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Résumé

L'étude réalisée a pour objective d’évaluer l'effet biocide in vitro des
extraits aqueux de quatre especes médicinales « Artemisia Artemisia
absinthium, Lantana camara et Urginia maritima »et hydrolat d’herba-alba, vis

a vis du nématode de la vigne du genre Xiphinema.

Les résultats ont confirmé que les traitements testés sont actifs sur les
nématodes Xiphinema. L’effet biocide de ces derniers est proportionnel aux
concentrations testées et au temps d’exposition des Xiphinema spp.

Les taux de mortalité les plus importants sont enregistrés pour les
extraits aqueux d’'Urginia maritima, Elle a montré un effet choc des les
premiéres heures dimmersions. Alors que les trois traitements issus des
espéeces d’armoises ont révélé une toxicité comparable. Par contre I'extrait a
base de Lantana camara a dévoilé une action légérement faible par rapport a
ceux des especes d’Artemisia.

Mots clés : Extraits aqueux, Hydrolat, Toxicité, plantes médicinales, Xiphinema



Evaluation of the nématicidal activity of plant extracts on the
nematode of the vine of the genus Xiphinema (Nematoda-
Longidoridea)

Summary

The objective of this study is the valorization of toxicity in vitro of four
medicinal species “Artemisia herba-alba, Artemisia absinthium, Lantana camara

and Urginia maritime” on the nematode of the vine Xiphinema.

The results confirmed that the tested treatments are active on
Xiphinema. The biocidal effect of these treatments is proportional to the tested

concentrations and time of exposure of Xiphinema spp.

The most significant mortality rates were recorded for agueous extracts
of U. maritima. It showed a shock effect of the first hours of immersion. While
the three treatments based of sagebrush species showed a similar toxicity. As
against the extract containing Lantana. camara showed off a slightly low action

compared to those Artemisia species.

Key words: Agueous extracts, Hydrolat, Toxicity, medicinal plants , Xihinema
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Introduction

Introduction

Les plantes font partie des ressources naturelles vivantes. Elles sont aussi la
source directe ou indirecte par le lien trophique de I'ensemble des étres vivants sur la
planéte (étres humains, bactérie, champignons,....). Elles exercent des fonctions
écologiques et économiques trés diversifiées. Certaines espéeces végétales

constituent différentes sources industrielles, énergétique et pharmaceutique.

La vigne est connue comme étant une culture stratégique trés vieille, son
origine se confond avec I'histoire des végétaux. Elle couvre dans le monde
aujourd’hui prés de huit millions d’hectares et continue de s’étendre a raison d’'un
accroissement continuel de la consommation, de 4,5% en moyenne (2001-2011),
Martin et Voisin (2006) ; Anonyme (2011))

En Algérie la viticultures occupe une place trés importante avec un superficie
atteignant les 81000 ha pour une production de raisin qui s’éleve a 402 592 tonnes

Elle occupe dans la production viticole mondiale la 20éme place (Anonyme, 2013() ).

La culture de la vigne est sujette a divers attagues non seulement par plusieurs
maladies cryptogamiques mais aussi par des parasites animaux comme le
Phylloxera et les nématodes. Parmi eux le genre Xiphinema constitue une menace
réelle pour toute la production (Villate et al., 2006). Il est vecteur de la virose la
plus fréquente retrouvée dans tous les vignobles du monde le GFV (Grapvine
Fanleaf Virus) ou court noué. L'impact économique de cette maladie est
considérable et peut engendrer des pertes de récolte pouvant atteindre 80
( Demangeat et al ., 2005)

La lutte contre ces nématodes a longtemps fait appel a l'utilisation de
spécialités d’origine chimique. La fumigation du sol, tres largement utilisée pour
réduire les infestations. Dans notre pays, la lutte chimique est toujours la plus
utilisées, mais elle n'est pas en mesure de résoudre le probléeme de ses
ravageurs, de multiples difficultés et des inconvénients majeurs a la fois d’ordre

techniques, économiques et surtout phytosanitaire sont a signaler, (Yezli, 1995).
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Pollution des nappes phréatiques.

Résidus toxiques dans les productions végétales consommées
(Ilégumes, fruits).

Déséquilibre de la microfaune des sols.

Cout éleveé et efficacité limitée dans le temps.

Actuellement, les recherches s’orientent a développer des méthodes
alternatives a savoir la protection biologique favorisant la gestion de ces
bioagresseurs par les variétés résistances, les biopesticides, les amendements
du sol et la biofumigation (Isman, 2001).

La découverte de nouvelles molécules nématicides moins polluant d’origine
végétal est parmi ces enjeux et constituent une voie d’avenir trés intéressante.
Plusieurs plantes posseédent des propriétés nématicides ont été identifiees. Ces
plantes peuvent protéger les cultures sensibles aux nématodes phytoparasites,
un grand nombre de plantes nématicides ont été identifiées depuis les 30
dernieres années. Bertrand (2001) signale plus de deux cents especes de

plantes, appartenant a 80 familles botaniques, sont étudiées pour leurs

propriétés nématicides

L’objectif de notre travail est d"évaluer la toxicité in vitro des extraits aqueux
de Artemisia absinthium, Artemisia herba-alba, Lantana camara, Urginea maritima

et hydrolat de Artemisia herba-alba vis a vis des nématodes de genre Xiphinema.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

[.1. Synthése bibliographique sur les nématodes de genre Xiphinema
Cobb (1913)

.1.1. Généralités

Le genre Xiphinema est appelé communément nématodes poignards ou
en anglais (Daggar nématodes), Ces nématodes possedent une gamme
d’hétes trés large qui s’étend des plantes annuelles aux plantes pérennes. Il a
éte décrit par Cobb (1913). Ce genre est rangé parmi les grands nématodes
phytophages dont neuf espéces ont été démontrées comme étant les vecteurs
naturels de 12 des 32 népovirus (Nematode Polyhedral Particles) (Demangeat,
2007), il transmet de facon spécifique a la vigne le Grapevine FanLeaf Virus

(GFLV), virus a l'origine de la maladie du court-noué (Villate et al., 2006).
[.1.2. la position systématique

La classification des Longidoridae a été révisée par Hooper en 1975.

Classe : Nematoda (Chitwood, 1958).

Ordre : Dorylaimida (Pearse, 1942).

Sous-ordre : Dorylaimina (Chitwood, 1933) Pearse, 1936.
Super-famille  : Dorylaimoidea (de Man, 1876) Thorne, 1934.
Famille : Longidoridae (Thorne, 1935) Meyl, 1961.
Genre : Xiphinema (Cobb, 1913).

[.1.3.La morphologie des Xiphinema

Les Xiphinema sont vermiformes a tous les stades de leur
développement atteignant une longueur qui varie de 4 a 5 mm (Esmenjaud et
al ., 2000). La téte est individualisée ou continue avec le corps. La morphologie
de leur appareil alimentaire est semblable. lls ont un long stylet creux de 60 a
250 ym au stade adulte qui permet d’atteindre les zones vasculaires des jeunes
racines. Dans sa partie antérieure, le stylet est formé de I'odontostyle, partie la
plus rigide du stylet, qui est élaboré par une cellule située dans la paroi de
'cesophage. Les larves possédent deux.Le premier fonctionnel et le second

situé plus bas dans la paroi de I'cesophage. Ce dernier devient fonctionnel lors

3



Synthese bibliographique

de la mue, lorsque le nématode perd son odontostyle en méme temps que sa
cuticule. La partie postérieure du stylet est 'odontophore dont la partie basale
est reliée aux muscles protracteurs qui permettent de faire sortir entierement

I'odontostyle (Demangeat , 2007).

Chez La femelle, la vulve est presque médiane (40 & 50 % de la longueur
du corps), si non antérieure. Il y a habituellement deux branches génitales. Seul
la postérieure est fonctionnelle quand la vulve est antérieure. Chez les males,
les spicules sont puissants et arqués. La queue présente des formes variables :
de courte et ronde a longue et effilée (Luc et al.,1990 in N'Diaye )

Fig.1.Aspect général de Xiphinema index (Demangeat, 2007)

[.1.4.La biologie des Xiphinema

Les especes de Xiphinema sont des ectoparasites qui se nourrissent tout
en demeurant a I'extérieur des racines lls vivent dans la rhizosphére humide ou
leur cuticule fortement hydrophile est toujours recouverte d’un film d’eau par
lequel transitent I'oxygene et les molécules toxique appliquées. D’apres Galet
(1982 et 1999). Les Xiphinema ont un cycle développement trés long. Comme
la plupart des nématodes ils passent par quatre stades larvaires avant
d’atteindre la forme adulte. La larve du 1% stade émerge de I'ceuf avant la
premiere mue (Reddy, 1983). Leur longévité peut atteindre 3 a5 ans et ils ont
gu’'une seule génération par an et se maintiennent presque exclusivement sur

les cultures pérennes (Galet, 1999).
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Les données sur la durée du cycle de développement des Xiphinema sont trés
variables. Le cycle complet de I'ceuf a I'ceuf s’opere vraisemblablement en deux
a trois mois dans les conditions favorables et sept a neuf mois, voir plusieurs
anneées, en conditions limités (Esmenjaud et al ., 2000).

Selon Galet (1999), le cycle biologique du Xiphinema index de I'ceuf a I'adulte
femelle met 22 a 27 jours en Californie, tandis qu’en Palestine il faut compter 7

a 9 mois, mais les raisons de cette différence restent inconnues.

