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CAT: Catalase.

CM:  Carré moyen.

DDL:  Degrés de liberté.
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JA: Acide Jasmonique.

LOX: Lipoxygénase.
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PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria = Les rhizobactéries favorisant la

croissance des plantes.
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RAS : Résistance Acquise Systémique.
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SOD : Superoxyde Dismutase.
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Introduction

Les cultures maraichéres représentent une composante indispensable dans les systéemes
de culture des pays du bassin méditerranéen principalement en Algérie. Les statistiques de
I’année 2014 établies par le ministere de 1’agriculture font état d’une superficie globale de

culture maraichere de 403 027 ha et un rendement de 232 gx/ha.

La famille des cucurbitacées est communément appelée la famille des concombres, des
gourdes ou des melons, principalement dans les régions les plus chaudes du monde. Citrullus
colosynthis est important sur le plan biochimique et économique (Badifu et Ogunsua, 1991)
et se trouve dans le nord de I'Afrique tropicale, dans les Tles de I'Atlantique, en Australie, dans
le nord-ouest de I'Inde et au Pakistan. Les différents extraits de Citrullus colosynthis ont
montré une activité antibactérienne, antioxydante, piégeant les radicaux libres et larvicide.
Les extraits éthanoliques et aqueux de feuilles ont montré une activité antidiabétique
significative et une valeur thérapeutique soupgonnée contre les cellules cancéreuses du sein,
alors que seul I'extrait de fruit a été rapporté contre Meloidogyne incognita (Muniasamy et al.,
2010).

Les plantes, en générale, et les plantes cultivées, en particulier, sont sujettes a de
nombreuses perturbations d’ordre biotiques (maladies, agents pathogénes, ... etc.) et
abiotiques (variations environnementales, sécheresse, salinité, ... etc.) d’ou la nécessité

d’intervention des agriculteurs et / ou de chercheurs.

La gestion des maladies des plantes causées par des organismes parasites est devenue
une tache ardue pour les chercheurs en agriculture durable. Plus de 4000 organismes parasites
ont été identifiés et peuvent étre trouvés dans la plupart des biomes majeurs. Les organismes
parasites des plantes absorbent 1’eau et les autres éléments nutritifs contenus dans leurs

plantes hétes par les tissus vasculaires (Press et Phoenix, 2005).

Parmi les organismes parasitaires, Les nématodes phytoparasites attaquent presque
toutes les cultures qui représentent l'approvisionnement alimentaire du monde (Sasser et
Hartman, 1985) et sont responsables des pertes de rendement de la production alimentaire
mondiale a hauteur de 14%, soit 1’équivalent d’une perte économique de plus de 100 milliards
de dollars par an (Bélair, 2005). Les nématodes a galles appartiennent au genre Meloidogyne.
Ce genre comprend plus de 90 especes qui sont responsables d’environ 5% des pertes globale
de rendement de la production alimentaire. Les quatre especes principales du genre

Meloidogyne: Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognita et



Meloidogyne hapla, sont les parasites les plus répandus dans le monde (Eisenback et
Triantaphyllou, 1991). Les juvéniles du genre Meloidogyne infectent les racines, se
nourrissent des photosynthétases et provoquent la formation de galles. lls perturbent le
systéeme vasculaire de la plante dans lequel circulent I’eau, les ¢éléments nutritifs et les

photosynthétases.

Auparavant, divers nématicides chimiques de synthese tels que les fumigants, les
organophosphates et les carbamates ont été utilises pour contrdler les nématodes. Les
nématicides chimiques ont accru le potentiel agricole et économique en termes d'amélioration
de la production d'aliments et de fibres. D'autre part, l'application de nernaticides chimiques a
eu de graves conséquences pour l'environnement et la santé humaine (Akhtar et al., 2009).
Certains des nématicides chimiques ont commencé a cesser leur utilisation en raison de leur
dangerosité pour les organismes non ciblés, des problemes de santé publique et de la sécurité

environnementale (Chen et al., 2006).

Par conséquent, la recherche d’une stratégie alternative non chimique et écologique
est hautement souhaitable pour le contrdle des nématodes. Parmi différentes approches
respectueuses de I'environnement, les souches de rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria ) peuvent jouer un role efficace dans
la lutte biologique contre les nématodes ainsi que pour favoriser la croissance des plantes et
accroitre la croissance et le rendement des plantes. Les souches de rhizobactéries utilisent des
acides aminés, du sucre et des composés organiques libérés par les racines des plantes pour
leur croissance et leur énergie. Dans le mutualisme, les souches rhizohactériennes ont produit
diverses substances favorisant la croissance des plantes et une activité de biocontréle pour
soutenir leur plante hote (Karthik et al., 2017).

Vu P’intérét du Citrullus colocynthis et sa richesse en éléments bioactifs naturels
importants et vu I’efficacité des PGPR en tant qu’éliciteurs biotiques, il est important de
savoir si les extraits des feuilles de Citrullus colocynthis et si 1’utilisation des PGPR ont des
effets positifs contre le Meloidogyne incognita.

C’est dans ce contexte que notre étude a été mené et qui vise a évaluer, 1'efficacité de
I'extrait de feuilles de la plante de Citrullus colocynthis, en tant que nématicide naturel riche
en métabolite secondaire, et efficacité des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria),
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes sur les nématodes cécidogene

(Meloidogyne incognita).
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique
1. Nématodes
1.1. Généralités
Les nématodes se sont des pseudos coelomates, animaux vermiformes non segmentes,

communément décrits comme filiformes, d’ou le nom taxonomique Nemata du grecque

(Nemata = fil) (Moens et Perry, 2006).

Les nématodes sont les métazoaires les plus abondants et les plus répandus sur terre, ils
occupent presque tous les habitats. Leurs mouvements et leur activité dépend fortement de
I’humidité du sol, de I’humidité relative et autres facteurs environnementaux qui affectent

directement leur survie (Moens et Perry, 2006).

Les nématodes sont surtout connus comme des organismes parasites des plante cultivées,
et donc néfastes aux rendements des cultures vivrieres (Djigal etal., 2012), la plupart des
nématodes libres sont des composants importants de 1’écosystéme du sol (fongivores,
bactériophages, omnivores ou prédateurs) intervenants dans la décomposition de la matiere

organique, la transformation des nutriments et le transfert de I’énergie (Neher, 2001).

Les nématodes a galles (Meloidogyne) sont des nématodes endoparasites sédentaires
obligatoires : ils effectuent tout leur cycle dans la racine, le seul stade libre dans le sol étant le
juvénile de second stade (J2). Ils induisent des transformations racinaires importantes
conduisant a la formation de galles typiques de I’infection au niveau des tissus conducteurs de

la plante qui peut dépérir et mourir, d’ou des pertes de rendement et de qualité (Blok et al.,

2008).

1.2. Systématique
La systematique des Meloidogyne que nous avons adopté est celle décrite par Reddy
(1983).
Embranchement : Nematoda
Classe :  Secernentea
Ordre : Tylenchida
Super famille : Heteroderoidae
Famille : Meloidogynidae
Sous famille :  Meloidogyninae

Genre : Meloidogyne
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1.3. Morphologie, Biologie et cycle de développement

Ver microscopique, Meloidogyne spp. est reconnaissable par les dégats de galles causés

sur les racines et les tubercules. Ses caractéristiques principales sont données dans le tableau 1

et dans la figure 1.

TABLEAU 1 : CARACTERISTIQUES GENERALES DES MELOIDOGYNE SPP (DE GUIRAN, 1983).

Noms

Meloidogyne spp. ou nématodes a galles
(anciennement anguillules)

Taille et description

Ver microscopique du sol mesurant 0,3 mm de long (dans le sol) a 0,7
mm (dans la racine). Stylet buccal perforateur.

Mode de
reproduction

Sexuée ou asexuée (parthénogenése)

Multiplication

Femelle pond 300 a 1 000 ceufs/cycle
Plusieurs cycles possibles/an = 300 a 200 000 ceufs/an

Conservation

Sous forme d’ceufs dans le sol, entre 5 et 30 cm de profondeur

Juvéniles au moins jusqu’a 15 j. suivant les conditions de milieu (pH,

Survie température, humidité sol, présence ou non de plantes...)
(Eufs > 1 an, sous certaines conditions
Dispersion Par I’homme (chaussures, outils, machines) et par I’eau
oA Galles sur racines (indice de galles de 0 a 10).
Dégats

Flétrissement, dépérissement, voire mort des plants

Principaux hotes

Légumes : asperge, aubergine, betterave potagére, carotte, céleris,
chicorées, concombre, melon, potiron, courgette, épinard, haricots,
laitue, oignon, poivron, tomate, pomme de terre, poireau... ; colza ;
céréales ; arbres fruitiers ; cultures forales ; mais aussi adventices dont
rumex, amarante, morelle...

Moyens de
protection

Prophylaxie : nettoyage, désinfection des outils, non épandage de
déchets ou de boues potentiellement contaminés...

Protection physique : solarisation, désinfection vapeur, inondation du
sol...

Protection biologique : matiere organique, bactéries, champignons,
mycorhizes

Protection chimique : pré et post-plantation, traitement semences,
extrait de plantes...

Protection culturale : rotation, plante-piége, engrais vert

« nématicide », jachére noire, bio-fumigation, bio-désinfection
anaérobie. ..

Protection variétale : résistance, greffage...
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Bulbe médan
Stylet

FIGURE 1 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D’UN NEMATODE A GALLES. A : FORME
GENERALE ; B : FORME JUVENILE AU NIVEAU DU SOL ; C : FEMELLE AU NIVEAU DES RACINES
(DE GUIRAN, 1983).

Le cycle de vie des nématodes a galles se déroule en deux phases (figure 2) : une phase
exophyte dans le sol, de la ponte a la pénétration des J2 dans la racine, et une phase endophyte
d’¢élaboration du site nourricier au niveau du cylindre central de la racine (ou est véhiculée la

séve) permettant 1’établissement, le développement et la reproduction du nématode (Prot,

1975).

