dans le cadre de mesures
d’éradication de la plupart des vergers de la fameuse variété de poire Passe-
Crassane avec des conséquences sociologiques sérieuses [16].

Enfin, la recrudescence du crown gall causé par Agrobacterium
tumefaciens dans les pépinieres fruitiéres francaises a provoqué des restrictions a
la commercialisation et des pertes financiéres allant jusqu’a 6 680 000 francs pour
une grande entreprise, de 1987 a 1989 [16]. Les produits de pépiniere atteints
sont invendables et la présence de cette maladie dans le verger entraine une
réduction de la durée de vie des arbres qui survivent rarement une fois touchés
[78; 79]. En Floride, sur les vergers d’agrumes établis sur de grandes surfaces, les
pertes de rendements moyens dus au chancre bactérien des Citrus ont été
estimées a 2-5 % sur oranger et 5-10 % sur pomelo. En zone tropicale ou la
bactérie est établie, des chutes de rendement par la chute de fruits avant récolte,

de 30-50 % sont possibles sur des cultivars sensibles [28].
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CHAPITRE 2
LES CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

2.1. Généralités sur les champignons phytopathogenes

Les champignons encore appelés fungi ou Mycétes constituent un phylum a

part entiere parmi les eucaryotes, ils sont responsables de pres de la moitié des
maladies connues a ce jour chez les plantes cultivées [18; 80].
Les champignons sont des microorganismes appartenant au regne des Fungi ou
Eumycota, pluricellulaires ou unicellulaires (levures). lls possédent une paroi
cellulaire chitineuse, ils sont a caractéres hétérotrophes, ubiquistes possédant un
noyau défini avec une membrane nucléaire et des chromosomes associés a des
histones [31; 81; 80].

Les filaments mycéliens formant les thalles peuvent étre organisés en
cellules, ce sont les hyphes rencontrés chez les formes les plus évoluées
(Septomycétes qui regroupent les Ascomycetes et les Basidiomycetes), ou
présentent une structure ccenocytique, ce sont les tubes ou siphons, qui se
rencontrent chez les champignons inférieurs (Phycomycétes, Zygomycéetes et
Trichomycetes) [82].

Les filaments ou les hyphes s’associent pour former le mycélium, ces
hyphes restent généralement indifférenciés et organisés. Seuls quelques groupes
fongiques sont capables de produire certaines structures différenciées de leurs
filaments végétatifs (vésicules, chlamydospores, boucles ou des sclérotes) [81 ;
80].

2.2. Les différents mécanismes de parasitisme chez les champignons

phytopathogenes

Les mécanismes de parasitisme chez les champignons sont diversifiés.
Certains de ces champignons sont des parasites biotrophes obligatoires, associés

a leur plante héte tout au long de leur cycle de vie (les agents des rouilles, de
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'oidium), tandis que d’autres parasites biotrophes facultatifs (les agents des
charbons) n’infectent les plantes que pour accomplir une partie de leur cycle,
généralement pour effectuer la reproduction sexuée [83]. De nombreux
champignons sont nécrotrophes, tuant les cellules hétes grace a leur batterie de
génes d’agressivité; toxines spécifiques ou non spécifiques, sécrétion d’enzymes
lytiques, protéases et inhibiteurs de protéases. lls peuvent ainsi récupérer les
nutriments sur les débris de la structure végétale [83]. Cependant, il existe aussi
de nombreux champignons appelés hémi-biotrophes qui utilisent une combinaison
de stratégies. Ceux-ci adoptent d'abord une infection biotrophique et par la suite
causent des dommages plus importants et la mort des cellules au fur et a mesure
que l'infection progresse et la sporulation commence [84].

Les mécanismes biochimiques impliqués dans le pouvoir pathogéne sont
regroupés en fonction de I'étape du cycle infectieux ou ils interviennent, c'est-a-
dire; adhésion et pénétration, reconnaissance par la plante hote, colonisation et

sporulation [84].

2.3. Cycle parasitaire des champignons phytopathogénes

2.3.1 Adhésion des spores et pénétration dans la plante

Les spores fongiques véhiculées par l'eau, la pluie ou le vent, arrivent a la
surface des plantes. Dés leur premier contact, les spores adherent fortement a la
surface de la plante. Apres leur adhésion, les spores germent et émettent des
tubes germinatifs qui parcourent la surface de la plante en la modifiant a l'aide
d'enzymes de dégradation des parois végétales telles que ; les protéases, les
pectinases dont les plus produites les endo et exo-polygalacturonases, pectine
lyases, polymethyl- galacturonases ; les cellulases et les cutinases [85]. Ce
processus d’adhésion des spores dure 30 minutes chez la plupart des
champignons phytopathogenes [84].

Dans la plupart des cas, les hyphes mycéliens issus de la germination des
spores, différencient rapidement un organe de pénétration appelé I'appressorium
[86]. Cette difféerenciation dépend de nombreux stimuli externes comme la
présence de surfaces hydrophobes ou des topologies particuliéres (stomates,

poils, etc...) [87; 88; 89]. Chez plusieurs espéces, les composés fongiques
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hydrophobes impliqués dans ce phénoméne d’adhésion ont été identifiés comme
étant des protéines ou des glycoprotéines. Parmi les molécules les mieux
caractérisées, figurent les hydrophobines, une famille de protéines hydrophobes
de petite taille (environ 96 a 157 acides aminés) et riches en cystéine [90].

Ces stimuli physiques induisent chez le champignon des messagers
cellulaires, tels que I'AMP cyclique, qui déclenche les processus cellulaires
conduisant a la différentiation de I'appressorium. En effet, une forte concentration
intracellulaire en AMP cyclique permet cette différentiation en I'absence de stimuli.

Le réle des enzymes de dégradation des parois produites par le champignon
pendant la pénétration est plus complexe. Pour pouvoir étre fonctionnels, les
appressoria ont besoin d'étre mélanisés. Cette mélanisation des parois est
nécessaire a la mise en place d'une forte pression a l'intérieur de I'appressorium
qui permet la pénétration en force d'un hyphe mycélien a travers la paroi de la
cellule épidermique. Le DHN-mélanine est un pigment foncé fongique produit par
polymérisation du 1,8 -dihydroxynaphthalene. Ce monomere est obtenu par une
série de réactions impliquant la synthése de polykétide dans lequel se produit
I'assemblage et la cyclisation de cing molécules d'acétate, suivie de quatre étapes

ultérieures de réactions alternatives de réduction et de déshydratation [84].

2.3.2. Spécificité d’hdte et reconnaissance par la plante hote

La plupart des champignons ne sont capables d'attaquer qu'un petit nombre de
plantes ou de cultivars. Les interactions entre la plante et le champignon
intervenant dans cette spécificité a lieu dans les premiéres cellules infectées, juste
apres la pénétration. La spécificité d'hote de certains champignons dépend de leur
capacité a produire des toxines sélectives [91]. Ces toxines sécrétées pendant et
aprés la phase de pénétration ne sont toxiques que pour la plante-héte du

champignon phytopathogene [91].

2.3.3. Colonisation de la pante-hbéte

Lorsque le champignon échappe au systéme de reconnaissance de la plante, il
peut continuer sa progression dans les tissus. Au cours de cette phase, le

champignon est en condition de déficience nutritionnelle. Le champignon doit
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aussi faire face aux réactions de défense qu'il a lui méme déclenché lors de sa
progression dans la plante. Certains champignons sont ainsi capables de
détoxifier les composés fongitoxiques produits par la plante comme les
phytoalexines ou les protéines PR (pathogenenesis related). Cette étape de
reconnaissance plante-champignon est primordiale pour le succés de l'infection,
car seuls les champignons qui n‘auront pas été reconnus par les nombreux génes
de résistance de la plante pourront continuer leur processus infectieux. Cette
reconnaissance fait intervenir d'une part un géne d'avirulence du champignon et
d'autre part un gene de résistance de la plante c’est le type de relation dite ‘géne
pour gene’ [92].

Le champignon pathogene de l'avoine Gaeumannomyces graminis, produit une
enzyme capable de détoxifier le principal composé fongitoxique de l'avoine, une
saponine appelé avanacine, a l'aide d'une glucosidase spécifique dont le géne de
structure a été cloné [93]. L'obtention d'un mutant déficient en ce géne ou par son
remplacement, a montré que cette fonction était indispensable a ce champignon

pour attaquer l'avoine.

2.3.4. Sporulation

L'étape finale du cycle infectieux correspond au moment ou le champignon
différencie ses organes de reproduction asexuée ou sexuée, et libere des spores
qui dissémineront la maladie [84].

La propagation des champignons de plante a plante est généralement réalisée
grace a la transmission des spores. Cette étape de dissémination des spores
fongiques peut étre effectuée sur de longues distances par le vent et les courants
d'air, ou bien, elles peuvent étre déposées dans le sol et rester viables mais
inactives jusqu'au déclenchement de la germination, qui se fait souvent par le biais
de la détection de la présence de plantes hétes potentielles dans I'environnement.
Les cycles de vie des champignons et les différentes étapes produisant des
spores se font souvent par le biais de processus complexes et varient beaucoup

entre les especes [84].
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2.4. Maladies fongigues dues aux champignons phytopathogénes et impact

économique

Le nombre d’espéces fongiques est estimé & 1,5 millions dont environ 10°
sont décrites [90]. Parmi ces espéces connues, plus de 15 000 (soit 15% de
toutes les especes connues) sont responsables de maladies chez les plantes dont
la majorité appartient a la classe des Ascomycota et Basidiomycota et seulement
une centaine est pathogene pour 'homme et les animaux [94; 84 ; 95]. Les
symptémes pouvant apparaitre aprés attaque de champignons sont tres variés :
des pourritures, des nécroses, des flétrissements ou des Chloroses... [96; 97]
(figure 2.1).

pourriture des fruits de la tomate pourriture seche causée par
causée par Rhizoctonia solani [98] Fusarium solani [90].

Nécroses causé par Alternaria alternata [90]

Figure 2.1. Principaux symptémes causés par les champignons

phytopathogenes

En agriculture, les pertes annuelles mondiales de récoltes dues aux

maladies fongiques de pré et post récolte dépassent 200 milliards d'euros, et aux
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Etats-Unis seulement, plus de 600 millions de dollars sont annuellement dépensés

aux fongicides pour les traitements des cultures attaquées [99].

Le piétin échaudage (take-all disease) causé par le champignon tellurique
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt), contamine les racines et produit des
symptébmes de nécroses avec noircissement des plants [100]. Il est spécifique
des graminées ; le blé, 'orge et moins fréquemment chez I'avoine et peut étre
observé au cours de la montaison en envahissant les vaisseaux conducteurs de la
plante (xyleme et phloeme) [101]. A la fin du cycle végétatif, le Ggt conduit & un
échaudage des plantes atteintes [102]. Les dégats provoqués peuvent étre

importants, jusqu’a 50 % de pertes de rendement [100; 102].

La maladie de la pourriture racinaire, appelée aussi le rhizoctone noir ou
encore la maladie des manchettes est causée par le champignon tellurique
Rhizoctonia solani [103]. Ce pathogéne posséde une large gamme de plantes
hétes, a savoir les cultures maraicheres, graminées, plantes ornementales et les
especes adventices [103]. Le champignon péneétre dans la plante directement a
travers la cuticule ou par les stomates. Les attaques sont favorisées par des
dégats préalables causés par des ravageurs racinaires comme les nématodes, ou
par des outils. Les conditions optimales pour son développement sont des
températures du sol de 15-18°C. et une humidité élevée.

R. solani survit dans le sol sous forme de mycélium dormant ou de
sclérotes de 1-3 mm fixés a des résidus végétaux a partir desquels il se disperse
[103].

Le chancre phomopsien (Phomopsis canker ,viscid rot) est causé par le
champignon Phomopsis vaccinii (Ascomyceétes, Diaporthales). Les principales
plantes-hétes de ce champignon sont des plantes ligneuses. Pour les cultivars
sensibles, la brllure des tiges ligneuses agées d’'un an et des bourgeons floraux
constituent le symptéme prédominant en Caroline du Nord. On a aussi décrit une
invasion systémique dans le cas de cette maladie [104]. Les tiges succulentes de
'année en cours, infectées, se flétrissent en 4 jours et se couvrent de petites
lésions. Le champignon continue a se déplacer vers le bas a une vitesse moyenne

de 5,5 cm en 2 mois, tuant toutes les branches principales et souvent la plante
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entiere [105; 106]. Les pertes de rendement aussi élevé que 70% ont été

enregistrées sur les variétés sensibles [107].

Les fusarioses causées par les espéces du genre Fusarium qui présente
actuellement plus de 50 espéces dont les plus communes sont Fusarium
oxysporum, et Fusarium solani [108]. Chez Fusarium oxysporum, 120 formes
spéciales différentes peuvent étre rencontrées, parmi lesquelles; une centaine est
basée sur la spécificité d’espéces hbtes appartenant a des familles botaniques
différentes telle que la fusariose des racines et du collet Fusarium oxysporum f.

sp. radicis lycopersici [17].

Alternaria alternata (Fr.) Keissler est un champignon cosmopolite et a été
isolé dans le monde entier [109 ;110]. Alternaria alternata est présent chez une
large gamme de plantes hotes (plus de 380 espéces), a savoir les Citrus, la
jacinthe d'eau (Eichhornia crassipes), le coton, le poivre, le dahlia et le géranium
[111; 112]. Le champignon provoque principalement des symptdmes de la
maladie (des taches et des Iésions), sur les feuilles et moins séverement sur les
stolons et conduit finalement a la mort complete de la plante [113].

Les champignons appartenant essentiellement aux genres: Fusarium,
Altarnaria et Aspergillus, peuvent produire des mycotoxines et ils sont impliqués

dans des infections opportunistes de 'homme [114].

Le champignon Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare et Gams est un
champignon activement étudié pour l'application comme agent de lutte biologique
d'importantes espéces phytoparasites (ceufs de nématodes) [115]. Ce
champignon est une composante commune des communautés microbiennes du
sol et peut jouer un réle clé dans la régulation des nématodes dans la rhizosphére
de la plante [116].
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CHAPITRE 3
LES NEMATODES PHYTOPARASITES

3.1 Généralités

Les nématodes sont des vers ronds, classés parmi les ecdysozoaires, a
section circulaire, non segmentés protégés par une épaisse cuticule de nature
chitinoide qui leur confére une grande résistance aux agressions extérieures. llIs
meénent une vie libre ou parasitaire. Ce groupe contient des vers dont le cycle ne

nécessite pas d'héte intermédiaire [117].

lIs ont une croissance discontinue (on parle d'ecdysozoaires) par
augmentation de la matrice cellulaire, car les nématodes ont la caractéristique
d'avoir toujours le méme nombre de cellules pour une espéce donnée. lls sont
dioiques et comportent lors de leur cycle de développement 4 stades juvéniles
[117].

A l'origine vivant dans I'eau, les nématodes ont colonisé tous les milieux.
Actuellement, 25 000 especes sont décrites [118; 119]. lls se situent au
deuxiéme rang apreés les insectes en termes de nombre d’espéces différentes.
Dans le sol, les nématodes constituent la partie la plus importante de la biomasse.
Le peuplement normal d’'un sol agricole en formes libres est de l'ordre de 20 a
30 000 individus par kg de sol [120].

A l'inverse des zooparasites connus depuis trés longtemps, les nématodes
phytoparasites, sont passés longtemps inapercus et le sont souvent encore, en
raison de leur taille microscopique et du fait qu’ils se trouvent toujours cachés
dans le sol ou a I'intérieur des tissus végétaux [121].

Les nématodes phytoparasites, également appelés anguillules sont des vers
ronds allongés en fuseau, non segmentés. Cependant, chez certaines especes, le

corps de la femelle adulte peut se renfler et devenir plus ou moins globuleux
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[122]. Ce sont des parasites obligatoires, pourvus d’un stylet, leur permettant de
parasiter les plantes en s’attaquant aux parties aériennes ou aux parties
souterraines. lls réalisent tout ou une partie de leur cycle de développement dans

le sol provoquant des dommages importants aux cultures (tableau 3.1).

3.2. Importance économique des nématodes phytoparasites

Les problémes phytosanitaires causés par les nématodes phytoparasites
ont une incidence économique trés importante a I'échelle mondiale car ils
s’attaquent aussi bien aux grandes cultures (céréales, pommes de terre,

betterave) qu’aux cultures maraichéres, florales et fruitieres [121].

Selon la relation établie entre le nématode et la plante-h6te, différents groupes de
nématodes phytoparasites sont distingués [123]. lls peuvent se comporter comme
endoparasites sédentaires induisant des transformations racinaires importantes au
niveau des tissus conducteurs, ou migrateurs s’alimentant aux dépens de cellules
corticales ou parenchymateuses et ouvrant des voies de pénétration a d’autres
organismes pathogénes. Les nématodes ectoparasites vivent libres dans le sol, ils
ne pénetrent jamais a lintérieur de la racine et se nourrissent de cellules
épidermiques par leur stylet et sont vecteurs de nombreuses maladies virales
telles que le virus du court-noué de la vigne [119;121]. Ces différentes
adaptations écologiques, leurs ont permis de développer des stratégies
parasitaires variées en provoquant de séveres dommages et empéchant dans
certains cas, toute culture économiquement viable [120].

Les dégats causés par les nématodes sont cependant difficilement
chiffrables en raison des nombreuses interactions les liant a d’autres pathogénes
fongiques ou bactériens, favorisés par les Iésions induites par leur entrée dans les
tissus végétaux. Des études ont montré que les nématodes provoquent 10% de
pertes de production dans le monde, soit, un tiers des pertes attribuées aux

parasites et maladies [124].
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Tableau 3.1: Principaux nématodes phytoparasites et principales cultures
attaquées [121]
Type de Etat dans le Etat dans la Nématodes Principales
parasitisme sol plante Genres Familles plantes
parasitées
ecto- et Aphelenchoides Aphelenchoidae Riz, fraisiers,
endoparasites chrysanthémes
Parasites Bursaphelenchus Aphelenchoidae Pins
de tiges, Céréales,
feuilles et endoparasites Ditylenchus Anguinidae betteraves, alil,
bulbes pommes de
terre, fraisiers
Blé (agent de la
Anguina Anguinidae nielle) et autres
graminés
Xiphinema, Dorylaimidae Vignes, arbres
Longidorus fruitiers,
betteraves
ectoparasites Trichodorus Diphtherophoroidae Pommes de
terre
Belonolaimus, Belonolaimidae Coton, mais,
Telotylenchus soja
Migrateurs endoparasites arbres fruitiers,
Pratylenchus, citrus,
Radopholus, Pratylenchidae bananiers,
Hirschmaniella fleurs, vignes,
) céréales
Pa:jaessltes Rotylenchus, arbres fruitiers,
racines ecto-, semi- Hoplolaimus, Hoplolaimidae cultures

endoparasites

Helicotylenchus

maraichéres

Tylenchorhynchus | Dolichodoridae
semi- Tylenchulus Tylenchulidae citrus, vignes
ectoparasites
semi- cultures
endoparasites Rotylenchulus Hoplolaimidae Bqaaan:]CiQfsreS’
Sédentaires ) ’
vignes,
Coton
Nacobbus Pratylenchidae Céréales,
pommes de
terre,
endoparasites Heterodera, Heteroderidae ﬁ(ratzjr;s fruitiers,
Globodera,
cultures

Meloidogyne

maraichéres




32

Les nématodes phytoparasites les plus dommageables appartiennent au
type endoparasite sédentaire. Les deux principaux genres de ce groupe sont les
nématodes a kystes (Heterodera et Globodera) et les nématodes a galles
(Meloidogyne) [125]. Chez ces nématodes, la larve du deuxiéme stade pénétre
derriéere l'apex de la racine et migre vers les cellules vasculaires en
développement. Au cours des premiers stades de développement, les nématodes
sont completement enchassés dans la racine mais plus tard font saillie sur la
racine [125]. Les espéces du genre Meloidogyne endoparasites sédentaires,
appelées nématodes a galles des racines parasitent a elles seules plus de 2000
especes vegeétales et sont largement répandues dans le globe [126; 127].

3.3. Position systématigue des nématodes a galles

Les nématodes a galles parasites de plantes rencontrés majoritairement
dans les sols, sont des vers microscopiques responsables de dégats estimés a
plusieurs dizaines de milliards d’euros par an a travers le monde [120].

Les galles sur les racines sont connues depuis 1805 en Floride, USA. Plus
tard, en 1855, BERKELEY a fait la premiére description des Helminthes causant
ces galles sur les racines de concombre en Angleterre. Plus tard, mais de maniere
indépendante, les descriptions de NEAL [128] sont apparus aux USA. Jusqu'en
1949, toutes les especes étaient connues comme Heterodera radicicola et H
marioni. Sur la base des investigations morphologiques détaillées, Chitwood [129]
a séparé les nématodes a galles dans un groupe spécifique et les a inclut dans le
genre Meloidogyne érigé pour la premiere fois par GOLEDI en 1887 et caractérisé
par CORNU en 1879 [130 ; 131].

La classification des Meloidogyne établie par REDDY [132] :

Régne Animal
Sous-régne Métazoaires
Embranchement Némathelminthes
Classe Nematoda
Sous-classe Secernenta
Ordre Tylenchida
Super-famille Tylenchoidea
Famille Meloidogynidea
Sous-famille Meloidogynae

Genre Meloidogyne
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3.4. Morphologie des nématodes a galle

Le genre Meloidogyne est caractérisé par un dimorphisme sexuel tres
remarquable. Le male est filiforme et long variant de 0,8 a 2 mm. A l'extrémité
antérieure s’ouvre la bouche, elle est pourvue d’'un stylet de 2 fois la largeur des
levres, mince avec des boutons [133]. C’est grace a ce stylet que le nématode se
nourrit. Il posséde 1 ou 2 testicules débouchant, avec l'intestin, dans un cloaque
ou se trouvent deux spicules, ou organes copulateurs qui font saillie a I'extérieur
[134], (appendice B).

La femelle est globuleuse et mesure 0,44 a 1,3 /.um (appendice C). Deux
ovaires débouchant dans le vagin, occupent la majeure partie du corps. Dans la
partie postérieure se développent six glandes qui s’ouvrent dans le rectum. Ces
glandes rectales produisent une substance gélatineuse dans laquelle les ceufs
sont englobés [134]. TYLER [135] affirme que le nombre des ceufs pondus par
une femelle, environ deux mois aprés I'inoculation, pouvait varier de 1.400 a prés
de 3.000 selon I'héte.

Les larves de

2°™ stade sont vermiformes, pointues a I'extrémité
postérieure. Elles ont une longueur variant de 0,3 a 0,5 mm et un diamétre
d’environ 10 ym. Leur cavité générale est occupée par le systéme digestif qui
comprend la bouche s’ouvrant a I'extrémité antérieure et qui contient un stylet

creux et protractile, 'oesophage, puis l'intestin qui débouche dans le rectum [136].

3.5. Variabilité interspécifique chez les nématodes a galles

Le nombre de nouvelles especes de Meloidogyne décrites est en
augmentation permanente. Selon EISENBACK et HIRSCHMANN [137], plus de
soixante espéces ont été décrites. Certains d'entre eux : Meloidogyne incognita,
M. javanica, M. arenaria et M. hapla, présentent une importance économique
particuliere et représentent 95% de toutes les infestations causées par les
nématodes a galle sur les cultures [138]. Actuellement, un total de 80 espéces de
Meloidogyne a été décrit [139].

Malgré leur reproduction par parthénogenese mitotique qui devrait, par la
stabilité du génome, leur assurer une grande uniformité, Meloidogyne arenaria, M.
incognita et M. javanica montrent une variabilité importante sur les plans

biométrique, morphologique et physiologique. Il en est ainsi, notamment de
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I'éventail des plantes hétes qui, bien qu’étant extrémement large (2.000 environ
pour chaque espece), differe parfois, selon les souches appartenant a une méme

espéece [140].

3.6. Séquencage du génome de nématode a galles

Le premier génome d'un nématode a galles, Meloidogyne incognita a réecemment
été séquencé et analysé par un consortium européen coordonné par une équipe
de chercheurs francais de I'INRA. Cette espece a été choisie parce qu'elle est la
plus largement distribuée a travers le monde et celle qui cause le plus de dégats
au sein du genre Meloidogyne [141].

L'analyse du génome a montré que la majorité du matériel génétique de
cette espece était présente sous forme de paires de régions similaires mais dont
le pourcentage de divergence moyen atteint 8% au niveau nucléotidique. Cette
forte divergence entre les deux copies du génome est a relier au mode de
reproduction asexué de ce nématode [141].

La publication de la séquence du génome du nématode a galles
Meloidogyne incognita fournit les bases de la compréhension des relations hote-
pathogene. Elle constitue a la fois le premier séquencage de génome d’un animal
parasite de plantes et celui du premier métazoaire a mode de reproduction
parthénogénétique (se reproduisant sans sexualité). Ce génome, constitué de la
juxtaposition d’au moins deux génomes, pourrait conférer au nématode sa grande
capacité d’adaptation. A travers le séquengage du génome de Meloidogyne
incognita, un large éventail enzymatique permettant la dégradation de la paroi

cellulaire, adapté au parasitisme des plantes a été identifié [142].

3.7. Biologie et cycle de développement

Les nématodes a galles sont des endoparasites sédentaires et biotrophes.
La femelle adulte pond ses oeufs dans une gangue gélatineuse composée d'une
matrice de glycoprotéines fixée a l'arriére de celle-ci et appelée “masse d’oeufs”.
Cette substance est produite par des glandes débouchant dans le rectum et
permettant de maintenir les oeufs rassemblés afin de les protéger contre les

contraintes environnementales et la prédation. Les masses d'ceufs se trouvent
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localisées a la surface ou intégrées dans la galle en méme tant que les femelles
[143] (figure 3.1).