La reproduction, chez ces especes est souvent parthénogénétique , les
males sont rares. Une nouvelle population peut étre obtenue a partir d’'un seul
individu. Les populations de Xiphinema dans les sols sont faibles. Leur nombre

est d’une dizaine pour 100 gramme de terre et souvent moins (Galet, 1982).

[.1.5.Influence de quelques facteurs sur la variation des populations de
Xiphinema

La répartition des nématodes dans le sol ainsi que I'évolution des
effectifs de leurs populations est dépendante des conditions de leur milieu
(Stirling, 1991).

La survie des nématodes dépend des conditions thermiques. lls sont tres
sensibles aux variations de ce facteur. Taylor en 1968 a signalé que les
nématodes sont inactifs en hiver a des températures allant de 5 a 15°C. Alors
gu’'en été, leur activité optimale se situe entre 18 et 30°C. En Californie,
Xiphenema index peut survivre dans une large gamme de température de sol
comprises entre -11°C et 35°C. Toutefois, les températures constantes pendant

10 jours de 45°C ou de -22°C sont létales pour cette espéce (Feil et al ., 1997).

Les milieux aquatiques constituent I'habitat privilégié des nématodes. lls sont
nombreux dans le sol et vivent dans les pores inter-agrégats, dans le film d'eau
qui entoure les particules de sol (Arpin et al., 1980; Hassink et al., 1993). Les
espéces de Xiphinema ne peuvent se développer que dans un milieu
suffisamment humide. Lorsque ce facteur est inferieur a 10 % les mouvements
de ces nématodes sont fortement ralentis. Toutefois, ils sont actifs dans les sols
présentant une humidité comprise entre 40 et 60 % (Taylor, 1968 et Reddy,

1983). Selon Bonnemaison (1962), ils sont relativement rares durant I'été aux
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profondeurs comprises entre 40 a 50 cm. Cependant, la submersion et les

fortes pluies leur sont également défavorable (Cayrol ,1971).

De nombreux auteurs ont observé que la répartition des nématodes
phytoparasites est en relation avec le sol (Quénéhervé, 1988; Blair et al., 1999 ).
Il peut affecter la mobilité du nématode (Graham, 1980), ainsi que la
reproduction (Norton, 1989). Selon Bloui (2005). Le X. index ne se développe
pas dans les terrains contenant moins de 1 a 3 % d’argile, ni dans les terrains
tres sablonneux. Ces nématodes ont besoin d’un taux d’argile important pour

leur survie.

Le pH du sol est également connu comme étant un parametre important
influencant la disponibilité biologique en métal et donc aussi sa toxicité pour les
invertébrés de sol (Van Gestel et al.,1995).Selon Ritter (1971), le PH a une
influence sur I'émergence des larves et les comportements des adultes. Les
populations de Xiphinema sur vigne augmentent dans la rhizosphére ou le pH
est de 8 (Quraishi, 1985).

Certains éléments chimiques peuvent affecter les nématodes du sol. Tels que
les fertilisants azotés d’aprés Quraishi (1985) entrainent 'augmentation des
populations de Xiphinema dans le sol, alors que les fertilisants potassés et

phosphatés ont un moindre effet sur le développement de ce nématode.

Permis ces facteurs ’'homme intervient activement, il agit particulierement
par les difféerents techniques culturales. Tels que les amendements, les portes
greffe utilisés et que les différents traitements apportés. Il provoque un
bouleversement profond de I'équilibre de la nématofaune. D’apres Galet (1982),
la dissémination de X. index est accélérée par 'homme lors des travaux
agricoles notamment lors de défoncage. Ces outils modernes favorisent le
transport de X. index d’'une parcelle a une autre. Les portes greffe utilisés
peuvent favoriser le développement du nématode de la vigne. En effet, I'étude
de Saffidine (2009) a révélé que sur quatre portes greffe des vignobles prospectées
(So4, le 41B, le 140R, et le). Le genre Xiphinema n’a été identifié que sur le
porte greffe 41B. Selon Esmenjaud (2000), tous les portes greffes sont

sensibles aux genres Xiphinema néanmoins il n’a pas encore trouvé un porte



Synthese bibliographique

greffe résistant a ce nématode et au virus du court noué qu’il transmet a la

vigne.

1.1.6. Distribution des especes de Xiphinema dans le monde

Plus de dix especes de Xiphinema ont été identifiés dans des sols des
vignobles dans plusieurs régions du monde. Elles sont représentées par X.
index, X. algeriens, X. italiae, X. americanum, X. diversicaudatum, X.
mediterraneum, X. pachtaicum, X. vuittenezi et X. turcicum (Galet, 1982). Parmi
toutes ces especes X. index, agent vecteur de court-noué est la plus étudiée.
Elle est responsable de la dégénérescence infectieuse de la vigne. Elle est
d’origine méditerranéenne et présente partout dans le monde (Hewitte et al. ,
1972). D’'aprés, Galet (1982) elle a été constatée en Argentine, Australie, Chili,
France, Allemagne, Grece, Hongrie, Iran, Irak, Italie, Afrique du Nord, Portugal,

Afrique du Sud, Espagne, Turquie et USA.

L’espéce X. americanum sensu lato, un autre agent vecteur de court-noué et
véhicule également le virus PRMV (Peach Rosette Mosaic Virus). Ce nématode
présente, aussi une grande dispersion dans le monde surtout en USA et
Canada (Esmendjaud ., 2000). Elle a été identifié en Afrique du Sud, Australie,

Brésil, Guatemala, Mexique, Chili, Japan, Pakistan, Coré (Anonyme, SD).

Le nematode de la vigne X. diversicaudatum est commune en France,
Allemagne, Suisse Yougoslavie, Bulgarie, Hongrie et le japon. C’est I'agent
vecteur de mosaique de arabette ou Arabis Moisaique Virus (Galet . ,1999).
Cependant, Xiphinema lItalie présente une répartition limité qu’'au pourtour du
bassin méditerranéen ; sud de I'ltalie, Gréce, Bulgarie, Turquie, Algérie et la
France (Cohn et al. , 1970).

En Algérie, I'étude de Malouk (2002) a permet d’identifié dans les zones
viticoles des régions de Chiffa, Médea, Blida, plusieurs espéces de Xiphinema.
Elles sont représenté par X. index, X. Italia, X. mediterranum, Par contre
'espece X. algeriense sa présence n’a été signalée que dans la région de

Mostaganem (Luc et Kostadinov, 1981).
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Europe Ex-Union soviétique + Moyen Orient
Xiphinema index Xiphinama index

dversicaudatum diversicaudatum
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Fig .2.Distribution du court-noué dans le monde : les nématodes vecteurs et
leurs népovirus associés (INRA, 2013)

[.1.7. les Symptoémes et dégats
[.1.7.1. les dégats directs

Les nématodes appartenant au genre Xiphinema sont tous des
ectoparasites. Tous les stades se nourrissent sur I'apex racinaire de la plante.
lIs sont muni d’un trés long stylet, ils le pénetrent loin dans I'apex et occasionne
une hypertrophie des cellules et un épaississement des parois endommagées
et se maintiennent presque exclusivement sur les cultures pérennes
(Bélair,2005).Les symptdomes observés apres des infestations de plants de
vignes en pots par X. index sont deux types d’'une part des Iésions racinaires et
d’autre part des boursouflures qui apparaissant aux extrémités radiculaires.
L’ensemble des galles (boursouflures) donne au systéme radiculaire un aspect
rabougri et plus superficiel (balais de sorciére) qui empéche le plant d’exploiter
les couches profondes et le sensibilise notamment a la sécheresse Galet,1982).
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Les attaques aboutissent au noircissement des parties renflées et limitent
I'absorption des nutriments par les racines (Esmenjaud et al., 2000).

Fig. 3. Galles de X. index sur racines de vigne. (Photo INRA in, Esmenjaud, 2000).

[.1.7.2. les dégats indirects

Les expériences de Hewiite et al. (1958) ont démontré pour la premiéere
fois que les vecteur du court-noué (Gpevine FanLeaf Virus: GFLV) étaient les
nématodes du genre Xiphinema dans le sol. Parmi les especes de ce genre le
X. index est considéré comme le vecteur principale du virus du court-noué). Le
X. diversicaudatum est un autre agent vecteur du virus (Arabis Mosaic Virus :
ArMV), un népovirus trées proche du GFLV également responsable de la

maladie du court-noué de la (Galet., 1999)

Selon Hewiite et al. (1972), les particules virales sont acquises par le nématode
a partir d’'une vigne infectée lors de la prise alimentaire au niveau de racines. Il
les retient au niveau de sites spécifiques dans son appareil alimentaire le stylet
ou ils se multiplient, puis il les transmette vers d'autres plants de vigne saine
lors d’une nouvelle prise alimentaire.

Selon Galet (1977 ; 1999) et Esmenjaud et al. (2005), les symptdmes viraux

se manifestent sur divers organes de la vigne infectée :

e Sur les sarments: raccourcissement et déformation des entre

noeuds, double noeuds, fasciations ;
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e Sur les feuilles : déformations et réduction de la surface des feuilles,
sinus pétiolaire élargi, nervures primaires rapprochées donnant a la
feuille I'aspect d’'un éventail, limbe asymétrique, avec dentelure
acérée. La couleur des limbes est souvent modifiée : jaunissement
total, ou panachure réticulée, ou bien encore taches annulaires
chlorotique et mosaique :

e Sur grappes : réduction du nombre et la taille des grappes, coulure et
millerandage, retard a la maturation. Le stade ultime du syndrome
peut étre un dépérissement généralisé.

e Sur racines: les racines des plantes infectées sont moins

développées que celles des plantes non infectées.