Dans I’ceuf, le juvénile de stade J1 effectue sa premiére mue et éclot au stade J2. De forme
allongée et filiforme, le juvénile J2 posséde une cuticule fine mais résistante qui le recouvre, le
protege et lui permet de se mouvoir plus facilement en présence d’un film d’eau. C’est la seule
forme libre qui se dissémine dans le sol. Il pénétre préférentiellement dans la racine au niveau
de la zone d’¢longation apicale a I’aide de son stylet buccal perforateur et migre entre les
cellules en direction de 1’apex racinaire, puis entre dans le cylindre central de la racine (Wyss
et al., 1992).Une fois le cylindre central atteint, la larve induit grace a ses sécrétions salivaires,
la formation d’un site nourricier permanent constitu¢ de cinq a sept cellules hypertrophiées,
multi-nucléées et métaboliquement hyperactives (Jones, 1981). Ces « cellules géantes »
fournissent les nutriments indispensables au nématode pour achever son cycle de
développement sans qu’il n’ait plus a se déplacer (Wyss et al., 1992). L’augmentation de

volume des cellules jouxtant les cellules géantes conduit a la formation d’une galle typique de
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I’infection par Meloidogyne. On peut observer des débuts de galles environ dix jours apres

pénétration dans les racines de tomate.

Cycle d'un nématode a galles

/ A
1 . i Racine

|
hed - ayant
; rejoint leur site
f ! définitif

Attraction et pénétration
dans la racine du juvénile J2 ,

Début de la formation

/ /! Galle contenant une femelle o hﬁ’db
. adulte pondant des ceufs
32 L
(@ 1S um x 400 um) j : I3 ot T4
i,

S0l Galle contenant

une jeune femelle et un mdle
(o 1400 um x 30 um)

Femelle piriforme
(@ 400 um x 700 um)

FIGURE 2 : CYCLE D’UN NEMATODE A GALLES (DE GUIRAN, 1983).

Contrairement aux femelles, les males ne se nourrissent pas, quittent les tissus de 1’hote,
et ne vivent que quelques semaines (Taylor et Sasser, 1978). Les femelles sédentaires
continuent a s’alimenter a partir des cellules géantes durant plusieurs semaines et pondent a
I’extérieur de la racine de 300 a 1 000 ceufs protégés dans une gangue mucilagineuse. Les
femelles peuvent produire des ceufs pendant deux a trois mois et vivre encore quelque temps
aprées la production d’ceufs. Puis elles meurent et les cellules géantes dégénerent (De Guiran,
1993).

Sous conditions favorables d’humidité et de températures, la plupart des ceufs éclosent
immédiatement et évoluent en larves. Lorsque les conditions sont peu favorables, ils peuvent
passer sous une forme de résistance et survivre jusqu’a cinq ans dans le sol (Taylor & Sasser,
1978).
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1.4. Maintien et déplacements des Meloidogyne dans les sols

La majorité des J2 est concentrée dans les 5-30 cm du sol et décroit avec la densité
racinaire et la profondeur jusqu’a une distance d’un métre environ, en fonction de la texture du

sol, sa température, sa capacité de rétention d’eau et son aération (De Guiran, 1983).

La pénétration des J2 dans les racines est optimale lorsque la taille des particules du sol
avoisine les 115 pm ce qui correspond a des sables fins (Reversat, 1986). Les J2 sont alors
capables de bouger horizontalement et surtout verticalement. La migration décroit lorsque la
teneur en argile dans le sol augmente, elle n’est plus possible lorsque le sol contient 30 %
d’argile (Prot & Van Gundy, 1981). Les dégats sur culture sont donc plus importants en sol
sableux qu’argileux (Messiaen et al., 1991). lls sont également plus faibles dans les sols riches
en matieres organiques, ce qui serait di a ’action d’antagonistes et/ou a la libération d’acides

organiques toxiques pour les nématodes (De Guiran, 1993).

La température du sol est primordiale en dessous de 12 °C et au-dessus de 22 °C, les
juvéniles se déplacent difficilement. Entre 0 et 5 °C, les juvéniles survivent pendant sept jours
mais ne sont plus infectants, et meurent en vingt jours (Vrain et al., 1978). A 27 °C, ils peuvent
vivre quatre et cing semaines sans se nourrir (Reversat, 1986). Entre 35 et 40 °C, ils ne peuvent
plus infester les plantes (Demeure, 1978). A 45 °C, ils ne survivent pas plus de 4 h (Tsai, 2008)
et la survie des ceufs baisse également s’ils sont maintenus 3 h & 45 °C (Demeure, 1978). En
cons?quence, les contaminations sont limitées en hiver a Tiaret, d’autant plus que le
cycle de développement des nématodes est ralenti par le froid. C’est le cas en culture hivernale
de salades sous abri. En revanche, pendant cette période, les J2 se conservent relativement bien
dans le sol. Dés le printemps et jusqu’en automne, avec le réchauffement du sol, les
contaminations sont trés importantes. Les J2 préferent des pH compris entre 4 et 6 (Davide,
1980), néanmoins ils restent actifs dans toute la gamme de pH et peuvent se maintenir jusqu’a

pH 8.

L’humidité du sol a également un impact important sur les nématodes. En conditions
seches, les ceufs sont soumis a un stress osmotique et cessent d’éclore, mais le développement
a intérieur de 1’ceuf continue. L’éclosion n’a lieu que lorsque J1 atteint 70 % d’hydratation,
mais peut étre inhibée par manque d’oxygéne dans les sols trop humides. Aprés éclosion, si le
sol devient trop sec, les J2 meurent (Reversat, 1986) et on n’en détecte plus dans les 20 premiers
centimeétres aprés une saison séche. L’optimum d’humidité pour leur pénétration dans la racine
et leur développement serait un peu supérieur a la capacité au champ. Les J2 ne peuvent pénétrer
les racines en milieu submergé (Demeure, 1978).

7
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En I’absence de plantes hotes et donc de nourriture, les J2 mobilisent I’ensemble de leurs
réserves énergétiques puis finissent par mourir (De Guiran, 1993). Néanmoins, les populations
de nématodes peuvent se maintenir en infectant les adventices hotes qui se développent en

interculture (amarante, morelle, chénopode...).

Néanmoins, malgré des conditions du milieu défavorables, les nématodes sont capables
de s’adapter et de survivre via des états de quiescence et de résistance. Ces adaptations sont
possibles a différents stades de développement. La substance gélatineuse qui enrobe les ceufs,
joue un role important dans la résistance des ceufs a la déshydratation en ralentissant la perte
d’eau (Mahmud, 2014). Le ralentissement du développement embryonnaire peut étre spontané
ou induit, et peut étre levé aprés un certain temps et/ou par un stimulus autre qu’un retour a des
conditions favorables (De Guiran, 1983). La dormance est levée lorsque les conditions du
milieu redeviennent favorables et les nématodes retrouvent une activité normale (McSorley,
2003). Ces phénoménes ont lieu principalement pendant le stade ceuf ou pendant le stade
juvénile a I’intérieur de ’ceuf. Cette réduction d’activité et d’émergence des larves augmente

leurs chances de survie (De Guiran, 1983).
1.5. Dégats sur les cultures

Les dégats de Meloidogyne sont d’autant plus importants que la population est plus élevée
au moment de I’implantation de la culture. D’abord un ralentissement de la croissance des
plantes est observé, puis un flétrissement, et des galles sur racines ou tubercules, ainsi que la
déformation des légumes racines (figure 03). En cas d’infestation forte, les galles peuvent
envahir tout le systéme racinaire, perturbant I’absorption hydrique et minérale de la plante,
tandis que le chevelu disparait. Il y a a une forte diminution des parties aériennes, visible
souvent par foyers de flétrissement foliaire (taches plus claires dans un champ), et la récolte
peut parfois étre réduite a néant. Les dégats sont néanmoins difficilement chiffrables en raison
des nombreuses interactions liant les nématodes a galles a d’autres pathogenes fongiques ou
bactériens (Phytophthora, Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, Pseudomonas, Agrobacterium,

etc.) favorisés par les 1ésions induites par I’entrée des nématodes (Barker et Koenning, 1998).

L’estimation du niveau d’infestation nécessite 1’observation des racines, bien qu’il soit
difficilement quantifiable dans le cas d’une faible population de nématodes. A cela s’ajoute un
seuil de nuisibilité propre a chaque culture et variable selon les températures, la région, 1’année,
les conditions de cultures, 1’espéce de Meloidogyne et méme la présence ou non d’autres

parasites (Barker & Koenning, 1998).
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Les cultures légumiéres se montrent particulierement sensibles aux attaques de
Meloidogyne, les pertes de rendements pouvant étre 10 a 100 % selon les cultures (Bertrand,
2001). Les exploitations Iégumiéres du pourtour méditerranéen (Espagne, France, Italie, Grece,
Moyen-Orient, Afrique du Nord...) sont de plus en plus impactées du fait du retrait
quasi-général du marché des nématicides chimiques, des températures élevées, et de la
specialisation des systémes légumiers qui ont contribué a augmenter les problémes de parasites

telluriques.

Les dégats sont principalement dus a une remontée des populations suite a ’arrét de la
désinfection des sols, mais aussi au retrait de certaines substances ayant une action secondaire
sur les nématodes comme les carbamates ou les organophosphorés (Mugniéry, 2005), et au
manque de diversification des especes cultivées. C’est ainsi que la monoculture d’une espéce
végétale déséquilibre I’activité biologique du sol et favorise la multiplication des Meloidogyne
(De Guiran, 1998). Dans la mesure du possible, il est intéressant de connaitre I’historique

parcellaire avant I’implantation de nouvelles cultures.

FIGURE 3 : EXEMPLES DE DEGATS ENGENDRES PAR LES NEMATODES A GALLES SUR RACINES.
A : Laitue, B : Melon, C : Céleri Rave, D : Blette, E : Carotte, F : Concombre, G : Aubergine
(Messiaen et al., 1991).
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1.6. Méthodes de lutte contre les nématodes

D'apres Foury (1995), les moyens de lutte ont pour objectif soit d'agir directement sur les
parasites et les ennemis présents dans le sol, soit de ralentir la ré-infestation, ou d intervenir sur
la plante hote. Les méthodes proposées doivent :

e Détruire les ennemis au moins sur une profondeur de sol allant au-dela de la plus forte
densité racinaire (profondeur variable avec I'espéce cultivée et le sol).

e Retarder la ré-infestation.

e Ne pas nuire aux organismes utiles.

e Ne pas présenter d’effets résiduels nocifs a la culture.

o Etre fiable d'application facile et de codt modére.