Le cycle biologique des nématodes a galle comporte 4 stades juvéniles (J1 a
J4), séparés par des mues et un stade adulte [119]. Les juvéniles de deuxiéme
stade (J2) éclosent puis migrent vers les racines et y pénétrent soit par I'apex, soit
dans les zones de pénétration antérieure, soit encore la ou existent déja de petites
lésions [144].

Le juvénile (J2) est le stade infestant, la larve oriente ses déplacements par
rapport a un gradient de substances émises par les plantes ; substances pour la
plupart hydrosolubles et remanentes [145].

Les larves J2 envahissent I'endoderme des racines et, en pénétrant dans le
cylindre central, provoquent [Iapparition de cellules polynuclées géantes,
métaboliquement hyperactives provenant du parenchyme vasculaire ou des
cellules vasculaires différenciées du cylindre central [144].

Ce site nourricier indispensable au développement des nématodes et induit par
ses seécrétions salivaires est constitué de 5 a 7 cellules hypertrophiées (cellules
géantes) suite a des mitoses sans division cellulaire et plusieurs cycles
d'endoreduplication [146]. Ces structures néoformées permettent au nématode
d'accomplir son cycle sans avoir a se déplacer ; le nématode n’aura en effet qu’a
ponctionner avec son stylet buccal dans ces cellules géantes pour pouvoir se
nourrir [147]. La formation de ces cellules géantes perturbe ou bloque les
vaisseaux du xyleme et la multiplication parallele des cellules corticales entraine la

formation de galles [136].

Les juvéniles J2 se nourrissent de ces cellules géantes et muent trois fois
avant de parvenir au stade de femelles adultes qui se développent rapidement
[144].La dissection des galles met en évidence des femelles typiques renflées a
divers stades de maturation. Les femelles matures sont sacciformes [144].

Les ceufs sont pondus dans une matrice gélatineuse formant une masse
d'oeufs [119]. Une seule masse peut contenir plusieurs centaines d’ceufs, DE
GUIRAN [127] dénombre 300 a 3000 ceufs. Dans les racines primaires épaisses

et charnues, les masses d’oeufs peuvent demeurer a I'intérieur des racines [144].
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Les males, absents ou rares quittent les racines et se déplacent librement
dans le sol. lls ne sont pas fonctionnels la reproduction est donc
parthénogénétique [134].

Tous les ceufs n’éclosent pas en méme temps et peuvent résister au froid et a la
sécheresse pendant plusieurs années (jusqu’a 5-6 ans). Néanmoins lorsque les

températures sont basses, l'infestation se développe lentement [147].

Larve libre
dans le sol

Invasion
racinaire

Induction du site
nourricier et
établissement

1: larves libres dans le sol ; 2: pénétration des larves du deuxiéme stade. ; 3 et 4 : début de
maturation des juvéniles en adultes. ; 5: Différenciation sexuelle des juvéniles. ; 6 : libération des
males et éclosion des ceufs produits par les femelles.

Figure 3.1. Cycle de développement des nématodes a galles [148 ; 147].

3.8. Importance économique des nématodes a galle

Les nématodes a galles se caractérisent par la formation de nodosités (les galles)
sur les racines en forme de boule ou de fuseau irrégulier qui peuvent prendre des
dimensions importantes (figure 3.2), dépassant la grosseur d'une noix et le
renflement des racines primaires et secondaires [144]. Autour des femelles avec
leurs petites masses d'oeufs, peuvent se développer des taches nécrotiques
brunes [149].

Ces manifestations provoquées par la sécrétion salivaire du nématode qui
induit des modifications anatomiques entrainant une déformation du tissu

vasculaire provoquent la formation de cellules géantes polynuclées et une
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hypertrophie des cellules corticales [150]. Ces déformations constituent les galles
qui deviennent visibles 2 a 3 jours apres la pénétration des J2 [134 ; 119].

Les Meloidogyne parasitent plus de 5500 especes de plantes [151] et sont
largement répandues sur le globe. lls s'attaquent aussi bien aux grandes cultures
(céréales, pommes de terre, betterave...), qu'aux cultures maraicheres, florales et
fruitieres [147].

Les espéces les plus couramment rencontrées en région meéditerranéenne sont M.
incognita et M. arenaria. Elles se multiplient tres rapidement par parthénogénese
(reproduction asexuée). Leur température optimale de croissance se situe entre
15°C et 33°C. Elles sont particulierement préoccupantes dans les systemes
maraichers méditerranéens ou les conditions optimales de leur développement
sont réunies : températures élevées et successions de plantes sensibles (salades,
cucurbitacées, solanacées...). Les cultures les plus sensibles sont la tomate,
'aubergine, le poivron, la pomme de terre, melons, le concombre, la, laitue, la
chicorée, le haricot et la carotte. Les attaques sont plus fortes en sols sableux
légers et pauvres en matiéres organiques [147].

Une enquéte effectuée par I'lLVO (Instituut voor Landbouw-en Visserijonderzoek ) en
1996-1997 a démontré que M. chitwoodi tout comme M. fallax étaient présents en
Belgique. Depuis 1998, ces deux organismes ont un statut d'organisme de quarantaine au
sein de I'UE (Directive 2000/29/CE, annexe 1) et de 'EPPO (Liste A2) [152].

Le nématode Meloidogyne naasi Franklin 1965 est un nématode a galle des
graminées rencontré dans les régions tempérées. Il est un facteur limitant du
rendement de I'orge dans I'Europe de I'Ouest [153 ;154 ;155] et aux Etat-Unis
[156].

Au niveau mondial, on estime les pertes a 100 milliards de dollars par an
[157]. En Europe, ils sont responsables de dégats atteignant 10% de la production
céréaliere et entrainent des diminutions de récoltes de 20 a 30% dans les vergers

d'agrumes méditerranéens [158].

En Algérie ces ravageurs se distinguent comme étant de redoutables
ennemis et constituent un facteur limitant de production maraichere aussi bien
sous abri plastique gu’en plein champ [159]. IGHILI [160] signale 100 p.cent des
serres prospectées sont infestées dans une palmeraie a Ouargla. MOKABLI

[161], montre que sur 1976 serres, 65 p.cent sont attagquées dans différentes
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wilayas du pays. Dans les zones littorales centres comme Staouéli et Bordj-El-
Bahri toutes les cultures sont infestées (100%) [162]. La fréquence et la gravité de
l'infestation des serres varient d’'une année a une autre, en effet les travaux de
NEBIH HADJ SADOK [163] ont montré que le pourcentage de serres infestées
durant I'année 1993 est plus élevé (82.59%) que durant 'année 1994 (53.13%).

3.9. Notion d’indice de qalle

Ces symptdmes sont a l'origine de la conception d’échelles d’indices de galles
définis par une note affectée a un état du systéme racinaire. Plusieurs échelles ont
ainsi été établies et utilisées afin d'évaluer la gravité des dégats, et par
conséguent estimer les niveaux des populations de Meloidogyne spp. qui infestent
les racines (appendice D). Ces indices sont trés utilisés en fin de végétation pour
estimer l'infestation globale de la plante et comparer I'effet de diverses méthodes
de lutte contre les nématodes a galles [164].

Au point de vue analytique, ils ont l'avantage de représenter fidélement
linfestation racinaire réelle d'une plante. D’'un point de vue statistique, ils
permettent un « écrasement» de la forte hétérogénéité spatiale (distribution

agrégée) caractéristique des infestations en nématodes phytoparasites [164].

Figure 3.2. Dégats sur racines de tomate (A), carotte (B), concombre (C), laitue
(D) et sur tomates en serre (E) et melons en plein champ (F) [147].
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CHAPITRE 4
LUTTE CONTRE LES MALADIES ET LES DEGATS CHEZ LES
PLANTES

La protection des cultures de leurs ennemis constitue une question d’intérét
général qui requiert une organisation phytosanitaire supranationale capable de
surveiller I'état des cultures. Le concept de lutte intégrée se réfere principalement
a [I'écologie, aux rapports existant entre les organismes vivants et leur
environnement ainsi qu’a leur espace vital [165].

Les agriculteurs font appel a une lutte intégrée en combinant entre
différentes techniques: prophylactiques, physiques, chimiques, génétiques,

biologiques et I'utilisation de biopesticides [166 ; 167].

4.1. La lutte préventive

En agriculture, la lutte contre les maladies et les ravageurs des cultures se
fait de maniére préventive plutét que curative [168].

Les mesures préventives assurent une réduction importante de la
dissémination de la maladie. La lutte prophylactique exige I'application de
mesures prévenant lintroduction dans un pays ou une zone déterminée, de
maladies ou de ravageurs nouveaux (la quarantaine) et de délivrer les certificats
exigés pour la commercialisation des produits, aprés inspection des plantes [18].
Les mesures préventives s’appuient aussi sur les techniques agronomiques
éprouvées qui visent a créer simultanément des conditions défavorables pour les
ennemis des cultures, telles que la rotation des cultures, I'hygiéne, les pratiques

culturales, la fertilisation raisonnée et le travail du sol [169].

4.1.1. Les mesures de certification et de guarantaine

Les états peuvent mettre en place différentes mesures de protection
phytosanitaire visant a empécher l'introduction ou la dissémination de nouveaux
agents pathogenes. Ces mesures sont établies par le pays importateur [170]. Les

reglements phytosanitaires peuvent notamment interdire les importations de
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plantes ou de produits végétaux appartenant a certaines espéeces botaniques en
provenance d’une zone géographique ou un agent bioagresseur est présent [18].
Un organisme de quarantaine est un organisme nuisible qui présente une
importance potentielle pour I'économie de la zone menacée. Cet organisme peut
ne pas étre présent dans cette zone ou bien qui y est présent mais n'y est pas
largement disséminé et fait I'objet d'une lutte officielle sous forme de mesures
phytosanitaires en vue de son éradication et/ou enrayement [171].

La réglementation phytosanitaire de [I'Organisation Euroméditerranéene de
Protection des Plantes (OEPP) détient deux listes des organismes de quarantaine,
en l'occurrence, la liste A1 et la liste A2. La liste A1 comprend les organismes
nuisibles absents dans une région, et la liste A2 contient des organismes
nuisibles localement présents dans une zone et officiellement contrélés [171].

Parmi les bactéries phytopathogenes, I'espéce : Ralstonia solanacearum
est listée organisme de quarantaine en Europe. Cet organisme est inscrit a
'annexe |, chapitre Il (organismes nuisibles présents) de la Directive 2000/29/CE
du 8 mai 2000 modifiée sous le nom de Pseudomonas solanacearum (Smith) [35].
Chez les nématodes a galle du genre Meloidogyne, les especes Meloidogyne
fallax et Meloidogyne chitwoodii ont un statut d'organismes de quarantaine depuis
1998 au sein de I'Union Européenne (Directive 2000/29/CE, annexe |) et de
I'EPPO (Liste A2) [171]. Parmi les champignons phytopathogénes, Phomopsis
vaccinii agent de la maladie du chancre phomopsien, est un organisme de
guarantaine Al de I'OEPP [172; 171].

D’autre part, Les certificats phytosanitaires aident a s’assurer que le matériel
végétal est exempt de parasites nocifs des plantes apres une inspection dans le
pays d’origine [170].

Les certificats phytosanitaires sont émis par une autorité qualifiée disposant
d’'un membre de l'organisme chargé de la protection des plantes et compétent
pour garantir que le produit est indemne de toutes les maladies couvertes par les
lois de quarantaine [173; 170]. Les certificats phytosanitaires sont délivrés afin
d'indiquer que les envois de veégeétaux, produits végétaux ou autres articles
réglementés satisfont a des prescriptions phytosanitaires déterminées des pays
importateurs et sont conformes a la déclaration de certification du modele de

certificat phytosanitaire correspondant.
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4.1.2. L’hygiéne

L’hygiéne des cultures est extrémement importante pour la lutte contre la

plupart des maladies et ravageurs. Elle peut impliquer [I'élimination et Ila
destruction des résidus de culture, des plantes fortement infestées, des repousses
provenant d’'une récolte précédente et les plantes adventices [174].

Sous serre, lirrigation des plants doit étre assurée au systéme de la goutte a
goutte [175]. Ainsi, La qualité de l'eau est assurée par le biais des différents
traitements (UV, chimiques ou thermiques) [176]. Les systemes d'irrigation doivent
étre nettoyés par des composés d'ammonium, de I'acide nitrique ou une solution
d'hypochlorite [176]. Les serres doivent étre nettoyées a la fin de la saison par
I'nypochlorite ou 'ammonium quaternaire et par un formaldéhyde [175].

Les agents pathogénes peuvent étre transmis au matériel sain par les couteaux
ou greffoirs contaminés et sécateurs lors de la préparation de matériel pour la
multiplication végétative [177]. Les sécateurs et les outils de taille sont désinfectés
entre les plantes, soit avec I'ammonium quaternaire, I'hypochlorite de sodium afin
de prévenir la transmission d'agents pathogeénes notamment les maladies

vasculaires [175].

4.1.3. La rotation

bY

La rotation culturale est une succession culturale correspondant a une
alternance de cultures se suivant régulierement, dans un ordre toujours identique,
sur une parcelle [178]. La rotation des cultures en alternance avec des plantes
résistantes a un agent pathogéne, permet de limiter les épidémies [179 ; 70].

Pour des parcelles cultivées en permanence, la rotation constitue une bonne
prévention contre certaines mauvaises herbes et maladies des racines, certains
insectes et nématodes du sol. Par exemple, la rotation concourt a contréler les
adventices en faisant alterner des cultures a développement rapide et dense
(pomme de terre) avec d'autres a développement spécial réduit. Les rotations de
longue durée de céréales/cultures maraicheres diminuent I'effet des nématodes a
galles sur les Solanacées, ces nématodes n'attaquant pas les céréales. La
rotation sorgho/tomate selon le schéma sorgho-sogho-sorgho-tomate permet une
réduction sensible des attaques de Meloidogyne sur la tomate. De méme, une

rotation arachide/tomate permet de bien contrdler ce genre de nématodes [180].
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4.1.4. Le travail du sol

L'enfouissement des débris végétaux permet de lutter contre les
organismes telluriques comme Rhizoctonia solani, Ventura inaequalis,
Plasmopara viticola et Pseudomonas solanacearum [181].

Certains travaux du sol représentent un risque, car ils peuvent agir par la
dissémination de l'inoculum le long des lignes de passage des engins agricoles et
par la création de portes d'entrée aux parasites c’est le cas de Clavibacter
michiganense et Pseudomonas solanacearum [182].

Le labour de fin de cycle est une pratique utile Ia ou une population d’insectes,
importante pour la réinfestation de la culture suivante, subsiste dans la sole
récoltée, tels les vers blancs (larves de scarabéides) et les vers gris (larves de
noctuidés) ce qui permet d'exposer les larves et pupes a lair libre et aux

prédateurs [183].

4.2. La lutte curative

4.2.1. La lutte physique

4.2.1.1. Effet de la température sur les organismes vivants

Le traitement thermique est un facteur qui permet de causer des blessures
internes suffisamment sérieuses pour entrainer la mort de I'organisme cible [184].
Pour la plupart des traitements a la chaleur, une augmentation de la température
interne des organismes nuisibles de I'ordre de 50 a 100°C. ou plus pendant au
moins 0.1 seconde, est suffisante pour provoquer un éclatement des cellules di a
la dilatation thermique du matériel intracellulaire ou encore a une congélation de
certaines protéines cellulaires a des températures inférieures a 0°C. [185 ; 186].

De facon analogue, une diminution de la température de ces organismes
sous le point de congélation provoquera des blessures similaires causées par la
cristallisation du matériel intracellulaire [187]. Plusieurs méthodes physiques sont
utilisées en protection des plantes dont les plus pratiquées sont la solarisation et

la thermothérapie.
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4.2.1.2. La solarisation

La solarisation consiste a augmenter la température du sol en couvrant le sol
avec une feuille de poly-éthylene transparente (0.1 mm d’épaisseur) pendant la
saison chaude [188;147]. La solarisation est un phénomeéne hydrothermique, qui
signifie que la teneur en eau du sol doit étre élevée d’au moins 70% de la capacité
d’hydrothermie, afin d’avoir un bon transfert de la chaleur aux organismes a
contréler. La solarisation est une pratique largement utilisée pour la lutte contre un
spectre important d’agents pathogénes d’origine tellurique ainsi que des ravageurs
[189].

Cette méthodes s’est avérée trés efficace pour lutter contre les nématodes a
galles, (Meloidogyne spp), les champignons phytopathogenes tels
que :Rhizoctonia solani, Verticilium dahliae et Fusarium solani. D’autre part, il a
été montré que pour les bactéries phytopathogénes, la solarisation a permis de
réduire de plus de 72 % la population des espéces d'Agrobacterium spp..
Parallelement, des graines de mauvaises herbes et de plantes parasites comme
I'Orobanche ont été par la méme réduites par cette pratique [190; 70 ; 189 ; 147].

4.2.1.3. La thermothérapie

La thermothérapie peut étre effectuée par un traitement a l'eau chaude
[191]. Généralement des températures de 50 a 54 °C. pendant 5 a 30 minutes, a
la vapeur humide a 50°C. pendant 1 heure ou a la chaleur séche a 70°C. pendant
3 a 7 jours sont utilisées [192 ; 193]. Cette technique a été appliquée avec succes
sur de nombreuses maladies en particulier les maladies bactériennes transmises
par semences, les nématodes, les insectes et acariens et sur différentes parties
de la plante telles que les semences, les rhizomes, les bulbes et les boutures
[194; 191] Dans la lutte contre les insectes, la lutte physique peut avoir recours a
plusieurs technologies dont certaines mettent en oeuvre des méthodes actives; les
chocs thermiques (chaleur), les radiations électromagnétiques (micro-ondes,
radio-fréquences, linfrarouge), les chocs mécaniques et la lutte pneumatique

(soufflage/aspiration) [166].

4.2.2. La lutte chimique

Les traitements chimiques sont largement utilisés pour le contrdle des
ennemis des cultures [166]. Le chiffre d’affaire mondial des produits

phytosanitaires avoisine les 23 milliards d’euros ; les parts respectives des
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herbicides, des insecticides-acaricides, et fongicides s’élévent a 47%, 29% et 18%
respectivement ; tandis que les antibiotiques antibactériens représentent moins de
1% [18].

Dans un programme de protection intégrée, la lutte chimique raisonnée doit étre
appliquée seulement quand les populations d'un ravageur ou d'un agent
pathogene deviennent tres importantes ainsi que par le choix de pesticides les
plus inoffensifs possibles pour les auxiliaires. Il convient également de respecter
les doses prescrites, le mouillage pour une surface donnée, les délais d’emploi
des produits avant récolte et d’alterner les familles chimiques de pesticides pour
éviter les phénoménes d’accoutumance [195].

4.2.3. La lutte génétique

L’amélioration des plantes en matiére phytopathologique vise I'obtention de
génotypes de végétaux qui présentent, avec l'agent considéré, un rapport
d'incompatibilité (résistance) ou qui produisent adéquatement nonobstant,
I'infection par 'agent concerné (tolérance) [18].

Une des bases de I'agronomie moderne est la sélection des caracteres
d’intérét pour améliorer la qualité des plantes cultivées. La sélection variétale peut
s’effectuer par les méthodes classiques en tirant profit des lois de Mendel ou par
marquage en utilisant I'outil moléculaire [196].

Le développement de la biologie moléculaire et de la génétique ont permis
des interventions efficaces dans le domaine de la résistance des plantes aux
organismes pathogénes [197]. Le génie génétique autorise la modification du
génome d’'un organisme par lintroduction de génes provenant d'un autre
organisme, conduisant a la biosynthése de molécules (OGM) provoquant la
résistance des plantes aux champignons, bactéries, insectes et nématodes [197].
La technique de gestion principale pour la plupart des maladies des plantes est de
développer des cultivars ou des hybrides qui possédent une résistance génétique
ou une tolérance a linfection [198]. A titre d’exemples, chez les champignons, le
gene pm3b provenant du blé, confére la résistance a I'oidium (Blumeria graminis
f.sp. tritici) [199].

Dans le cas des nématodes, ce sont des variétés d'une espece
normalement sensible aux nématodes qui vont attirer ces derniers des couches
profondes grace a leurs exsudats racinaires puis les bloquent a I'intérieur de la

racine par une réaction d’hypersensibilité caractérisée par une mort rapide et
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localisée des cellules végétales autour du nématode due a I'expression d’'un géne
de résistance. Cette réaction peut étre précoce en empéchant la migration des
larves jusqu’au cylindre central de la racine, le privant ainsi de nourriture, ou
tardive en empéchant le développement du site nourricier indispensable au
développent des nématodes [200]. A ce jour, seulement quelques espéces de
plantes ont montré des potentialités de résistance totale aux nématodes a galles:
la carotte (gene Mj-1), le coton (génes MIC-3, rkn-1, Mil), les Prunus (genes Ma),
la tomate (génes Mi), la pomme de terre (genes Rmcl, MfaXll), les
piments/poivrons (géne N et genes Me) [201].

Dans le cas des bactéries phytopathogenes, les travaux sur la résistance a
la moucheture bactérienne chez la tomate, impliquent des geénes végétaux de
résistance a des bactéries dont le fameux géne d’'une protéine kinase (Pto) cloné
vers 1993 chez la tomate. Ce géne bloque I'expression du géne de virulence de

I'agent causal de la maladie ; Pseudomonas syringae pv. tomato [202].

4.2.4. La lutte biologique

La lutte biologique contre les maladies des plantes peut se produire grace a
des mécanismes biologiques qui sont généralement considérés comme
I'antibiose, la compétition, le parasitisme, la résistance induite, 'hypo virulence et
la prédation [203 ; 204].

La lutte biologique est une méthode complémentaire a la lutte chimique qui
se base sur I'utilisation de microorganismes bénéfiques ou biopesticides d’origine
microbienne permettant d’attaquer et de controler les agents phytopathogénes
(champignons, bactéries, nématodes) [205].

Un biopesticide d’origine microbienne est un organisme comme une
bactérie, un virus, un champignon ou un protozoaire, utilisé pour contréler une
maladie ou un ravageur. La littérature rapporte de nombreux travaux réalisés a
travers le monde en plein champ et sous serre pour le contréle d’'un certain
nombre de maladies causées par des pathogénes telluriques, foliaires ou de post-
récoltes [206]. Chez la plupart de ces organismes biopesticides, I'activité
antagoniste a souvent été associée a la production de métabolites secondaires
[207].
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Parmi les microorganismes expérimentés avec succes, a I'égard des
maladies d’origine tellurique, les Pseudomonas spp. fluorescents ainsi que les
especes non phytopathogénes appartenant au genre Fusarium [208; 209].

L’utilisation de biopesticides d'origine microbienne a I'égard de bactéries
phytopathogénes a également donné des résultats tres intéressants a travers le
monde. C’est ainsi que la souche K84 d’Agrobacterium radiobacter a été utilisée,
chez différentes especes de Rosacées fruitieres avec succés comme agent de
contréle biologique contre le crown gall [210; 211]. Cette méme bactérie a été
testée sous nos conditions sur les plants de pécher conduits en plein champ
apportant des résultats avec succés, soit plus de 94% d’efficacité [212]. Un
antibiotique appelé agrocine produit par cette souche, est un facteur essentiel
dans le mécanisme de contréle le la maladie du crown gall causée par A
tumefaciens [213]. Par ailleurs, les spores de la bactérie mycélienne Pasteuria

penetrans sont capables de parasiter les nématodes a galles Meloidogyne et

bloguer leur multiplication [147].

Différents biopesticides a base d’agents microbiens sont a l'origine
d'accidents pathologiques dans les populations d'arthropodes ravageurs des
cultures. Plusieurs de ces germes entomopathogenes constituent la matiére active
de bio-préparations dont les propriétés insecticides sont souvent spécifiques d'un
groupe de ravageurs d'origine fongique, bactérienne, virale, des protozoaires ou
des nématodes [214]. Dans le cas des champignons entomopathogenes, les
especes qui ont été a la base de préparations insecticides sont Neozygites fresenii
inféodé aux pucerons, en particulier Aphis gossypii, Enthomophaga maimaiga sur
le lépidoptere bombyx disparate (Lymantria dispa) et Zoophtora infestans
pathogéne de divers groupes d’insectes Lépidoptéres et Homoptéres [215].

Pour les germes d'origine bactérienne, Bacillus thuringiensis (Bacillaceae,
Gram positif), présente la capacité de synthétiser et excréter pendant la phase de
sporulation, une inclusion cristalline composée de protéines spécifique ©6-
endotoxine qui porte une propriété mortellement toxique pour de nombreux ordres

d’insectes (Lepidoptera, Coleoptera et Diptera) [215].

En plus des biopesticides microbiens, les pesticides biochimiques sont des

substances qui sont synthétisées naturellement pour contréler les organismes
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nuisibles par des mécanismes non toxiques. lls comprennent des substances
telles que les phéromones sexuelles des insectes qui interféerent dans
'accouplement ainsi que des extraits variés de plantes parfumées qui attirent les
insectes nuisibles dans les piéges [216]. Les phéromones sont des composés
chimiques volatils. Elles sont de plusieurs types (sexuelles, de défense,
d’agrégation) mais les plus couramment utilisées pour la protection des cultures
sont les phéromones sexuelles, qui sont impliquées dans la reproduction des
insectes [217]. Elles sont le plus souvent émises par les femelles pour attirer les
males en vue de l'accouplement [214]. Plusieurs familles de molécules sont
identifiees comme phéromones, parmi lesquelles, des dérivés d’acides gras,
d’alcaloides et de terpénes [218; 219].