Selon De Guiran (1983), La nature et l'intensité des symptémes varient
avec le cépage, l'isolat viral, le porte-greffe et les conditions pédoclimatiques.
Selon Halgand (2009), les dégats sont estimés en moyenne de 50% avec
une diminution du temps de reproductivité d'un vignoble infecté par le GFLV

passant de 30 — 40 ans a 15 — 20 an.

Fi g .4 : Feuilles de vigne présentant des symptémes dus au virus de court-noué
transmis par X. index : (A) feuilles trés fortement divisées, (B) panachures.
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[.1.8. La lutte contre les Xiphinema

La difficulté de lutter efficacement contre les Xiphinema est liée aux
caractéristiques biologiques et écologiques de ces nématodes (souvent
présents en faibles effectifs, capables de vivre et survivre dans les couches
profondes du sol), donc le principal probleme étant de les atteindre. La lutte
chimique utilisant des molécules fortement solubles dans la solution du sol
et/ou a diffusion rapide sous forme de gaz est une approche intéressante. En
revanche, la lutte biologique se heurte a un probleme de diffusion de l'agent
biologique concerné. Il et a peu de chances de succes, c’est la raison pour
laquelle elle n’a pas fait I'objet d’études approfondies en plein champ vis-vis des
Xiphinema.

Parmi les moyens employés nous citons la lutte chimique, culturale et
génétique. Il apparait que la lutte culturale est la meilleure solution contre les
nématodes du genre Xiphinema (Walter, 2000).

[.1.8.1 . La lutte culturale

La lutte contre la maladie du court-noué en vignobles infectés repose sur
des pratiques culturales qui visent a éliminer les sources potentielles d’'inoculum
et/ou les populations de nématodes dans le sol (Esmenjaud, 2000). Le repos du
sol apres arrachage des pieds contaminés pendant une période moins 10 ans
permet d’éradiquer les nématodes du sol (Vuittenez et al., 1969 in, Anonyme,
2014).

Esmenjaud et al (1992) recommandent de pratiquer durant cette période (repos
de sol) des cultures annuelles telles que les céréales ou bien une jachére
travaillée. En effet, le travail du sol favorise la mortalité des nématodes tels que
les défoncements soignés du sol et les labours profonds éliminent les
repousses sur lesquelles les nématodes survivent. Par ailleurs, une
connaissance précise de l'aptitude de survie du nématode et du virus dans le
nématode d’évaluer la durée de repos du sol (Walter, 2000).

D’aprés Galet (1982), les précédant culturaux classiques jacheres et
'assolement, sont partiellement mis en échec car les nématodes peuvent
subsister longtemps dans le sol méme en absence d’h6te. Demanget et al.
(2005) signalent que X. index était capable de survivre pendant plus de 4 ans
en l'absence de plantes hétes. En Californie, X. index et le court-noué de la

11



Synthese bibliographique

vigne se maintiennent durant plus de cinq ans apres l'arrachage du vignoble
(Galet, 1982).

Selon Anonyme (2013), la diminution des risques recontaminations des
parcelles par les nématodes vecteurs du virus du court-coué peut étre
sélectionné par des itinéraires technigues. A savoir la dévitalisation aprés
arrachage des plants contaminés par GFLV, le travail du sol adapté apres

I'arrachage et la pratique du temps de jacheére.

[.1. 8. 3. Lutte génétique

Avec I'essor des biotechnologies, de nouvelles perspectives de lutte se sont
développées. Cependant, les premiers résultats sont relativement prometteurs
et ne permettent pas d’envisager I'application pratique a court terme. Parmi ces
moyens la création de porte-greffes résistants aux nématodes et la création de

vigne résistante au virus GFLV (Van Zyl et al.2011)

1.1.8.3.1.Les Porte-greffes résistants aux nématodes

L’étude de Bouquet et Danglot (1983) sur la résistance ou la tolérance
des Vitis aux nématodes X. index a permis de mettre en évidence une bonne
source de résistance dans I'espece américaine Muscadinia rotundifolia. Ces
chercheurs ont réalisé un croisement F1 avec V. vinifera suivie de
rétrocroisement avec des portes- greffe d’autres especes du genre Vitis. Les
résultats n’étaient pas concluants car le géniteur Muscadinia apporte un certain
nombre de défauts majeurs (mauvaise aptitude au bouturage ainsi qu’au
greffage, sensibilité au calcaire conférée a la variété) (Walter, 2000).
1.8.3.2. Les Porte- greffes résistant aux virus

L'utilisation de sources de résistances naturelle, prémunition et
transgénése sont Trois pistes qui ont fait I'objet de travaux a INRA (Walter,
1996).

e Latransgénese

La voie nouvelle de la transgénese a été exploitée ces dernieres années
par plusieurs laboratoires francais et étrangers en utilisant la stratégie dite
« résistance dérivée de pathogenes ». Elle consiste a transférer dans le
génome de la plante un géne ou fragment de gene viral provenant du génome

du virus contre lequel on souhaite la protéger. Certaines porte-greffes ont été

12
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modifiés génétiquement en utilisant le géne de I'enveloppe virales du GLFV
(protéine de capside) (Esmenjaud et al al., 2005). Mais la résistance de la vigne
obtenue a une contamination virale en condition naturelles reste a démontré
(Lahoggue et Boulard, 1996)

e La prémunition

La prémunition ou la protection croisée c’est une technique consiste a
inoculer une souche hypo-virulente ou avirulente (dite prémunisante ou
protectrice) de virus dans une vigne qui développera ensuite une résistance
vis - a - vis des souches sévéres de la méme espece virales ou d’espéce
voisines (Walter, 1996).Les résultats ont montré que la vigne pruminis
contaminées par le GFLV montre un retard de la contamination par rapport aux
plants non prémunis (Walter, 1994). Une autre recherche s’est intéressée a la
prémunition en utilisant des souches d’ArMV (Arabis Mosaique Virus) (faible)
comme souches protectrice, inoculées a des porte-greffes par greffage
assemblés ensuite avec différents cépages et évalués en terrain contre le

vecteur X. diversicaudatum (Bouquet ,1983)

1.8.4. la lutte chimique

Les nématicides sont des Composés qui agissent le plus souvent par
contact au travers des parois cubiculaire et des organismes, quelques produits
sont absorbés par les végétaux et agissent aussi par ingestion (produit
systémique). Les nématicides sont appliqué au sol avant ou apres la plantation

selon leur degré de phytotoxicité et de toxicité a I'égard des vertébrés
(Bernnharde et al., 1985)

La désinfection chimiqgue du sol ne permet pas d'éradiquer les
nématodes, mais de retarder plus ou moins I'apparition des symptémes viraux
dans la parcelle. Les produits utilisés actuellement sont les fumigants a action
de contact «le dichloropropene » et le nématicide qui agit a la fois par contact et
de maniere systémique « l'aldicarbe » sous forme granulée est autorisé avant
et jusqu’a la date de plantation. Toutefois, I'efficacité de ces produits est réduite
car il sont injectés a la surface du sol et les nématodes du genre Xiphinema
peuvent se trouver a des profondeurs supérieures a 1.5 cm niveau qu’aucun

traitement ne peut atteindre (Esmenjaud et al., 2000; Galet, 1999)
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La lutte nématicide peut étre complétée par la dévitalisation de la vigne
avant arrachage qui réduit la survie des racines. Ainsi la vigne qui héberge des
nématodes est traitée apres la derniere récolte par du glyphpsate ou sulfosate
(welter, 2000). Dans un essai mené en champagne, l'infection par le GFLV a
été détectée aprés 3 ans dans les parcelles traitées avec un nématicide, mais
seulement aprés 10 ans dans les parcelles ayant subi dévitalisation et le

traitement nématicide

1.8. 2. La lutte Biologique

Les moyens biologiques utilisés contre les nématodes de la vigne
Xiphinema sont trés limités. Toutefois, nous pouvons signaler les tests
effectués par Anonyme (2013). En effet, cette étude a porté sur une trentaine
d’espéces végétales soumises a des tests d’efficacité sur les populations de X.

index dans les conditions contrdlées en serre (fig.5).
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Fig. 5 : Efficacité des plantes dans le contrble des populations de X. index
(Anonyme, 2013)

Les résultats ont révélé huit espéces particulierement efficaces pour réduire
d’au moins 30% des populations de X. index. Des essais complémentaires et
aussi importantes ont montré que ces huit plantes ne sont pas des hotes

favorables au développement du virus GFLV. Parmi ces espéces six sont des
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légumineuses et peuvent servir d’engrais vert. Ces plantes peuvent étre
utilisées pendant le temps de jachere afin de réduire le temps de repos du sol

entre l'arrachage et la replantation (Anonyme, 2013).

l.2. Synthése bibliographiques sur les plantes testées
[.2.1. Présentation de Lantana Camara L (1753)

[.2.1.1.Généralités

Lantana camara est couramment connu sous le nom de sauvage ou
rouge sauge. Elle est I'espece la plus répandue de ce genre. Elle est répartie
dans les zones tropicales et subtropicales et principalement dans la zone
tempérée de I'hémisphere Sud. Elle est originaire d’Amérique tropicale et
subtropicale. C’est une plante rudérale et ornementale tres répandue en milieu

humide, dans la végétation secondaire et les lisieres de foréts (Joly, 1993).
[.2.1.2. Position systématique
Selon Linné (1753), la classification du Lantana camara est la suivante :

Regne : Plantae

Sousrégne :  Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales
Famille : Verbenaceae
Genre : Lantana
Espece : Lantana camara

[.2.1.3. description botanique

C’est un arbuste plus ou moins épineux de 1,5 a 3 metres de haut. Il est
vivace, persistant avec une odeur caractéristique et forme des bosquets denses
(Sahid et Sugau, 1993). Les tiges et les rameaux secondaires sont
quadrangulaires, hérissés de nombreuses épines et crochets, orientés vers le
bas et disposés sur l'aréte des tiges. Les feuilles simples sont opposées en

croix et possedent un limbe rugueux (ovale), C'est une plante ligneuse épars
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avec des couleurs de fleurs différentes, rouge, rose, blanc, jaune et violet

(Passos et al., 2009) .Les fruits sont noiratres et drupacés (fruit charnu a
noyau). La floraison et la fructification se déroulent presque toute l'année.