1.6.1. Méthodes physiques

1.6.1.1. Désinfection par la vapeur

La désinfection de la terre se fait par le traitement a la vapeur a 120°C (Bonnemaison,
1961). Mais cette méthode présente des limites et des inconvénients :

a) Efficacité insuffisante voire échec dus a des causes variables ; la profondeur de
désinfection est insuffisante ;

b) Destruction d’antagonistes permettant une ré-infestation rapide ;

c) Effets secondaires néfastes dus a la remontée du pH et de la salinité ;

d) Divers déséquilibres de la microflore ;

e) Mise en ceuvre pas toujours facile ;

f) Colt éleve.

1.6.1.2. Solarisation

La solarisation est une méthode douce pour le biotope, plus au moins discriminante selon
le temps d'action, facile a mettre en ceuvre et peu codteuse, mais parfois insuffisamment
efficace, car elle nécessite un climat tres ensoleillé (Foury, 1995).

1.6.2. Méthodes culturales

1.6.2.1. Mesures sanitaires

Eviter le transport du sol avec les outils, les bottes, etc. afin de ne pas répandre les
nématodes (Duval 1991).

1.6.2.2. Rotation

Selon Duval (1991), la rotation a souvent été conseillée comme moyen de réduire les
populations de nématodes. Pour les cultures de tomate en champs, une rotation avec les céréales

ou autres graminées, et les cultures en serre, une rotation avec des feves serait appropriée contre
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les nématodes. L utilisation des plantes nématicides en rotation avec des cultures donne de bons
résultats. Lung et al. (1997) ont utilisé le tagette comme plante nématicide, ils ont remarqué
que le tagette réduisait la densité de population des nématodes de 95% aprés une période de
culture de deux (02) mois.

1.6.3. Lutte chimique

Elle est essentiellement assurée par traitements du sol avec des fumigants (ou des
precurseurs de fumigants), des produits organophosphorés et des carbamates trés proches des
insecticides. Les premiers (dibromoéthane, dichloropropene, dazomet, métam sodium, etc..)
tuent les nématodes en se volatilisant dans le sol. Tres colteux, d'un emploi avant culture
difficile. Les seconds (alidicarbe, carbofuran, oxamyl, etc.) moins colteux et plus faciles
d’emploi, inhibent la pénétration des nématodes dans les plantes hotes. Ces produits sont surtout
efficaces sur les nématodes en présence de leur plantes hétes (Dalmasso et Missonnier, 1986).

1.6.4. Meéthodes biologiques

Méme si les nématodes phytoparasites, y compris leurs ceufs, sont extrémement bien
protégés grace a leur épaisse cuticule, ils sont dans des conditions naturelles, attaqués par
beaucoup d'organismes ou de microorganismes du sol (Jatala, 1985). Certains de ces derniers
sont prédateurs, d'autres sont parasites des nématodes.

Ce sont ces organismes, principalement des champignons et des bactéries, qui peuvent
étre utilisés en lutte biologique contre les nématodes (Brown et al., 1985). D'aprés Caporalini
et Mattel (1998), la lutte biologigque contre les nématodes emploie des microorganismes en se
basant sur un principe simple : « aider la nature ».

2. PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria )
2.1. Généralités sur les PGPR

L’un des types de symbioses plantes/microorganismes est la symbiose associative qui est
également une interaction a bénéfices réciproques entre les deux partenaires. Elle est
habituellement considérée comme une interaction facultative, a large spectre d’hote, et avec
peu ou pas de différenciation des partenaires. L’exemple le mieux connu est celui des bactéries
rhizosphériques stimulatrices de la croissance des plantes (Vacheron et al., 2013). Lorsque des
rhizobactéries contribuent a la croissance des plantes, elles sont appelées : PGPR (Plant Growth

Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 2004).

Le terme PGPR a été introduit pour la premiéere fois a la fin des années 1970, lorsqu'il a
été démontré, par Kloepper et Schroth, que des souches de Pseudomonas fluorescentes ont

amélioré le rendement des cultures de pommes de terre jusqu'a 500% par la production de
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sidérophores ; chélateurs de fer, privant les bactéries pathogenes indigénes de fer (Garcia et al.,
2003). Seulement 1 a 2% des bactéries favorisent la croissance des plantes dans la rhizosphére
(Beneduzi et al., 2012).

Ces rhizobactéries colonisent la rhizosphére en utilisant les exsudats racinaires comme
substrats nutritifs. A la différence des autres bactéries rhizospheériques, elles ont, en retour, un
effet bénéfique sur la plante via une multitude de mécanismes (Vacheron et al., 2013). Par leur
action enzymatique, elles solubilisent les éléments nutritifs présents dans les réserves
organiques et minérales du sol tels que : le phosphate, I’azote et le fer, et les mettent a la
disposition de la plante sous forme d'ions minéraux assimilables, a des taux qui correspondent
a ses besoins, et ce, aux différents stades de sa croissance. Les ions métalliques sont absorbés
par les poils absorbants des racines, se marient au glucose qui remonte vers les organes aériens
pour former de nouvelles cellules (Gagnon, 2015). Ces bactéries bénéfiques peuvent donc
influencer I'acquisition des nutriments et aussi moduler les taux d’hormones et atténuer les

impacts négatifs des facteurs biotiques et abiotiques (Ngumbi et Kloepper, 2016).

De plus, les PGPR se trouvent dans des environnements hautement compétitifs. En
conséquence, elles ont développé plusieurs moyens offensifs pour cette compétition intra et
interspécifiques, comme : des substances antibiotiques, des enzymes bactériolytiques et des
toxines de nature protéique communément connues sous le terme de bactériocines. Ces toxines
sont capables de tuer les bactéries compétitives étroitement liées sans pour autant affecter la

bactérie productrice (Beneduzi et al., 2012).

Les PGPR peut déclencher chez la plante un phénoméne connue sous le nom d’induction
de la résistance systémique qui se produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense
en réponse a une infection par un agent pathogene. Les plantes inoculées avec des PGPR
peuvent également fournir une résistance systémique contre un large éventail de pathogénes
végétaux. Les maladies d'origine fongique, bactérienne et virale et, dans certains cas, méme les
dommages causes par les insectes et les nématodes peuvent étre reduits apres l'application de
PGPR. Il conferer a la plante un certain degré de protection a des attaques ultérieures par un
phytopathogéne via la stimulation de mécanismes de défense systémique. Cette « immunité »
s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites « élicitrices » produites par le

microorganisme bénéficiaire (Cherif, 2014).
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2.2. Utilisation des PGPR

Dans les derni¢res décennies, 'utilisation des PGPR est devenue une alternative pour
ameliorer la production agricole. Ces bactéries peuvent coloniser les racines et exercer des
effets bénéfiques, sur la croissance des plantes par différents mécanismes (Nelson, 2004). Ces
rhizobactéries améliorent le développement des systémes racinaires, 1’augmentation de la
capacité d’absorption de 1’cau et les éléments nutritifs. Elles renforcent les capacités défensives
des plantes contre les maladies (Van Loon et al., 1998). Elles affectent positivement la levée

des semences et améliorent le rendement des cultures.

La plupart des souches bactériennes exploitées comme biopesticides appartiennent aux

genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas. (Haas et Defago, 2005).
2.3. Mode d"action des PGPR en lutte biologique

Les modes d"action des agents microbiens dans le biocontréle ne sont pas toujours bien
connus et peuvent varier pour un micro-organisme donné, en fonction du pathosysteme sur
lequel ils sont appliqués. Mais de nombreux exemples décrivant un ou plusieurs mécanismes

responsables de la réduction de la maladie sont disponibles (Glick, 1995).

2.3.1. Interactions directes PGPR/Pathogéne

2.3.1.1. Compétition pour I"espace et les nutriments

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables

pour les micro-organismes pathogenes et par conséquence, leur croissance (Reyes et al., 2004).

Une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogenes fongiques par la
competition pour le carbone et les sources d'énergie. Le PGPR doit étre présent sur les racines
en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable d”instaurer
une compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago 2005). Outre la vitesse
de croissance intrinséque, les autres propriétés renforcant le potentiel colonisateur d"une souche
sont la mobilité (présence d’un flagelle), le chimiotactisme et la faculté d’utilisation des
composés excrétés par les racines en tant que sources de carbone et d"azote (Jofre et al., 2004).

2.3.1.2. Compétition pour le fer et production de sidérophores

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition pour le
fer. Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des siderophores qui sont des molécules

chélatrices du fer necessaire a leur croissance. Ces composés ont une grande affinité pour le
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Fe3*. En s”appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphére, ils les rendent ainsi non
disponibles pour le champignon pathogéne, ce qui provoque une diminution de sa croissance.
Par exemple, certaines bactéries du genre Pseudomonas ont un grand pouvoir de chélation du
fer. Elles peuvent reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d"autres souches, alors
que ces dernieres ne sont pas capables d utiliser le sidérophore qu’elles produisent. Cette
particularité peut favoriser la souche dans le processus de la colonisation et la compétition pour
le substrat mieux que d autres habitants microbiens de la rhizosphére (Ongena et al., 2002).

2.3.1.3. Antibiose et parasitisme

L antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus important
utilisé par les PGPR pour limiter I"invasion de pathogénes dans les tissus de la plante héte. I
consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la production de métabolites
aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les Pseudomonas, par exemple, produisent
des molécules antifongiques comme le HCN, la viscosamide, la pyoluteorine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, les phenazines et les butyrolactones qui sont
impliquées dans le biocontr6le (Haas et Defago 2005). Ces PGPR montrent non seulement un
large spectre de diversité dans le type mais également dans le nombre d'antibiotiques produits
(McGowan et al., 2005). Par exemple, certaines souches de PGPR ont la capacité d excréter
des métabolites qui jouent un réle important dans I"inactivation des facteurs de germination du
pathogéne ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines. Ainsi, la
capacité de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores des pathogenes a travers la

production d’enzymes détruisant la barriere cellulaire a été démontrée (Whipps 2001).

2.3.2. Interactions PGPR/plante
2.3.2.1.Promotion de la croissance de |I"hbte

Certaines souches de PGPR des genres Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus,
Rhodobacter, Azospirillum ont récemment été décrites pour leur effet direct positif sur la
croissance des plantes et I"'augmentation du rendement de la culture (Iégumes, pomme, citron,
myrtille, mdre, abricot, framboise, betterave a sucre...) (Cakmakci et al., 2006). Les PGPR
peuvent favoriser la croissance des plantes hotes par divers mécanismes tels que la fixation
d"azote (N2) et la solubilisation d"oligoéléments tels que le phosphate (P), I"inhibition de la
synthese d'éthyléne par la plante, la synthese des phytohormones ou de vitamines, et en

diminuant la toxicité des metaux lourds (Whipps, 2001).
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2.3.2.2.Renforcement de la capacite défensive de I"hote

D autre part, certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d’une fagon
indirecte par la stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut
rendre 1"hdte beaucoup plus résistant a l"agression future par des agents pathogénes. Ce
phénomene a été nommeé « résistance systémique induite » (ISR, Induced Systemic Resistance)
(Van Loon et al., 1998).