Un autre volet concernant les méthodes de lutte biologique est souvent
l'utilisation de biopesticides d’origine végétale dans un programme de lutte

intégrée, pour prévenir ou réduire les dégats causeés par les ennemis des cultures.

4.3. Importance des biopesticides d’origine végétale

En raison de la conjoncture actuelle, les biopesticides d’origine botanique
sont appelés a un avenir meilleur, car la demande en produits phytosanitaires
sans danger, de faible rémanence et qualifiés de produits verts est actuellement

en hausse [197].

Actuellement, on rapporte que 2121 espéeces de plantes possédent des
propriétés de lutte antiparasitaire ; un total de 1005 espéces identifiées,
présentent des propriétés insecticides, 384 avec des propriétés anti-
appétissantes, 297 possédant des propriétés répulsives, 27 avec des propriétés

attractives et 31 avec des propriétés de stimulateurs de croissance [216].

Les composés secondaires des plantes sont réputés depuis I'antiquité pour
leurs propriétés pharmacologiques et depuis quelques décades, I'homme
s’intéresse également a leurs autres activités biologiques [220]. En patrticulier, ces
composés secondaires sont souvent considérés comme étant un moyen de
défense de la plante productrice contre divers organismes comme les pathogénes

et les ravageurs. Ces composés sont trés nombreux et variés, et certains sont
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largement distribués, comme les alcaloides, les terpenes et les tanins, tandis que
d’autres ont une répartition plus restreinte comme les composés soufrés [220].

Les molécules du métabolisme secondaire des plantes appartiennent a des
familles chimiques tres diverses telles que les alcaloides, les phénols, les

flavonoides, les terpénoides et les stéroides [221].

D’autres substances secondaires des plantes, les phytoecdysteroides
représentent une classe particuliére [222]. On en connait actuellement plus de 200
représentants différents [223]. Ce sont des analogues des hormones de mue des
insectes et ils peuvent participer a la défense de plantes contre les invertébrés et
arthropodes phytophages. L’effet toxique du 20-hydroxyecdysone sur les especes
dinsectes est observé a 2-25 ppm [224]. Parmi les 3000 espéces végétales
étudiées, 5 a 6 % contiennent des ecdysteroides en quantités significatives ce qui
signifie plus de 50ng/g de poids sec [225]. L’activité biologique des
phytoecdysteroides a été testée sur une grande variété d’insectes [226]. Des
études ont également démontré que phytoecdysteroides ont un effet sur la
croissance et la reproduction des insectes [227].

Les substances soufrées des végétaux montrent de multiples activités
pesticides qui peuvent les destiner a de nhombreuses applications phytosanitaires.
Les effets toxiques des Allium spp. et de leurs composés soufrés sont connus
depuis longtemps chez les bactéries pathogénes a 'homme mais aussi sur les
végétaux [220]. Ainsi, les extraits d’Allium ont une action sur de nombreux
insectes, nématodes, bactéries et champignons [228]. Plusieurs bactéries sont
sensibles a divers Allium spp. et leurs extraits [229]. En effet, Erwinia carotovora
et Agrobacterium tumefaciens sont sensibles a Allium tricoccum, Allium cernurum
et Allium sativum. Par ailleurs, Allium sativum agit sur plusieurs espéces de
Pseudomonas spp. et de Xanthomonas spp. [220].

Les effets toxiques des Allium sur les champignons ont été étudiés surtout
sur les champignons pathogénes a ’homme. Plusieurs travaux se sont intéressés
aussi aux champignons phytopathogénes Alternaria tenuis, Aspergillus niger,
divers Fusarium, dont Fusarium oxysporum, Fusarium poae, ou Verticillium albo-
atrum, qui sont sensibles a I'oignon et I'ail, alors que Phytophtora infestans est

sensible a Allium tuberosum [220].
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4.4. Les pesticides d’origine végétale utilisés actuellement

Le nombre tres important de molécules sémiochimiques existant dans le
monde végétal, ainsi que leur facilité de synthése ; moins compliquée et moins
colteuse a fabriquer que les phéromones, en font des substances largement
utilisées en agriculture biologique. Leur utilisation est répandue pour un trés grand
nombre de cultures certifiées, aussi bien céréalieres, légumieres, de plantes
aromatiques et médicinales et de plantes ornementales [217].

Les extraits végétaux ont surtout été employés pour le contrle des
phytophages ravageurs de cultures. Ainsi, les substances végétales les plus

couramment utilisées au cours de ces derniéres années sont les suivantes :

4.4.1. Le pyréthre, composé extrait a partir des fleurs de plantes appartenant a la

famille des Asteraceae comme les chrysanthémes et les pyréthres [217]. Le
pyréthre continue de dominer le marché mondial des insecticides végétaux
accaparant a lui seul pres de 80% des ventes [230]. Ses avantages ; un large
spectre d’activité, un effet choc rapide et une disparition totale dans
I'environnement [231]. Les vastes plantations de Chrysanthemum cinerariaefolium
aménagées en Tasmanie (Australie) devraient parvenir au stade de la récolte
comme une nouvelle source d’approvisionnement et devrait contribuer a accroitre

la disponibilité de la matiere premiére [230].

4.4.2. 'azadirachtine extraite de la noix du margousier ou neem, originaire d’Inde,

appartenant a la famille des limonoides et qui se révele étre un insecticide
puissant, est utilisée sur les noctuelles, les cicadelles, les tordeuses et les
doryphores [217]. Bien que l'azadirachtine ait des effets antiappétants chez les
insectes, I'efficacité du neem sur terrain comme agent de protection des cultures
réside davantage dans la capacité de I'azadirachtine d’inhiber la croissance des
insectes cibles en les empéchant de muer [230]. Les extraits du neem ont
également des propriétés antifongiques [232]. L'Inde demeure a ce jour la
principale source de neem, fournissant a elle seule la quasi-totalité du neem utilisé
a des fins antiparasitaires aux Etats-Unis [230].

Par ailleurs, les extraits de neem, d’Eucalyptus tereticornis, les crotalaires
(Crotalaria spp.) ou la tagete (Tagetes spp.), constituent une matiere efficace pour

la lutte contre les nématodes a galles [147].
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4.4.3. Les huiles essentielles constituent des substances ayant des spécificités qui

les ont fait utiliser depuis longtemps en pharmacie, parfumerie, industrie
agroalimenaire et industrie chimique [217].

Plus récemment il a été démontré que de nombreux constituants
terpénoldes d’huiles essentielles végétales sont toxiques au contact, pour un large
éventail d’'insectes et peuvent étre utilisés comme insecticides d’origine végétale
[267]. Un nombre important de composés chimiques sont connus. De ce type, les
plus puissants figurent le thymol, extrait de thym (Thymus vulgaris, Lamiacées), la
pulégone, extraite de menthe pouliot (Mentha pulegium, Lamiacées) et 'eugénoal,

extrait du clou de girofle (Eugenia caryophyllus, Myrtacées) [230; 233].

4.4.4. Les glycosinolates de formule (1’-Thio-B-D-glucopyranosyl-alkyl-Z-N-
hydroximin sulphate esters), sont des métabolites secondaires des plantes de
l'ordre des Capparales, en patrticulier les Brassicaceae (B. napus var. oleifera, B.
rapa, B. juncea, B.carinata, Raphanus sativus var. oleifera, Sinapis alba et
Crambe abyssinica) [234; 235].

Une grande variété de parasites telluriques a été ciblée pour le contrdle par
l'utilisation de glucosinolates d’origine végétale (biofumigants), entre autres les
insectes, nématodes, champignons pathogéenes et les mauvaises herbes,
montrant pour I'ensemble une sensibilité a l'inhibition par les produits d'hydrolyse
de glucosinolate [236 ; 237].

Les glucosinolates semblent prometteurs pour lutter contre les maladies
post-récolte surtout Penicillium expansum et Monilinia laxa. En particulier, allyl-
isothiocyanate (AITC) de Brassica carinata, butenyl-isothiocyanate de gluconapine
de Brassica rapa, le 2-phényléthyl isothiocyanate de gluconasturtine de Barbarea
verna et le 4-méthyl-thiobutyl isothiocyanate de glucoerucine extrait d’Eruca sativa
qui ont été testés et inoculés sur les poires et les fruits a noyaux. Les traitements
ont été efficaces 24 h et 48 h apres l'inoculation de poires [238]. Ainsi, un effet
anti-appétant de la sinigrine a été rapporté pour les pucerons, Aphis fabae,
Acyrthsiphon solani et Aphis pisum, et méme pour un criquet trés polyphage
comme Melanopus sanguinipes qui consomme moins de feuilles de Cruciferes en

rapport avec leur taux de glucosinolates [220].


http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_secondaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae
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CHAPITRE 5
MATERIEL ET METHODES

5.1. Introduction

Avec le développement de la chimie, on s’est vite rendu compte qu'il y avait
tout un arsenal capable d’éliminer les ennemis de la plante (bactéries,
champignons, nématodes, insectes..). Cette approche a conduit a une élimination
spectaculaire, du moins a court terme, des organismes nuisibles, et a une
détérioration parallele, mais pas nécessairement visible de la qualité de
'environnement [221]. A cause de leur effet négatif sur I'environnement,
I'utilisation des pesticides chimiques est devenue de plus en plus restrictive [239].

Un examen systématique des découvertes phytochimiques répertoriées, en
utilisant la base de données NAPRALERT (Natural Products Alert Database),
révele que seulement 2 a 5% des especes végeétales ont été examinées en détail
d’'un point de vue phytochimique [240]. Une étude réalisée par BALICK et coll.
[241], a montré que moins de 1% des plantes tropicales sont étudiées d’un point
de vue phytochimique. Par conséquent, la voie reste ouverte vers la découverte
de nouvelles plantes et par la méme de nouvelles molécules a effet bactéricide,

nématicide, insecticide ou fongicide [221].

5.2. Objectifs

Les biopesticides d’origine végétale peuvent constituer une solution alternative

au « tout chimique » de ces dernieres décennies. Leurs propriétés pesticides et leur

relative innocuité environnementale en font des composés tres intéressants pour les

traitements phytosanitaires a venir [242].

L’intérét du développement de nouvelles formulations a base d’extraits

veégetaux est di a leurs avantages écologiques et environnementaux indéniables [280].

Ce présent travail a pour objectifs d’évaluer l'efficacité nématicide, bactéricide et

fongicide in vitro de quatre especes adventices Calendula arvensis, Euphorbia
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helioscopia, Plantago lanceolata et Urtica dioica. Dans cette partie, sont exposés
des problemes dordre méthodologique soulevés par notre approche

expérimentale.

5.3. Matériel végétal

5.3.1. Espéces végétales étudiées

Nous avons sélectionné un total de cing plantes spontanées de diverses
familles botaniques. Leur identification a été faite par le professeur Krimi Z, puis
confirmée par l'utilisation des clés de détermination de la flore de QUEZEL et
SANTA [243] (figure 5.1).

Ces especes et leurs familles botaniques ont été déja étudiées pour
plusieurs activités biologiques incluant leur pouvoir anti-tumoral, anti-
leishmanique, antibactérien, anti-inflammatoire, antioxydant et antiviral dans le
domaine médical [244; 245].

E uphorbia helioscopia Plantago lanceolata

Figure 5.1 : Les cing espéeces végétales utilisées dans les activités antagonistes
[originale]
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5.3.2. Description botanigue et activités biologigues des espéces choisies

5.3.2.1. Euphorbia helioscopia ou Euphorbe réveille-matin (Euphorbiaceae)

C’est une plante annuelle a cycle court [246], de 10-50 cm., glabrescente, a
racine pivotante; tige épaisse, dressée ou ascendante, ordinairement solitaire ;
feuilles éparses, obovales en coin, obtuses, denticulées dans leurs moitiés
supérieures, les ombellaires plus grandes, ombelle large, concave, a rayons
allongés, trichotomes puis dichotomes ; bractées obovales, inégales ; glandes
entieres ; capsule de 3-5 mm., glabre et lisse, a coques arrondies ; styles a peine
bifdes ; graines de 2 mm., ovoides, brunes, réticulées-alvéolées, caronculées [1].
Les espéces appartenant au genre Euphorbia notamment Euphorbia helioscopia
sont connues en médecine pour leur activité anti bronchite et anti rhumatoide,
antivirale antitumorale, anti inflammatoire, anti diarrhéique, antiamibienne [247;
2438].
5.3.2.2. Plantago lanceolata ou Plantain lancéolé (Plantaginaceae)

Plante de 10-60 cm., verte, noircissant, a souche verticale courte; hampes
anguleuses, sillonnées, pubescentes ou glabrescentes, dépassant beaucoup les
feuilles ; celles-ci presque glabres, parfois un peu laineuses, lancéolées-
acuminées, atténuées en long pétiole a 3-7 nervures fortes ; épi ovoide ou oblong,
glabre ; bractées ovales-acuminées, noiratres sur le dos ; sépales latéraux a
carene un peu poilue ; corolle blanchéatre,glabre, a lobes ovales ; anthéres
blanches ; capsule a 2 graines oblongues, canaliculées a la face interne, lisses
[249].

Les especes de ce genre ont été déja étudiées pour plusieurs activités
biologiques : pouvoir, anti-inflammatoire, antioxydant, antibactérien, antifongique

et antiviral dans le domaine médical [244 ; 245].

5.3.2.3. Calendula arvensis ou Souci des champs (Asteraceae ou Compositae)

bY

Plante annuelle de 1-3 dm, dressée, ascendante ou diffuse, a rameaux
étalés, pubescente; feuilles caulinaires oblongues-lancéolées, lachement dentées
ou entieres, mucronées, sessiles et demi-embrassantes ; involucre a folioles
presque égales, oblongues-lancéolées, acuminées, a bords étroitement scarieux ;

achaines extérieurs arqués, épineux sur le dos, les intérieurs roulés en anneau,
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lisses ou épineux ; capitules assez grands, solitaires, terminant les rameaux ;
fleurs jaunes. Espéce polymorphe dans la région méditerranéenne [250].

Les plantes de cette famille ont été largement utilisées dans le passé et
sont encore utilisés aujourd'hui pour leurs propriétés médicinales [251]. Elles sont
utilisées pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques, des propriétés
digestives, antihelminthiques et antitussifs, antidiabétiques et immunostimulantes
[252 ; 253].

5.3.2.4. Urtica dioica ou ortie dioique (Urticaceae)

Plante vivace de 50 cm a 1 meétre, d'un vert sombre, hispide, a souche
rampante; tiges robustes, dressées, simples; feuilles grandes, ovales-acuminées,
un peu en coeur a la base, dentées, a grosses dents ovales-triangulaires; pétiole
1-2 fois plus court que le limbe, & 2 stipules linéaires-lancéolées; fleurs dioiques,
parfois monoiques, en grappes rameuses bien plus longues que le pétiole, les
fructiferes pendantes ; périanthe pubescent [249].

Cette espece est reconnue pour ses activités biologiques, anti-inflammatoire
antirhumatismal, antivirale, diurétique, anti diarrhéique, révulsif, dépuratif,

stomachique, hémostatique, galactogéne [244 ; 245].

5.3.2.5. Raphanus raphanistrum.L ou la ravenelle (Brassicaceae)

Racine annuelle, bisannuelle ou pérenne, gréle, dure, pivotante; tige de 20-
60 cm, rameuse; feuilles inférieures lyrées, les supérieures oblongues, dentées;
fleurs jaunes, parfois blanchatres ou violacées; siliques étalées-dressées,
bosselées, se divisant par des étranglements en articles transversaux, ovoides ou
oblongs osseux, striés en long; bec 4-5 fois plus long que le dernier article.
Cette plante est sélectionnée pour cette étude en raison de son utilisation dans la
médecine traditionnelle pour son activité anti inflammatoire, antioxydante et anti
rhumatismale [254 ; 255].

5.3.3. Récolte et conservation du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude, comprend; Calendula arvensis,
Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata Raphanus raphanistrum et Urtica

dioica qui ont été récoltées la matinée, d’'une fagon aléatoire au stade floraison,
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durant la période mi Avril et mi Mai 2009 pour ; Calendula arvensis, Euphorbia
helioscopia, Plantago lanceolata, Urtica dioica et le début de mois de Mars 2010
pour Raphanus raphanistrum. Les especes végétales ont été collectées au niveau
de la station expérimentale de I'Université Saad Dahlab de Blida (Soumaa, Blida),
a différents emplacements. Ces espéces vivent a I'état spontané sous forme libres
ou parfois en petits peuplements accompagnant ou non des cultures. Les
échantillons collectés (les plantes entiéres) sont mis dans des sachets en
plastique stériles et traités le jour méme de leur arrachage. Un prélavage du
matériel végétal est effectué a I'eau courante du robinet pour le débarrasser des
débris. Par la suite, une opération de séparation des parties aériennes (feuilles,

tiges et fleurs) des parties souterraines (racines) est effectuée.

Les échantillons ont été étalés sur du papier blanc et mis a sécher a lair
libre, a I'abri de lumiére et d’humidité et a la température ambiante du laboratoire.
Devenus secs, les échantillons sont pilés dans un mortier en porcelaine
désinfecté, puis réduits en poudre fine a I'aide d’'un mixeur électrique. La poudre
obtenue est récupérée et conservée dans des bouteilles stériles hermétiquement

fermées, a température ambiante et a I'abri de la lumiére jusqu’a son extraction.

5.3.4. Préparation des extraits agueux

Le procédé d’extraction utilisé au cours de cette expérimentation est la
maceération aqueuse qui consiste a maintenir la plante en contact avec I'eau a une
température ambiante pendant un temps plus ou moins long, dans le but de faire
libérer et extraire toutes les molécules actives existantes chez les plantes a
étudier.

Vingt grammes de chaque partie du matériel végétal sec est mis en solution
avec 250 ml d’eau distillée stérile pendant 72h dans des flacons hermétiques,
sous agitation horizontale a la température ambiante du laboratoire [256]. Apres
72h, Le mélange est décanté et les surnageants sont filtrés successivement
d’abord a I'aide de compresses stériles, puis par le biais du papier Wattman (N°1).
Le filtrat est ensuite stérilisé sous vide (ultrafiltration) a l'aide d'un dispositif
millipore de 0,45 um de diamétre [257].

Les dix extraits bruts ont été ensuite préservés aseptiquement dans des

bouteilles de Roux stériles de 25 cm® [Coster (cell culture flask)], emballées par du
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papier aluminium afin d’éviter toute dégradation des molécules par la lumiére, puis

conserves au réfrigérateur (4°C.) pour une utilisation ultérieure.

5.3.5. Préparation de la gamme de concentration des filtrats végétaux

A partir des extraits aqueux de ces 5 plantes obtenus apres ultrafiltration,
nous avons choisi d’effectuer la suite des analyses du pouvoir biopesticide avec
une gamme de concentrations pour ['évaluation de [lactivité potentielle
antibactérienne, antifongique et nématicide in vitro vis-a-vis de la collection de nos
souches bactériennes et fongiques choisies et les nématodes a galles
Meloidogyne spp. Les concentrations utilisées sont: I'extrait pur, la dilution %z et la

dilution 2 (1 quart de I'extrait, 3 quarts d’eau distillée stérile).

5.4. Tests biologigues

Pour I'évaluation de l'activité antibactérienne, antifongique et nématicide
des extraits aqueux des plantes utilisées, nous avons réalisé des tests biologiques

in vitro.

5.4.1. Evaluation de I'activité bactéricide des extraits aqueux

5.4.1.1. Souches bactériennes testées

Sept souches bactériennes de référence ont été sélectionnées, elles font
partie de la collection des souches phytopathogénes du laboratoire de
phytobactériologie. Une partie de ces souches nous a été fournie gracieusement
par BOUZAR H. (Californie, USA), l'autre partie de la collection nous a été
communiquée par le laboratoire de microbiologie du sol (Université Claude
Bernard, Lyon 1). Cette collection comprend six bactéries a Gram négatif dont:
Agrobacterium tumefaciens (C58), Agrobacterium vitis (LFBP 5523), Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas campestris pv. citri, Erwinia amylovora et Erwinia
carotovora pv. carotovora; et une a Gram positif Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis.
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Le milieu LB enrichi par ajout de glucose (Luria Bertani), a constitué le

principal milieu de culture utilisé pour cette étude.

5.4.1.3. Préparation de l'inoculum bactérien

Pour la réalisation de la suite des tests, il est indispensable de travailler
avec des clones purs et une concentration cellulaire (densité bactérienne) connue
pour I'ensemble des bactéries. Les suspensions des souches bactériennes a

pulvériser ont été préparées a partir de cultures préalablement purifiées.

Sous la hotte, et dans des conditions aseptiques, nous avons préparé la
solution mére en raclant a l'aide d’'une anse stérile, la culture bactérienne d’'une
souche agée de 24h a 48h cultivée sur le milieu LPGA. La souche bactérienne a
tester a été par la suite mise en suspension dans un tube a essai contenant de
'eau distillée stérile. Aprés agitation, nous avons réalisé une série de dilutions
(suspensions-dilutions), par prélevement d’un millilitre pour chaque dilution a I'aide
d’'une micropipette stérile. Le volume prélevé (1 ml) est mis dans un tube
contenant 9 ml d’eau distillée stérile [258].

A l'aide du spectrophotométre (Prolabo, Paris), nous avons effectué la
lecture de la densité optique de chaque dilution des suspensions bactériennes
préparées a la longueur d’onde de 600 nm.

Afin de réaliser le comptage des colonies bactériennes, nous avons prélevé
avec une micropipette un volume de 0,1 ml de chaque dilution. Ce volume est
étalé en boites de Pétri contenant le milieu LPGA. L’'étalement a été réalisé en
utilisant des billes en verre préalablement stérilisées. Enfin, nous avons réalisé
une étape d’'incubation a 30°C. pendant 48h. Aprés une incubation de 48h a 72h,
le comptage des colonies est réalisé sous la loupe binoculaire ou apparaissent 30
a 300 colonies suivant la souche bactérienne [258]. Le nhombre de colonies dans
les boites de pétri est dénombré et est rapporté a la dilution choisie pour permettre
d’estimer la densité bactérienne exprimée en CFU (colony forming units/ml) a une

DO donnée.

Pour les tests antibactériens in vitro, les suspensions bactériennes sont
préparées a une densité optique variant selon la souche bactérienne de 0,12 a

0,35, ce qui correspond & une concentration cellulaire de 10° & 10® bactéries/ml.
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Ces valeurs ont été déduites pour chaque souche bactérienne (appendice E 1¢2),
car elles dépendent de la concentration en polysaccharides cellulaires constituant

la capsule bactérienne et dont la taille est variable d’'une bactérie a une autre.

5.4.1.4 Etude de I'activité antibactérienne de I'extrait végétal

Pour I'évaluation de I'activité antibactérienne des extraits aqueux de nos
plantes, nous avons effectué deux méthodes de tests biologiques in vitro. La
premiere technique est la technique de disque-diffusion et la deuxieme est celle

du spectrophotometre.

5.4.1.4.1 Méthode de diffusion sur gélose

L’activité bactérienne de nos extraits aqueux a été testée par la technique
de la diffusion de disques de papier whattman en milieu gélosé [259 ;260 ; 261],
vis-a-vis de sept souches bactériennes pathogénes citées précédemment. Le test
de disque-diffusion a été appliqué pour déterminer l'inhibition de la croissance des

bactéries par des extraits végétaux [262].

Des disques de 8 mm de diametre sont découpés dans du papier Wattman
n°® 01, stérilisés et imprégnés dans les conditions d’asepsie et pour les différentes
concentrations d’extraits aqueux a raison de 50ul par disque [263]. Ces disques
ont été déposés stérilement sur la gélose a raison de 3 disques par boite de Pétri.
Les boites ont été par la suite conditionnées une nuit dans le noir a la température
du laboratoire, pour laisser les molécules actives diffuser dans la gélose. Le
témoin correspond a un disque imprégné d’eau distillée stérile.

Une suspension de la souche pathogéne a tester de densité cellulaire
déterminée, est appliquée par ‘spray’ a I'aide d’'un pulvérisateur sur la surface des
boites de pétri. L'incubation se fait a 27-28°C. durant 24 a 48 heures. L’activité
antibactérienne a été déterminée en mesurant a I'ceil nu, le diameétre en mm de la
zone d’inhibition déterminée par les différentes concentrations, autour des disques
imprégnés par le filirat de I'extrait aqueux. Les valeurs moyennes ont été

enregistrées.



59

5.4.1.4.2 Méthode de spectrophotomeétrie

Le suivi de la croissance bactérienne sous l'effet de I'extrait végétal par la
méthode de la mesure de la densité optique [264 ; 265 ; 266], a pour objectif
d’évaluer l'efficacité des extraits aqueux a différentes concentrations, a réduire le
taux de la population microbienne par rapport a celle du témoin. Ce test vient

compléter les essais antimicrobiens réalisés par la méthode des disques-diffusion.

Dans des tubes a essais contenant 5 ml de bouillon nutritif du milieu LB
modifié, stérilisés a 110°C. pendant 20 min, les extraits avec leurs dilutions (eau
distillée stérile pour le témoin) sont réalisés par I'ajout de 100 pl a I'aide d’une
micropipette. Aprés 2 heures, un volume de 100 pl de la suspension bactérienne a
la densité optique calculée [267 ; 268] est ensemencé dans chaque tube a essai
préalablement injecté par nos extraits. L’'essai est répété trois fois.