(Cavalli, 2002).

Fig.6 : Lantana camara (Originale, 2015)

[.2.1.4. Composition chimique

De nombreux chercheurs ont révelent que la composition de Il'huile
essentielle de L. camara differe selon les régions (Da Silva et al.,, 1999 ;
Sefidkon, 2002 ; Kasali et al., 2004.). Elle est répertoriece comme l'une des

plantes médicinales importantes du monde (Ross, 1999).

hY

Beaucoup de composés a activité nématicide ont été identifié dans cette
espéce. Parmi eux les alcaloides, les diterpenes, les acides gras, les
glucosinolates, les isothiocyanates, les phénols, les polyacetylenes, les

sesquiterpénes et les thienyls (Gommers, 1981 ; Chitwood, 2002).

Cette plante « L. camara » contient également les triterpénoides pentacyclique
décrits en tant qu'acide camarique, acide lantanilique et des acides olenolique
(Shaukat et Siddiqui, 2001).

[.2.2. Présentation de I’Artemisia herba-alba Asso (1779)
[.2.2.1.Généralités

L’armoise blanche (Artemisia herba-alba) connue sous le nom d’absinthe
du désert (en arabe : Shih) est une plante steppique poussant dans les terres

arides ou semi-arides de ['Afrigue du Nord, au Moyen-Orient ainsi qu’en
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Espagne (Quezel et Santa ,1962). Cette plante «A. herba alba» est 'une des
onze especes d’Armoise spontanées enregistrées en Algérie (Dob et
Benabdelkader, 2006).

[.2.2.2.Position systématique :

Selon Asso (1779) la classification d’Artemisia herba-alba est la suivante :

Regne: Plantae

Sous régne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Sous classe: Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia herba-alba

[.2.2.2. Description botanique

L’Armoise herbe blanche «Artemisia herba-alba» est une plante herbacée
a tiges ligneuses et ramifiées, de 30 a 50 cm, trés feuillues avec une touche
épaisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes et a aspect argenté.
Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules tres petites (3/1,5mm) et
ovoides. L'involucre est a bractées imbriquées, les externes orbiculaires et
pubescentes. Le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule
toutes hermaphrodites (Pottier, 1981). La floraison de cette espéce débute le
plus souvent en Juin mais les fleurs se développent essentiellement & la fin de
I'été. Lors des années pluvieuses et dans les sols qui lui conviennent, I'armoise
blanche présente une forte production de graines et un pouvoir de régénération
élevée. (Nabli, 1989).
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Fig.7. Artemisia herba Alba (Nabli, 1989)

[.2.2.3. Composition chimique

Les plantes de la famille des Astéracées, ont fait I'objet de plusieurs
études phytochimiques pour leurs huiles essentielles surtout par intérét
économique. Les molécules identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les
coumarines et les hydrocarbures acétyléniques (Da Silva, 2004). Des
sesquiterpénes non-volatiles peuvent étre récupérés de la plante par
I'extraction par des solvants. Il y a au moins 20 sesquiterpénes connus
comprenant l'artemisinin (arteannuin A), arteannuin B, artemisitene, et acide
d’'artemisinin (Ferreira et Janick ,2009) par ailleurs, ces mémes auteurs
rapportent que chez Artemisia annua divers métabolites secondaires ont été
identifié dans les huiles principalement les cétones d’armoise, camphre 1.8-
cineole, germacrene D, hydrate de camphéne, d-pinéne; myrcéne, P-
caryophyllene, et I'alcool d’'armoise.

Les composés phénoliqgues présents dans cette plante pourraient étre a
I'origine de certaines de ses activités biologiques ce qui la rend apte pour son
utilisation thérapeutique (Khennouf et al. , 2010). Les flavonoides détectés
dans I'A.herba alba montrent une grande variation structurelle, allant des
flavonoides communs (flavones glycosides et flavonols) jusqua les plus

inhabituelles flavonoides hautement méthylées (Abou el-hamad et al., 2010).
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[.2.3. Caractérisation d’Artemisia absinthium L (1753)
[.2.3.1.Généralités

L’Absinthe appartient a la famille des Astéracées. Cette plante médicinale
est également connue sous d'autres appellations, la grande Absinthe, I'herbe
aux vers ou I'herbe sainte. Il s'agit d'une espece d'armoise, vivace et Originaire
des régions continentales a climat tempéré d’Europe, d’Asie et d’Afrique du
nord. On la trouve aussi sur la cote Est des Etats-Unis. Elle abonde dans les
lieux arides et ensoleillés (plante xérophile). Elle affectionne les sols calcaires
et riches en azote (Karen, 2015)

[.2.3.2. Position systématique :
Selon Linné (1753), la classification d’ Artemisia absinthium est la suivante :

Regne : Plantae

Sous régne :  Tracheonbionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Especes: Artemisia absinthum

II. 3.3. Description botanique

L’Absinthe est un arbrisseau vivace, herbacé, de hauteur moyenne
comprise entre 40 centimetres et 1 meétre, a tige droite trés ramifiée, recouverte
de poils soyeux blancs argentés, portant des feuilles pennatiséquées, opposées
a la base, puis alternes pour le reste de la plante, pétiolées, soyeuses, elles

sont vert grisatre au dessus et vert argenté au dessous(Anonyme , 2011))
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Fig .8. Artemisia absinthium ( El Fennouni,2012 )

Les fleurs sont jaunes, tubulaires, réunies en capitules globuleux, penchés, a
leur tour réunis en grappes ou longs panicules feuillés et ramifiés a I'extrémité
des rameaux Le fruit est un akene, trés petit, ovoide, lisse et sans aigrette. La
plante offre une odeur forte, pénétrante, désagréable, presque vireuse, tenace

et une saveur amere (Anonyme, 2011))

Fig .9.La florescence d’A. absinthium (El Fennouni, 2012)
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lI. 3.4. Composition chimique

Les travaux de Kardali et al. (2005) signalent que I'A. absinthium est riche
sur le plan chimique. L’huile essentielle de I'Absinthe est constituée d’environ
0,5% d'une essence vert blanchatre qui contient 30 a 45 % de thuyone. La
thuyone est une cétone mono-terpénigue saturée qui existe sous 2 formes :
alpha et béta thuyone ou ténacétone. Elle contient aussi des alcools, des
hydrocarbures (phellandrene, pinene, fenchene, camphene, thuyene, cadinene)
et autres (acetate de chrysanthenyle, 1,8-cineole, myrcéne, cis-epoxy-ocimene,
caryophyllene, curcuméne...). El Fennouni (2012) évoque que parmi les
composeés amers, on retrouve principalement des lactones sesquiterpeniques

diméres, de type guaianolide, dont le constituant principal est I'absinthine.

L’Absinthe est composée aussi d’'un certain nombre d’acides tels que les
acides maliques, les acides succiniques, I'acide ascorbique, I'acide caféique et
des composés phénoliques (flavonoides, des flavones lipophiles telle que
I'artemisitine (Lamerti et al., 1996).

II. 4. Caractérisation d’Urginea maritima L (1978)
II. 4.1.Généralités

L’espéce U. maritima est connue aussi sous divers noms « Scille
maritime; Oignon marin; Charpentaire; Squille; Grande scille). C’est une plante
a bulbe de la famille des Liliacées. Son nom botanique provient d’'une part
parce qu’elle croit spontanément sur les rivages de la mer méditerranée (El
Fennouni, 2012).