2.4. Effet antagoniste des PGPR
2.4.1. Antibiose

Les antibiotiques sont des composés organiques de bas poids moléculaire produits par des
microorganismes. Il joue un role important dans le contrdle biologique de plusieurs organismes
nuisibles par le biais de la concurrence et du parasitisme (Raguchander et al., 2011). L'antibiose
est un phénoméne important dans la suppression de la maladie par les Pseudomonas
fluorescents. La plupart des rhizobactéries agissent contre les pathogénes en produisant des
toxines, des sous-produits métaboliques et des enzymes. Cela aide a inhiber I'éclosion, le
développement, la survie et la reproduction des nématodes (Siddiqui et Mahmood, 1999).
L'ammoniac produit au moment de la décomposition des matiéres organiques azotées par les
bactéries ammonifiantes est toxique pour les nématodes et contribue a la réduction des

populations de nématodes.
2.4.2. Production d'enzymes lytiques

L'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique est un autre mécanisme de la
PGPR en produisant certaines enzymes telles que les chitinases, la peroxydase, la phénylalanine
ammoniac lyase, la déshydrogénase, les lipases, la B-glucanase, les proteases, les phosphates,
etc. qui inhibent 1'éclosion des ceufs de nématodes (Mena et Pimentel, 2002). En outre, ces
bactéries ont été caractérisées pour leur oxydation au phénol et leur activité antifongique avec

production d'enzymes hydrolytiques et de HCN (Insunza et al., 2002).
2.4.3. Resistance systémique induite (ISR)

La résistance induite est la capacité de défense améliorée de la plante, qui est acquise
apres une stimulation appropriée contre les parasites et les maladies a large spectre. La réponse
de défense accrue due a un agent inducteur apres une infection par un agent pathogéne est
appelée résistance systémique induite (RSI) ou résistance acquise systémique (RAS) (Van-
Loon, 2000) (Figure 04). Les RSI peuvent étre induites par des rhizobactéries, alors que la

résistance induite par d'autres agents pathogeénes est appelée SAR. Cette résistance induite
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fournit une protection non spécifique contre un large éventail d'agents pathogeénes, a savoir les
champignons, les bactéries, les nématodes, les virus et les insectes nuisibles (Beneduzi et al.,
2012). La phénylalanine ammonia lyase (PAL), la polyphénoloxydase (PPO), la peroxydase
(PO), la superoxyde dismutase (SOD), la lipoxygénase (LOX), la catalase (LOX) et la catalase
(CAT) sont des enzymes de défense associées a la résistance systémique. Ces enzymes initient
Iinduction de la résistance en produisant de la phytoalexine et des composés phénoliques
(Viswanathan et al., 2003).

[Agent pathogéne j Rhizobactéries
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FIGURE 4 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA TRANSDUCTION DU SIGNAL DE RESISTANCE
SYSTEMIQUE INDUITE PAR UN AGENT PATHOGENE (SAR) ET DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE

INDUITE PAR UNE RHIZOBACTERIE CHEZ DES PLANTES (RAMAMOORTHY ET AL., 2001).

Plusieurs études ont démontré que les rhizobactéries réduisaient la gravité des nématodes
en induisant une résistance systémique des plantes (Ramamaoorthy et al., 2001). Cette résistance
induite est obtenue par renforcement mécanique et physique de la paroi cellulaire par
épaississement de la paroi cellulaire, dépot de callose et accumulation de composés phénoliques
ou par synthese de plusieurs composeés biochimiques régulés positivement dans la réaction de
défense, a savoir protéines, PR, phytoalexine, lipopolysaccharides (LPS’s), sidérophores, acide
salicylique (SA), acide jasmonique (JA), PO, chitinase et autres metabolites secondaires
(Siddiqui et Mahmood, 1999; Ramamoorthy et al., 2001).
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3. Citrullus colocynthis
3.1.Historique

Le Citrullus colocynthis est un ancien purgatif, qui a été mentionné depuis 1500 ans av.
J.C dans le papyrus Ebers (I'un des plus anciens traités médicaux rédigé au XVle siecle avant
notre épogue, pendant le régne d’ Amenhotep I er), dans la bible (Il Kings 4 : 38-41) et dans les
manuscrits du medecin, pharmacologue et botaniste grec Pedanius Discoride. Les médecins
Egyptiens utilisaient cette plante comme un puissant purgatif. De sa part, un écrivain arabe,
Mesue, a cité ’utilisation de deux préparations a base du Citrullus colocynthis hommees:
trochisi alhandal et electuairum majus hamech dans la Phamacopoeae Augustana de 1581
(Lioyd et Cincinnati, 1898).

Dans les années 1800, la plante a été inscrite dans chaque numéro de la pharmacopée
américaine (US pharmacopeia). La toxicité de la plante a été également bien connue aux
médecins médiévaux, qui ont constatés la présence d’ulceres hémorragiques dans les intestins
suite a I’ingestion des graines de coloquinte (Lioyd et Cincinnati, 1898).

Le terme Citrullus est inventé pour la premiére fois par Forskal en 1’an 1775. Le terme de
coloquinte est issu du grec kolokunthis qui est le nom de la plante. Toutefois, Schrader fut le
premier a pouvoir classer systématiquement ce genre. Cette classification a été par la suite
adoptée par le 8™ Congrés International de Botanique en 1954 pour étre incluse dans la
Nomina Conservanda (Fursa, 1972). Le genre Citrullus contient quatre espéces : C.
colocynthis, C. ecirrhosus, C. lanatus, C. fistulosus et C. naudinianus (Gurudeeban, 2007).
3.2.Position systématique

Citrullus colocynthis (L.) Schrad. ou coloquinte est une plante vivace appartenant a la
famille des Cucurbitaceae, sous famille des Cucurbitoideae, tribu des Benincaseae, sous tribu
des Benincasinae (Robinson et Decker-Walters, 1997). Selon APG (1998), la position
systématique du Citrullus colocynthis est la suivante :

Super division :  Spermatophytae (Plantes a graines)
Division : Magnoliophyta (Angiospermae) (Plantes a fleurs)
Classe : Magnolipsida (Dicotylédones)
Sous classe :  Dialypétales
Ordre : Cucurbitales
Famille :  Cucurbitaceae
Genre : Citrullus

Espéce : colocynthis
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3.3.Caractéristiques botaniques
La coloquinte (Figure 05) est une plante herbacée, hispide mais a poiles non piquantes et
annuelle (Khare, 2004).

Figure 5 : La plante Citrullus colocynthis (Khare, 2004).
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Ses tiges (Figure 06 A) sont munies de vrilles, ramifiées, anguleuses, rudes, rampantes et
étalées radialement pouvant atteindre plus de 5 m, desséchées apres fructification (Yaniv et al.,
1999).

Ses feuilles (Figure 06 B) sont alternes, longues de 5 a 10 cm, avec un limbe découpé en
5 a 7 lobes separés par des sinus larges, le lobe central est parfois ovale. Elles sont rugueuses,
composees-palmées ou digitées avec absence de stipules. Elles sont ordinairement glanduleuses
et fétides quand on les froisse (Spichiger et al., 2004).

Ses fleurs (Figure 06 C) sont solitaires a la base des feuilles, de couleur jaune péale et de
sexes separés sur la méme plante (monoique) apparaissant pendant la période de floraison, vers
le mois d’avril-mai, a l'aisselle des feuilles. La corolle est de couleur jaune comporte cing lobes.
Ces fleurs sont gamopétales, monoiques ou dioiques, rarement polygames; 5 étamines soudées
en 3 phalanges (2-2-1) ; anthéres extrorses a connectif flexueux, stylet court; 3 a 5 stigmates

bilobées, ovaire infere primitivement triloculaire (Daniel, 2006).

Ses fruits sont sphériques, charnus, de 5 a 10 cm de diamétre. Ils ont une couleur verte
panachée de jaune clair (Figure 06 D) qui devient complétement jaune (Figure 06 E) a maturité
(de Septembre a Novembre). Ils sont revétus d’une écorce mince autour d’une chaire (pulpe)
légére, spongieuse, de couleur jaune orangé, trés amere et toxique (Robinson et Decker-
Walters, 1997).

Ses graines (Figure 06 F) sont ovoides et aplaties, de couleur variant de I'orange au brun

noiratre. Leur nombre peut atteindre 200 a 300 graines par fruit (Sawaya et al., 1988).

Ses racines (Figure 06 G) sont sous forme de rhizome tubéreux, charnue, épaisse et riche

en eau (Spichiger et al., 2004).
3.4.Répartition géographique

La coloquinte est adaptée aux régions tropicales et sub-tropicales, les régions désertiques
arides et les régions tempérées (Timothy, 1993). Elle peut tolérer des températures annuelles
situees entre 14.8 et 27.8 C° et des pH allant de 5 & 7.8 (Duke et al., 2008). D'aprés Ozenda
(1991), la coloquinte pousse dans tout le Sahara, au niveau des terrains sablonneux et sablo-

argileux, des lits d’oued et des dépressions.

C’est une espece résistante a la sécheresse, qui peut survivre dans les environnements
arides en maintenant son contenu hydrique sans flétrissement des feuilles ou dessiccation,

méme dans des conditions de stress severes (Dane et al., 2007).
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" (G)

FIGURE 6 : LES DIFFERENTES PARTIES DU CITRULLUS COLOCYNTHIS.

A :tiges; B : feuilles ; C: fleurs ; D : fruits a I’état frais ; E : fruits a 1’état sec ; F : graines et
G : racines (EL Fennouni, 1985).

Le Citrullus colocynthis (L.) Schrader, a un habitat si étendu (figure 07), de I'inde a
'Afrique tropicale, qui peut inclure la Méditerranée (Zohary et Hopf, 2000). C’est une espece
subspontanée originaire des régions désertiques sablonneuses d’Afrique, comme les autres
espéces de Citrullus, notamment : le Maroc, la Tunisie, la Lybie, I’Egypt, le Soudan et I’ Algérie
(Ziyyat et al., 1997).
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La coloquinte est aussi répandue dans les régions seches de 1’Asie telles que : I’Iran,
I’Traq, la Jordanie, le Pakistan et surtout I’Inde (Sain et al., 2004). Elle est prévalente au Najd,
au Hijaz et les régions de 1’ Arabie Saoudite (Ageel et al., 1987).