La mesure de la croissance bactérienne est réalisée par la lecture de
I'absorbance avant incubation pour enregistrer la densité optigue du mélange a
I'état initial, et aprés 24h et 48h d’incubation a I'aide d'un spectrophotomeétre réglé
a une longueur d'onde de 600 nm.

5.4.2. Etude du pouvoir antifongique in vitro des extraits aqueux

5.4.2.1. Les souches fongiques et milieux de culture

Les dix champignons utilisés dans cette étude ont été fournis
gracieusement par le laboratoire de phytopathologie (Université d’Alicante,
Espagne). Ces especes fongiques sont choisies pour leur pathogénicité pour les
plantes et leur pouvoir de contaminer les denrées alimentaires (Aspergillus
fumigatus).

La collection d’isolats fongiques comprend: Alternaria alternata, Alternaria
chlamydosporia, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Phomopsis vaccinii, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Aspergillus fumigatus,
qui sont des agents phytopathogénes causant des dégats aussi bien au champ

gu’en conservation [269 ; 270].
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En plus de ces huit champignhons, nous avons testé les extraits agueux sur
Pochonia chlamydosporia et Paecilomyces sp. qui sont des espéces
nématophages utilisés en lutte biologique [271 ; 272].

Les isolats fongiques sont entretenus par repiquage sur le milieu nutritif
PDA (Potato Dextrose Agar) a pH=6.5 a 7, favorable a leur croissance [273], a
I'exception du Gaeumannomyces graminis var. tritici qui a été cultivé sur le milieu
CMA (Corn Meal Agar) a pH=5.5 a 6.

Les milieux de culture sont stérilisés a I'autoclave (20 minutes a 115°C.) et
refroidis au bain Marie a 45°C., ensuite coulés sous forme d’'une couche plus ou
moins épaisse en boite de Pétri de 9 cm de diametre [274].

Les isolats fongiques sont purifiés afin de s’assurer de la pureté des
souches a ensemencer. Les clones purs sont par la suite mis en culture a
incubateur a 27°C. La durée de croissance est de 3 jours pour Aspergillus
fumigatus en raison de sa croissance tres rapide [275] et de 7 jours au maximum

pour les autres champignons a croissance plus au moins lente.

5.4.2.2. Activité antifongigue in vitro

L’activité antifongique vis-a-vis des dix souches de champignons cités
précédemment a été déterminée par le test d’activité volatile ou ‘volatile activity’
[276 ; 277 ; 278].

Cette méthode consiste a déposer au centre de la boite de Pétri contenant
le milieu de culture, un disque mycélien issu d’une culture fongigue jeune découpé
a I'aide d’un emporte pieces de 8 mm de diamétre. Les disques mycéliens sont
récupérés d’'une culture agée de 4 jours pour Aspergillus fumigatus en raison de

sa croissance trés rapide et une semaine pour les autres champignons.

Des disques de papier Wattman de 8 mm de diamétre, préalablement
stérilisés a I'autoclave (115°C. pendant 20 min), sont d’abord imprégnés et saturés
avec 30 pl de chaque extrait végétal filtré ou de sa dilution, puis déposés sur le
couvercle de la boite de Pétri retourné, a raison de 1 disque imprégné par
couvercle [279 ; 275]. Le témoin consiste en des disques imprégnés avec le

méme volume d’eau distillée stérile. Chaque test est répété 3 fois.
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La lecture de l'activité antifongique des extraits bruts vis-a-vis des dix
champignons a été enregistrée en mesurant a I'ceil nu le diamétre en mm. Les
souches fongiques traitées présentant une faible croissance par rapport au témoin
sont des isolats sensibles aux extraits agueux.

La croissance radiale est exprimée en pourcentage d’inhibition de la

croissance mycélienne en utilisant la formule décrite par PANDEY et coll. [280] :
De-Dt

c

Pl

x 100

PI: Pourcentage d’inhibition de la croissance des champignons testés (%). DC: le diamétre
moyen de la croissance mycélienne du champignon non traité (eau distillée stérile) (mm). CT : Le

diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon traité (extrait pur ou dilutions) (mm).

5.4.2.3.Test de sporulation

Afin de distinguer entre I'effet fongistatique et I'effet fongicide de 'extrait sur
'organisme cible, la technique modifiée de MAHANTA et coll. [281], a été utilisée.
L’objectif de cette méthode est d’évaluer la viabilité du champignon aprés une
exposition au traitement par I'extrait végétal.

Apres avoir obtenu des effets antifongiques, nous avons choisi de
revitaliser l'isolat fongique présentant la plus forte inhibition par nos extraits bruts.
Il s’est avéré alors que Fusarium oxysporum a montré une croissance mycélienne
trés réduite suite au traitement par I'extrait de Raphanus raphanistrum.

Les spores des colonies de Fusarium oxysporum préalablement exposées
au traitement, ont été collectées en ajoutant 5 ml d'eau distillée stérile contenant
0.1ml /200 ml de Tween 80 a chaque boite de Pétri et en frottant la surface trois
fois avec un écarteur en forme L (Pipette Pasteur stérile). La suspension des
spores a fait I'objet d’'une centrifugation. Nous avons effectué la méme procédure
avec le témoin de F. oxysporum. La suspension collectée a partir du champignon
traité a été utilisée pour la détermination de la concentration des spores par le
dénombrement des conidies et par comparaison avec celle du témoin [282 ; 283].

A cet effet, nous avons procédé a un comptage du nombre total des spores
en suspensions a l'aide de la cellule de Malassez ; qui est une lame spéciale
quadrillée (hématimétre) permettant le comptage de différents types de cellules

végétales, animales ou microbiennes.


http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9matim%C3%A8tre
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La sporulation est exprimée en nombre de conidies par unité de volume (spores/
ml ou mm®). Le pourcentage d’inhibition de la sporulation par rapport au témoin
est calculé selon la formule de LEROUX et CREDET [284] :

Nt-Nf

=75

x 100

| : pourcentage d’inhibition de la sporulation. Nt : nombre de conidies estimées chez le témoin.

Nf : nombre de conidies estimées en présence du traitement.

5.4.3. Evaluation de l'efficacité nématicide des extraits agueux

5.4.3.1 Extraction et préparation des larves (12) de Meloigogyne

Les échantillons de racines de la tomate infestées par les nématodes a
galles Meloidogyne spp. ont été collectés au niveau de linstitut technique de
cultures maraicheres et industrielles (ITCMI) de Staoueli.

Les racines sont lavées a I'eau courante. Ces derniéres sont mises dans une boite
de Pétri en verre en vue d’extraction de masses d’ceufs.

L’extraction des masses d’ceufs a partir des racines fines et jeunes est réalisée
sous une loupe binoculaire (grossissement x25), par la méthode de forceps en
utilisant deux aiguilles stériles.

Chaque masse d’ceuf est mise dans une goutte d’eau distillée stérile contenue
dans une boite de Pétri (7 a 8 masses par boite), ces derniéres sont mis a I'étuve
a 25°C. pendant 24h a 48h en vue d’éclosion massive. Apres éclosion, les larves
(L2) libérées progressivement dans l'eau sont récupérées et comptées

quotidiennement a 'aide d’'une loupe binoculaire.

5.4.3.2 Test in vitro de I'efficacité nématicide sur les larves

Un nombre de 20+1 juvéniles de nématodes a galles du deuxieme stade (J2)
sont comptés puis aspirés a l'aide d’une seringue stérile et mis en solution dans

50 ul d’eau distillée stérile [285], cette suspension de larves est déposée dans un
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puit de microplagues de culture cellulaire (Costar, cell culture cluster dish)
renfermant 12 puits.

Les extraits et leurs dilutions sont alors additionnés a la suspension de
larves a raison de 1 ml chacun [286]. Pour comparer I'efficacité des extraits, nous
avons préparé deux témoins ; un a I'eau distillée stérile sert pour témoin négatif et
'autre au produit chimique nématicide le Vydate (appendice F) comme témoin
positif qui est utilisé a la concentration de 15ul/ml par puits. L’essai est répété
guatre fois.

Le comptage de nématodes morts est effectué 24h, 48h et 72h apres
incubation a 25°C. L’effet choc (aprés 6h de traitement) est réalisé pour I'extrait
de I'espéce végétale présentant un effet nématicide élevé.

Pour évaluer I'effet irréversible des extraits végétaux, aprés 72h les juvéniles sont
lavés trois fois a I'eau distillée pour éliminer le traitement et remis a I'étuve a

25°C pendant 24h en vu de la revitalisation [287].

La moyenne des résultats obtenus avec l'extrait est comparée a celle
obtenue pour le témoin eau.
Le pourcentage de larves mortes dans chaque boite est estimé apres 24 heures,

48h et 72h d’incubation selon JOURAND et coll. [288]:

% de mortalité= (nombre de larves immobiles/nombre total de larves) x 100

5.5. Calcul des concentrations létales 50

L’efficacité d’'un toxique se mesure par la CL50 qui représente la quantité de
substance toxique qui entrainant la mort de 50% d’individus traités. Elle est
déduite a partir de tracer la droite de régression. Pour cela les pourcentages
d’inhibition et de mortalité sont transformés en probits [289].

Ces probits sont représentés graphiquement en fonction du logarithme
népérien de la concentration afin d’évaluer la CL50 correspondant a un probits de
5 (50% de mortalité) pour chaque compartiment des extraits aqueux étudiés. Ces
concentrations sont déterminées a partir de I'équation d’'une droite obtenue

théoriquement.
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5.6. Analyse statistique des résultats

Tous les essais ont été répétés au moins trois fois, par la suite un calcul

des moyennes a été réalisé.

Les résultats recueillis sur les tests du pouvoir antibactérien, antifongique
et nématicide des extraits aqueux issus des plantes adventices ont fait I'objet

d’analyses statistiques.

Afin de vérifier une éventuelle efficacité des extraits vis-a-vis des souches
bactériennes, des isolats fongigues, et des nématodes a galles testés et la
comparaison entre les extraits aqueux, des analyses ont été faites en utilisant la

procédure décrite par le SYSTAT vers. 12, SPSS 2009.

Dans les conditions paramétriques (ANOVA pour ANalysis Of VAriance), la
distribution de la variable quantitative doit étre normale. Afin de tester les
interactions entre les facteurs (dose, compartiment), nous avons alors utilisé le

modele linéaire global (G.L.M.).

Afin de vérifier une éventuelle efficacité des extraits vis-a-vis des souches
bactériennes et fongiques testées et la comparaison entre les extraits, nous avons
utilisé la procédure décrite dans PAST vers 1.81 [290]. Les analyses de
covariance ont été conduites en considérant les diametres des zones d’inhibition

comme moyennes et les souches a testées comme les variances

Les corrélations existantes entre les différents extraits et leurs dilutions et
les souches bactériennes et fongiques sont mises en évidence par une analyse en
composantes principales (ACP). Dans ce type de test, les différents extraits et
leurs dilutions ont des coordonnées comprises entre — 1 et + 1 et appartiennent a
un cercle de corrélation. L’interprétation de 'ACP se fait a partir de 'examen du
cercle des corrélations et de la position du statut des variables sur les axes
factoriels [291].

L’hypothése de l'efficacité antibactérienne des extraits est testée par le
modéle de la distance euclidienne a un facteur contrdlé, par utilisation du logiciel
PAST - PAlaeontological STatistics, ver. 1.81.
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CHAPITRE 6

RESULTATS

6.1. Résultats de I'effet bactéricide des biopesticides étudiés

6.1.1. Evaluation du pouvoir antibactérien des extraits végétaux par la méthode du
spray

L’activité antibactérienne des huit extraits issus des quatre plantes
étudiées ; (Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata, Calendula arvensis et

Urtica dioica) a été évaluée in vitro sur sept souches bactériennes.

D’aprés le tableau (6.1), il apparait que les extraits totaux utilisés se sont
révélés qualitativement et quantitativement actifs sur les souches testées se

traduisant par la formation de zones d’inhibition claires, comparées au témoin.

Les extraits des espéces végétales non actives n'ont montré la formation
d’aucune auréole d’inhibition ; par contre les extraits des espéces actives ont
abouti a I'apparition d’un halo d’inhibition (figure 6.1). Les résultats présentés sur
le tableau (6.1) ont montré que les différents extraits avec les différentes dilutions
présentent un pouvoir antibactérien contre les souches bactériennes testées. Il est
a noter que l'extrait de la partie aérienne de I'espéce Urtica dioica avec ses
différentes dilutions n’a pas montré d’effet sur la bactérie Erwinia carotovora pv.
carotovora et que I'extrait de la partie souterraine avec les dilutions (1/2 et 1/4) de
cette méme espece spontanée n’a pas montré d’'effet sur Ralstonia solanacearum.
Le diamétre d’inhibition varie d’'une bactérie a une autre et d’'un extrait a un autre.
Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’un extrait
a une action bactériostatique si son diamétre d’inhibition est supérieur a 12 mm
[292].
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Parmi les huit extraits, celui de I'espece Euphorbia helioscopia a montré I'activité
antibactérienne la plus élevée sur les sept souches bactériennes avec des

diameétres de zones d’inhibitions variant entre 30 a 40 mm.

Tableau 6.1. Résultats des tests de sensibilité des sept souches aux extraits purs

et a leurs différentes dilutions (Diamétres des zones d’inhibition en mm).

Espaces Les souches bactériennes
b Origine | Dilution

végétale At Av Rs Xc Cm | Eam | Ecc

P 3467 41 |30,33|23,67 28,67 | 21 40

Partie D1 25,67 | 37 29 121,33 38 |18,33 38,33

aérienne D2 26,33 | 23,33 | 24,33 | 16,67 | 35,67 | 23,33 | 32,33

P 31,33| 38 [31,67 21,67 45 |37,67 40,67

Euphorbia
helioscopia

Partie D1 27 22,33 28 |15,67 39,33 30,33 | 33,33
souterraine D2 27 23,67 | 25 13 [36,67| 29 43

P 21 [3533|25,33 2533|4233 | 41 | 31,67

Partie D1 21,33 | 28,67 | 19,67 | 21,00 | 31,67 | 38,67 | 23,33

aérienne D2 12,33 | 21,67 | 18,33 | 12,33 | 26,67 | 14,00 | 15,67

P 22,67 | 36,67 | 21,67 | 29,67 | 34,67 | 34,67 | 27,67

Calendula
arvensis

Partie D1 32,67 34,33 15,33 | 25,33 | 31,67 | 35,67 | 28

souterraine D2 2167 | 20 14 23 32,33 31,67 | 26,33

P 30,33| 36 |26,33|38,33|22,67| 38 |31,33

S % Partie D1 25,67 21,67 22,67 23,67 | 18 |38,67 |32,67
8o aerienne D2 23 121,33 |20,67 | 13,67 | 11,67 |23,67| 31
c_cu § P 36,33 | 31,33 | 19,33 | 29,67 | 25,67 | 36,67 | 20,33
0 Partie D1 2567 | 26 |19,33|27,33|24,33 | 32,67 | 15,33
souterraine D2 24,33 | 23,67 | 17,33 | 27,33 | 21,33 | 21,67 | 13,33
© P 32,33 129,33 12,67 120,33 | 45 17,33 0
.g Partie D1 28,67 | 22,67 | 10,67 | 17,67 | 23 |18,33 0
S aerienne D2 23,33| 16 10,33 |11,33| 30 |14,67 0
S P 12,67 126,33 | 3,33 | 19,33 21,33 | 22,67 | 22
53 Partie D1 14 24,33 0 15 [31,67 1567 | 20

souterraine D2 10,67 | 22,67 0 13,33 26 12,67 ] 11

At: Agrobacterium tumefaciens; Av: Agronacterium vitis; Rs: Ralstonia solanacearum, Xc:
Xanthomonas campestris pv. citri, et Cm : Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ; Eam :
Erwinia amylovora, Ecc : Erwinia carotocora pv. carotovora ; P : extrait aqueux pur; D1 :dosel/2;
D2 :dosel/4.
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Euphorbia helioscopia Euphorbia helioscopia
(PA)- Ralstonia (PS)- Erwinia carotovora
solanacearum _ pv. Carotovora

Urtica dioica(PA) Témoin Urtica dioica(PS)-
Xanthomonas campestris Clavibacter michiganensis

pv. citri. _ subsp. michiganensis

A

Calendula arvensis (PA)- Calendula arvensis (PS)-
Erwinia amylovora Agrobacterium vitis

Plantago lanceolata (PA)- Plantago lanceolata (PS)-
Erwinia carotovora pv. Ralstonia solanacearum
Carotovora

Figure 6.1: Pouvoir antibactérien des extraits aqueux représentés par des zones
d’inhibition [originale].
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L’application du modéle G.L.M pour les 504 données (tableau 6.2, figure
6.2), a permis de déduire que les effets antibactériens des extraits sont hautement
significatifs selon I'espece spontanée, la concentration de l'extrait et la souche
testée (P=0.000). Par ailleurs, 'origine de I'extrait (la partie aérienne ou la partie

souterraine) n’a montré aucune différence significative (P=0.928).

Tableau 6.2. Modele G.L.M appliqué aux effets des plantes, compartiments et

doses des extraits sur le diameétre d’inhibition des bactéries.

Facteur somme des d.d.l. carrés F-ratio P
carrés moyens
Pathogéne 6878.917 6 1146.486 132.865 0.000
Spontanée 10137.825 3 3379.275 391.620 0.000
Compartiment 0.071 1 0.071 0.008 0.928
Dose 5338.083 2 2669.042 309.312 0.000
33.0 T T T T Péﬂ.dﬂﬂ 33 T T T P=d.000
4 L TH.S | . TH.S
29.4 . 28_ —
@ * @ . .
T254 1T
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Figure 6.2 : effet des extraits des plantes spontanées,
compartiments de plante, dose d’extrait ; sur les sept
souches bactériennes

L’application du modéle G.L.M. pour les 126 données (tableau 6.3 et figure
6.3) des extraits de chaque espéce spontanée vis-a-vis des souches

bactériennes, nous permet de déduire que I'espéce Euphorbia helioscopia
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présente une activité antibactérienne la plus élevée (P=0.000) vis-a-vis des
souches Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis et Erwinia carotovora
pv. Carotovora (D = 30mm).

Par ailleurs, les extraits de I'espéce Plantago lanceolata montre une activité
antibactérienne tres élevée sur les souches Erwinia amylovora (D=31.5 mm),
Xanthomonas campestris pv. citri, Agrobacterium vitis et Agrobacterium
tumefaciens (D = 25 mm). D’autre part, Calendula arvensis a montré un effet élevé
sur les souches Agrobacterium vitis, Erwinia amylovora et Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis (D>30mm).

L’extrait d’Urtica dioica a montré un effet significatif sur Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensi (D>30mm), Agrobacterium vitis et

Agrobacterium tumefaciens (D = 20mm).

Tableau 6.3. Modéle G.L.M. appliqué au pouvoir antibactérien de chaque espece
spontanée (N: 126)

Espece Facteur Somme des d.d.l. Carrés F-ratio
spontanée carrés moyens

Plantago Pathogéne 1703.984 6 283.997 6.906 0.000
lanceolata  Compartiment 73.143 1 73.143 1.779 0.185
Calendula  Pathogene 3279.651 6 546.608 14.214 0.000
arvensis Compartiment 195.627 1 195.627 5.087 0.026
Euphorbia Pathogéne 4261.381 6 710.230 18.173 0.000
helioscopia Compartiment 30.508 1 30.508 0.781 0.379
Urtica Pathogene 7090.492 6 1181.749 25.293 0.000
dioica Compartiment 108.643 1 108.643 2.325 0.130

D’autre part, une étude complémentaire basée sur ['Analyse en
Composantes Principales (ACP), effectuée sur les huit extraits aqueux a I'égard
des sept souches bactériennes (figure 6.4), montre la présence d’une corrélation
positive entre les valeurs constituant la matrice des données, ceci, qui est vérifié

par le cercle de corrélation.
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Axe

Figure 6.4 : Cercle de corrélation des huit extraits avec leurs différentes dilutions.

L’étude des corrélations a été réalisée sur le plan 1, 2, du moment qu’ils
présentent une forte contribution a I'identification des nuages avec les valeurs
respectives de 49,397 et 16,812. L’axe 1 est représenté par la catégorie des
extraits des especes étudiées, ou les extraits efficaces présentent les fortes
contributions. A l'opposé de cet axe, les plus faibles contributions sont
représentées par les extraits de faible efficacité.

L’axe 2 est représenté par la variable des différentes dilutions. Les calculs
de la distance euclidienne et sur la base d’'une similarit¢ de -24, le cercle de
corrélation (fig.6.5 et 6.6) montre la présence de trois groupes d’extraits.
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Figure 6.5 : Classification hiérarchique ascendante des différents extraits avec
leurs dilutions (calculée par le biais des distances euclidiennes).
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Figure 6.6 : Analyse en Composantes Principales (ACP) des sept souches
bactériennes.

Le premier groupe prend en compte principalement: EAP, CAP, ERP,
EAD1, ERD1, ERD2, UAP et qui correspond aux extraits d’'Euphorbia helioscopia
(partie aérienne et partie souterraine) avec leurs dilutions et aussi I'extrait pur de
la partie aérienne de Calendula arvensis. Ce groupe est corrélé positivement avec
les vecteurs (les souches bactériennes) caractérisé par une forte action

antibactérienne.

Le deuxieme groupe, est corrélé positivement avec les différents vecteurs.
Il est représenté par les extraits des deux espéces Calendula arvensis et Plantago

lanceolata avec leurs fortes concentrations (pur et 1/2).

Le troisiéme groupe inclut les extraits de I'espéce Urtica dioica. Ce groupe
est corrélé négativement avec les vecteurs (les souches bactériennes) car
n’induisant aucun effet toxique méme a forte concentration sur la bactérie E.

carotovora subsp. carotovora et Ralstonia solanacearum.
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Tous les vecteurs occupent une zone assez restreinte a I'intérieur du cercle
de corrélation. L’angle maximum entre les deux vecteurs est inférieur a 90°. Ceci
suggere que tous les vecteurs sont corrélés positivement entre eux, ce qui

confirme que toutes ces souches sont sensibles aux extraits et leurs dilutions.

Les vecteurs Rs, Av, Cm et Ecc sont corrélés positivement a 'axe 1 et 2 ainsi que
'angle entre ces différents vecteurs est inferieur & 45° ce qui signifié que les
bactéries sont toutes sensibles aux extraits. Les vecteurs At, Eam et Xc sont

corrélés positivement a I'axe 1 et négativement a I'axe 2.

6.1.2. Evaluation du pouvoir antibactérien des extraits végétaux par la méthode de
spectrophotométrie

Les méthodes utilisant des disques imprégnés sont intensivement
employées pour étudier I'activité antibactérienne des substances naturelles et les
extraits des plantes. Ces tests sont basés sur [l'utilisation des disques comme
réservoirs contenant la solution des substances a examiner. Dans le cas des
solutions avec une basse activité, une grande concentration ou volume est
nécessaire, cependant la capacité des disques est limitée, c’est pourquoi le test
des disques a été limité seulement au criblage des activités antimicrobiennes, qui
ensuite complété par un autre test biologique pour une mesure de la sensibilité
des bactéries a 'augmentation de la dose de I'extrait naturel.

Les mesures de densité microbienne sont lues & 600 nm contre des blancs
sans inoculum, ces mesures sont transformées en densité cellulaire de la
population microbienne et en pourcentages d’inhibition. La croissance des
différentes souches de bactéries a été largement influencée et une réduction trés
significative proportionnelle a la dose des extraits naturels a été observée et avec
laugmentation de temps de traitement. Les souches qui se sont révélées
sensibles aux extraits aqueux se sont exprimées par des densités optiques et
cellulaires tres faibles se traduisant par une croissance bactérienne réduite
accentuée par I'effet toxique des extraits et de leurs dilutions (appendices Gi 2 3et4)-
D’aprés le tableau (6.4), les extraits des trois plantes Euphorbia helioscopia,
Plantago lanceolata, Calendula arvensis se sont révélés trés toxiques sur toutes
les souches bactériennes en particulier Xanthomonas campestris pv. citri et

Erwinia carotovora pv. carotovora et Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis dont les pourcentages d’inhibition ont dépassé 61%. Cependant

'espéce Urtica dioica a montré une faible activité biopesticide comparée aux

autres plantes étudiées.

Tableau 6.4. Résultats des tests de sensibilité des souches bactériennes aux
extraits végétaux apres 48h de traitement exprimés en pourcentages d’inhibition

. L. Dilution
Extrait | Bactérie
végétal Pure ‘ Yo ‘ Ya Pure ‘ Yo ‘ Ya
Partie aérienne Partie souterraine
At 29,777 127,881 |31,825|31,825|30,816|36,166
< .© Av 32,449 25,189|24,937 (22,633 (29,388 | 30,461
'é 8— Rs 18,807 121,947 (21,144 |23,831|19,749| 21,005
_8 § Xc 61,638 69,376 11,704 | 64,954 | 62,224 | 58,778
ngJ-% Cm 73,284 (73,836 (35,662 67,402 |62,439|49,939
< Eam |27,35221,833|27,56033,530/|35,751 24,297
Ecc 49,952 139,702 | 18,912 | 48,893 |46,583 | 20,982
At 50,924 |49,780|50,616 |30,458 | 15,757 | 3,829
- Av 52,587 |40,530|14,868 |16,130|14,908 | 1,548
g % Rs 13,886 10,165 | 25,892 | 5,754 | 3,989 11,277
GC) § Xc 61,041 |48,825|16,079|15,827|15,197| 8,564
S < Cm 79,367 (74,756 (22,888 |27,365|23,595|21,373
Eam |25,543|16,030|13,380(19,592|16,334|13,293
Ecc 63,490|61,943|59,282 57,983 57,302 | 56,993
At 20,396 |15,690| 1,528 | 3,220 | 5,491 | 3,592
© Av 9,457 | 8,753 | 8,167 |17,194| 8,949 | 8,636
-g Rs 8,696 | 5,323 | 1,016 | 16,701 10,687 | 9,752
-g Xc 23,858 | 25,178 | 25,144 | 75,635 (20,880 | 17,597
8]
'4:3) Cm 23,767 119,857 19,347 (22,441 (22,305 |17,069
Eam |40,107 |24,833 20,956 |23,897|16,511| 9,626
Ecc 20,119 (17,359 13,203 |43,416| 20,992 | 43,381
© At 39,539 (38,239 41,368 | 38,849 140,387 (43,781
C—E Av 44,062 | 44,168 | 39,157 |45,175|46,050 | 49,894
§ Rs 17,099 13,319|17,999|26,026|27,430| 20,914
< Xc 61,551 /33,441 18,578 161,470 (51,292 | 15,428
o
% Cm 33,643 (15,971(10,480|31,206 47,100 | 28,074
c_% Eam |49,601 | 34,051 | 29,400 | 35,994 | 30,094 | 28,983
(a
Ecc 60,210 (52,663 41,525 |46,731|31,517|13,761

At: Agrobacterium tumefaciens ;

Erwinia amylovora, Ecc:
D1 :dosel/2 ; D2 :dosel/4.