On trouve la scille dans toutes les régions littorales de la méditerranée en
Afrique du nord mais elle est rare en Europe. Il existe deux types de Scilles qui
différent par la taille du bulbe. La Scille blanche ou Scille femelle, dite aussi
d’ltalie, a un petit bulbe de la grosseur d’'un oignon. La Scille rouge ou Scille
male, dite aussi d’'Espagne. Cette variété plus abondante en Algérie a un bulbe
enorme qui atteint parfois la taille d'un melon, est plus fréquente dans les

régions méridionales et insulaires (Paris et Moyse, 1967).
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Il. 4.2. Position systématique

D’aprés Linné (1978) la position systématique d'Urginea maritima est la

suivante :

Regne : Plantae
Division : Liliophyta
Classe: Liliopsida

Ordre: Liliales

Groupe : Scilleae
Famille: Liliaceae

Genre: Urginea

Espéece Urginea maritima

[1.4.3. Description morphologique

La Scille est une plante caractérisée par une tige floriféere robuste et
dressée, vivace. Elle présente un bulbe tuniqué ovoide, volumineux formeé
d’écailles emboitées, insérées sur un plateau qui porte de nombreuses racines
charnues, tubéreuses (Paris et Moyse, 1967).
Le bulbe est pyriforme, et peut atteindre 15 a 30 cm de diamétre et son poids
peut aller jusqua 3 a 4 kg, dépassant ordinairement le niveau du sol. Les
écailles ou squames sont rougeatres ou blanchatres selon la variété. Les
écailles externes sont unies et membraneuses, les écailles moyennes sont

épaisses et charnues. (Hammiche et al ., 2013)

Fig.10. Urginea maritima (Originale, 2015)
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Les fleurs blanches étoilées sont disposées serrées sur la tige en longues
grappes. Elles fleurissent depuis le mois de juillet jusqu'au mois d’'octobre.
Elles sont munies de petites bractées tres étroites et portées sur de longs
pédoncules. Les sépales et les pétales sont ovales-obtus, blancs, a nervure
verdatre ou rosatre .Ces fleurs engendrent des petites capsules ovales a 3
loges, chaque loge renfermant 3 ou 4 graines allongées, aplaties, lisses,
brillantes, et ailées (Anonyme, 2007)

Fig .11.L'inflorescence et les fleurs d’'Urginea maritima (Hadroug ,2013)

Il. 4.5. Caractérisation chimique

Selon El Fennouni (2012) les constituants présents dans la scille blanche
comprennent flavonoides (vitexine, isovitexine, orientine, isoorientin, scoparin,
vicenin-2, la quercétine, dihydroquercétine ou taxifolin dihydroquercétine-4-
monoglucoside.), le stigmastérol, scilliglaucosidin et mucilage (glucogalactans).
Par ailleurs, les travaux de Harini et al. (2008) signalent que seul le bulbe de la
Scille renferme les principaux constituants qui sont des hétérosides

cardiotoniques: scillarenes A et B, scillipicrine, scilline, scillitoxine.

Reynolds (1996) affirme que le bulbe scille indienne U. indica contient des

glycosides cardiotoniques similaires a ceux de la scille « U. maritima ».
[1.5. Importance des plantes testées.

Depuis longtemps les plantes sont connues pour leur vertu thérapeutique
et sont utilisé en médecine traditionnelle. A titre d’exemple Lantana camara a
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été utilisée dans les reméedes populaires pour les cancers, Les fievres, 'asthme
et I'hypertension artérielle (Sharma et Naguib, 1959). L'Huile de Lantana est
également comme antiseptique pour les plaies (Saxena et Sharma, 1999) pour
la lepre et la gale (Ghisalberti, 2000). Quand a I'armoise blanche selon Ayad
(2008) présente un indice trés recherché pour ces propriétés pharmaceutiques.
Les extraits a Artemisia herba alba ont un effet antidiabétique (Haouari et
Ferchichi, 2009 ; Al-Khazraiji et al., 1993). Ces feuilles sont utilisées en
médecine traditionnelle pour soigner la bronchite et les abces (Akrout, 2009).
L’étude réalisée par Djeridane et al. (2006) sur I'armoise blanche, a révélé sa
bonne activité antioxydant naturelle qui peut étre exploité a des usages
médicinaux et commerciaux. Quand a A. absinthium les travaux de Cohen
(2013) et de (Bora et Sharma, 2010) affirment les propriétés antipyrétiques de
cette espéce. Qui sont dues en partie a ses lactones et ses quiterpeniqueaux
(Bora et Sharma, 2010)

Les deux especes d'armoise sus-citées sont connues par les populations
pastorales et nomades pour leurs propriétés vermifuges les nématodes gastro-

intestinaux chez les moutons (Tarig et al., 2009 ; Nabli, 1989).

En plus des actions médicinales ces plantes peuvent contribuer
amplement dans la protection des cultures contre divers bioagresseurs. En
effet, les études de Pascual et Fernandez (1999), affirment que la racine
d’U.maritima a un effet insecticide sur les Trifolium sp, ; sur la mouche mineuse
Liriomyza trifolii (Civelek et Weintraub, 2004) et sur le Iépidoptere Helicoverpa
zea (Adeyeye et Blum, 1989) et sur les nématodes du genre Meloidogyne
(Hadroug, 2013).
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes

[I.1. 'objectif

Ce présent travail a pour objectif d'évaluer les effets biocide des
extraits aqueux de différentes plantes médicinale (Artemisia absinthium ;
Artemisia herba-alba, Lantana camara , Urginea maritima) et de I'hydrolat de
Artemisia herba-alba vis a vis des espéces de nématodes de la vigne du genre

Xiphinema .
[I.2. Les méthodologies
[1.2.1. La récolte des plantes

Les différentes plantes médicinales ont été récoltées du mois de
novembre au mois de décembre 2015. Les feuilles des especes A. absinthium,
A. herba-alba, L. camara et le bulbe d’'U. maritima ont été mises a sécher a
température ambiante pendant trois mois. Elles ont été broyées et tamisées.
Les poudres obtenues sont pesées et utilisées pour la préparation des extraits

agueux qui seront testés dans nos expériences.
[1.2.2. La préparation des extraits aqueux.

Le procédé d'extraction utilisé dans notre expérimentation est la
maceération aqueuse qui consiste a maintenir la poudre des organes des
plantes en contact avec I'eau a une température ambiante pendant un laps de
temps afin de libérer les molécules actives existantes dans la plante (Djellout,
2009). Pour cela trois quantités (10, 20, 30g) de poudre des différentes plantes
ont été préparées et sont mises séparément en suspension avec 250ml d’eau
distillée dans des flacons hermétiquement fermé et parfaitement enveloppé par
du papier aluminium. Ces derniers sont ensuite placés sous un agitateur

vertical pendant 72h.

Apres ce temps, les extraits sont filtrés a l'aide du papier filtre dans des
bouteilles en verre stérile de 250ml, entierement couverte par du papier
aluminium afin d’éviter toute dégradation des molécules actives par la lumiére.
Ces derniers sont ensuite conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’au moment

de son utilisation .Les concentrations ont été calculées par rapport au litre d’eau

25



Matériel et Méthodes

distillée. Nous avons les doses suivantes (10, 20 et 30g/ml = 40, 80 et 120g/1).

P———

Fig .12.Etape d’'agitation des Flacons Fig.13. Etape de filtration des extraits
(originale, 2015) (originale, 2015)

Fig. 14.Conservation des extraits aqueux (originale, 2015)

[1.2.3. Origine de I'hydrolat

L’hydrolat d’A. herba alba testé dans notre travail a été préparé au laboratoire
de phytopharmacie du département des biotechnologies de I'université Blidal. Il

nous a été fourni par I'enseignant chercheur Mr. Moussaoui.

L’hydrolat a été dilué a 10, 20 et 30%. Ces dilutions ont été testées contre
Xiphinema sp.
[1.2.4. La Préparation des pH

Les pH des difféerents extraits et hydrolats de chaque plante ont été
mesurés (Tableaul).Ensuite des solutions a trois pH différents ont été
préparées avec de I'eau distillée additionnée d’HCL pour le pH acide ou NaOH
pour les pH basique. lls sont représentées par pH acide (3,67) ; pH neutre
(6,67) et au pH basique (8)
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Tableau 1 : Valeur des pH des extraits et hydrolat testés

Espéce végétale pH Espéce végétale pH

A.herba alba (40g/l) |8.28 | L.camara (120g/l) | 7.27
A.herba alba (80g/l) |5.80 | U.maritima(40g/l) | 3.52
A.herba alba (120g/l) | 5.26 | U.maritima ( 80g/l) | 3.73
A.absinthium (40g/l) | 7.50 | U.maritima (120g/l) | 3.76
A.absinthium (80g/l) | 7.88 | Hydrolat (40g/l) 6.64
A.absinthium (120g/l) | 8.60 | Hydrolat (80g/l) 7.26
L.camara (40g/l)y | 7.4 Hydrolat (120g/1) 7.38
L.camara (80g/l) | 7.14 | Témuoin (eau) 7.00

[1.2.5. La station d’échantillonnage

Le groupe zoologique utilisé dans notre essai est représenté par les
nématodes de la vigne Xiphinema sp. Ces derniers ont été prélevés dans la
rhizosphere viticole de la région de Tsalla EIl MARDJA. Les prélevements de sol
ont été réalisés a l'aide d'une tariére a la profondeur de 30 a 70 cm durant les

mois de décembre a mars.

Fig.15.prélevements des échantillons de sol (originale, 2015)

[1.2.6. L’extraction de Xiphinema du sol.

La méthode d’extraction utilisée est celle des seaux de Dalmasso (1966), dite
méthode de flottaison et sédimentation. Elle permet d’extraire tous les

nématodes libres du sol. Elle est basée sur les différences de densité entre les
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nématodes et les différentes parties du sol. Elle nous permet d’extraire les
nématodes de différente taille du sol en superposant des tamis a différentes

mailles.

[1.2.6.1. Le matériel utilisé

(\

Tamis a maille de 2 mm
Tamis de 90u

2 seaux de 10 | chacun.
Baton.

cristallisoirs.

Entonnoirs.