En Europe, elle est cultivée en France, en Grece, en ltalie, en Allemagne, au Chypre, en
Espagne, en Australie et dans d’autres pays du sud de I’Europe pour des buts ornementaux
(DeSmet et al., 1997).

En Algérie, le Citrullus colocynthis est rencontré au niveau de plusieurs régions depuis le

nord jusqu’au sud (Meziane et al., 2012).

-

e s

2

Figure 7 : Carte de la distribution africaine du Citrullus colocynthis (Stevens, 2001).
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3.5.Cycle de développement

Citrullus colocynthis est observée toute la saison des pluies. Dans les parcelles
régulierement sarclées et ou cette espece n'est pas maintenue volontairement, elle est plus
fréquente en début de cycle cultural (présente dans 25 % des parcelles) qu'en fin de cycle
cultural (présente dans 15 % des parcelles) (Keraudren, 1967).

La germination a lieu aprés le labour. La floraison intervient en aoQt, environ 5 semaines
apres la levée. La fructification débute en septembre et s'achéve en début de saison seche avec
le dessechement de la plante. Lorsque Citrullus colocynthis se développe sur des parcelles
temporairement inondées, le cycle commence apres le ressuyage du sol et se déroule pendant
la saison seche (Bourgeois, 1993).
3.6.Exigences écologiques

3.6.1. Climat

La coloquinte tolére des précipitations annuelles allant de 250 a 1 500 mm, une
température annuelle de 14,8 a 27,8 ° C et un pH de 5,0 a 7,8. Plante hautement xérophytique,
elle prospére la ou la température moyenne annuelle est comprise entre 23 et 27 ° C et les
précipitations annuelles comprises entre 25 et 37 cm. Elle tolére relativement la sécheresse et

les sols pauvres et répond bien a l'irrigation et a la fertilisation (Chialir, 1973).
3.6.2. Sols

La coloquinte se trouve a 1’état sauvage dans les régions chaudes, arides et sableuses,
jusqu'a une altitudel 500 m. Elle se nourrit de limon sableux, de sols sub-désertiques et de cotes

sablonneuses (Debuigne, 1984).
3.7.Composition et utilisation

Divers composes chimiques actifs incluant : alcaloides, flavonoides, saponines, tanins,
carbohydrates, glycosides, acides gras et huiles ont été mis en évidence dans les différentes
parties anatomiques du C. colocynthis (Jayaraman et al., 2009; Najafi et al., 2010; Salama,
2012). Les cucurbitacines semblent étre les principaux composants des fruits du Citrullus

colocynthis.

La plante contient d’autres composés tels que 1’acide citrullique (Daniel, 2006). La pulpe
des fruits contient une colocynthine glycoside (CssH34023 principe actif amer jusqu’a 14%)
(Felter, 1922), une résine nommée colocynthéine, une pectine et une gomme. Les substances
donnant la saveur extrémement amere, sont la colocynthine et la colocynthétine (une substance

cristalline). La colocynthine, sous I’influence d’une hydrolyse acide, produit une substance
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amorphe, la colocynthéine. Les fruits immatures referment le p-hydroxy benzyl methyl ester
(Hussain et al., 1992). Les graines renferment des albuminoides (6%) (Gurudeeban et al., 2010).

Les racines contiennent 1’hentriacontane (Hussain et al., 1992).

Les applications médicinales traditionnelles du Citrullus colocynthis ont inspiré de
nombreuses enquétes pharmacologiques. Plusieurs extraits et composés isolés de la plante ont
été évalues pour leurs activités biologiques, en particulier leurs activités anticancéreuses,

antimicrobiennes et antidiabétiques (Abdel-Hassan et al., 2000).

Le fruit du Citrullus colocynthis est largement utilisé par les herboristes pour le traitement
du diabéte en Iran (Huseini et al., 2009).

L'effet du Citrullus colocynthis sur la diminution du taux des lipides a été aussi démontré
par Rahbar et Nabipour (2010).

Son activité antifongique contre des souches d’Aaspergillus, des champignons plantes

pathogenes a aussi €té démontré par (Gacem et al.,2013).

L’extrait méthanolique a éprouvé un effet inhibiteur des réactions d’anaphylaxie
cutanées. De son c6té, le cucurbitacine E 2-O-beta-D-glucopyranoside, a montré une activité

antiallergique interessante (Yoshikawa et al., 2007).

Le Citrullus colocynthis est 1’une des plantes utilisées dans la médecine populaire en

raison de ses propriétés anti-inflammatoires (Marzouk et al., 2010).

Les extraits du Citrullus colocynthis sont riches en antioxydants (Sebbagh et al., 2009).
Des études réalisées in vitro sur des extraits de fruits de la plante ont révélé son excellent

potentiel antioxydant (Kumar et al., 2008).
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Chapitre 02 : Matériel et méthodes
1. Objectif

L’objectif de notre étude est I’évaluer de I'efficacité de I'extrait de feuilles de la plante
de Citrullus colocynthis, en tant que nématicide naturel riche en métabolite secondaire, et de
I’efficacité des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), rhizobactéries favorisant la

croissance des plantes sur les nématodes cécidogéne (Meloidogyne incognita).

2. Déroulement des expérimentations

Les essais d’isolement et d’identification des souches bactériennes ont été réalisés aux
laboratoires d’analyse du sol et de microbiologie de la Faculté des sciences de la nature et de la

vie, Université Ibn Khaldoun, Tiaret.

L’essai de I’évaluation in vitro des isolats PGPRs et des extraits de Citrullus colocynthis
contre les nématodes a galles a été réalisé au laboratoire de biotechnologies végétales de

I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA, Ex INA) d’Alger.

3. Matériel biologique
3.1. Matériel bactérien
3.1.1. Prélévement des échantillons

Des échantillons de sol ont été prélevés dans la rhizosphéere du palmier dattier, de la

Wilaya de Oued-Souf, durant le mois de février 2019.

Cette région a été choisie sur la base de sa vocation agricole et ces conditions
pédoclimatique difficiles. La période de tallage a été choisi pour effectuer 1’échantillonnage

(cette période est caractérisée par 1’augmentation de I’activité microbienne dans le sol).
3.1.2. Isolement des PGPR

L’isolement des bactéries a été effectué selon la méthode décrite par Kushwaha et al.
(2013). 10 g du sol rhizosphérique a été mis dans des fioles stériles de 250 ml, (pour chaque
échantillon) (Figure 08) auxquelles sont ajoutés 90 ml d’cau distillée stérile. Ensuite, les fioles

ont été mises sous agitation rotative a 150 tpm (tours par minute) pendant 20 minutes.

Par la suite, une série de dilutions jusqu’au 107 a été réalisée pour chaque échantillon
comme suit : dans un tube a essai stérile de 10 ml, 1 ml de la solution initiale a été prélevé et
09 ml d’eau distillée stérile ont été rajouté et I’ensemble a été placé sous agitation rotative
pendant 2 minutes. De la méme fagon, des séries de dilutions ont été réalisées et 1I’opération a
été répétée jusqu’a ’obtention d’une dilution de 10~
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Par la suite, une aliquote (0,1 ml) de cette suspension a été étalée sur des boites de Pétri
contenant le milieu de culture King B solide (pH=7.2) (King et al., 1948) (Annexe 1). Ces
boites de Peétri ont été incubées dans 1’étuve pendant 72 heures a une température de 28°C pour

observer les colonies de bactéries.

FIGURE 8 : DIFFERENTES ETAPES D 'ISOLEMENT DES PGPR

3.1.3. Sélection des colonies bactériennes

Les colonies bactériennes typiques (ayant la méme morphologie) ont été observées sur
les boites de Pétri, aprés 72h de culture. Deux colonies bien isolées ont été sélectionnées (Figure
09), prélevées et ré-striées sur le milieu de culture King B, puis incubées de maniere similaire

que précédemment.

Les 02 souches sélectionnées ont été codées pour faciliter leurs utilisations ultérieures,

ensuite, elles ont subi une série de multiplication (3 fois), afin d’assurer leurs puretés).

Figure 9 : Sélection des colonies des isolats des PGPR
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3.1.4. ldentification et caractérisation des PGPR

Les souches bactériennes isolées ont été étudiées sur la base de leurs caractéristiques
culturelles, morphologiques et biochimiques, en suivant le manuel de Bactériologie

Systématique de Bergey (Hoit et al., 1989).
3.1.4.1. Caractéristiques culturelles

Tous les isolats ont été striés sur les boites de Pétri. Aprés 3 jours d'incubation,
différentes caractéristiques des colonies telles que la forme des colonies (rondes,
irréguliéres...), la chromogénése (couleur de la colonie) et la surface des colonies (lisse,
rugueuse, seche, ou dentelée) ont été observées a I’aide d’un microscope optique. L’odeur des
colonies a été aussi notée.

3.1.4.2. Caractéristiques morphologiques

Les deux isolats bactériens ont été soumis a la coloration de Gram (Vincent, 1970), pour

observer la forme de ces bactéries (figure 10).

Les bactéries Gram+ sont colorées en violet. Alors que, les bactéries Gram- sont
colorées en rose, ceci étant dd a une différence de composition de la paroi.

Un frottis bactérien a été réalisé par dépots d’une goutte d’eau distillée sur une lame de
verre, prélévement d’un fragment de colonie a I’aide d’une pipette pasteur boutonnée et

dissociation soigneuse de I’inoculum dans la goutte d’eau et laisser sécher.

La préparation a été fixée a la flamme, séchée soigneusement puis laissée refroidir. La
lame a été immergée dans la solution de Cristal Violet pendant 1 min puis a été lavée avec 1’eau.
La lame a été, par la suite, immergée dans du Lugol pendant 1 min en agitant et puis elle a été

lavée a nouveau avec de 1’eau.