Av: Agronacterium vitis ; Rs:

Ralstonia solanacearum, Xc:
Xanthomonas campestris pv. citri, et Cm : Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ; Eam :
Erwinia carotocora pv. carotovora;

P:

extrait aqueux pur;
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D’autre part, I'analyse de la variance des résultats des densités optiques
obtenus aprés 24h et 48h (T2 et T3) de traitement par nos extraits aqueux
(tableau 6.5, fig 6.7 et tableau 6.6, fig 6.8) nous a montré que 'espéce Euphorbia
helioscopia a eu un effet antibactérien le plus élevé vis-a-vis des différentes
souches bactériennes testées avec I'augmentation de temps de traitement, et en
deuxieme position les extraits de Calendula arvensis et Plantago lanceolata, et
enfin Urtica dioica qui a montré une faible activité antibactérienne. Ainsi, les
espéces bacteriennes Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, Erwinia
carotovora pv. Carotovora et Xanthomonas campestris pv. citri demeurent les
plus sensibles a tous les extraits utilisés.

Tableau 6.5. Modéle G.L.M appliqué aux effets des plantes, compartiments et
doses des extraits sur la croissance bactérienne aprés 24h de traitement.

Facteur somme des d.d.l. carrés F-ratio P
carrés moyens
Pathogéne 57.576 6 9.596 473.925 0.000
Plantes 53.007 3 17.669 872.633 0.000
Spontanées
Compartiment 4.476 1 4.476 221.065 0.000
Dose 16.925 2 8.463 417.953 0.000
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Figure 6.7 : Effet des extraits des plantes spontanées
(compartiment et dose) sur la croissance des souches
bactériennes aprés 24h d’incubation.
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Tableau 6.6. Modele G.L.M appliqué aux effets des plantes, compartiment et dose
des extraits sur la croissance bactérienne aprés 48h de traitement.

Facteur somme d.d.l. carrés F-ratio P
des carrés moyens
Pathogéne 55.787 6 9.298 159.566 0.000
Plantes Spontanées 21.223 3 7.074 121.408 0.000
Compartiment 0.687 1 0.687 11.793 0.047
Dose 9.636 2 4.818 82.684 0.000
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Figure 6.8 : Effet des extraits des plantes sur la croissance
bactérienne aprés 48H d’incubation

6.2. Evaluation du pouvoir antifongigue des extraits végétaux sur les 10 isolats

fongiques choisis

L’étude du pouvoir antifongique des extraits aqueux issus des cinq plantes
adventices (Raphanus raphanistrum, Calendula arvensis, Euphorbia helioscopia,
Plantago lanceolota et Urtica dioica) a été évaluée in vitro sur dix isolats fongiques
en utilisant la méthode d’activité volatile.

[l apparait d’aprés les tableaux (6.7, appendices Hi » 3 et), que les extraits des cing
especes étudiées (Raphanus raphanistrum, Calendula arvensis, Euphorbia
helioscopia, Plantago lanceolata, et Urtica dioica), se sont révélés efficaces

gualitativement et quantitativement sur tous les isolats fongiques étudiés se
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traduisant par une inhibition de la croissance mycélienne des champignons

phytopathogénes qui varie d’'une espéce fongique a une autre (figure 6.9).

Tableau 6.7. Résultats des tests du pouvoir antifongique de I'extrait de Calendula
arvensis avec les dix souches fongiques.

Extrait Dilution
Pure |12 | 1/4 Pure | 1/2 | 1/4 Témoin
Champignon Partie aérienne Partie souterraine

Aa D (mm) 52,33 55 58 51,33 53,67 53,67 74,67
P% 29,91 26,34 22,32 31,25 28,13 28,13 100

AcC D (mm) 54,33 54,33 54,33 53,67 53 53,67 78,33
P% 30,64 30,64 30,64 31,49 32,34 31,49 100

Af D (mm) 35,67 39,67 42 38,67 40 42 79,33
P% 55,04 50 47,06 51,26 49,58 47,06 100

Fo D (mm) 36,33 39 41,67 34,33 39,33 42 75,33
P% 51,77 48,23 44,69 54,42 47,79 44,25 100
Fs D (mm) 30 34,33 38 30,67 34 34 75
P% 60 54,22 49,33 59,11 54,67 54,67 100

Rs D (mm) 50 51 50,67 50,67 51,33 52,33 71,67
P% 30,23 28,84 29,3 29,3 28,37 26,98 100

Pc D (mm) 37,67 41,33 46 38,67 41 43,67 76,33
P% 50,66 45 .85 39,74 49,34 46,29 42,79 100

Pae D (mm) 50,33 52,67 55,67 45 50 50,33 72,67
P% 30,73 27,52 23,39 38,07 31,19 30,73 100

Pv D (mm) 47 49,67 50 47,67 50,33 50,67 78,67
P% 40,25 36,86 36,44 39,41 36,02 35,59 100

Ggt | D(mm) | 3967 | 4233 44 40 41 4367 | 68,67
P% 42,23 38,35 35,92 41,75 40,29 36,41 100

Fusarium oxysporum (Fo), Fusarium solani (Fs), Alternaria alternata (Aa), Alternaria chlamydosporia
(Ac), Rhizoctonia solani (Rs), Gaeumannomyces graminis var tritic (Ggt), Aspergillus fumigatus
(Af), Phomopsis vaccinii (Pv).

Ces tableaux montrent que parmi les cing espéces étudiées, les deux especes
Calendula arvensis et Raphanus raphanistrum présentent des effets antifongiques
trés élevés dont les pourcentages d’inhibition dépassent les 75% pour les isolats

Alternaria chlamydosporia, Aspergillus fumigatus et Phomopsis vaccinii.

L’application du modéle G.L.M (tableau 6.8, figure 6.10), a permis de
déduire que les effets antifongiques des extraits sont hautement significatifs selon
I'espéce spontanée, la concentration de I'extrait et la souche testée ainsi que les
concentrations des extraits (P=0.000). Quant a l'origine de l'extrait (la partie
aérienne ou la partie souterraine), I'effet a été non significatif ce qui explique que
la plante entiére produit le méme effet antifongique. Il ressort aussi de la figure
(6.10) que les espéces Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Aspergillus

fumigatus, Phomopsis vaccinii et Pochonia chlamydosporia présentent une
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sensibilité importante vis-a-vis des cing especes spontanées, se traduisant par un

pourcentage d’inhibition supérieur ou égal a 50%.

Aspergillus fumigatus

Gaeumannomyces graminis var. tritici

Paecilomyces sp. Pochonia chlamydosporia
Figure 6.9. Pouvoir antifongique des extraits bruts testés représentés par

l'inhibition de la croissance mycélienne [originale]. (T : témoin)
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Tableau 6.8 : Tableau d’analyse de la variance des différents parameétres étudiés

Facteur = Somme des carrés ddl Carrés moyens  F-ratio P
Plantes 9710.437 4 2427.609 57.554 0.000
Pathogénes 112096.714 9 12455.190 295.290 0.000
Compartiments 108.413 1 108.413 2.570 0.109
Doses 2705.040 2 1352.520 32.066 0.000
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Figure 6.10: Effet des extraits des plantes spontanées
(compartiment, dose) sur les isolats fongiques
L’application du modéle G.L.M (appendice 1), permet de déduire que les
extraits aqueux issus de Calendula arvensis et Raphanus raphanistrum présentent
des effets antifongiques trés importants sur Aspergillus fumigatus, Fusarium solani
et Fusarium oxysporum en montrant une inhibition significative. L’activité
inhibitrice de ces deux espéces est puissante, les pourcentages d’inhibition varient
pour Calendula arvensis entre 27,68% dans le cas d’Alternaria alternata et

55,33% dans le cas de Fusarium solani. Quant a l'extrait de Raphanus
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raphanistrum, linhibition dépasse 55% pour Pochonia chlamydosporia et
Fusarium oxysporum, comme elle est de 19,30% pour Rhizoctonia solani.

L’extrait d’Euphorbia helioscopia a montré une activité significativement
élevée (p=0.000), sur le champignon Aspergillus fumigatus par un pourcentage
d’inhibition qui dépasse 50%, et sur Fusarium solani, Fusarium oxysporum et
Pochonia chlamydosporia (pourcentage d’inhibition supérieur a 45%).

Ces analyses ont montré aussi que les espéces appartenant au méme
genre, le cas du genre Fusarium avec ses deux especes ; F. oxysporum et F.
solani, ainsi que le genre Alternaria avec ses deux especes ; A. alternata et A.
chlamydosporia, révelent une réaction tres assemblée et possiblement spécifique
au sein du méme genre a l'égard des différents extraits, les résultats se

présentent alors comme similaires.

Contrairement a tous les isolats fongiques qui ont présenté des
pourcentages d’inhibition du mycélium trés élevés, I'espéce Rhizoctonia solani se

révéle la plus résistante avec un pourcentage d’inhibition d’environ 20%.

6.2.1. Ftude des corrélations des extraits aqueux et leurs dilutions vis-a-vis des

souches fongigues testées

L’étude des corrélations a été réalisée sur les plans 1 et 2 car ces derniers,
présentent une forte contribution a l'identification des nuages avec les valeurs
respectives 36, 93 et 21,493.

L’axe 1 est représenté par la catégorie des extraits des espéces étudiees
ou les extraits efficaces présentent les fortes contributions. A 'opposé de cet axe,
les plus faibles contributions sont représentées par les extraits de faible efficacité.

L’axe 2 est représenté par la variable des différentes dilutions (P, D1, D2).
Les calculs de la distance euclidienne et sur la base d’'une similarité -3.5, le cercle
de corrélation (Figure 6.11) montre la présence de trois groupes d’extraits (Figure
6.12).

Le premier groupe comprend principalement : UAD1, UAD2, URD1, URD?2,
URP et qui correspond aux extraits d’Urtica dioica, constituant les extraits de la
partie aérienne et les extraits de la partie souterraine avec les différentes doses.

Ce groupe est corrélé négativement avec les vecteurs, c’est-a-dire les souches
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fongiques. Il est caractérisé par sa faible activité antifongique représentée par des

pourcentages d’inhibition variant de 8,30% a 45,77%.
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Figure 6.11 : Classification hiérarchique des différents extraits avec leurs

différentes dilutions (calculée par le biais des distances euclidiennes).

Le deuxieme groupe représenté par les extraits des trois especes :
Raphanus raphanistrum, Calendula arvensis et Plantago lanceolata avec leurs
concentrations, est corrélé positivement avec les especes fongiques. Ce groupe
est défini par les extraits a effet antifongique tres élevé contre les champignons
testés, induisant une inhibition de la croissance mycélienne supérieure a 40%.

Le troisieme groupe inclut les extraits d’Euphorbia helioscopia des deux
compartiments aériens et souterrains avec toutes les doses. Ce groupe est corrélé
négativement avec les vecteurs (les especes fongiques) car il présente un effet
antifongique moyen par rapport au deuxiéme groupe sur les isolats fongiques
testés a différentes concentrations. Le pourcentage d’inhibition ne dépasse pas
32%.

Tous les vecteurs occupent une zone assez restreinte a I'intérieur du cercle

de corrélation. L’angle maximum entre les deux vecteurs est inférieur a 90°. Ceci
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suggére que tous les vecteurs sont corrélés positivement entre eux, ce qui

confirme que tous les champignons sont sensibles aux extraits et leurs dilutions.

Groupe 3

AXE 1

Groupe 2

AXE 2 Groupe 1

Figure 6.12 : Analyse en Composante Principale (ACP) des dix souches

fongiques.

6.2.2. Résultats d’étude du test de sporulation

Les extraits purs de Raphanus raphanistrum permettent une inhibition de la
croissance de 60,62% sur 'espéce fongique Fusarium oxysporum. Cependant, il
est important de connaitre si cette espéce spontannée voire ses COmMposEés
volatiles possedent une activité fongistatique réversible ou fongicide irréversible a
cette concentration. En effet, le ré-ensemencement du disque mycélien sur le
milieu PDA frais a montré une reprise de croissance observée aprés 3, 6 et 12
jours d’ensemencement (Tableau 6.9, Figure 6.13 et 6.14).

On peut déduire d'aprés ces résultats que I'extrait pur de Raphanus
raphanistrum a un effet fongistatique et non fongicide sur la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporum.

Tableau 6.9: Croissance mycélienne (mm) de Fusarium oxysporum inhibée par

I'extrait de Raphanus raphanistrum aprés ré-ensemencement

ériode 3jrs 6jrs 12jrs
Croissance
D1 17 28 71
D2 15 30 69
Moyenne (mm) 16 29 70
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Figure 6.13 : Suivi de la croissance mycélienne apres ré-ensemencement

3jours 6 jours 12 jours

Figure 6.14: Effet fongistatique de I'extrait de Raphanus raphanistrum sur la

croissance mycélienne de Fusarium oxysporum [originale]

D’autre part, le faible pourcentage d’inhibition de la sporulation (12,88%)
(appendice J) aprés dénombrement des conidies sous microscope confirme la
reprise de la croissance du champignon au bout de 3 jours. Ce phénomene de
relance de la croissance aprés traitement peut étre expliqué par le fait que les
molécules bioactives de I'extrait aqueux se sont volatilisées aprés contact du fait
de linstabilité des métabolites d’origine végétale.

6.3. Efficacité nématicide des extraits végétaux testés

6.3. 1. Evaluation de la toxicité des extraits aqueux et du Vydate.

D’aprées le tableau (6.10), il apparait que les extraits végétaux et le Vydate utilisés

se sont révélés qualitativement et quantitativement actifs sur les nématodes a
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galles se traduisant par une augmentation de la mortalité des larves du deuxieme
stade en fonction de I'augmentation de la période d’exposition au traitement.

Comparé au témoin eau, aucune mortalité n’a été enregistrée aprés 72h.

Tableau 6.10. Effet des différents extraits des plantes et du Vydate sur les taux
moyens de mortalité les larves (L,) de Meloidogyne.

Dilution
Traitement Pure | % | Y4 | Pure | % | ¥ | Témoin
%mort - - - -
Partie aérienne | Partie souterraine
Euphorbia T1 25 25 5 30 10 5 0
helioscopia T2 30 10 5 35 20 10 0
T3 80 50 |30 ] 90 55 30 0
Plantago T1 45 30 15| 35 10 5 0
lanceolata T2 65 35 | 20| 40 10 5 0
T3 80 60 |40 | 55 15 5 0
Calendula T1 30 35 |20 O 0 0 0
arvensis T2 35 40 | 20| 5 10 5 0
T3 70 45 | 20| 20 10 5 0
TO 55 25 5 35 10 0 0
. - T1 40 50 | 45| 40 45 40 0
Urtica dioica
T2 95 85 |45 ] 80 50 35 0
T3 100 90 | 50| 80 65 40 0
%mort Dose ¥ dose Y, dose Témoin
TO 5 5 0 0
Vydate T1 80 80 65 0
T2 85 85 80 0
T3 95 90 85 0
TO : % de larves mortes apres 6h de traitement ; T1 : % de larves mortes aprés 24h
de traitement ; T2 : % de larves mortes apres 48h de traitement ; T3 : % de larves
mortes aprés 72h de traitement.

Tableau 6.11. Modéle G.L.M. appliqué au pouvoir nématicide des traitements
utilisés (N: 108)

Facteur Somme des carrés d.d.I. Carrés moyens F-ratio P

T1 1‘24h Spontanée 693.031 3 231.010 32.373 0.000
apres

incubation compartiment 278.393 2 139.197 19.506 0.000
T2:48h  spontanée 1488.552 4 372.138  37.821 0.000
apres

incubation compartiment 237.510 1 237.510 24.139 0.000
T3:72h )

aprés Spontanée 1650.046 4 40.50 24.015 0.000

incubation compartiment 368.167

=

368.167 21.433 0.000
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Figure 6.15. Toxicité des extraits aqueux des plantes et du Vydate en

fonction du temps

L’application du modéle G.L.M. pour les 108 données (tableau 6.11 et
figure 6.15), nous permet de déduire en général que les activités nématicides des
extraits aqueux issus des quatre espéces végétales étudiées; Calendula arvensis,
Euphorbia helioscopia, Plantago lanceolata et Urtica dioica sur les larves de
Meloidogyne spp. varient significativement selon I'espece végétale spontanée
(P=0.000; p < 0.05) et le compartiment (la partie aérienne ou la partie
souterraine) (P=0.000 ; p < 0.05).

L’effet toxique des extraits des quatre espéces varie dans le temps, en effet

'ortie s’avére le plus toxique. Aprés 24h et 48h de traitement, I'extrait d’ortie
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présente une mortalité trés élevée (jusqu'a 75%) par rapport aux autres especes
et au Vydate.
Le produit nématicide Vydate agit rapidement et entraine une forte mortalité dés
les 24h (T1) d’exposition des larves de Meloidogyne et ceci quelque soit la dose
utilisé. D’autre part, I'activité nématicide des extraits des deux especes Plantago
lanceolata et Euphorbia helioscopia augmente en fonction du temps d’exposition,
et présente un pourcentage de mortalité allant jusqu’a 55% apres 72h. L’espéce
Calendula arvensis présente une toxicité plus faible par rapport aux autres
especes végétales (30% de mortalité).

Chez les especes veégétales testées, les extraits de la partie aérienne ont
des effets trés hautement significatifs (P=0.000) se traduisant par une mortalité
des nématodes dépassant 70% aprés 72h de traitement par rapport a la partie

souterraine ne dépassant pas 50%.

Tableau 6.12: modéle GLM appliqué sur I'effet choc aprés 6h entre le Vydate et

I'extrait aqueux de l'ortie

Facteur Somme des d.d.l. Carrés F-ratio P
carrés moyens
Traitement 105.125 105.125 26.513 0.000
Compartiment 40.042 40.042 10.099 0.003
Dose 248.667 124.333 31.357 0.000
3050000 29p=0.003 rp=0.000
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Figure 6.16: comparaison de I'effet choc apres 6h entre le Vydate et I'extrait
aqueux de l'ortie
Le modele G.L.M. appligué a la comparaison de la toxicité du Vydate et

d’Urtica dioica apres 6h (effet choc) de traitement des larves (tabl 6.12, fig 6.16),
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montre des variations significatives entre les deux traitements (p=0,000 ; p<0,05),
les compartiments des plantes (p=0,003 ; p<0,05) et les doses testées (p=0,000 ;
p<0,05). La comparaison des deux traitements, montre que l'extrait de l'ortie a
exercé un effet choc trés élevé comparé au Vydate. En effet, un taux de mortalité de
plus de 20% est enregistré avec l'ortie, alors que le Vydate n’a présenté que 5%.
Toutefois la toxicité de I'extrait d’Urtica dioica augmente avec la concentration,
I'extrait pur a provoqué un taux de mortalité moyen plus élevé (30 %). Par ailleurs,
nous notons que le principe actif toxique varie en fonction des compartiments,
I'extrait de la partie aérienne est plus actif. Il a engendré le taux de mortalité le plus

élevé comparé a l'extrait racinaire.

Ces résultats sont en grande partie dus au fait que nos extraits de plante
possedent des composés toxiques pour les nématodes a galles.
Selon les observations du comportement des larves effectuées sous la loupe
binoculaire, nous avons constaté que les larves traitées aux extraits aqueux sont
désorientées les unes par rapport aux autres ; elles se dispersent un peu partout
dans la cellule, leur déplacement devient trés lent, sont droites et paralysées.
Comparées au témoin, les juvéniles sont groupés, actifs et mobiles (fig 6.17).
Chez les larves (12) traitées avec I'extrait de l'ortie (partie aérienne), nous
avons observé que ces derniéres sont devenues transparentes ce qui peut étre
expliqué au fait que les molécules bioactives de I'ortie agissent sur le tube digestif

de Meloidogyne spp. qui se vide suite au traitement.

LV : Larve Vivante; LM : Larves Mortes.

Figure 6.17. Activité nématicide des extraits agueux sur le comportement des
larves de Meloidogyne spp. [originale]
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6.3.2. Variations de l'effet des différents traitements (extraits végétaux et produit

chimique) sur les larves (J2) de Meloidogyne en fonction du temps

Une étude complémentaire basée sur I'Analyse en Composantes
Principales (ACP) effectuée afin d’évaluer la toxicité des différents traitements en
fonction du temps d’exposition a montré la présence d'une corrélation positive
entre les valeurs constituant la matrice des données.

L’étude des corrélations a été réalisée sur le plan 1, 2 du moment qu’ils
présentent une forte contribution a l'identification des nuages avec les valeurs
respectives de 89,477 et 3,362.

Les calculs de la distance euclidienne et sur la base d’'une similarité de -15,
le cercle de corrélation (fig.6.18 et 6.19) a montré la présence de trois groupes

d’extraits.

F 4

Groupel

Drafite de troncature

10 E g [
Groupe2

2

Groupel

P: Plantago lanceolata; U :Urtica dioica; V: Vydate; E: Euphorbia helioscopia; C:
Calendula arvensis; A : partie aérienne ; R : partie racinaire ; D1 :dosel/2 ; D2 :dosel/4 ;
P : pur,

Figure 6.18 : Classification hiérarchique ascendante des différents extraits
végeétaux et le Vydate avec leurs dilutions (calculée par le biais des distances
euclidiennes)
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Figure 6.19 : Analyse en Composantes Principales (ACP) des différents
traitements en fonction du temps d’exposition des larves de Meloidogyne

Le premier groupe prend en compte principalement le Vydate et I'extrait
d’Urtica dioica. Ce groupe est corrélé positivement avec les vecteurs (le temps de
traitement), caractérisé par une tres forte activité nématicide représentée par des

pourcentages les plus élevés allant jusqu'a 100% de mortalite.

Le deuxieme groupe est représenté par les extraits des especes Calendula
arvensis et Plantago lanceolata et Euphorbia helioscopia avec leurs fortes
concentrations. Ce groupe qui se trouve a l'intersection des deux axes, est corrélé
positivement avec le temps de traitement et se caractérise par un effet nématicide

élevé induisant jusqu’a 80% de mortalité des larves.

Le troisieme groupe inclut les extraits aqueux dilués et n’induisant qu’'un
effet nématicide assez faible par rapport aux deux groupes précédents, représenté

par des pourcentages de mortalité variant entre 10 et 40%.

6. 3.3. Evaluation de I'effet irréversible des traitements effectués

L’étude de la revitalisation des larves aprés traitement a permis de déduire
que les extraits aqueux ont exercé un effet irréversible méme aprées 6h de

traitement (tableau 6.13).
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Tableau 6.13: les taux de revitalisation des les larves (L,) de Meloidogyne

Dilution
: (%)
Traitement Pure | % | va | Pure | % | %
Partie aérienne Partie souterraine
Euphorbia helioscopia R 15 7 | 15 23 23 23
Plantago lanceolata R 38 46 | 46 53 53 61
Calendula arvensis R 46 53| 61 69 69 69
. - Ro 23 53| 84 30 76 85
Urtica dioica R 0 7 1 23 0 23 16
(%) Dose % dose Ysdose
Vydate Ro 84 84 92
R 0 7 19
Ro: % de larves revitalisées apres effet choc; R: % de larves revitalisées aprés 72h de
traitement.

Le modele G.L.M. appliqué a l'évaluation de la revitalisation en fonction des
traitements effectués, des compartiments et des doses (tabl.6.14 et fig.6.20), montre
des variations significatives de la revitalisation des larves des Meloidogyne entre les
traitements effectués (p=0,000 ; p<0,05), les compartiments des plantes (p=0,000 ;
p<0,05) et les doses testées (p=0,003 ; p<0,05).

tabl.6.14 : modele GLM appliqué sur le taux de la revitalisation de Meloidogyne

apres traitement.

Facteurs Somme des d.d.l Carrés F-ratio P
carrés moyens
Traitement 11213.574 4 2803.394 54.559 0.000
Compartiment 1001.042 1 1001.042 19.482 0.000
Dose 804.519 2 402.259 7.829 0.003
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Figure 6.20: Revitalisation des juvéniles de Meloidogyne apres 72h de traitement.
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Il ressort de la figure (6.19) qu'aprés 72h d’exposition au Vydate et aux
extraits aqueux issus des deux espéces Urtica dioica et Euphorbia helioscopia ;
les nématodes ne revitalisent presque pas (moins de 17%). Cependant, pour les
extraits de Calendula arvensis et Plantago lanceolata, le pourcentage de
revitalisation était plus ou moins fort (plus de 50%), mais les nématodes sont
immobiles, épuisés et ne parviennent plus a se déplacer et ne s’enroulent plus ;
comparés au témoin dont ces derniers sont trés actifs et mobiles.