Des tubes a essai de 100 ml.
Tamis avec filtre kleenex.
Pissette d’eau.

Cellule de comptage gradué.
Loupe binoculaire.

Béchers.

les tamis en plastique

SN N N N NN N VRN NN

Fig.16. Le matériel d’extraction
11.2.6.2. Le protocole d’extraction

Les sols sont préalablement bien homogénéisés au laboratoire sur un
plateau. A partir de ces échantillons, on prépare dans un bécher 250 ml de
terre. Cette quantité est déposée et délayée a travers le tamis (2mm) dans une
petite bassine. Le tamis qui va retenir les gros cailloux, le sable grossier et les
débris organiques. Le contenu de la bassine et ensuite transvasé dans un seau
en plastique puis complété a 6 ou 7 litres d’eau. A I'aide d’'un baton on mélange
le contenu du seau pour mettre en suspension les nématodes et les particules

du sol. On laisse 30 secondes pour que les particules de sol se sédimentent
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mais sans que I'eau ne s’arréte de tourbillonner. Le surnageant est versé a
travers le tamis (90u) qui va retenir les nématodes. On récupére le contenu du
tamis a l'aide d’'un jet d’eau de pissette dans un cristallisoir. L’'opération est

-

.
O

Fig.17. Les étapes d”extraction (originale, 2015)

répétée 3 fois pour récupérer le maximum de nématode

—

Vi
%

[1.2.6.3. la purification des nématodes par passage actif

On procéde a la purification par passage actif des nématodes car la
solution obtenue aprés extraction est boueuse. Il est impossible d’observer les
nématodes a ce stade. Pour cela on prépare les tamis en plastique avec des
filtres kleenex qu’on place dans des assiettes en plastiques. On remplit ces
assiettes d’eau jusqu’affleurement de la surface du tamis puis on laisse le

passage actif des nématodes pendant 3 jours.

Passé ce délai, le contenu de chaque assiette est récupéré dans des tubes a
essai (100ml). On laisse décanter ces derniers pendant 1 heure. Ensuite I'eau
des tubes est diminuée et les nématodes du genre Xiphinema sont récupérés

dans des saliéres pour les essais préalables.
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Fig. 18.Le Passage actif des Xiphinema sp. (Originale, 2015)
[1.2.7. Le protocole expérimental des différents traitements

Les tests sont effectués dans des puits de plaque de culture cellulaire
renfermant 12 puits, chaque puits contient de 0,5 cc d’eau distillée additionnée
de 10 individus de Xiphinema sp. préalablement comptées. Les différents
traitements sont alors ajoutés a la suspension de nématode a raison de 1 ml
chacun (Agbenin et al, 2005). Pour comparer I'efficacité des traitements, nous

avons préparé des témoins a I'eau distillée.

Pour éliminer I'effet du pH des traitements nous avons également testé les pH
des solutions préparées. Pour cela seul les pH acide et basique sont pris en
considération.

L'effet toxique des différents traitements est évalué aprés un temps
d'immersion de 24, 48 et 72 heures. Chaque traitement est répété trois fois.

Fig.19. Les essais in vitro des traitements (Originale ,2015)
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Fig.20. L'aspect morphologique des nématodes avant et aprés traitements
(originale, 2015)

Le pourcentage des individus morts dans chaque puits est estimé apres 24, 48
et 72h d’incubation selon la formule suivante donnée par Jourand et al. (2004) :

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

[1.2.8. L’estimation des populations résiduelles

L’évaluation de I'effet toxique des traitements biologiques ont été estimée par la
comparaison des populations résiduelles (P.R) selon le test de DUNNETT
(Magali, 2009).
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Produit avec effet Produit sans

Toxique significatif  Effet
Toxique significatif

Calcul de la population residuelle

PR
PR<30% PR< 30%<60%
. } |
Toxique Moyennement
Toxique Neutre ou faiblement

Toxique

Nb de formes mobiles(NFM) par Traitement X 100
Nbde Formes mobiles par Temoins (eau)

[1.2.9. Identification des Xiphinema sp.

Afin d’identifier les espéces de Xiphinema, nous avons procédé a I'étape
de fixation. Pour cela une premiére identification morphologique a été réalisée
sous la loupe binoculaire. Nous avons distingué trois types de Xiphinema
morphologiquement différent en considérant la taille et la forme de la queue du
nématode. Chaque type a été prélevé a lI'aide d’'une canne a péche dans trois
salieres différentes.

[1.2.9.1.Le protocole de fixation

Les trois types de Xiphinema isolés vont subir la fixation. Nous avons
pipeter I'exces d’eau avec une pipette et ne laisser qu'un goutte. Ensuite on
verse sur les nématodes une quantité de fixateur de Grisse chaud a une
température de 100°C. Les saliéres sont fermé aprés refroidissement (les
nématodes resterons ou moins 3 jours dans le fixateur) avant d’entamer les

étapes de déshydratation.

Aprés 3 jours on enleve le fixateur, on ne garde juste une goutte pour éviter le

desséchement des nématodes, puis on rempli les salieres jusqu'a Y2 de son
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volume avec la solution (S1) et on les place sans couvercle dans un
dessiccateur a alcool 95%. L’'ensemble est placé dans une étuve réglée a 37°C
pendant 24h .Le lendemain on enléve les 2/3 du volume de S1 et on remplace
par le méme volume de la solution S2 de fagcon a avoir dans la saliere (1)
volume de S1 et (2) volumes de S2. Ces derriéres sont mises dans sur un
plateau puis placées dans I'étuve a 40°C pendant 2 jours avec couvercle entre
ouvert pour permettre une évaporation lente de l'alcool. Passé ce délai, les
salieres sont retirées de I'étuve et placées dans un dessiccateur avec du
silicate gel (évite la réhydratation des nématodes) pendant une journée au
minimum avant le montage des nématodes entre lames et lamelles.

Fig. 21. Technigue de montage des nématodes

[1.2.9.2. Le montage des nématodes

Pour le montage des Xiphinema, on applique un anneau de paraffine de 1 cm
diameétre sur la lame a l'aide d’'un tube en cuivre et on laisser refroidir. On met
une petite goutte de glycérine dans I'anneau de paraffine. Puis on dépose 2 a 3
individus dans la goutte de glycérine et on la recouvre avec une lamelle ronde.
L'ensemble est chauffé Iégerement sur une plaque chauffante réglée a la
température de fusion de la paraffine .Puis on laisse refroidir.

Les lames ainsi préparées sont référenciés (numéro de la lame, nombre
d’individu, stade de développement) et rangées dans la boite a lames.
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11.9.2.3. Identification microscopique des espéces de Xiphinema

Aprés fixation des espéces des Xiphinema, nous avons fait les
observations au microscope. Selon les caractéristiques morphologiques
concernant la taille et la forme de la queue nous avons pu déterminer trois

especes (X. americanum, X. index et X. italiae).

Fig. 22 .Morphologie de X.index (Taylor et Brown,1997)
A : larve (Gx40) B: Queue et C : Partie antérieure (Gx100)
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Fig. 23. Morphologie de X.americanum (Jeroen et al.,1999)
A : Stylet ; B : queue (Gx400), C : Partie antérieure, D : Queue (Gx100), E : femelle (Gx40)

Od: Odontostyle; On: Onchostyle; An: Anneau de guidage; St: Stylet; As: Anus; Ph : pharynx ;
Gl : Glande cesophagienne ; In: Intestin ; V: Vulve
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Fig. 24.Morphologie de X.italia (Cohn , 1977)
A : Partie antérieure (Gx100) ; B: Queue (G x100) ; C : Queux (Gx400)

[1.2.10. Analyse des données

Les données recueillies sur I'efficacité des différentes traitements testés
sont analysées statistiquement afin d’émaner leur potentiel toxiques vis-a-vis
des nématodes Xiphinema sp Pour cela nous avons fait appel a l'analyse de la
variance en utilisant le Modéle Linéaire Global (GLM) (SYSTAT VERS. 12,
SPSS 2009).
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Chapitre lll: Résultats et Discussion

[11.1. Evaluation de la toxicité des plantes testées sur les nématodes du

genre Xiphinema

Les extraits aqueux des feuilles d’Artemisia herba-alba et Artemisia
absinthium et Lantana camara et du bulbe d'Urginia maritima et I'hydrolat
d’Artemisia herba-alba ont été préparés et testés sur les formes mobiles de
Xiphinema spp. dans les conditions de laboratoire.

Pour estimer I'efficacité des traitements, nous les avons comparées au témoin

(eau distillée) et au pH des traitements.

D’aprés résultats, les différents traitements se sont montrés actives sur le
nématode de la vigne du genre Xiphinema spp. lls se sont traduits par des taux

de mortalité moyen variant en fonction du traitement et du temps d’'immersion.

[11.1.1. Toxicité des extraits aqueux des feuilles des deux espéces
d’armoise.