La préparation a été décolorée dans 1’alcool jusqu'a la disparition de la couleur violette
et puis a été lavée avec de ’eau. A nouveau, la préparation a été colorée avec la solution de
safranine diluée pendant 20 a 30 secondes, a été lavée avec I’cau et a été séchée a Dair.
L’ensemble, recouvert d’une lamelle, a été observé sous microscope optique a 1’objectif x 100,

en immersion avec de I'huile.
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FIGURE 10 : TEST DE COLORATION DE GRAM
3.1.4.3. Caractéristiques biochimiques
> Fixation de I'azote

Afin de sélectionner les bactéries fixatrices d’azote, un test a été réalisé selon la méthode
décrite par Rodge et al. (2016), les isolats ont été striés sur le milieu gélosé Ashby stérile
(Annexe 01), sans mannitol (ne contint aucune source d’azote), et incubés dans I’étuve a 25 °C
pendant 48 heures. La croissance des bactéries sur ce milieu de culture indique leurs capacités
de fixer I'azote atmosphérique (figure 11A).

» Test Catalase

Les souches bactériennes ont été examinées pour leur activité catalase selon la méthode
de MacFaddin (2000). Des cultures bactériennes fraiches ont été transférées sur une lame en
verre, puis une quantité appropriée de peroxyde d'hydrogéne (H202) a 3% a été ajouté sur les
lames. La formation de bulles d'aires en 10 secondes confirme que la souche a une activité

catalase (figure 11B).
» Test amylase

La révélation de I’activité hydrolytique de I’amidon est mise en évidence par un test

d’activité sur gélose a base d’amidon selon le protocole de Vinoth et al. (2009).

Le milieu de culture (Annexe 01) a été ensemencé, puis incubé a 30°C pendant 48 a 72
h. Ensuite, une solution de lugol, preéalablement préparée (1 g d’idoine cristallin, 2 g de KI, 300
ml d’eau distillée), mélangée et laissée au repos puis filtrée, a été versée a la surface des boites
ensemencées, quelques minutes apres, 1’exces a été éliminé et les boites ont été rincées a 1’eau

distillée (figure 11C).
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> Activité estérasique et lipasique

La recherche de ces deux activités a été effectuée sur le milieu de culture décrit par
Sierra (1957) (Annexe 01). Le Tween 80 (1%, v/v) a été ajouté pour révéler 1’activité

estérasique, tandis que, le Tween 20 a été utilisé pour mettre en évidence 1’activité lipolytique.

Le pH a été ajusté a 7,4 (Carrim et al., 2006). Aprés ensemencement, les boites ont été incubées
a 30C° pendant 48h (Figure 11D).

FIGURE 11 : CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES PGPR.
(A) : Test de fixation de I’azote ; (B) : Test catalase ; (C) : Test amylase ; (D) : Test de

’activité estérasique et lipasique.

3.2. Matériel végétal
3.2.1. Préparation des échantillons

Le matériel végétal utilisé dans notre essai est les feuilles de la coloquinte (Citrullus
colocynthis) sont originaires de la région de Reguan, wilaya d’Adrar, qui ont été débarrassées
de toutes les impuretés, séchées au laboratoire a une température ambiante située entre 25°C et
27°C, al’abri du soleil et de la lumiere pendant une durée suffisante. Les feuilles seches ont été

broyées en poudre fine a ’aide d’un broyeur électrique.
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3.2.2. Préparation de I’extrait éthanolique

Afin de préserver la totalité des molécules et des pigments, le broyat des feuilles de
Citrullus colocynthis a été conservé a température ambiante, a l'abri de la chaleur et de la
lumiere. La préparation de 1’extrait éthanolique a été faite selon la méthode de macération
décrite par Younssi et Zadeh (2002).

» Principe
Le principe de cette méthode consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide enfin
d'en extraire les principes actifs, pour ce faire, le solvant doit franchir la barriere de I'interface
solide/ liquide, ensuite dissoudre le composé actif présente a l'intérieur et I'entrainer vers
I'extérieur, I'entrée du solvant se fait par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté se fait

par dialyse ou par diffusion (Younssi et Zadeh, 2002).

» Technique
10 g de broyat de feuilles coloquinte ont été macérés dans 100 millilitres d'éthanol dilué
(70 ml éthanol et 30 ml eau destillée). Aprés une agitation de 24 h, a température ambiante
(figure 12), une filtration sur papier filtre a été réalisée. Le filtrat obtenu a été débarrasser de
son solvant (1’éthanol) par évaporation & 70°C en évaporateur rotatif. Le mélange obtenu a été
versé dans un verre a montre et placé dans une étuve ventilée a 40°C pour 1’obtention d’un

résidu sec. Ce dernier, a été rempli dans des tubes secs, fermés hermétiquement et conservés a

une température de 4°C et a I'abri de la lumiére pour des éventuelles expérimentations.

——— ,1‘
Tl

FIGURE 12 : DIFFERENTES ETAPES DE PREPARATION DE L’EXTRACTION ETHANOLIQUE.
3.2.3. Détermination du rendement d’extraction
Le poids de I'extrait sec (PS), a été calculé par la différence entre le poids de la boite
Pétri en verre contenant I'extrait et le poids la boite de Pétri vide. Le rendement de 1’extraction
(R %) est le rapport entre le poids de I'extrait sec (PS) et le poids initial (PI), est calculé par la
formule suivante :
R% = (PS/PI) x100
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3.3. Nématodes utilisés

Le test d’efficacité du produit nématicide sont réalisés au laboratoire de nématologie a

I’ENSA. Ils ont porté sur les larves (J2) et sur les ceufs de Meloidogyne spp.
3.3.1. Isolement des nématodes

Les nématodes du genre Meloidogyne ont été isolés a partir des racines de la tomate

(Solanum lycopersicum L.) et ont été identifiées sur la base de leur morphologie (Figure 13).

FIGURE 13 : ISOLEMENT DES NEMATODES

3.3.2. Culture des nématodes

Les ceufs de M. incognita ont été extraits des racines de tomate a I'aide d'une solution
de NaOCl (0,5%). Ils ont été obtenus par ringage des suspensions d'ceufs a 1'eau stérile dans un
tamis de 25 um (Hussey et Barker, 1973). Les ceufs ont été incubés pendant 3 a 5 jours dans

milieu liquide (1’eau distillé stérile) & la température ambiante (= 30 °C).

Une observation microscopique est nécessaire pour s’assurer de la présence des
nématodes dans la solution et pour évaluer leur concentration. Pour se faire, le protocole suivant
a été utilisé :

Le contenu de la boite de Pétri a été versé dans un bécher gradué auquel est ajouté
de I’eau distillée jusqu’a un volume de 100 ml. A I’aide d’une pipette, la suspension a éeté
homogénéisée la en soufflant a I’intérieur. 1 ml de cette suspension a été prélevé et mis dans un
verre de montre. Sous une loupe binoculaire, le comptage des larves a été fait. Ce prélevement
a été répété 15 fois et la moyenne a été calculée (figure 14). Suite a cette opération, la

concentration moyenne ¢évaluée était de 50 larves de J2 pour chaque 1 ml d’eau distillée.
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Figure 14 : Observation microscopique de la Meloidogyne incognita (G x 40).

4. Evaluation in vitro de I’effet des PGPR et des extraits éthanoliques sur les nématodes
a galles

4.1. Test de I’extrait éthanolique

En premier lieu, 10 g de I’extrait éthanolique a été dissout dans une solution de DMSO
(Dimethylsulfoxide) (0.1 ml de DMSO dans 10 ml d’eau distillée) sous agitation.

Deux de boites de Pétri, contenant chacune 6 places fermées, contenant chacune 1 ml
de la suspension des nématodes avec une concentration de 100 larves par ml, ont été préparées.
Ce dispositif a été choisi pour faciliter I’observation de la mobilité des larves de Meloidogyne
spp. Dans cette expérimentation, trois doses différentes de 1’extrait des feuilles de la plante ont

été utilisées en comparaison avec un bloc témoin contient 1ml de nématode (figure 15).

FIGURE 15 : DISSOUT ET AJOUT DE L'EXTRAIT AUX NEMATODES.

Trois doses ont été ajoutées aux nématodes, chaque dose contient 3 volumes (400 nl,
200 pl et 100 pl respectivement). Ces traitements ont été répétés trois fois en temps de 4h, 8h
et 12h. Le diagramme illustré dans la figure 16 résume le protocole utilisé (figure 16).
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FIGURE 16 : TRAITEMENT DES NEMATODES PAR CITRULLUS COLOSYNTHIS.
D1 :400ul, D2 : 200ul, D3 : 100ul, V : 1ml nématodes, T : témoin.

4.2. Test des PGPR

L’expérience a été menée pour les deux souches bactériennes par deux doses, avec 3

traitements, pour un total de 6 réplicas par expérience.

Comme la 1% expérience, dans chacune des places fermées des boites de Pétri,
contenant 1ml de la suspension des nématodes avec une moyenne de 100 larves de Meloidogyne
spp, deux doses différentes des solution PGPR ont été testées en comparaison avec un bloc

témoin.
Les deux expeériences ont été maintenues a la température ambiante.

Lors de la préparation du PGPR, un échantillon de bactérie P1 ensemencé dans le milieu
de culture King B a été prélevé et inséré dans un tube contenant I'eau distillée stérile qui a été

fermé hermétiqguement et mis dans un agitateur mécanique pendant un certain temps.

Apres avoir bien mélangé, avec une micropipette, une dose de 1000ul a été prise pour
Dlet a éte placée sur les nématodes. Ensuite, une dose de 500 pul pour le D2 a été prise et le
méme travail a été effectué (figure 18). Le méme protocole a été suivi pour la souche
bactérienne P2. Chaque protocole a été répété 3 fois et les résultats ont été observés apres 48

heures au microscope.
5. Analyses statistiques

Les données présentées sont des valeurs moyennes. Les mesures ont été effectuées sur
trois répétitions (n = 3) pour chaque traitement. Les données provenant des nématodes ont été
soumis a une analyse factorielle de variance (ANOVA). Les différences entre les moyennes ont

été comparées en utilisant les différences les moins significatives.
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FIGURE 17 : TRAITEMENT DES NEMATODES PAR PGPR.
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Chapitre 03 : Résultats et discussions

1. Résultats
1.1. Caractérisation et Identification des PGPR

Cette partie du travail a porté sur la caractéerisation culturelle, morphologique et
biochimique des deux souches bactériennes rhizosphériques isolées a partir de la rhizosphere

du palmier dattier, de la Wilaya de Oued-Souf. Ces souches ont été nommeées : P1 et P2.
1.1.1. Caractérisation culturelle et morphologique

La caractérisation morphologique des bactéries se fait par des techniques standardisées.
Les tests effectués sont bases sur les critéres classiques ou traditionnels utilisés dans les schémas
d’identification pratiqués dans la plupart des laboratoires de microbiologie (Denis et al., 2007).
Des observations microscopiques ont été effectuées afin de distinguer entre les formes, les

marges et les couleurs des deux souches isolées. Ces résultats sont résumés dans le tableau 02.