Les extraits végétaux de la partie aérienne montrent une activité
nématicide irréversible sur les larves. L’extrait pur a exercé un effet irréversible

plus important que les extraits dilués.

6.4. calcul de la CL 50

A partir du tableau de probits on a pu tracer les graphes, et a partir de ces

derniers on a déduit a travers I'équation de droite de régression la valeur de
CL50 (concentration léetale a 50%) pour chaque biopesticide pour les effets

nématicides, antifongiques et antibactériens (tableaux 4.15, 4.16 et 4.17).

Tableau 6.15. Cl 50 des extraits aqueux et du Vydate pour les tests nématicides
(mg/cm®)

extrait compartiment CI50
partie aérienne 39,84
Euphorbia helioscopia
partie souterraine 35,19
partie aérienne 46,61
Calendula arvensis . '
partie souterraine 351,80
partie aérienne 28,06
Plantago lanceolata . '
partie souterraine 77,99
partie aérienne 20,80
Urtica dioica _ _
partie souterraine 26,43
Vydate - 0,35




Tableau 6.16. Cl 50 des extraits aqueux pour les tests antifongiques (mg/cm?®)
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ampignon Aa Ac Af Fo Fs Rs Pc Pae Pv Ggt
extrait compartimen
partie aérienne 868,98 | 5,10E+05 | 29,63 | 25,79 | 29,96 | 8,61E+04 | 24,73 2410 3,07E+04 | 224,02
Raphanus raphanistrum o e Cinaire | 722,94 | 6.46E-11 | 76,10 | 90.01| - | 5,40E+05 | 40,68 | 8,65E+16 | 1,37E-06 | 403,42
_ partie aérienne | 5,04E-07 - 39,12 | 57,59 | 22,83 0,04 75,03 | 1,34E+05 | 2,86E+03 | 449,99
Calendula arvensis : _
partie racinaire | 3,05E+05 - 50,79 47,43 | 5,59 | 2,05E-85 | 94,88 348 3,59E+03 | 564,89
Fusarium oxysporum (Fo), Fusarium solani (Fs), Alternaria alternata (Aa), Alternaria chlamydosporia (Ac), Rhizoctonia solani (Rs), Gaeumannomyces
graminis var tritic (Ggt), Aspergillus fumigatus (Af), Phomopsis vaccinii (Pv).
Tableau 6.17. Cl 50 des extraits aqueux pour les tests antifongiques (mg/cm?®)
extrait actérie At Av Rs Xc Cm Eam Ecc
compartimen
Euphorbia partie aérienne 2,03 1,95E+03 3,70E-05 45,26 26,55 2,53E-70 73,03
helioscopia . —
partie racinaire 0,18 2,05E-04 5,76E+06 3 18,09 506,95 69,82
Calendula partie aérienne 7,38 66,65 1,73 52,49 32,18 658,1 0,93
arvensis partie racinaire 142,75 204,26 0,1 2,77E+03 5,05E+03 8,06E+03 6,48E-05
Plantago partie aérienne 0,01 334,68 1,13E-09 59,04 176,4 86,6 36,23
lanceolata partie racinaire 3,47 16,55 1,01E+04 51,03 1,99E+04 2,71E+03 86,3

At: Agrobacterium tumefaciens ; Av: Agronacterium vitis ; Rs: Ralstonia solanacearum, Xc: Xanthomonas campestris pv. citri, et Cm : Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis ; Eam : Erwinia amylovora, Ecc : Erwinia carotocora pv. carotovora
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CHAPITRE 7
DISCUSSION GENERALE

Les plantes sont capables de produire des substances naturelles trés
variées. En effet, en plus des métabolites primaires classiques (glucides,
protéines, lipides, acides nucléiques), elles synthétisent et accumulent
perpétuellement des métabolites secondaires dont la fonction physiologique n'est
pas toujours évidente mais qui représente une source immense de molécules
exploitables par 'homme dans des domaines aussi distincts que la pharmacologie,
I'agroalimentaire ou encore en agriculture dans le cadre de la phytoprotection
[220 ; 293].

Actuellement, les extraits bruts des plantes commencent a avoir un intérét
trées prometteur comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Les
extraits végétaux font I'objet d’études pour leur éventuelle utilisation comme
alternative pour les traitements insecticides, bactéricides, nématicides et
fongicides [294].

Dans le présent travail, I'activité antibactérienne, antifongique et nématicide
des espéeces végétales étudiées (Urtica dioica, Calendula arvensis, Plantago
lanceolata, Euphorbia helioscopia et Raphanus raphanistrum), constitue une
étude préliminaire sur la recherche de nouvelles molécules bioactives a intérét
pesticide.

Les résultats des tests du pouvoir bactéricide, fongicide et nématicide sont
intéressants du fait qu’ils constituent une premiére initiative de recherche sur des
plantes spontanées d’intérét agronomique. Ces résultats ont montré une efficacité
élevée entre les différents extraits en relation avec l'origine de I'extrait (partie
aérienne ou partie souterraine) et sa concentration (extrait pur, dilué a ¥z et dilué a
Ya). Ces résultats préliminaires expliquent et confirment que les plantes étudiées
posseédent des propriétés biocides appréciées.

Toutefois, il est a signaler une différence d’action entre les extraits
considérés qui pourrait étre expliquée par une diversité de composition chimique

et une dissemblance quantitative et qualitative entre la partie aérienne
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représentée par les fleurs, les tiges et les feuilles, et la partie souterraine (les
racines) chez certaines especes végétales.

D’'une maniere générale, la différence d’action entre la partie aérienne et
racinaire a été non significative. Cela peut étre expliqué par le fait que ces
métabolites secondaires dans la plante sont synthétisés et secrétés par
I'intermédiaire des cellules ou d’organes particuliers ou elles restent localisées.
Elles peuvent étre stockées d’une maniere équitable dans tous les organes de la
plante [293]. Cette difféerence d’action obtenue dans cette présente étude est
expliquée aussi par le fait que les plantes produisent des métabolites secondaires
spécifiques qui appartiennent a certaines classes connues pour avoir ce type

d’activité telles que; les composés phénoliques et les terpénoides [295].

7.1. Des plantes spontanées a pouvoir inhibiteur de la croissance bactérienne

Concernant les effets biocides des extraits aqueux sur les bactéries
phytopathogénes testées, de nombreux travaux ont mis en évidence le pouvoir
antibactérien élevé des composés phénoliques, des tanins et des alcaloides [296 ;
297] et qui peuvent étre en partie responsables de lactivité antibactérienne
obtenue et concordants avec les résultats de notre expérimentation.

L’étude de l'activité antibactérienne in vitro de nos extraits aqueux analysée
par la méthode de disques-diffusion et de spectrophotométrie, nous a permis de
déduire que I'espéce Euphorbia helioscopia présente I'activité antibactérienne la
plus remarquable se traduisant par un pourcentage d’inhibition de 73% chez la
souche Clavibacter michiganensis et de 69% chez Xanthomonas campestris. Ces
résultats pourraient étre expliqués et liés a la composition phytochimique de cette
plante.

En effet, des essais phytochimiques ont révélé la présence des classes
principales de métabolites secondaires chez Euphorbia helioscopia, constituées
par les alcaloides, les flavonoides, en particulier des flavonols, les composés
cyanogenétiques, les cyanidines et delphinidines , I'acide ellagique, les saponines,
les terpenoides, les glycosides et les tanins [298 ; 299].

Plusieurs espéces d’euphorbes (Euphorbia spp.) ont été étudiées pour un
certain nombre d’activités biologiques incluant des propriétés anti-tumorales, anti-

leishmaniques, antibactériennes et insecticides [300]. Un certain nombre de
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résultats a été rapporté sur I'effet antiviral des espéces d’Euphorbia spp.[301] et
par la méme voie, beaucoup de composés a potentiel antiviral ont été purifies
[302 ; 303]. Il a été rapporté ainsi que la plante entiere d’Euphorbia helioscopia
présente une grande importance médicinale ou les feuilles et les tiges sont
employées comme fébrifuges et vermifuges [304]. L'huile des graines présente
des propriétés purgatives et les racines sont employées en tant qu'anti-
helminthique [305].

D’autre part, les extraits des deux espéces Plantago lanceolata et
Calendula arvensis ont montré des effets élevés sur les souches bactériennes
avec des pourcentages d’inhibition allant jusqu’a 63 et 79% respectivement. Les
classes principales des métabolites secondaires présentes chez Plantago
lanceolata sont tres diversifiées allant des alcaloides, des flavonoides, des
coumarines, des composés volatiles, des glycosides phénylpropaniques, des
tannins, des mucilages aux saponosides [306].

Les composés majoritaires rencontrés chez les espéces du genre
Calendula sont essentiellement ; les acides phénoliques ; les sesquiterpénes, les
flavonol glycosides [307 ;308], les triterpénoides saponines(2-10%) [309], les tri-
terpenes alcools ; les flavonoides (24-26%), les caroténoides(28-30%), et les
xanthophylles ainsi que les stérols, les mucilages, les tocopherols et la
calenduline [310]. Les huiles essentielles du souci des champs se sont révélées
actives in vitro sur la bactérie a Gram négatif Campylobacter jejuni [311].

La majorité de ces groupes chimiques présents chez le plantain et
'euphorbe a savoir les tannins, les saponosides, les flavonoides, les coumarines,
les anthocyanosides et les mucilages, sont extractibles par I'eau [312].

Par ailleurs, il a été montré que le plantain (Plantago lanceolata) est utilisé
en meédecine en raison de ses propriétés mucilagineuses [313]. Il présente un effet
antibactérien sur les bactéries Gram+ et Gram-. Les especes bactériennes testées
par ces derniers auteurs, sont : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, E. Coli,
Corynebacterium, Pseudomonas aeruginosa [314].

La bactérie a Gram positif, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
s’est avérée plus sensible que les souches a Gram négatif avec un diamétre
d’inhibition de 30mm. Dans la plupart des études de I'activité antibactérienne des
extraits des plantes, les bactéries a Gram positif s’averent souvent plus

susceptibles aux extraits des plantes que celles a Gram négatif [315 ;316 ;317].
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Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les bactéries a Gram positif possédent
seulement une couche externe de peptidoglycane (mureéine) qui n’est pas une
barriere efficace [318]. En revanche, les bactéries & Gram négatif possédent une
résistance intrinséque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature de
leurs membranes externes, composées essentiellement de lipopolysaccharides.
Ces derniers composés pariétaux forment une barriere remarquable aux
composés hydrophobes en présence d’agents perméabilisants de la membrane
externe, ou des substances inactives contre ces bactéries deviennent actives en
présence de composés extrinseques [294].

Les extraits aqueux testés dans cette étude ont montré une grande action
antibactérienne vis-a-vis des bactéries Gram négatif testées, ce qui démontre que
ces extraits renferment des molécules bioactives capables de franchir la paroi de
ces bactéries.

La bibliographie rapporte de nombreux mécanismes antimicrobiens tres
complexes des extraits végétaux a base de flavonoides, tels que ; l'inhibition de la
synthése des acides nucléiques, linhibition des fonctions de la membrane
cytoplasmique, la séquestration du substrat nécessaire a la croissance
microbienne et I'inhibition du métabolisme énergétique microbien [319].

Plusieurs études on été menées pour comprendre les mécanismes d’action
des extraits des plantes, dont plusieurs attribuent cette fonction aux composants
phénoliques en interaction avec la membrane plasmique des agents pathogenes
[320].

De ce fait, les composés secondaires des plantes, en autres, les huiles
essentielles, possédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches de
bactéries, mais d’'une maniere générale, leur action se déroule en trois phases :
l'attaque de la paroi bactérienne par [I'extrait végétal, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires,
I'acidification de [lintérieur de la cellule bloquant la production de I'énergie
cellulaire et la synthése des composants structuraux et enfin, la destruction du
matériel génétique conduisant a la mort de la bactérie [321].

Les résultats de I'analyse statistique de l'effet antibactérien des extraits
végeétaux sur les souches bactériennes, ont révélé que la bactérie telluriqgue
Ralstonia solanacearum s’est montrée récalcitrante a I'égard des différents

traitements des extraits bruts issus des especes spontanées. Ceci pourrait étre
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expliqué par le fait que cette bactérie peut développer une grande capacité de
résistance intrinséque vis-a-vis d’'une large gamme de biocides. En effet, cette
résistance est associée a la nature de la membrane externe gouvernée quant a
elle, par des genes plasmidiques qui peuvent étre acquis lors de transferts
horizontaux entre les bactéries [293 ; 294]. D’autre part, la résistance de cette
méme bactérie vis-a-vis d’Urtica dioica est expliquée par le fait que 'ortie constitue
une plante hote de la bactérie Ralstonia solanacearum et des symptémes maladifs
de type flétrissement, peuvent étre induits lors d’'une infection [322]. Dans le
méme ordre d’idées, il est a rappeler que Ralstonia solanacearum constitue un
organisme de quarantaine tres redoutable et chaque année de nouvelles plantes
sont rangées dans la gamme des plantes sensibles a cette bactérie, ceci
s’explique par la plasticité de son génome caractérisé par un mégaplasmide et un
chromosome hébergeant tous les deux des genes de pathogénicité.

Toutefois, les résultats négatifs enregistrés par la méthode de disque-
diffusion de I'extrait de la partie aérienne de I'espéce Urtica dioica sur la bactérie
Erwinia carotovora pv. carotovora, n’indiquent pas l'absence des molécules
bioactives, ni que la plante Urtica dioica est inefficace sur ce pathogéne ou bien
que cette bactérie soit résistante du fait que, des résultats positifs avec la méthode
de spectrophotométrie (20%) ont été obtenus. D’autre part, il est possible que les
principes actifs puissent étre présents en quantité insuffisante dans les extraits
aqueux pour montrer I'effet avec les niveaux de doses utilisées au cours de notre
expérimentation. Le manque d’activité peut seulement étre prouvée ainsi en
employant des doses importantes ou d’extraire ces composées bioactifs dans un
solvant différent de I'eau. Rappelons a juste titre que ce méme extrait, a présenté
quand méme une activité antibactérienne plus ou moins faible contre les autres
especes bactériennes a Gram négatif examinées.

Les résultats des travaux de GULCIN et coll. [323], ont révélé la présence
d’'une activité antimicrobienne d’extraits aqueux d’Urtica dioica vis-a-vis de neuf
microorganismes ; Pseudomonas aeruginosa, Eschericia coli, Proteus mirabilis,
Citrobacter koseri, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus et Staphylococcus epidermidis. En
général, les extraits de l'ortie se sont aussi révélés actifs sur les bactéries testées

au cours de notre expérimentation, a des effets plus ou moins faibles comparés
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aux autres plantes spontanées étudiées a I'exception de la bactérie Ralstonia

solanacearum.

7.2. Activité fongistatique et fongicide des espéces végétales spontanées

Les extraits agueux de Calendula arvensis et Raphanus raphanistrum ont
montré un fort pouvoir antifongique sur les dix souches étudiées, donnant des
résultats en pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne compris entre
35% et 40%. Les propriétés antifongiques sont dues sans doute a ses alcools et
lactones terpéniques [324]. Cependant, les glucosinolates, autrefois appelés
hétérosides soufrés, sont des composés hétérosidiques anioniques responsables
des odeurs fortes et caractéristiques dégagées par de nombreuses Brassicacées
et Alliaceae. La composition chimique des Cruciféres, essentiellement constituée
de glucosinolates et de flavonoides, confere a ces plantes des effets
antimicrobiens y compris antifongiques. La teneur en glucosinolates varie selon
I'espéce, la partie de la plante et les conditions culturales et climatiques [325].

D’autre part, les extraits de I'espéce Calendula officinalis ont montré une
activité inhibitrice remarquable sur de nombreuses bactéries et champignons
cliniques, tels que; Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Capnocytophaga  gingivalis, Veilonella  parvula, Eikenella  corrodens
Peptostreptococcus micros et Actinomyces odontolyticus [326]. Ainsi, une fraction
de flavonoides isolée a partir des fleurs de cette méme espece a montré une
activité antibactérienne et antifongique in vitro vis-a-vis des souches
Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Candida monosa, organismes pathogénes a 'lhomme [327].

Dans la présente étude, nous avons choisi parmi les souches de la
collection, deux champignons Pochonia chlamydosporia et Paecilomyces sp,
considérés comme des champignons nématophages ; le contraste réevélé par les
résultats obtenus, nous a permis de démontrer que ces agents de lutte biologique
peuvent étre, tous comme les champignons phytopathogénes, sensibles a I'égard
de certains extraits et composés chimiques, c'est le cas de Pochonia
chlamydosporia, et méme résistants le cas de Paecilomyces sp. Nos résultats
corroborent avec une étude qui a été faite par MARCIANO et coll. [328], et qui

révele I'effet des produits volatiles des Brassicaceae sur les deux champignons ;
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un phytopathogene Sclerotinia spp. et un agent antagoniste utilisé dans la lutte
biologique Trichoderma harzianum. Cette étude nous indique par ailleurs, que les
glucosinolates et les dérivés enzymatiques sont trés actifs contre Sclerotinia spp.
considéré comme champignon phytopathogene cible, par contre aucune activité
antifongique n’a été signalée vis-a-vis du champignon non ciblé Trichoderma
harzianum, qui s’est manifesté résistant.

Plusieurs études sur l'activité antifongique des extraits aqueux, tels que :
Inula viscosa et Anacardium occidentale ont été réalisées sur Aspergillus
fumigatus, pathogéne a 'homme et producteur de mycotoxines. Ces études ont
révélé a chaque essai, un pourcentage d’inhibition avoisinant les 80% [279 ; 329 ;
330]. Dans la présente étude, le pourcentage d’inhibition de ce champignon avec
tous les extraits testés a été comparable par rapport a ces études, donc l'efficacité
des extraits utilisés peut étre observée sur une large gamme de champignons
pathogénes des végétaux et par la méme de ’homme.

Il s’est avéré que le Thym (Thymus sp.) riche en groupements phénols a
montré une activité inhibitrice particulierement élevée contre la croissance
fongique et la sporulation d’Aspergillus fumigatus [279]. Ces effets antifongiques
semblent avoir une corrélation avec le développement incomplet des
conidiophores d’Aspergillus fumigatus. Des modifications morphologiques ont été
observées et confirmés par les travaux de DE BILLERBECK [331].

Des études réalisées in vivo et in vitro ont prouvé que 'huile essentielle de
Thymus vulgaris posséde une activité antifongique contre un certain nombre de
myceétes [294]. REDDY et coll. [332], ont montré un potentiel élevé de I'huile
volatile comme agent protecteur des fruits de fraise contre la détérioration causée
par Botrytis cinerea et Rhizopus stoloniji.

Dans le cas du mode d’action de I'ortie sur les champignons, Il est possible
que les composés actifs de ces plantes plus particulierement d’Urtica dioica,
soient présents en faible quantité dans les extraits bruts pour montrer un pouvoir
antifongique. Le manque d’activité peut étre prouvé par l'extraction de ces
composés bioactifs dans un solvant difféerent de l'eau. L’attention devrait
également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant et les corps
dissous car le solvant peut réagir avec certains composés pour produire des
complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation ou I'isomérisation

de ces composeés [333].
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BAJPAI et coll. [334], signalent que le traitement avec I'extrait de
Metasequoia glyptostroboides a I'égard d’une collection de champignons
phytopathogénes comprenant des souches de Fusarium (Fusarium solani,
Fusarium oxysporum), réduit la croissance mycélienne de ces deux champignons
a des pourcentages rapprochés. Ceci concorde avec les résultats obtenus dans
cette étude pour les espéces des deux genres Fusarium et Alternaria, et qui se
s’explique par le fait que les espéces appartenant au méme genre sont
génétiquement proches donc réagissent presque selon le méme processus.

Cependant, le test de sporulation réalisé au cours de cette étude, manifeste
une relance de croissance avec un faible taux de sporulation qui se traduit par le
fait que les composants chimiques de la plante et plus particulierement les huiles
essentielles et volatiles, sont de nature fongistatique plutdt que fongicide [335].
Ce phénomene peut étre expliqué par le fait que les huiles essentielles sont des
produits généralement peu polaires, volatils, odoriférants et de densité pour la
plupart inférieure a celle de I'eau [336].

La littérature rapporte de nombreux mécanismes antifongiques trés
complexes des extraits aqueux d’origine végétale afin d’expliquer I'action de ces
biopesticides appartenant a différentes familles botaniques. C’est ainsi
qu'OMIDBEYGI et coll. [337], ont suggéré que les composants de la membrane
cellulaire traversent la paroi en interagissant avec les enzymes et les protéines de
la membrane, produisant ainsi un flux de protons vers I'extérieur de la cellule qui
provoque des changements, et, finalement leur mort. CRISTANI et coll. [338], ont
signalé que l'activité antimicrobienne est liée a la capacité des terpénes pour son
action non seulement sur la perméabilité, mais aussi d'autres fonctions de la
membrane cellulaire. Ces composés peuvent traverser la membrane, pénétrer
ainsi a l'intérieur de la cellule et interagir avec les sites intracellulaires critiques.
LUCINI et coll. [339], quand a eux, ont indiqgué que l'inhibition de la croissance
mycélienne est causée par les monoterpenes présents dans des extraits de
plantes. Ces composants vont augmenter la concentration des peroxydes
lipidiques tels que les radicaux hydroxyle, I'alcoxy et alkoperoxyl et provoquer
ainsi la mort cellulaire. Pour TRIPATHI et SHARMA [340], les composants des
extraits agiraient sur les hyphes du mycélium, provoquant la sortie des
composants du cytoplasme, la perte de la rigidité et l'intégrité de la paroi cellulaire

des hyphes, ce qui entraine sa désintégration et la mort du mycélium.
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Pour le cas des polyphénols, comme l'acide férulique, ils participent a un
réseau moléculaire sous forme de diméres présents dans la paroi des graines de
mais (Zea mays) et constituent une barriére mécanique et chimique a l'invasion du
champignon phytopathogene Fusarium graminearum [341 ;342]. Ces substances
phénoliques jouent un role tres actif dans les mécanismes de résistance de la
plante contre les parasites. Elles participent a la résistance constitutive en inhibant
des enzymes hydrolytiques parasitaires ou en se polymérisant. Ces polymeéres
phénoliqgues ne sont pas dégradés par la plupart des agents pathogenes. lIs
constituent une barriére a plusieurs niveaux en protégeant les autres constituants
de la paroi ou en créant un obstacle a la diffusion des toxines parasitaires et a la
dissémination des parasites vasculaires [343]. Les champignons phytopathogenes
analysés lors de cette étude constituent des parasites vasculaires pour la plupart,
ce qui nous permet d’avancer que l'effet des composés phénoliques des plantes
spontanées sur les hyphes mycéliens pourrait étre assimilé aux résultats des
recherches cités antérieurement, mais des études plus poussées confirmeront.

Les substances phénoliques sont aussi impliguées dans la résistance
induite a travers la biosynthése des phytoalexines. EL MODHAFAR et coll. [344],
constatent que I'infection des racines du palmier dattier (Phoenix dactylifera) par le
champignon pathogene Fusarium oxysporum f.sp albedinis, responsable du
Bayoud, engendre la synthése et 'accumulation de phytoalexines identifiees a des
coumarines et a des dérivées de l'aesculétine. Le mécanisme de la défense
comporte une accumulation rapide des phénols a 'emplacement d’infection, qui
fonctionnent pour ralentir la croissance du pathogéne [345]. La capacité de
'espéce végétale a résister a I'attaque des insectes et des microorgansimes est

souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [346].

7.3. Effet toxigue des extraits aqueux sur les nématodes a galles

Certains travaux sommaires a travers le monde ont consisté a tester in vitro
les extraits aqueux, alcooliques et lipidiques des différents tissus d’espéces
nématicides sur les larves et les ceufs de divers nématodes, principalement les
Meloidogyne spp. [230]. Par ailleurs, des investigations plus poussées ont déja
permis lisolement et la caractérisation d’'un certain nombre de principes actifs

(ricine, azadirechtine). Il a été mis en évidence par MUNAKATA [347] que la
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plupart des substances naturelles nématicides, qui peuvent avoir une activité
systémique (véhiculées par la seve de la plante), sont décomposables et non
polluantes. Elles pourrait étre utilisées comme base pour la synthese de nouveaux
nématicides [121].

L’étude de l'effet toxique des extraits aqueux des racines et des parties
aériennes des quatre plantes étudiées a montré que ces derniers présentent des
principes actifs l1étaux pour les larves (L;) de Meloidogyne. Cependant, les taux de
mortalité produits varient en fonctions de I'espéce végétale, de I'organe utilisé, de
la concentration de 'extrait et du temps d’'immersion.

En effet, le screening phytochimique de deux plantes a pouvoir nématicides
(Acacia gummifera et Tagetes patula) a révélé une teneur relativement importante
en flavonoides [348]. Les travaux d’'OKA et coll. [349]; CHITWOOD [350],
signalent que les alcaloides, les acides gras, les diterpenes, les glucosides, les
polyphénols, les flavonoides, les isothiocyanates, les polyacétylenes et les
sesquiterpenes sont des substances toxiques a un effet nématicide.