D’aprés les résultats représentés par la figure 25 , les extraits aqueux
des feuilles d’A. absinthium et d’A. herba alba se sont révélés toxiques sur les
espéeces de Xiphinema en comparaison avec le témoin eau distillée et le pH
des extraits. Toutefois le degré de toxicité varie selon I'espece végétale, la

concentration de I'extrait et la durée d’exposition

{
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Fig .25. Variationt temporelle de la toxicité des extraits aqueux
d’Artimisia herba alba et (A) d’Artimisia absinthium (B)
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En effet, la figure ( 25.A) montre que les taux moyens de mortalité des
Xiphinema spp. dans les extraits aqueux d’A. absinthium durant les premiéres
heures (24h) sont inversement proportionnels aux concentrations testées. Il
s’avere gque la dose C1 (40g/l) est plus toxique pour les Xiphinema spp. Elle a
présenté une action tres rapide dés les premieres heures d’exposition (24h). Le
taux de mortalité est de 100%. Alors que pour la concentration élevée C3
(120g/l) la mortalité est faible apres 24h d’immersion. Elle n’atteint pas les
(16,06%). Cependant, apres 48h et 72h toutes les concentrations ont entrainé

en générale la mortalité totale les individus de Xiphinema.

En ce qui concerne les extraits aqueux d’A. herba - alba (fig.25.B) nous
constatons de mortalité des Xiphinema varie proportionnellement aux
concentrations. Pour la faible dose (C1) la mortalité moyenne du nématode de
la vigne augmente avec le temps d’'immersion. Elle est respectivement de ( 28,
54.59 et1l00%) apres 24, 48 et 72h. alors que pour la forte concentration (C3),
le taux de mortalité est de 100% dés les premieres 24h.

Pour les témoins eau distillée (Tém) et les solutions pH acide (6,67) et pH
basique (8) les taux de mortalité sont nuls.

[11.1.2. Toxicité de I'hydrolat des feuilles d’Artimisia herba alba

En comparaison avec le témoin ou tous les nématodes sont restés vivant
apres 72h dans 'eau distillée, nous enregistrons sur la figure (26) que la toxicité

de I'hydrolat d’A. herba-alba varie en fonction des dilutions et du temps.

120 4
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Fig.26. Variation temporelle de la toxicité de I'hydrolat selon des doses
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Les différentes concentrations testées aprés 72h d’exposition ont dévoilé
un effet toxique trés élevé sur les Xiphinema spp. Des taux de mortalité de
100% sont obtenus. Alors qu’aprés 24 et 48h les taux de mortalité du nématode
de la vigne dépassent les 50%. Elles sont de (58 ; 69.17%), (57; 57,24 %) et
(81, 94, 44%) respectivement pour les dilutions C1, C2 et C3.

1. 5 .Toxicité comparée des trois traitements a base d’armoise

L’'application du modéle G.L.M. aux données (tableau 2 et figures 29)
dévoile que les trois traitements a base d’armoise (extraits aqueux A.herba alba
et A.absinthium et I'hydrolat A.herba alba) ont révélé un effet biocide identique
vis a vis des especes Xiphinema. L'analyse statistique a démontré que les les
traitements et leurs concentrations ne présentent pas des différences
significatives. Les probabilités respectives sont de (p=0.737; p>0.05) et de
(p=0.191; p>0.05). Cependant, ces méme ont montré une différence trés
hautement significative par rapport au temps (P=0,000; p 0,05)

Tableau 2 :Model G.L.M. appliqué au pouvoir nématicide des traitements

d’armoise en fonction du temps d’exposition et des doses utilisées

Source Sommes d.l.l  Carrés F.ration p
des carrés moyens

Traitements 250.889 2 125.444 0.306 0.737

Doses 1388.741 2 694.370 1.693 0.191

Temps 17480.963 2 8740.481 21.307 0.000

Erreur 30356.296 2 410.220

L'examen des figures ( 29) confirme que Iextrait aqueux des feuilles
A.absinthium, d’A. herba alba et de son ’'hydrolat présente une toxicités presque
similaire sur les espéces des Xiphinema. Ces traitements agissent
graduellement dans le temps. La plus forte mortalité est obtenue apres les 72h
d’exposition des nématodes.
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Fig. 29.Toxicité comparée des extraits aqueux d’A.herba- alba et A.absinthium
et hydrolat d’A.herba- alba Ab :Artemisia herba-alba

[11.1.3. Toxicité des extraits aqueux des feuilles de Lantana camara

12 m24h  ®48h 1 72h
100 -
80 -
60 -
40 -

20 -+

Taux moyen de mortalité

C1 c2 c3 Tém
Les concentrations (g/L}

Fig.27. Variation temporelle de la toxicité des extraits aqueux de Lantana. camara
Les résultats (fig. 27) montrent que I'effet biocide des extraits aqueux des
feuilles de L. camara varie en fonction des doses et du temps d’exposition du
nématode. Nous constatons que la dose C3 (120g/l) a présenté un effet trés
toxique (100%) apres 24h. Pour les concentrations C1 et C2 la mortalité est
faible n'accéde pas les 50%. Par contre elle augmente sensiblement aprés
2jours (48h) pour atteindre (77%) et (82%) respectivement pour C1 et C2.

[11.1.4 Toxicité des extraits aqueux du bulbe d’U. maritima

En comparaison avec le témoin (eau distillée) et le pH acide (3,67) qui
n'ont montré aucun effet sur la survie de Xiphinema sp.(fig. 28)les extraits

agueux d’U. maritima ont dévoilé une trés forte toxicité sur le nématode de la
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vigne. En effet, toutes les concentartions testées ont agit trés rapidement sur
les Xiphinema dés le 1*" jour (24h) du traitement. La mortalité des nématodes
est 100%.
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Fig.28. Variation temporelle des extraits aqueux du bulbe d’Urginia maritima

L’'application du modéle G.L.M. aux données (tableau?2 et figures 30)
dévoile que les traitements présente une différence trés hautement significative
(P=0.000; p<0.05). La toxicité des extraits varie trés significativement avec les
doses (P=0.007; p<0.05) et le temps (P=0.000; p < 0.05).

Tableau3: Model G.L.M. appliqué au pouvoir nématicide des traitements utilisés
en fonction du temps d’exposition et des doses utilisées

Source somme des d,ll Carré F-ratio p
carrés moyens

Traitement 444 378,207 9 49 375,356 212,359 0,000

Doses 2 339,317 2 1 169,658 5,031 0,007

Temps 10 125,603 2 5 062,802 21,775 0,000

Erreur 53 244,485 229 232,509

L'analyse statistique par le modele G.L.M. (figure 30) confirme que parmi les
traitements apportés I'extrait aqueux d’U.maritima s’avere le plus actif contre le
nématode de la vigne. Il a agit rapidement présentant un effet choc dés les

premiere heures d'immersion. Cependant, pour les autres traitements (extraits :

41



Résultats et Discussion

A. absinthium, A. herba alba, L. camara et hydrolat : A. herba alba) ont montré

une toxicité presque semblable. Toutefois, I'action de L. camara s’avere faible.

L'effet biocide des traitements varie en fonction du temps. lls agissent
graduellement la plus forte mortalité est obtenue apres les 72h (fig.30).

En ce qui concerne les concentrations, I'analyse révele que la toxicité des
traitements est proportionnelle aux concentrations testées. En effet, la mortalité

augmente avec l'augmentation des doses. Elle est plus élevée apres C3

d’exposition.
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Fig.30. Toxicité comparée des extraits aqueux des traitements testés sur les
Xiphinema spp (Ab :Artemisia herba-alba Ar : Artemisia absinthium ; Hyd d’Artemisia herba-
alba;Lat: Lantana camara ;U.maritima )

111.1.7.Evolution temporelle des populations résiduelles du Xiphinema spp.
En fonction des traitements et des doses

L'application des extraits aqueux des feuilles des A.absinthium et

L.camara et du bulbe d'U. maritima et hydrolat d’A.herba alba sur les
nématodes du vigne Xiphinema sp . Nous a permet d’estimer ['efficacité de

trois doses apportées on se référant a I'évaluation des populations résiduelles

par le biais du test de DUNNET.

L’évolution temporelle des populations résiduelles selon la figure 28 montre en
général une faible toxicité des traitements aprés les premiéres heures (24h)
d’exposition des Xiphinemas sp L’efficacité des traitements augmente

progressivement dans le temps en fonction des concentrations.
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Pour la faible dose C1 (40g/l), aprés 24h I'A.absinthium et U.maritima ont
montré une toxicité élevée sur les nématodes quelque soit les temps
d’exposition. La mortalité est de 100%. Alors que d’A.herba alba et L. camara
sont faiblement toxique a 24h et passent respectivement dans lintervalle
moyennement toxique et toxique aprés 48h et 72h. Quant a I'hydrolat

d’A.herba alba sa toxicité est moyenne aprés 24h est devient toxique apres 48
et 72h.

Les extraits a la dose de C2 (80g/l) ont montrée un effet moyennement
toxique pour I'A.absinthium , L. camara et I'hydrolat d’A.herba alba apres
24h.les différents traitements sont passé dans l'intervalle toxique apres 48 et
72h a [l'exception de I'hydrolat d’A.herba alba apres 48h qui s’est montré

faiblement toxique.