TABLEAU 2 : CARACTERISTIQUES CULTURELLES ET MORPHOLOGIQUES DES ISOLATS.

Isolats Couleur Marge Odeur Forme Test de Gram
Pl Jaune Lisse Odorée Coque Positive +
P2 Marron Lisse Aucune Coque Positive +

A partir de ce tableau, on remarque pour les deux isolats bactériens, que la souche P1 a

une odeur spécifique. Cependant, I'autre souche P2 n'est pas odorée.

Les résultats obtenus ont montré que les deux souches P1 et P2 ont une forme coque.
En outre, aprés le test de Gram, les deux isolats P1 et P2 ont présenté un résultat positif (Gram
+) (Figure 18).

Figure 18 : Observation microscopique des bactéries isolées
(A) : Isolat P2, (B) : Isolat P2 ; (G : X100).
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Par ailleurs, les isolats ont présenté, sur le milieu de culture King B, des colonies avec

des surfaces lisses et irrégulieres. Ainsi, la souche P1 avait une couleur jaunatre (clair), par

contre l'autre souche P2 a montré une couleur marron (figure 19).

FIGURE 19: ASPECT MORPHOLOGIQUE DES RHIZOBACTERIES SUR MILIEU « KING B » : (A) :
ISOLAT P2 ; (B) : ISOLAT P1.

1.1.2. Caractérisation biochimique
1.1.2.1 Fixation de I’azote

Les résultats obtenus ont montré que les isolats Plet P2 ont pu croitre sur le milieu de
culture Ashby qui ne contient aucune source d’azote, ce qui montre la capacité de ces souches

de fixer I’azote atmosphérique (figure 20).

Figure 20: Croissance des bactéries isolées sur le milieu de culture Ashby.
(A) : la souche P1, (B) la souche P2
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1.1.2.2.Test Catalase

Pour effectuer l'identification d'une bactérie il est préférable de connaitre son type
respiratoire. On trouve la catalase chez tous les organismes aérobies. C’est un cytochrome
appartenant a la chaine respiratoire, composée d’une succession de transporteurs d’électrons,

en particulier les cytochromes.

Dans notre étude, toutes les souches bactériennes que nous avons analysées sont des

catalases positives, dont la présence se traduit par le dégagement de bulles (Figure 21).

FIGURE 21: TEST CATALASE POUR LES SOUCHES BACTERIENNES : P1, P2.

1.1.2.3.Test d’amylase

Apres avoir placé les bactéries dans le milieu approprié pour détecter I’amylase, nous
avons observé 1’émergence d"une zone claire autour des disques dans les deux souches (figure

22), Cela prouve I'existence de l'activité de I'amylase (Vinoth et al., 2009).

Figure 22 : Test amylase pour les souches bactériennes : (A) : P2 ,(B) : P1.
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1.1.2.4. Test de I’activité estérasique et lipasique

Apres avoir préparé un milieu approprié pour détecter I’activité enzymatique de I’estraz

et de la lipase, nous y mettons les bacteéries.

Nous avons remarqué la présence d'un halo clair autour des colonies. Cela prouve

I'existence d'une activité des deux enzymes nommeées ci-dessus (figure 23).

FIGURE 23: TEST ESTERASIQUE ET LIPASIQUE POUR LES SOUCHES BACTERIENNES : (A) : P1
,(B) : P2.

D’apreés les résultats, les souches isolées a partir de la rhizosphere du palmier dattier
sont coques a Gram positif. Par ailleurs toutes les souches identifiées sont catalase+. Ces
caractéres d’identification morphologiques avec les tests biochimiques ont permis 1’orientation
vers le genre Staphylococcus pour les deux isolats bactériens (P1 & P2) selon les tableaux
d’identification (Marconi et al, 2000).

1.2.Traitement des nématodes par Citrullus colosynthis

1.2.1. Rendement d’extraction

Le rendement (I’extrait sec, obtenu aprés évaporation) a été déterminé par rapport a 10
g de la matiere végétale (broyat ou feuilles séches). Le poids de I’extrait sec est déterminé par
la différence entre le poids final (aprés évaporation) et le poids initial. Il était de 0,8617 g. et
donc, en pourcentage, le rendement d’extraction pour les feuilles de Citrullus colocynthis était
de 8,617 %.
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1.2.2. Résultats de mortalité en fonction du temps et des doses de I'extrait

Les résultats des tests d’efficacité du Citrullus colosynthis sur la mortalité des larves
sont présentés dans le tableau 03. Ces résultats montrent I’efficacité de ’activité nématicide de
la combinaison de I'extrait éthanolique sur le taux de la mortalité des larves mobiles. Cette
activité est proportionnelle a la concentration des doses est la période d’exposition avec une
tolérance de P < 0.0001

TABLEAU 3 : ANALYSE DE LA VARIANCE DE MORTALITE DES NEMATODES PAR L’EXTRAIT

ETHANOLIQUE DE CITRULLUS COLOSYNTHIS

Sources de variation ddi SCE CM F Pr>F
Extraits 5 25550,305 | 5110,061 | 14,5567 | <0,0001***
Résiduelle 30 10531,333 | 351,044

Total 35 36081,638

La présentation graphique par les courbes illustrée dans la figure 24 et le tableau 01 de
I’annexe 02, montrent I’effet des doses sur la viabilité et la mobilité des larves de nématode de
deuxieme stade en fonction du temps. Pour but de bien évaluer ’efficacité de l'extrait de
Citrullus colosynthis sur la mortalité des larves, nous avons effectué deux tests avec le méme

model expérimental en gardant les mémes doses.
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Figure 24 : Moyenne de mortalité des nématodes en fonction des différentes doses et du

temps.
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L'extrait éthanolique des feuilles de Citrullus colosynthis a enregistré un taux de
mortalité croissant durant les 12 heures de traitement pour les trois doses. Le test de
comparaison des moyennes LSD de Fisher (tableau 02, Annexe 02) a séparé trois groupes

homogénes ou chaque dose est classée dans un groupe.

Apres quatre (04) heure d’exposition des larves a I’extrait éthanolique des feuilles de
Citrullus colosynthis, la dose de 400 ul a donné une moyenne de mortalité de 54,33% suivie de
la dose de 200 ul qui a donné le pourcentage de mortalité de 32% et en dernier lieu, la dose de

100 pl a enregistré une mortalité de 17,67%.

Aprés huit (08) heure de traitement, le taux de mortalité des larves de nématode de
deuxiéme stade a augmenté pour les trois doses testées. Une moyenne de 62,33% de mortalité
a été enregistré pour la dose de 400 pl suivie de la dose de 200 ul qui a enregistré une moyenne
de 47% et puis de la dose de 100 ul ou le pourcentage de mortalité des larves de nématode était
de 25%.

Apres douze heure (12h) d’exposition des larves a I’extrait éthanolique des feuilles de
Citrullus colosynthis, le taux de mortalité des larves de nématode de deuxiéme stade a augmenté
pour les trois doses testées pour atteindre les 100% pour la dose de 400 ul. Avec la dose de
200ul, le pourcentage de mortalité des larves de Meloidogyne incognita éetait de 79,67% et était

de 59,67% de mortalité pour la dose 100pl.

D’aprés ces résultats, la dose de 400 ul était la plus efficace par rapport aux deux autres
doses (200 pl et 100 pl). Par conséquent, plus la dose de I’extrait de Citrullus colosynthis est
élevée et plus la durée de I'expérience est longue, plus le taux de mortalité des Meloidogyne

incognita est élevé.
1.3.Traitement des nématodes par PGPR

Apres 72 heure d’exposition des nématodes aux deux isolats de PGPR (P1 et P2), et
aprés avoir placé les boites au microscope, aucune mortalité des larves de nématodes

Meloidogyne incognita par PGPR n’a été observée.

Les traitements ont été préparés a nouveau, en augmentant le volume de traitement et
les doses en quantité double et en laissant séjournés ensemble, les larves de nématodes
Meloidogyne incognita et les solutions contenant les isolats des PGPR (P1 et P2) pendant 72
heures. L’observation au microscope, n’a révélé aucune mortalité des larves de nématodes

Meloidogyne incognita par PGPR. Donc le résultat est négatif.
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2. Discussions
2.1. Isolement et identification des PGPR

Afin d’étudier I’effet les deux isolats de PGPR sur les nématodes, il fallait tout d’abord
les identifier. Dans cette étude, des méthodes classiques d’identification (morphologiques et
biochimiques), ont été utilisée pour ’identification des deux souches bactériennes isolées a
partir de la rhizosphére du palmier dattier dans la région d’Oued Souf. Les isolats ont été
nommes : P1 et P2. Ces PGPR ont été identités et ils appartiennent au genre Staphylococcus,

selon les catalogues d’identification.

Dans une étude réalisée par Singh et al. (2006), sur 72 souches isolées a partir de la
rhizosphere du palmier dattier, les Staphylococcus représentent plus des 30% des isolats.

Staphylococcus est une bactérie a Gram positif, en forme de coque, non mobiles, est a
catalase positive et aéro-anaérobies facultatives (Emilie, 2007). Elle caractérisé par un grand

potentiel de biofilm.

2.2. Caracteristiques des PGPR qui favorisant la croissance des plantes

L'azote (N) est considéré comme un élément principal pour la nutrition des plantes
(Coruzzi et Bush, 2001). La teneur en azote est I'un des facteurs les plus importants qui affectent
la croissance des cultures et détermine la qualité et la quantité des rendements des cultures
(Améncio et Stulen, 2004). L’atmosphére est la principale source d'azote, sous forme
diatomique (N2) (Sheppard et Wallander, 2004), il est rendu disponible pour les plantes par
minéralisation liée a I'activité des bactéries (Mengel, 1982). En outre, certains PGPR facilitent
la croissance et le développement des plantes par ’apport d’azote aux plantes par fixation

d'azote atmosphérique (Figueiredo et al., 2008).

La croissance des bactéries sur le milieu de culture «Ashby» dépend de leur aptitude a
fixer 1’azote. Dans notre étude, on a trouvé que les deux isolats ont fixé 1’azote et ont pus se

développer sur le milieu Ashby.