Les résultats du pouvoir nématicide de nos veégétaux ont montré une activité tres
élevée des extraits de l'ortie en particulier ceux de la partie aérienne avec un effet
choc remarquable se traduisant par un pourcentage de mortalité de 55% apres 6h
de traitement des larves et jusqu'a 100% aprés 72h. L'ortie s’est révélé trés
efficace, son effet est proche a celui du produit chimique utilisé (Vydate). Selon
des études menées par EHWAE et coll. [351] in vivo, les plants d'Urtica dioica
inoculés par des larves et des masses d’ceuf des espéces de Meloidogyne, n’ont
montré aucune formation de galles sur les racines de l'ortie. MENNAN et coll.
[352] ont montré I'efficacité in vitro des extraits d’Urtica urens L. sur I'éclosion des
ceufs, la pénétration et le développement de M. incognita.

En effet, la famille des Urticaceae représentée par l'ortie (Urtica dioica), constitue
par ses nombreuses especes une gamme de plantes utilisées en agriculture
biologique pour tuer ou repousser les insectes et aussi comme fertilisants [353].
Le purin d'ortie constitue un bon fortifiant pour les plantes et stimule la croissance
et la résistance naturelle contre les ennemis et les maladies. Il est utilisé en
jardinage biologique pour renforcer limmunité des végétaux et éviter les
traitements et les pesticides. Il a été rapporté également comme un excellent

accélérateur de compost [353].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Agriculture_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agriculture_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pesticide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Compost
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Le screening phytochimique d’Urtica dioica réalisé sur les racines et les
feuilles a mis en évidence la présence des saponosides, des flavonoides, des
tanins, des composés réducteurs et les terpénoides avec des proportions
importantes [354]. De méme, des études sur la composition de cette plante ont
détecté la présence de 3 flavones (le chrysine, le 7-hydroxyflavone, et 3,6-
dihydroxyflavone); et aussi un acide phénolique [354]. Ces substances présentent

une activité nématicide importante [355].

Des travaux antérieurs effectués sur la composition d’Urtica dioica ont
décelé la présence des composés suivants; le quercétine-3-0-ritinoside,
kaempoférol-3-0-rutinoside et isorhamnetin-3-0-glucoside, acide caféique, rutine,
quercétine, hyperin, isoquercétine, le Béta-sitostérol, trans-acide ferulique
scopoletine, et p-hydroxybenzo-alcool [356 ; 357]. La majorité de ces produits
contiennent la quercétine (flavonoide) qui pourrait avoir un réle nématicide.

FRANZ et coll. [358] montrent que les parties aériennes de l'ortie sont
riches en minéraux inorganiques (environ 18%, exprimé en cendres), y compris le
potassium (1,8 & 2%) et la silice (de 0,9 a 1,8%). La plante accumule le nitrate
dépendant a partir de l'azote du sol. Les médicaments commercialisés
contiennent en moyenne 1,5% nitrate. Selon les mémes auteurs, les poils
urticants contiennent l'acétylcholine, I'histamine, la sérotonine, la choline et de
petites quantités de leucotriénes. Ainsi, il est signalé dans la littérature que la
partie aérienne d’Urtica dioica en particulier les feuilles, posséde une activité
remarquable en domaine de médecine et pharmacie (activité anti-inflammatoire,
rhumatoide) [359]. La composition chimique particuliere de l'ortie notamment au
niveau la partie aérienne pourrait expliquée probablement la forte activité toxique

obtenue au cours de notre étude.

Les résultats de I'effet nématicide des extraits d’Euphorbia helioscopia ont
montré une activité élevée qui augmente en fonction du temps (55%).
MAQBOOL et coll. [360] ont testé le latex des extraits d’Euphorbia caducifolia sur
Meloidogyne spp. en culture de tomate et d’aubergine, une concentration de 10%
s'est avérée efficace. Les amendements a base de certaines Euphorbiaceae ont
été étudies. En effet, GOSWAMI et VIJAYALAKSHMI [361] affirment que
I'utilisation de la poudre des plants de Phyllanthus niruri (3g/Kg) contre M.
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incognita a provoqué la mortalité d’au moins 90% des nématodes. De méme, les
amendements par les feuilles ou le tourteau du ricin (Ricinus communis),
réduisent 30 a 50% les populations de nématodes a galles [362].

L’espéce végétale Calendula arvensis est une plante nématicide plus ou
moins efficace présentant un pourcentage de mortalité de 25%. En raison de ses
vertus nématicides, le souci des champs constitue une excellente plante
compagne pour les Liliaceae ainsi que pour les fraisiers et la tomate. Des
expériences in vitro et in planta dans une culture de tomates ont révélé que les
extraits de Calendula arvensis tuaient les larves et les stades adultes du
nématode Meloidogyne incognita tout en empéchant I'éclosion des ceufs [361 ;
363]. Calendula arvensis constitue une plante insectifuge et insecticide : des
extraits a I'éthanol des feuilles de souci testées sur les vers a soie, n’empéchaient
pas les larves de se nourrir mais elles mourraient aprés I'ingestion de cet extrait
[364]. Par ailleurs, des extraits de fleurs de souci sont efficaces contre les
Trichomonas, protozoaires responsables des leucorrhées [365].

Chez les Asteraceae, les plus connues des plantes nématicides sont sans doute
les Tagetes. Il a été clairement démontré qu’en introduisant une culture de
Tagetes (T.erecta ou T.patula) pendant 2 mois d’assolement, a raison de 4Kg /ha
ou 20 plants au m? permettait de réduire prés de 90% des populations de
Meloidogyne spp. Ainsi que d’autres nématodes phytophages comme
Pratylenchus sp., Helicotylenchus sp. et Rotylenchus sp. [366; 367] a une
température supérieure a 15°C. [368].

Selon QAMAR et coll. [369], Calendula officinalis (Asteraceae), especes
appartenant au genre et dans la composition chimique est proche de celle de
Calendula arvensis, a causé 70-80% la mortalité des larves de Meloidogyne spp.
aprés 48 heures de traitement.

Le screening chimique du genre Calendula a discerné divers composés toxiques a
effet nématicide. PIETTA et coll. [307]; AHMED et coll. [308] ont identifiés les
acides phénoliques ; les sesquiterpenes et les flavonol glycosides.

En ce qui concerne I'effet de Plantago lanceolata, notre étude a révélé une
augmentation de son l‘efficacité en fonction du temps d'immersion. En effet, apres
72h un pourcentage de mortalité allant jusqu’a 45% est enregistré.

Selon les études de MEYER et coll. [370], les extraits Plantago (P. lanceolata et P.

rugelii) se sont révélés toxiques sur les ceufs et les larves de M. incognita. Les
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Composés tels que les glycosides, iridoides, aucubine et catalpol, I'aglycone
aucubigenine et dérivés de l'acide caféique, y compris plantamajoside et actéoside
ont été isolés a partir de différentes especes de Plantago et ont montré une
activité antimicrobienne et nématicide [371].

Bien que les extraits de Plantago lanceolata sont toxiques pour M. incognita, cette
espece est un hotes des nématodes a galles [372 ;373]. Les composés toxiques
par conséquent, ne conduisent pas a une protection compléte de la plante vis-a-
vis des Meloidogyne, bien que les symptdmes ont été décrits comme mineures
[372].

Les investigations de FERRIS et ZHENG [374] sur les effets des extraits Plantago
sur M. javanica et Pratylenchus, sont comparables a nos résultats, les individus
sont devenus inactifs, immobiles, paralysés et épuisés et ne parviennent plus a se
déplacer. D’aprés ces deux auteurs, l'effet est mortel plutét que nématostatique et
irréversible. Chez les extraits de Calendula arvensis et Plantago lanceolata testés
durant notre étude, le pourcentage de revitalisation était plus ou moins fort.
Toutefois, les nématodes revitalisés sont vivants mais immobiles, paralysés et
épuisés et ne parviennent plus a se déplacer et ne sont plus actifs.

La sensibilité et la mortalité des larves de Meloidogyne par nos extraits
aqueux peuvent étre expliquées par le fait que les récepteurs sensoriels des
nématodes (amphides) sont riches en acétylcholinestérase. Celles-ci sont
facilement accessibles et inhibées par les métabolites nématicides [375].

En effet, Les métabolites chimiques renfermés dans les extraits de plantes ont la
capacité d'inhiber la synthése de I'acétylcholinestérase, le cholinestérase et
d’autres estrases. Ces molécules affectent le systéme nerveux des nématodes en
inhibant I'nydrolyse de I'acétylcholine par I'acétylcholinestérase [376].

Le cholinestérase et I'estérase jouent également un réle important dans d'autres
systemes meétaboliques [377]. Les extraits de plantes possedent des propriétés
anesthésiques nématicides ou nématostatique qui agissent differemment sur les
larves, ceci reflete des différences dans la nature des métabolites chimiques et le
type du principe actif toxique des espéces végétales [376].

Les substances toxiques chez les extraits végétaux peuvent avoir diverses formes
et, par conséquent les larves donneront différentes réponses a savoir un aspect
droit et immobile [376]; ceci correspond a la forme observée chez les nématodes
a galles traités par nos extraits aqueux durant cette étude.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours des derniéres décennies, I'attention portée aux effets secondaires
des pesticides a profondément modifié la perception a I'égard des pesticides. lIs
sont devenus, pour certains, des produits dangereux que I'on devrait bannir ou, au

mieux, un mal nécessaire.

Ces conséquences écotoxicologiques plus contraignantes menent a une
augmentation importante des colts de développement de nouveaux produits
phytosanitaires. Le concept de lutte intégrée se référe principalement a I'écologie,
aux rapports existants entre les organismes vivants et leur environnement ou leur
espace vital. A [lorigine, cette démarche visait la réduction du nombre
d’interventions avec des pesticides tout en minimisant leurs effets secondaires.
Par conséquent, le développement des futurs biopesticides d’origine végétale, est

une méthode plus saine et écologique pour la protection des plantes [378].

De ce fait, le travail entrepris dans ce mémoire avait pour objectifs d’analyser les
effets biopesticides de quelques plantes adventices qui abondent nos cultures
légumiéres, l'arboriculture fruitiere et les grandes cultures. L’analyse de [l'effet
biopesticide a porté sur leur action sur les nématodes a galles appartenant au
groupe des Meloidogyne et sur une collection de bactéries et de champignons

phytopathogénes

Les résultats de la présente étude portant sur I'évaluation du pouvoir
antibactérien de quatre especes spontanées (Urtica dioica, Calendula arvensis,
Plantago lanceolata et Euphorbia helioscopia), révelent que ces plantes
présentent des potentialités et pourraient étre utilisées et exploitées avec succes
pour la gestion des pathologies végétales. Ces maladies causées pour la plupart
par des organismes classés dans la liste de quarantaine, entrainent des pertes
considérables sur le rendement et la qualité des cultures et qui sont dans la
plupart des cas incurables par voie chimique.
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Les résultats ont montré que les différents extraits avec les différentes dilutions

présentent un pouvoir antibactérien contre les souches bactériennes testées.

L’extrait de la partie souterraine de I'espéce Urtica dioica avec les dilutions
(1/2 et 1/4) de cette méme espece spontanée n’a pas montré d’effet sur Ralstonia

solanacearum.

L’espéce Euphorbia helioscopia a montré l'activité antibactérienne la plus
élevée sur les sept souches bactériennes avec des pourcentages d’inhibition

allant jusqu’'a 73%.

Concernant les activités nématicides, les extraits utilisés se sont réveélés
qualitativement et quantitativement actifs sur les nématodes a galles se traduisant
par une augmentation de la mortalité des larves du deuxieme stade en fonction de

'augmentation de temps de traitement.

L’extrait de I'espéce Urtica dioica présente des pourcentages de mortalité
tres élevés (jusqu’a 100%) par rapport a Euphorbia helioscopia, Calendula
arvensis et Plantago lanceolata.

L’étude de l'effet choc d’Urtica dioica et du Vydate effectuée aprés 6h de
traitement des larves a montré que I'extrait de l'ortie a exercé un effet choc trés
élevé comparé au Vydate. En effet, un taux de mortalité de plus de 20% est
enregistré avec l'ortie, alors que le Vydate n’a présenté que 5%. Ces résultats
semblent tres prometteurs et nous ouvrent la voie sur la possibilité d’utiliser ces
espéces ou leurs extraits en agriculture biologique dans le cadre d’'une lutte
intégrée. C’est ainsi que les observations du comportement des larves traitées
effectuées sous la loupe binoculaire, a permis de constater une désorientation et
une dispersion des juvéniles dans tous les sens de la cellule de Mallassez , ainsi
qu’'un déplacement trés lent. Ces mémes individus traités deviennent droits et

paralysés, comparés aux témoins ou les juvéniles sont groupés, actifs et mobiles.

Les effets antifongiques des extraits sont hautement significatifs selon
'espece spontanée, la concentration de l'extrait, la souche testée, l'origine de
I'extrait (la partie aérienne ou la partie souterraine), ainsi que leurs concentrations.

D’une maniére générale, les extraits aqueux issus des espéces végétales
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Raphanus raphanistrum, Calendula arvensis, et Plantago lanceolata, ont montré
une trés forte activité biopesticide, alors qu’'une sensibilité modérée pour

Euphorbia helioscopia a faible dans le cas d’Urtica dioica a été enregistrée.

Les champignons, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Aspergillus
fumigatus, Phomopsis vaccinii et Pochonia chlamydosporia présentent une
sensibilité importante vis-a-vis des cingq espéces spontanées se traduisant par un

pourcentage d’inhibition supérieur ou égal a 50%.

L’essai de I'effet fongistatique de I'extrait de Raphanus raphanistrum, sur le
champignon Fusarium oxysporum a montré une relance de la croissance

mycélienne caractérisée par un faible pourcentage d’inhibition de la sporulation.

Ces résultats prometteurs ouvriront la possibilité de trouver de nouveaux
pesticides naturels a base de végétaux, considérés comme mauvaises herbes car
elles sont méconnues, mais en Vvérité peuvent étre source efficace dans la lutte
contre les champignons et les bactéries phytopathogenes, les nématodes et les
insectes tres redoutables aux cultures.

Cette étude constitue une premiere étape dans la recherche de molécules
biopesticides d’origine végétale, elle mérite d’étre poursuivie par des études in
planta pour confirmer leur activité.

Il serait intéressant de tester l'activité de ces extraits sur d’autres agents
pathogenes et insectes ravageurs en particulier ceux listés de quarantaine qui
constituent des organismes tres redoutables comme par exemples ; Phytoplasma
ulmi, Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, Xylella fastidiosa, Tilletia indica,

Radopholus similis, Globodera rostochiensis, Tuta absoluta et Thrips palm.

Il serait aussi d’intérét de rechercher et caractériser les matiéres actives
existantes chez chaque espéce spontanée étudiée afin de les formuler et les
utiliser comme produits stables. Ainsi, il va falloir réaliser une étude toxicologique
avant I'application des extraits car des résultats de recherches ont montré que
certains composés chimiques possedent des toxicités chroniques, dermiques et
des effets cancérigenes [249].

Par ailleurs, il serait judicieux de tester ces espéces spontanées et d’autres

par rapport a leur activité clinique sur des organismes pathogénes a ’homme.
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APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

°C. Degré Celsuis.
cm: Centimetre
do: Densité optique

FAO : Organisation

Fig: Figure
g: Gramme
h: Heure

LB : Luria Bertani

T: témoin

ml:  Millilitre

mm :  Millimétre

nm: Nanométre
OEPP :Organisation Européenne de la Protection des Plantes
ul :  microlitre

pv.: pathovar
subsp.Sous espéece

PA : partie aérienne
PS: partie souterraine
Tab : tableau

Inhib : inhibition
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APPENDICE B
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Figure B: Schéma représentant la morphologie d’'un male de Meloidogyne [379]
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APPENDICE C
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Figure C. Schéma de la femelle de Meloidogyne A : nématode entier, B : coupe
périnéale, C : I'extrémité antérieure [379].
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Tableau G. Systéme de notation des indices de galles pour estimer les dégats

dus aux nématodes a galles du genre Meloidogyne [380].

0 | systéeme racinaire complet et sain; tres peu de galles de petites taille
pas d'infestation

2 | petites galles plus facilement nombreuses petites galles; chevelu
détectables racinaire encore complet

4 | nombreuses petites galles; quelques 25% du systeme racinaire
grosses galles; systeme racinaire comportant des galles et ne
fonctionnant encore fonctionnant plus

6 | 50% du systéme racinaire 75% du systeme racinaire
comportant des galles et ne comportant des galles et ne
fonctionnant plus fonctionnant plus

8 | quasiment plus de radicelles; systéme racinaire réduit et rempli de
chapelets de grosses galles sur les grosses galles empéchant la plante
racines principales; la plante ne peut de se nourrir
plus se nourrir

10 | plante et racines mortes
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H.1-Agrobacterium tumefaciens
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SOUChE/Répétition 10 4 10_5 10-6 107 10-8 Densité optique pour Agrobacterium tumefaciens
Boite 1 1041 | 784 | 556 | 212 | 9 Oolj 1 ¥=0,045x-0,109 R
Boite 2 1056 | 863 | 598 | 52 12 0,08
Moyenne 10485 | 8235 | 577 | 132 | 105 | °°° |
0,04 -|
Moyenne * 10 10485 | 8235 | 5770 | 1320 | 105 0.02 |
Log 10 402 | 391 | 376 | 3,12 | 2,02 0 * -t
002 | 1 2/ 3 4
Densité optique 0,11 | 0,10 | 0,006 | 0,003 | 0,002 || '
H.2-Agrobacterium vitis
Souche/ 10 * 10° 10° 10”7 1078 Densité optique pour Agrobacterium vitis
Répétition 0,16 y=0,028x- 0,043
Boite 1 848 | 1054 | 612 | 174 | 37 o
Boite 2 849 | 786 | 536 | 158 56 01
Moyenne 8485 | 920 | 574 | 166 46,5 ggi l
Moyenne * 10 | 8485 | 9200 | 5740 | 1660 | 465 0oa |
Log 10 6,92 | 396 | 375 | 322 | 266 002 |
densité optique | 0,13 | 0,12 | 0,10 | 0,007 | 0,001 0 «*
0 2 4 6
H.3-Ralstonia solanacearum
gouc?il 10 * 10_5 10_6 10_7 10_8 Densité optique pour Ralstonia solanacearum
épétition 0.18 20,117x-0,
Boite 1 2377 | 1039 | 1535 | 727 | 113 || o e
Boite 2 2508 | 1698 | 1630 | 739 | 125 o
Moyenne 24425 | 13685 | 1582,5 | 733 | 119 006; '
Moyenne * 10 | 24425 | 13685 | 15825 | 7330 | 1190 | | ., |
Log 10 4,38 413 | 419 3,86 | 3,07 0,02 1 .
0 *
densité 0,14 0,16 | 0,12 0,007 | 0,004 | | 002 ¢ 1 2 3 4 5
optique 004 -
H.4-Xanthomonas campestris pv.citri
Souche/ 10 10° 10° 107 1078 Densité optique pour Xanthomonas campestris
Répétition 0,12 ¥=0,028x-0,067
Boite 1 2054 | 1127 | 400 | 44 7 o1 *
Boite 2 2043 | 1111 | 412 | 38 9 oos
Moyenne 2048,5 | 1119 406 41 8 oo
Moyenne * 10 | 20485 | 11190 | 4060 | 410 | 80 008
Log 10 431 | 404 | 360 | 261 | 190 | |
0 7 LB
Densité optique | 0,11 | 0,006 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | | 002 ? v
-0,04
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APPENDICE E (2)

H.5-Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Souche/ 10* | 10° | 10° | 10" | 10°
Répétition Densité optique pour Clavibacter michiganensis
Boite 1 1315 | 820 | 175 | 15 6 subsp michiganensis
Boite 2 0 | 683 | 211 | 12 | 2 015 | V700520033 .
0,1 4
Moyenne 657,5| 7515 | 193 | 135 4 '
Moyenne * 10 | 6575 | 7515 | 1930 | 135 | 40 || % |
0 . * - . .
Log 10 381 | 3,87 | 328 | 213 | 1,60 1 i ; .
Densité optique | 0,14 | 0,11 | 0,009 | 0,006 | 0,003 | | %%
H.6- Erwinia amylovora
souche/ 10* | 10° 10° 107 10°® Densité optique pour Erwinia amylovora
répétition 0,16 - y = 0,059x-0,076
Boite 1 314 | 74 | 67 1 1 014 |
0,12 - L 3
Boite 2 584 | 51 | 40 3 1 o1 -
Moyenne 499 | 62,5 | 535 | 2 1 oo |
Moyenne *10 [ 4990 | 625 [ 535 | 20 | 10 ol
Log 10 365279 272 | 1,30 1 0 > o . *—
Densité optique | 0,15 | 0,12 | 0,004 | 0,002 [ 0,001 | | 0 ! : :

H.7-Erwinia carothovora pv. carotovora

Souche/ 10 | 10° | 10° | 107 | 10°
Répétition

Boite 1 859 | 289 21 11 1
Boite 2 834 | 250 14 2 0
Moyenne 846,5 | 269,5 | 17,5 6,5 0,5
Moyenne * 10 8645 | 2695 | 175 65 5
Log 10 392 | 343 | 2,24 | 1,81 | 0,69
Densité optique | 0,24 | 0,11 | 0,009 | 0,006 | 0,003

0,16 -
0,14 -
0,12 -
01 -
0,08
0,06 -
0,04 -
0,02 -

Densité optique pour Erwinia carotovora pv.carotovora
y=0,052x- 0,075

*

-0,02 4 1 2 3 4

-0,04 -
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APPENDICE F

Caractéristique du produit nématicide (Vydate)
Le Vydate utilisé (VYDATE L, produit DUPONT DE NEMOURS, 240 g / |
OXAMYL) est un produit chimique nématicide insecticide (utilisé contre les
mineuses, pucerons, mouches blanches, thrips et acariens), liquide appartenant a
la famille chimique des Carbinols, ce produit est un concentré émulsionnable
(E.C) a mode d’action systémique.

Nous avons appliqué le Vydate sur les Meloidogyne in vitro a la dose
(6l/ha) qui est utilisé pour le contrble des nématodes a galles en cultures
maraicheres par le systeme de goutte a goutte. La dose (6l/ha) rapporté par

rapport a la surface des microplaques de culture cellulaire (Costar) a 12 puits.