En ce qui concerne la forte dose C3 (120g/l) la majorité des traitements
sont toxique quelque soit le temps d’exposition a exception I'A.absinthium qui a
présenté un effet faiblement toxique aprés 24h.
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Fig. 31.Variation des populations résiduelles en fonction des traitements et des
doseAb :Artemisia herba-alba , Ar : Artemisia absinthium ;Hyd : hydrolat 'Artemisia

herba-alba;Lat: Lantana camara ;Urg:urginea maritime
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Discussion général

Les plantes sont capables de produire des substances naturelles tres

variées. Les produits naturels semblent fournir une solution fiable aux
problémes provoqués par les pesticides de synthése (Kim et al., 2005).
L'utilisation des extraits de plantes a effets nématicide représente une des
solutions pouvant contribuer a réduire le probléme des nématodes (Takasugi et
al., 1975; Jasy et Koshy, 1992; Oka, 2001; Al-Banna et al., 2003; Amaral et
al.,2003; Jourand et al., 2004, Eddaoudi 1997 et Bourijate, 1997; Nasima et al
2002; Siddiqui et shaoukat, 2003 ; loannis et al 2004).
Ces plantes peuvent étre utilisées de diverses facons pour protéger les cultures
sensibles aux nématodes (Mohammad et al., 2002 ; Judy et al., 2004).
Plusieurs auteurs ont mis en évidence la présence de molécules actives tels
que les composés phénoliques efficace dans la lutte contre les nématodes
(Siddiqui et al 1988 ; Faouzi, 2002).

L'objectif lié a la présente étude est d’évaluer I'effet biocide des extraits
aqueux des feuilles d’A. herba-alba, A. absinthium et L. camara et du bulbe d’U.
maritima ainsi que I'hydrolat d’A herba-alba vis-a-vis des nématodes de la
vigne de genre Xiphinema. Trés peu de recherche ont été réalisée dans ce
domaine. Toutefois quelques informations sur I'activité nématicide des extraits
de plantes in vitro sur X. index ont été données par Dechet (1991), Sasanelli et
Catalano (1991) et Sasanelli (1992).

Les résultats des traitements a base de ces plantes médicinales ont
révélé une toxicité vis-a-vis des formes mobiles de Xiphinema sp. Ces résultats
sont en concordance avec les travaux d’Insunza et al. (2001) sur X. index;
Insunza et Eriksson (1989); Insunza (1994) sur Ditylenchus dipsaci,
Heterodera shachtii et Pratylenchus penetrans et Wiratno et al. (2009) ;
Wondimeneh Taye et al. (2012) ; Mayad et al. (2006) sur les nématodes a
galles.

L’action biocide des extraits aqueux des plantes dépend d'une maniere
significative des concentrations testées et du temps d’exposition des Xiphinema
sp. Ce résultat rejoint les travaux de Kheir (2011), Hadroug (2013), (Hadj-Sadok
et al.,, 2014) concernant l'effet de divers plantes sur les nématodes
« Meloidogyne ». En effet les différents traitements ont dévoilé une toxicité tres
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hautement significative aprés 72 h d'exposition dans la forte concentration
(120g/l). Ces résultats sont comparables a ceux D’Addabbo et al. (2013) qui
affirment que les femelles de X. index sont sensible seulement aux fortes
concentrions apres un temps d’exposition long dans les extrait aqueux d’A.
annua.

La comparaison de la toxicité des trois traitements a base d’armoise

(extraits aqueux A.herba alba et A.absinthium et hydrolat A.herba alba) ont
révélé une toxicité significativement identique vis a vis des Xiphinema spp.
Cependant, I'étude de Kheir (2011) a montré un effet biocide significativement
différent des extraits aqueux A. herba alba et A. judaica sur les larves de(L2)
de Meloidogyne.
Par ailleurs, les résultats ont dévoilé I'efficacité des extraits A. absinthium a
faible doses (40g/l) par rapport aux concentrations élevées (80 et 120g/l). En
effet, avec l'extrait a 40g/l quelque soit le temps dimmersion nous avons
enregistré 100% de mortalité de Xiphinema. Alors qu'avec les traitements
(extrait aqueux et hydrolat) concentrés la mortalité totale est obtenue apres les
72h. La réponse toxicologique du nématode aux traitements par les especes
d’armoises peut étre attribuée d'une part a ces caractéristiques morpho-
anatomique en relation avec la perméabilité de la cuticule (Yeats et al.1993;
Davies et Curtis 2011) et d’autre part aux différentes propriétés chimiques des
composes des plantes (D’Addabbo et al., 2013).

En ce qui concerne les extraits des différentes plantes (A. herba-alba, A.
absinthium, Lantana camara et U. maritima) l'efficacité est tres hautement
significative (p=0.000; p<0.05) sur le nématode de la vigne Xiphinema. La plus
forte toxicité s’est montrée avec U. maritima dés les premieres heures
d’exposition quelque soit la concentration testée. Le taux de mortalité est de
100%.

Il est probable que I'effet biocide différent des traitements sur ce genre est en
étroite relation avec les composants actifs contenus dans les tissus des plantes.
Les travaux d’Oka et al. (2000) ; Gommers et Bakker (1988) et Chitwood (2002)
signalent plusieurs composés a activité nématicides dans les plantes. Parmi

eux les alcaloides, les diterpénes, les acides gras, les glucosinolates,
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les isothiocyanates, les phénols, les polyacétylénes, les flavonoides, les
sesquiterpenes et les thienyls.

L'étude réalisée par D’Addabbo et al. (2013), sur I'effet des extraits aqueux d’A.
annua et ses principaux meétabolites (acide caféique, I'acide chlorogénique et
'artémisinine) a montré que les deux composés phénoliques (acide caféique,
l'acide chlorogénique) sont extrémement toxiques pour X.index. Par ailleurs
Sasanelli (1992) signale I'action biocide élevée des extraits aqueux des feuilles
de Ruta graveolens sur X. index. Les propriétés nématicide de cette plante
sont dues a ces composés chimiques notamment & sa richesse en alcaloides
(acide antralinique), les terpenes (limonene, pinéne et cinéole), les coumarines
(xanthotoxine) et les flavonoides (rutin). Selon Holyoke et Reese (1987), les
substances présentent dans R. graveolens comme les limonénes, pinenes,

cinéoles, xanthotoxines et rutin sont trés toxiques vis-a-vis des insectes.

Concernant la toxicité des pH des différents traitements par plantes
meédicinales, les résultats ont révélé un effet toxique nul au cours des différents
temps dimmersion. Selon (Khanna et al.,, 1997) et (Mcsorley, 1998), les

nématodes sont généralement tolérants a un large spectre de pH.

Par référence au test de DUNNET, l'activité biocide des bioproduits
testées varie en fonction du temps d’exposition et des concentrations. Parmi
ces traitements U.maritima s’est tres toxique vis-a-vis des Xiphinema. Alors les
autres plantes ont dévoilé en général un effet biocide comparable.

D’autres travaux ont rapporté 'effet biocide d’U. maritima sur les nématodes
Meloidogyne (Hadroug, 2013) et sur les insectes Tribolium (Pascual et
Fernandez, 1999) et Liriomyza trifolii (Civelek et Weintraub 2004). La toxicité
d’'U. maritima selon Verbiscar et al. (1986) serait en relation avec les
composants actifs contenues au niveau de la plante tel que les bufadienolides

scilliroside, glycoside et les aglycones.
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Conclusion

Au terme de ce travail consacré a I'étude de I'effet biocide in vitro des
extraits aqueux de difféerentes plantes médicinale (Artemisia absinthium ;
Artemisia herba-alba, Lantana camara , Urginea maritima) et de I'hydrolat de
Artemisia herba-alba vis a vis des espéeces de nématodes de la vigne du

genre Xiphinema nous pouvons dire que :

Les différents traitements utilisés se sont révélés actifs sur les Xiphinema
spp, se traduisant par une augmentation de la mortalité qui dépend des
concentrations des bioproduits et du temps de traitement.
Les taux de mortalité les plus élevés sont enregistrés aprés 72h d’immersion.
Les traitements issus de forte dose (120 g/l) se sont révélés plus actives
contre ces nématodes. Les traitements testés agissent lentement.
Les taux de mortalité les plus importants sont enregistrés pour I'extrait du
bulbe pour toutes les doses. L'extrait d’'Urginea maritima Ils ont montré un
effet choc pour les premieres heures (24h).
L'extrais des feuilles Artemisia absinthium. Il s’avere que la dose C1 (40g/l)
est plus toxique pour les Xiphinema. Elle a présenté une action trés rapide
des les premiéres heures d’exposition (24h). Le taux de mortalité est de
100%.

D’aprés le test de DUNNET, I'activité biocide des traitements varie en
fonction du temps d’exposition.

Il serait intéressant dans des études ultérieures de réaliser les tests de
revitalisation des nématodes apres les traitements afin de confirmer I'effet

nématocide ou nématostatique des différents traitements utilise.

Il est important d’évaluer la DL50 qui reste un élément clé afin de bien
valoriser les biopesticides dans le cadre d'une protection intégrée.
L'importance de la caractérisation des matiéres actives existantes chez
chaque espéece étudiée est incontestable dans le but de les formuler et de les
utiliser comme produits finale, stables et applicables dans le domaine
agricoles. Approfondir les essais d’évaluation d'efficacité de ces extraits

aqueux sur d’autres genres de nématodes.
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ANNEXE

Produits utilisés pour la fixation

La fixation

Le fixateur de Grisse, il est composé de :
133 ml de formol a 30%

10 ml de glycérol

857 ml d’eau distillée

Il doit étres ajusté pH=7

La déshydratation

Solution (S1) composée de :
25 ml d’alcool 95%.

1,25 ml glycérol.

98,75 ml d’eau.

Solution (S2) composée de :
118,75 ml d’alcool 95%

6,25 ml glycérol

Tableau 1.Conversion des doses de g/250ml en g/l

Doses

Onité 0/250ml g/l
C1 10 40
C2 20 80
c3 30 120
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