Tests de sensibilité des sept souches aux extraits purs et a leurs différentes dilutions
exprimés en densité optique

APPENDICE G(1)

o Dilution Témoin
Plante | Bactérie| DeNSite ) | Y, | v, |p | 1, | v,
optique ure 2 4 ure 2 4

Partie aérienne Partie souterraine E.D.S

T1 0,077 0,04610,035| 0,06 [0,041] 0,037 0,035

At T2 0,646 0,68111,147|0,567(0,691| 0,734 0,683

T3 2,297 2,359 2,23 | 2,23 | 2,263 2,088 3,271

Tl 0,058 0,04210,021| 0,05 (0,042] 0,019 0,012

Av T2 1,287 1,29611,322(1,149(1,105] 1,143 1,174

T3 2,14 2,37 |2,378]2,451| 2,237 2,203 3,168

c Tl 0,063 0,04310,037]0,055(0,036| 0,023 0,028

8— Rs T2 1,947 1,874]11,911(1,939(1,996] 1,911 1,669

8 T3 2,327 2,237| 2,26 |2,183| 2,3 | 2,264 2,866
le)

5 T1 0,066 0,046|0,024]0,048]0,042] 0,028 0,026

:__5 Xc T2 0,266 0,28211,675|0,296 (0,264 | 0,283 0,276

a T3 0,59 0,47112,358(0,539(0,581| 0,634 1,538

5_2 T1 0,074 0,0440,038]0,066|0,044] 0,023 0,018

g— Cm T2 0,233 0,18711,379|0,182(0,161| 0,138 0,175

L T3 0,436 0,427| 1,05 |0,532(0,613] 0,817 1,632

T1 0,078 0,067 0,035 0,088 0,059 | 0,047 0,028

Eam T2 0,322 0,92711,614|0,288(0,288]| 1,681 0,288

T3 2,093 2,25212,087]1,915(1,8511| 2,181 2,881

T1 0,09 0,0560,029] 0,069 0,046 | 0,041 0,03

Ecc T2 0,961 1,886]1,703(1,071(1,081] 1,397 1,133

T3 1,04 1,25311,685]1,062| 1,11 | 1,642 2,078

T1 0,058 0,04910,025|0,041(0,032|0,016 0,033

At T2 0,27 0,347|0,509]1,322|1,441]1,523 0,388

T3 1,115 1,141)1,122| 1,58 [1,914]2,185 2,272

T1 0,049 0,03410,018]0,033(0,019]0,016 0,038

Av T2 0,76 0,7661,216]1,704|1,671]1,921 0,28

T3 1,164 1,46 | 2,09 |2,059]2,089 (2,417 2,455

0 T1 0,049 0,034|0,019]0,043]0,028]0,018 0,028

2 Rs T2 2,039 2,001]1,969|2,032(2,095| 2,08 1,976

°>’ T3 2,245 2,34211,932|2,457(2,503(2,313 2,607

S T1 0,044 0,033]0,022]0,041(0,029]0,018 0,015

®© Xc T2 0,311 0,268|1,552| 1,81 [1,976]| 2,05 0,289

_g T3 0,928 1,219]1,999(2,005| 2,02 |2,178 2,382

qC) T1 0,058 0,028|0,022]0,051]0,033]0,021 0,052

< Cm T2 0,211 0,229]1,577]0,735(2,097|2,137 1,18

@) T3 0,613 0,75 12,291|2,158| 2,27 | 2,336 2,971

T1 0,07 0,06 |0,046| 0,06 |0,046]0,039 0,035

Eam T2 0,459 0,496]1,912|2,067 (2,117 | 2,14 0,605

T3 1,714 1,9331,994]1,851|1,926|1,996 2,302

T1 0,036 0,025]0,013| 0,04 (0,022]0,018 0,019

Ecc T2 0,585 0,59710,606|0,604(0,615[0,628 0,587

T3 0,59 0,615[0,658[0,679] 0,69 [ 0,695| 1,616

116
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Extrait | Bactérie | Densité optique | Dilution Témoin
Pure | Yo \ Yy Pure Y Y, | ED.S

Partie aérienne Partie souterraine
At Tl 0,071 |0,049(0,032| 0,054 0,028 |0,012| 0,037
T2 1,393 |1,809(1,903| 0,823 1,452 |[2,072| 0,969
T3 1,928 |2,042|2,385| 2,344 2,289 [2,335| 2,422
Av Tl 0,05 [0,713(0,024| 0,049 0,032 | 0,02 | 0,019
T2 2,132 |2,155(2,149| 1,596 2,181 |2,158| 1,918
T3 2,317 |2,335| 2,35 | 2,119 2,33 12,338| 2,559
Rs Tl 0,098 |0,062|0,045| 0,062 0,048 |0,028| 0,038
© T2 1,993 |[2,177|2,292| 1,989 2,081 |2,096| 1,757
2 T3 2,247 | 2,33 |2,436| 2,05 2,198 |2,221| 2,461
-_g Xc Tl 0,06 [0,044(0,031| 0,067 0,033 | 0,02 | 0,021
P T2 1,129 |1,887|1,782| 0,172 1,339 |[2,133] 1,443
© T3 225 |[2,211|2,212| 0,72 2,338 [2,435| 2,955
% Cm Tl 0,093 [0,065| 0,05 | 0,061 0,048 | 0,03 | 0,052
T2 1,43 |2,067|2,087| 1,886 2,109 [2,246| 1,249
T3 2,242 |2,357(2,372| 2,281 2,285 [2,439| 2,941
Eam Tl 0,087 [0,055| 0,04 | 0,057 0,043 |0,037| 0,032
T2 0,532 |0,727|0,688| 1,62 2,179 [2,188| 1,035
T3 1,792 |2,249|2,365| 2,277 2,498 |2,704| 2,992
Ecc Tl 0,085 |0,056(0,038]| 0,097 0,061 |0,032| 0,16
T2 1,95 |[1,945|2,005| 1,247 1,829 [1,556| 0,553
T3 2,287 |2,366|2,485| 1,62 2,262 |1,621| 2,863
At Tl 0,048 |0,036(0,031| 0,037 0,024 | 0,02 | 0,035
T2 1,213 |1,417|1,658| 1,398 1,427 [1,699| 0,683
T3 2,28 |[2,329|2,211| 2,306 2,248 | 2,12 | 3,771
Av Tl 0,059 [0,037| 0,03 | 0,065 0,044 ]0,041| 0,019
T2 0,584 [1,149(1,297| 0,914 0,411 |0,404| 0,367
T3 2,11 [2,106(2,295| 2,068 2,035 | 1,89 | 3,772
Rs T1 0,08 0,07 |0,052| 0,071 0,052 | 0,04 | 0,038
o] T2 1,871 | 1,79 |1,886| 1,846 1,876 [1,923| 1,953
‘_g T3 2,303 |2,408|2,278| 2,055 2,016 |2,197| 2,778
o Xc Tl 0,055 |0,064(0,041| 0,045 0,038 |0,027| 0,026
% T2 0,26 [0,433(1,084| 0,269 0,346 |0,848| 0,276
; T3 0,476 |0,824(1,008| 0,477 0,603 |1,047| 1,238
> Cm T1 0,09 |[0,078(0,056| 0,084 0,052 |0,048| 0,018
I= T2 0,429 |0,507(1,693| 1,408 0,881 [0,501| 1,573
g T3 1,716 |2,173|2,315| 1,779 1,897 | 1,86 | 2,586
Eam T1 0,076 |0,067|0,042| 0,092 0,072 |0,036| 0,028
T2 0,509 |0,874(0,887| 0,518 0,915 [1,437| 0,288
T3 1,452 1,9 (2,034| 1,844 2,014 |(2,046| 2,881
Ecc Tl 0,063 |0,052| 0,04 0,06 0,043 |0,033| 0,03
T2 0,961 |1,011(0,995| 1,027 1,659 |1,875| 1,133
T3 0,986 |1,173|1,449| 1,32 1,697 |2,137| 2,478
T1: densité optique avant incubation; T2 : densité optique 24h apres incubation ;T3 : densité

optique 48h apres incubation
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Résultats de I'effet antibactérien par la méthode de spectrophotométrie exprimés
en densité cellulaire

. - Dilution Téemoin
Extrait ante” cZﬁSEitr?e Pure % Ya Pure \ 23 Ya EDS
Partie aérienne Partie souterraine

T1 2,220E+03 | 8,498E+19 | 4,416E+16 | 8,255E+18 | 3,109E+19 | 2,999E+57 | 1,191E+03
At T2 1,219E+17 | 1,224E+18| 3,507E+31 | 3,913E+16 | 2,286E+18 | 5,990E+19 | 6,480E+17
T3 5,317E+54 | 6,259E+55 | 2,228E+55 | 4,827E+53 | 1,999E+57 | 1,200E+51 | 1,292E+75
T1 5,888E+03 |1,117E+03 | 1,935E+02 | 2,183E+03 | 1,192E+03 | 1,684E+02 | 9,199E+01
Av T2 2,208E+51 |8,243E+49 | 6,002E+49 | 1,144E+45 | 2,711E+43 | 2,207E+49 | 4,602E+45
T3 4,265E+93 | 7,586E+91 | 7,882E+86 | 2,605E+92 | 9,702E+89 | 3,342E+84 |4,771E+114
.g T1 5,514E+03 | 3,762E+03 | 3,304E+03 | 4,729E+03 | 3,256E+03 | 2,528E+03 | 2,755E+03
S Rs T2 3,180E+20 |1,138E+20| 5258E+19 | 1,071E+20 | 5,361E+20 | 1,769E+20 | 3,013E+17
8 T3 2,147E+24 | 2,079E+25 | 3,592E+23 | 4,480E+23 | 4,471E+23 | 4,538E+23 | 5,021E+27
D Tl 5,676E+04 | 1,648E+04 | 1,845E+03 | 1,319E+04 | 8,595E+03 | 2,510E+03 | 2,150E+03
< Xc T2 8,780E+11 |1467E+14 | 3,333E+66 | 9,731E+12 | 7,678E+12 | 8,773E+12 | 2287E+12
E T3 3,585E+23 | 6,440E+22 | 2,606E+89 | 6,990E+24 | 5456E+25 | 2,207E+28 | 2,096E+57
S T1 2,112E+03 | 6,272E+02 | 4,592E+02 | 1,527E+03 | 5715E+02 | 2,263E+02 | 1,809E+02
%_ Cm T2 1,750E+06 | 1,368E+04 | 5,916E+28 | 1,845E+05 | 1,416E+05 | 6,412E+04 | 1,818E+05
Lﬁ T3 8,911E+12 | 1,608E+10 | 1,0684E+22 | 2,079E+17 | 3,532E+17 | 1,741E+17 | 1,507E+33
T1 4,203E+02 | 2,627E+02 | 8,245E+01 | 6,255E+02 | 2,024E+02 | 1,267E+02 | 5709E+01
Eam T2 5,646E+06 | 5576E+18 | 1,337E+29 | 2,739E+06 | 7,163E+06 | 5,756E+31 | 1,655E+06
T3 2,638E+37 |2,030E+41| 3,787E+37 | 2,636E+36 | 1,117E+38 | 2,029E+39 | 1,314E+50
T1 1,531E+03 | 3,489E+02 | 1,024E+02 | 5,930E+02 | 2,173E+02 | 1,708E+02 | 1,022E+02
Ecc T2 1,635E+20 | 7,725E+41| 7,414E+35 | 3,054E+25 | 3,192E+24 | 2,446E+31 | 9,290E+24
T3 2,453E+23 | 3,482E+44 | 7,01704E+33 | 5,431E+25 | 2,188E+23 | 2,046E+44 | 2,534E+41
T1 5,083E+03 |3,372E+03 | 9,843E+02 | 2,153E+03 | 1,422E+03 | 5,904E+02 | 1,395E+03
At T2 3,881E+08 |2,883E+11| 5916E+13 | 3,437E+32 | 1,139E+36 | 1,207E+39 | 1,097E+11
T3 1,261E+37 | 1,806E+30 | 2,289E+27 | 1,329E+40 | 2,104E+47 | 9,501E+50 | 8,149E+52
Tl 2,112E+03 |5,763E+02 | 1,475E+02 | 5455E+02 | 1,616E+02 | 1,363E+02 | 7,913E+02
Av T2 5,928E+39 | 1,753E+29 | 9,344E+49 | 3,334E+68 | 5131E+67 | 6457E+71 | 3,366E+11
T3 3,927E+48 | 2,207E+67 | 9,734E+77 | 3,333E+88 | 5,064E+86 |7,19686E+87 | 1,637E+89
" Tl 4,384E+03 | 3,114E+03 | 2,332E+03 | 3,743E+03 | 2,788E+03 | 2,279E+03 | 2,755E+03
' Rs T2 1,162E+21 | 8,181E+20 | 2,184E+20 | 4,272E+20 | 1,892E+21 | 1,293E+21 | 1,302E+20
S T3 2,141E+23 | 3,508E+23 | 4,863E+22 | 1,294E+25 | 1,089E+25 | 3,312E+23 | 3,070E+25
% Tl 1,165E+04 | 3,628E+03 | 1,578E+03 | 7,491E+03 | 2,890E+03 | 1,245E+03 | 8,510E+02
© Xc T2 1,100E+14 | 2,216E+13 | 3,339E+59 | 7,584E+70 | 1,476E+73 | 1,774E+76 | 1,048E+14
g T3 1,465E+49 | 1,349E+73 | 1,191E+75 1E+74 3,433E+74 | 1,145E+86 | 2,912E+87
S Tl 1,064E+03 | 2,860E+02 | 2,235E+02 | 7,981E+02 | 3588E+02 | 2,167E+02 | 8,281E+02
8 Cm T2 6,829E+06 | 1,733E+08 | 1,764E+37 | 3,380E+17 | 2,779E+44 | 4,273E+43 | 1521E+22
T3 4,54034E+13 | 9,428E+17 | 1,112E+48 | 1,798E+43 | 2,5141E+45 | 8,830E+48 | 6,753E+58
T1 7,603E+02 | 1,265E+02 | 1,169E+02 | 1,726E+02 | 1,265E+02 | 8,551E+01 | 7,533E+01
Eam T2 2,145E+09 |4,218E+11| 5789E+33 | 6,517E+36 | 2,872E+38 | 4,679E+38 | 6,111E+15
T3 2,344E+34 | 3,898E+38 | 2,008E+35 |4,5816E+32 | 8,5547E+33 | 1,3141E+35 | 2,018E+40
T1 1,363E+02 | 8,483E+01| 5,054E+01 | 1,638E+02 | 7,276E+01 | 6,059E+01 | 6,355E+01
Ecc T2 6,600E+12 |8,828E+12 | 1,486E+13 | 2,622E+13 | 3,551E+13 | 1,078E+14 | 8,417E+12
T3 7,943E+12 | 2,415E+13 | 1,478E+14 2,365E+15 | 3,270E+15 7,595E+14 3,305E+32
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o Dilution Témoin
Extrait | Bactérie C%ﬁﬂz}fe Pure ‘ %) ‘ Ya Pure ‘ s Ya ED.S
Partie aérienne Partie souterraine
T1 9,977E+03 |  3,322E+03 1,418E+03 | 4,357E+03| 1,097E+03 4,819E+02 1,943E+03
At T2 7,981E+38 | 2,716E+45 3,940E+45 | 1,098E+21| 2,454E+46 3,699E+50 2,704E+27
T3 2,717E+51 |  9,604E+49 5,557E+60 | 1,262E+57 |  1,901E+60 8,373E+59 1,756E+56
T1 2,469E+03 |  5928E+73 2,927E+02 | 1,080E+03 | 5,052E+02 2,051E+02 1,644E+02
Av T2 2,705E+79 |  3,102E+80 1,178E+79 | 5038E+59 | 6,985E+82 1,070E+80 5,938E+70
T3 6,139E+85 | 1,488E+85 1,768E+87 | 4,645E+79 | 3,342E+88 7,363E+85 8,483E+92
Tl 1,154E+04 | 5543E+03 3,865E+03 | 5511E+03 | 4,168E+03 2,818E+03 3,450E+03
Rs T2 1,614E+21 | 1,944E+23 7,419E+22 | 7,007E+20 | 5,348E+21 5,879E+21 4,277E+18
© T3 2,867E+22 | 5557E+23 1,923E+24 | 8,337E+20| 5,598E+22 1,615E+23 1,735E+24
o T1 3,718E+04 |  1,086E+04 3,288E+03 | 9,396E+04 | 3,664E+03 1,338E+03 1,395E+03
_g Xc T2 1,257E+44 |  2,605E+73 1,594E+68 | 2,026E+09 | 8,954E+52 2,028E+79 8,510E+53
2 T3 6,440E+90 |  1,054E+87 1,592E+84 | 5936E+29 | 3,068E+94 1,957E+91 |  8,483E+107
-} T1 6,537E+03 |  1,456E+03 7,799E+02 | 1,228E+03 | 6,758E+02 3,159E+02 8,281E+02
Cm T2 2,098E+41 | 8,453E+43 9,664E+43 | 3,149E+38 | 8,854E+43 1,228E+46 2,972E+26
T3 2,080E+52 |  1,028E+49 4,419E+49 | 4,229E+46 | 3,691E+47 2,736E+51 1,798E+58
T1 8,054E+02 |  1,645E+02 9,832E+01 | 1,871E+02| 1,061E+02 8,246E+01 6,774E+01
Eam T2 2,307E+11 | 5840E+13 6,470E+16 | 1,256E+36 | 3,726E+39 2,967E+40 2,307E+11
T3 7,461E+33 | 1,932E+42 2,110E+42 | 6,221E+44 | 1,511E+46 5,062E+48 1E+52
Tl 1,207E+03 |  4,834E+02 1,588E+02 | 3,374E+03 | 4,181E+02 1,160E+02 8,437E+01
Ecc T2 8,377E+39 1,725E+40 1,518E+40 3,811E+27 3,631E+37 7,878E+31 1,270E+12
T3 3,638E+53 |  6,193E+51 3,814E+51 | 1,223E+33|  7,495E+47 1,958E+33 3,162E+56
T1 3,135E+03 |  1,697E+03 1,292E+03 | 1,786E+03 | 9,183E+02 7,232E+02 1,585E+03
At T2 2,346E+29 |  8,149E+33 1,817E+39 | 3,082E+33 | 1,359E+34 1,532E+40 6,473E+39
T3 1,206E+53 | 1,480E+54 3,656E+51 | 4,563E+53 | 2,346E+52 3,415E+49 1,668E+86
T1 4,395E+03 |  7,194E+02 4,046E+02 | 7,194E+03 | 1,315E+03 9,727E+02 1,570E+02
Av T2 2,541E+22 |  3,724E+42 7,396E+47 | 1,510E+34 | 1,683E+16 8,954E+15 2,183E+50
T3 7,603E+76 | 5781E+76 3,251E+83 | 2,472E+75| 1,637E+74 1,086E+69 | 1,778E+136
© Tl 7,997E+03 |  6,441E+03 4,472E+03 | 6,509E+03 |  4,530E+03 3,579E+03 3,355E+03
E Rs T2 1,583E+19 | 3,194E+18 2,112E+19 | 9,551E+18 | 1,735E+19 4,404E+19 7,819E+19
S T3 7,743E+22 |  6,154E+23 4,765E+22 | 5917E+20 | 2,710E+20 9,677E+21 8,886E+26
c T1 2,667E+04 | 1,025E+05 8,189E+03 | 1,164E+04 | 6,854E+03 2,536E+03 2,150E+03
ch Xc T2 4,775E+11 | 7,396E+17 1,279E+41| 1,000E+12 | 5,470E+14 4,775E+32 9,204E+47
= T3 2472E+19 | 6457E+31| 2,4709E+38| 2,685E+19| 8,492E+23|  6,1054E+39 4,047E+46
= T1 4,492E+03 |  2,839E+03 1,091E+03 | 3,297E+03| 8,311E+02 7,960E+02 1,829E+02
g Cm T2 1,337E+10 |  4,227E+11 2,188E+34 | 7,816E+28| 6,180E+18 3,296E+11 1,091E+32
T3 6,124E+34 | 3,483E+43 1,858E+46 | 9,863E+35| 1,799E+38 3,467E+37 2,844E+51
T1 3,820E+02 | 2,647E+02 1,035E+02 | 1,027E+03 | 3,397E+02 8,127E+01 5,709E+01
Eam T2 8,337E+09 | 1,279E+16 2,070E+16 | 1,183E+10| 6,180E+16 4,46TE+25 1,288E+23
T3 7,816E+25 | 3,141E+33 5715E+35 | 3,532E+32| 2,618E+35 9,247E+35 1,314E+50
T1 4,628E+02 |  2,832E+02 1,721E+02 |  4,243E+02 | 1,864E+02 1,257E+02 1,022E+02
Ecc T2 8,260E+19 7,780E+20 3,776E+20 1,556E+21 2,218E+33 3,206E+37 1,663E+23
T3 2,535E+20 |  9,863E+23 2,000E+29 | 6,622E+26 | 1,194E+34 3,451E+42 1,247E+49
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Tests du pouvoir antifongique de I'extrait d’Euphorbia helioscopia avec les dix

souches fongiques

Extrait Dilution
Pure [1/2 |1/4 Pure |12 [1/4 Témoin
Champignon Partie aérienne Partie souterraine
Aa D (mm) 50,33 | 52,67 | 52,67 65| 64,33 | 64,67 74,67
P% 3259 | 29,46 | 29,46 12,95 | 13,84 | 13,39 100
Ac D (mm) 63| 64,67 | 64,33| 60,67 | 60,33 60 78,33
P% 1957 | 17,45| 17,87 | 2255 | 22,98 23,4 100
Af D (mm) 28,67 | 31,33 35| 31,33| 32,33 34 79,33
P% 63,87 60,5| 55,88 60,5| 59,24 | 57,14 100
Fo D (mm) 34 38| 40,33 36| 37,67 | 39,67 75,33
P% 54,87 | 4956 | 46,46 | 52,21 50| 47,35 100
Fs D (mm) 40,33 42 | 43,33 | 41,33 | 42,67 | 45,33 75
P% 46,22 44 | 42,22 | 4489 | 43,11 | 39,56 100
Rs D (mm) 54,33 56 52| 51,67 | 54,67| 55,67 71,67
P% 2419 | 21,86 | 27,44 | 2791 | 23,72| 22,33 100
Pc D (mm) 38,67 | 44,33 46 36| 42,33 | 45,33 76,33
P% 49,34 | 41,92 | 39,74| 52,84 | 4454 | 40,61 100
Pae D (mm) 52,33 | 55,33 57| 49,33| 52,33 55 72,67
P% 27,98 | 2385| 2156 | 32,11 | 27,98| 24,31 100
Pv D (mm) 72,67 | 73,67| 73,67| 69,67 71 72 78,67
P% 7,63 6,36 6,36 11,44 9,75 8,47 100
Ggt D (mm) 39,33 40 | 39,33 | 38,33 40| 38,67 68,67
P% 42,72 | 41,75 | 42,72 | 44,17 | 41,75| 43,69 100

Fusarium oxysporum (Fo), Fusarium solani
chlamydosporia (Ac), Rhizoctonia solani (Rs),
Aspergillus fumigatus(Af), Phomopsis vaccinii (Pv)

(Fs),

Alternaria alternata

(Aa), Alternaria
Gaeumannomyces graminis var tritic (Ggt),
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lanceolata sur les dix souches

fongiques
Extrait Dilution
Pure [1/2 [ 1/4 Pure [ 1/2 | 1/4 Témoin
Champignon Partie aérienne Partie souterraine
Aa D (mm) 50 48,33 49,33 45,33 47,67 50,67 74,67
P% 33,04 35,27 33,93 39,29 36,16 32,14 100
Ac D (mm) 60 61,33 60 57,67 60,33 59,33 78,33
P% 23,4 21,7 23,4 26,38 22,98 24,26 100
Af D (mm) 29,33 35 39 34,33 39 42,33 79,33
P% 63,03 55,88 50,84 56,72 50,84 46,64 100
Fo D (mm) 36 43,33 45,67 35,67 36,67 38,33 75,33
P% 52,21 42,48 39,38 52,65 51,33 49,12 100
Fs D (mm) 40 42,33 45 40,33 42,67 44,33 75
P% 46,67 43,56 40 46,22 43,11 40,89 100
Rs D (mm) 58,33 59,33 59,33 60 60 61 71,67
P% 18,6 17,21 17,21 16,28 16,28 14,88 100
Pc D (mm) 35| 36,67 41 37| 41,33 44| 76,33
P% 54,15 51,97 46,29 51,53 45,85 42,36 100
Pae D (mm) 54| 56,67 57| 60,33 60| 59,67 | 7267
P% 25,69 22,02 21,56 16,97 17,43 17,89 100
Pv D (mm) 54,67 55,33 54,33 54,33 55 57,67 78,67
P% 30,51 29,66 30,93 30,93 30,08 26,69 100
Gat D (mm) 44,33 43,33 45,33 44,33 46 46,67 68,67
P% 35,44 36,89 33,98 35,44 33,01 32,04 100
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Tests du pouvoir antifongique de I'extrait Raphanus raphanistrum sur les dix

souches fongiques

Extrait Dilution
Pue [1/2 |14 Pure |12 [1/4 Témoin
Champignon Partie aérienne Partie souterraine
Aa D (mm) 50,67 55,33 57,67 45 47 49,67 74,67
P% 32,14 25,89 22,77 39,73 37,05 33,48 100
Ac D (mm) 54,33 57,33 59,67 55 57 60 78,33
P% 30,64 26,81 23,83 29,79 27,23 23,4 100
Af D (mm) 32 39,67 40 37,67 40,33 39,33 79,33
P% 59,66 50 49,58 52,52 49,16 50,42 100
Fo D (mm) 29,67 34,67 36,67 34,67 37,67 40 75,33
P% 60,62 53,98 51,33 53,98 50 46,9 100
Fs D (mm) 32,33 34,67 38,67 38,33 37 38,33 75
P% 56,89 53,78 48,44 48,89 50,67 48,89 100
Rs D (mm) 55 56,67 58,33 58 58,33 60,67 71,67
P% 23,26 20,93 18,6 19,07 18,6 15,35 100
Pc D (mm) 29,33 33,67 39,33 33,67 37,33 41 76,33
P% 61,57 55,9 48,47 55,9 51,09 46,29 100
Pae D (mm) 53,67 56,67 59,33 54,33 54,67 55 72,67
P% 26,15 22,02 18,35 25,23 24,77 24,31 100
Pv D (mm) 53,67 56,33 55,67 56,33 56 54,33 78,67
P% 31,78 28,39 29,24 28,39 28,81 30,93 100
Ggt D (mm) 38,33 42| 44,67 41 44| 46,67| 68,67
P% 4417 38,83 34,95 40,29 35,92 32,04 100
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Tests du pouvoir antifongique de I'extrait d’Urtica dioica sur les dix souches

fongiques
Extrait Dilution
Pure [1/2 |1/4 Pure |12 [1/4 Témoin
Champignon Partie aérienne Partie souterraine
Aa D (mm) 55 52,33 47,67 61 56,67 48,33 74,67
P% 26,34 29,91 36,16 18,3 24,11 35,27 100
Ac D (mm) 61 62 63 57,33 60,33 59,67 78,33
P% 22,13 20,85 19,57 26,81 22,98 23,83 100
Af D (mm) 55 53,67 53,33 59,67 57,33 54 79,33
P% 30,67 32,35 32,77 24,79 27,73 31,93 100
Fo D (mm) 42 45,67 46 50 51,33 54,67 75,33
P% 44,25 39,38 38,94 33,63 31,86 27,43 100
Fs D (mm) 38,67 40,33 42 40 41,33 41,67 75
P% 48,44 46,22 44 46,67 44,89 44,44 100
Rs D (mm) 65,67 68,33 64,67 65,67 65 65,67 71,67
P% 8,37 4,65 9,77 8,37 9,3 8,37 100
Pc D (mm) 41 41,33 44,33 38,67 42,33 46 76,33
P% 46,29 45,85 41,92 49,34 44,54 39,74 100
Pae D (mm) 52,33 51 49,33 49,67 48 51 72,67
P% 27,98 29,82 32,11 31,65 33,94 29,82 100
Pv D (mm) 66,33 66,67 69 66,33 68,67 67,33 78,67
P% 15,68 15,25 12,29 15,68 12,71 14,41 100
Got D (mm) 40 43 44 45 43,33 43,67 68,67
P% 41,75 37,38 35,92 34,47 36,89 36,41 100
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Figure M. effet antifongique de chaque espece spontanée sur les champignons

phytopathogénes testés
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APPENDICE J

Tableau N. Inhibition de la sporulation de Fusarium oxysporum par l'extrait de

Raphanus raphanistrum.

Numeéro de Nombre de conidies Nombre de conidies
cadrant pour le champignon pour le témoin
traité
C1 220 288
C2 199 263
C3 198 296
C4 270 287
C5 264 260
C6 190 253
C7 285 257
C8 230 260
(04°] 247 250
Moyenne 233, 67 268,22
Nombre de 2, 33*10’ 2,68*10"
conidies/mi
%de 12,88 100
sporulation
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