Plusieurs auteurs ont supposé que la majorité des bactéries rhizosphérique ont la
capacité de fixer I’azote atmosphérique ce qui augmentent le rendement des cultures (Rodge et
al., 2016). La fixation d’azote par les bactéries pour les cultures 1égumineuses est bien connue
et étudiée (Barea et al., 2005 ; Esitken et al., 2006). Les études montrent que la fixation d’azote
se fait principalement par ; Rhizobium sp. ; Staphylococcus Sp. ; Azotobacter sp. ; Bacillus
sp...etc. (Vogel et al., 2016). De méme, les PGPR peuvent aussi fixer I’azote atmosphérique
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(N2) pour d’autres cultures, les céréales (mais, riz et ble) et les Iégumes (laitue et radis) (Antoun
et Prévost 2005). Par la suite, il est devenu évident que ces rhizobactéries améliorent de maniere
significative la longueur des racines, le nombre de feuilles et la taille des fruits. Aussi, la
capacité des PGPR de fixer I'azote dans le sol et d'améliorer les rendements des cultures pourrait

remplacer l'utilisation d'engrais azotés (Vessey, 2003).

Les deux isolats ont montré des résultats positifs pour la production de catalase.
L'activité de la catalase dans les souches bactériennes peut étre potentiellement trés avantageuse
et les souches bactériennes montrant une activité catalase doivent étre tres résistantes aux stress

environnementaux, mécaniques et chimiques (Singh et al., 2006).

Pour les amylases, sont des enzymes qui hydrolysent I’amidon ou le glycogéne, elles
peuvent dériver de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les microorganismes.
Ces derniers sont plus favorisés grace a leur large disponibilité et leur production volumineuse
a I’échelle industrielle (Vidyalakshmi et al., 2009). Dans cette étude, I"activité amylasique est
révélée chez les deux isolats, la synthése de ces enzymes par les bactéries du sol permet une
dégradation de la matiere organique et fournit les éléments nécessaires pour la croissance des

plantes.

Dans leur étude sur Staphylococcus et Bacillus, Obi et Odibo (1984) ont révélé une
production de quantités considérables en a-amylases. Selon Whipps (2001) et Siddiqui (2005),
I’amylase produite par les Staphylococcus stimule la croissance et la santé des plantes.

Les estérases et les lipases ont été mises en évidence en 1901 chez des bactéries telles
que Bacillus, Pseudomonas et Staphylococcus (Fickers et al., 2008). L’intérét des lipases
microbiennes n’a cessé d’augmenter au cours des 25 dernieres années, principalement en raison
du grand nombre d’applications qu’elles offrent dans différents domaines. Les lipases
microbiennes présentent comme avantages d’une part, les procédés de fabrication qui sont
relativement simples comparés aux lipases d’origine animale, et d’autre part, elles montrent une
grande stabilité vis-a-vis de la temperature, des détergents et des enzymes protéolytiques.
(Sharmaet al., 2001). Dans ce travail, les deux isolats exhibent une activité de 100% lipolytique

et estéarique.

Cette activité biologique est surtout liée a leur effet sur les lipides de la membrane
cellulaire ou ils peuvent favoriser selon la concentration, la formation de pores irréversibles

dans la double couche de phospholipides. Ces peptides antifongiques inhibent la croissance d'un
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grand nombre de champignons y compris Aspergillus, Penicillium, Fusarium, les bactéries et

les oomyceétes (Munimbazi et Bullerman, 1998).
2.3. Traitement de nématodes par Citrullus colosynthis

Les nématodes a galles constituent I’un des ravageurs d’importance économique pour
la culture de Citrullus colosynthis (Van der VVossen et al., 2004). En I’absence d’une méthode
de lutte adéquate contre les nématodes a galles, la culture de Citrullus colosynthis est
hypothéquée (Affokpon et al., 2014). La présente étude constitue & notre connaissance la
premiére évaluation d’agents de lutte biologique et d’extraits botaniques appliqués seuls, pour

le contr6le des Meloidogyne incognita.

L’application de la poudre de feuilles de Citrullus colosynthis seule, une semaine avant
le semis , a montré une réduction significative des populations de Meloidogyne incognita,
comparativement aux parcelles traitées avec le nématicide Furadan et celles non traitées et
I’effet des dérivés de C. colosynthis sur les Meloidogyne incognita a été antérieurement évalué
sur d’autres cultures dont la courge, la tomate et la grande morelle (Affokpon et al., 2012). 1l a
été observé une diminution de 47% du nombre de masses d’ceufs sur le systéme racinaire de la
courge et de 51 et 81% les taux de reproduction des nématodes dans les parcelles de tomate et

de grande morelle.

Plusieurs auteurs ont expliqué que 1’effet nématicide des dérivés de C. colosynthis
contre les M. incognita est d0 a certains composés nématotoxiques, notamment azadirachtin et
autres triterpénoides (Akhtar et Malik, 2000) . Comparant I’effet de deux dérivés de C.
colosynthis contre les nématodes sur la tomate, Affokpon et al. (2012) ont constaté que la C.

colosynthis a un effet plus persistant.

Dans la présente étude, la persistance de 1’effet de l'extrait a été aussi remarquée a travers

la faible densité de populations des nématodes (aprés 12 h).
2.4. Traitement de nématodes par PGPR

Notre expérience a montre que les souches bactériennes genre staphylococcus ne
présentaient aucune interaction avec les nématodes, car ceux-ci restaient en vie et se déplagaient

au milieu et nous ne trouvions aucun déceés, le nombre demeurait tel quel.

Il n'y a pas de travail, dexpérience ou darticle qui parle de l'effet du PGPR

Staphylococcus sur le nématode de genre Meloidogyne incognita.

42



Résultats et discussions

Par contre Il y a un effet sur la mort des nématodes par PGPR Psedomonas, et ce dernier
n'est pas seulement affecté sauf si elles sont trées nombreuses (forte dose), auquel cas il devient

Iéthargique et peut mourir, dans notre expérience, c'est la possibilité que cela se produise.

Le nématode ne parait pas affecté par les bactéries, sauf si elles sont trés nombreuses
(forte dose), auquel il devient léthargique et peut mourir (Sayre et al., 1991) Dans notre
expérience, c'est la possibilité que cela se produise ou au fait que le nématode central affecte
négativement les bactéries, ou que les bactéries utilisées n'ont aucun effet sur les nématodes

genre Meloidogyne incognita
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Conclusion

Malgré des siécles de développement technologique, les ravageurs des cultures
continuent a causer de sérieux dommages a la production agricole a travers le monde entier.
Une résolution certaine bien établie a ce probleme consiste a faire appel a des ennemis naturels
appelés également agents de lutte biologique afin de contréler les attaques des ravageurs tout
en gardant 1’équilibre biologique et naturel de I’environnement. Parmi ces ravageurs, figurent
les nématodes a galles du genre Meloidogyne. Ces bioagresseurs s’attaquent principalement
aux cultures de solanacées, dont la tomate présente une plante héte du premier rang. La
difficulté de leur contréle et leur élimination fait de ces anguillules un ravageur redoutable.
Pour cette raison, plusieurs travaux sont réalisés par de nombreux chercheurs scientifiques pour

but de trouver de meilleures solutions pour limiter les dégats.

Les nématodes a galles du genre Meloidogyne, survivent dans le sol sous forme de

larves de deuxiéme stade (j2), logées dans la coquille de 1’ceuf.

L’application des agents chimiques pour le controle de celles-ci n’a donc cessé
d'augmenter. Par conséquent, I’augmentation de I’utilisation d’un certain nombre de pesticides

a eu des effets négatifs sur la santé humaine et sur I'environnement.

Notre expérimentation avait pour objectif de proposer une alternative a 1’utilisation de
traitements chimiques polluante et onéreuse. Nous voulons mettre en évidence 1’efficacité
d’isolats bactériens PGPR (P1 et P2) sur les larves (j2) de Meloidogyne. Ces deux bactéries sont

du genre Staphylococcus, ont été formulées pour des applications contre les nématodes a galles.

Les tests réalisés in vitro concernant 1’efficacité de ces deux souches en fonction des
concentrations et du temps d’exposition sur le taux de mortalité des larves a donné des résultats
négatifs. Aucune mortalité n'a été observé. Ainsi, les souches étudiées n’ont aucune efficacité

contre les nématodes genre Meloidogyne incognita.

Lorsque nous expérimentons avec les extraits éthanoliques des feuilles de la plante
Citrullus colosynthis, en trois doses (400 pl, 200 pl et 100 pl), nous avons trouvé des résultats
étonnants : I'efficacité de Citrullus colosynthis est trés élevée. A différents moments (4h, 8h,

12h), I’efficacité observée a atteint 100% de mortalités.

Ceci est d0 a la composition de la plante Citrullus colosynthis. Ceci est prometteur et
motive les chercheurs a trouver des solutions pour remplacer les engrais chimiques qui
constituent une menace pour la santé des sols, de I'nomme, des animaux et des plantes, d'une

maniere qui est Inoffensif ou moins nocif.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture

Composition du milieu King B en (g/l) pH =7,2

Peptone (DiIfC0o).....ouviiiii e 209
GIYCEIOl (Prolabo) .......oovieieeieeeeeee e e 15 ml
KoHPO4 (SIZMA) ...veiiei e e e 159
MOS0 (SIZIMA) ...t e 115¢g
AGAr (SIZIMA) ..ot 159
BAU diStIlIER. . ..o et e 1000 ml

Composition du milieu Ashby sans azote en (g/l)

Mannitol ........oooiiii e 200
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4) .....c.cccovvviiiiiiiiienecceeeee, 0,209
Sulfate de magnésium (MgSO4) .......cuiuiiiiniieeeeee e 0,200 ¢
Chlorure de sodium (NACI) ....c..ooieiiiiiiiie e 0,200 g
Sulfate de potassium (K2SOs)......ccuciiviiiiiiieiie e 0,10¢g
Carbonate de calcium (CACO3) ......oveiiiiiriiiieieiee e 59
AT e e 15¢
Eau diStillée. .....oooniii i e 1000 ml

KNS o 0,59
K2HPO A . 109
MOS0 et bbbt 0,29

O 01 SRR 0,19
T O L OSSR 0,001g
AMIAON SOIUDIE ... e 10¢

N T PP UPRPPRTI 159
Eau distill€e. . ...ovvneitii e e 1000 ml

Solution de Lugol

1 g d’idoine cristallin,
2 g de KI,
300 ml d’eau distillée

Composition de milieu pour P’activité estérasique et lipasique

T 0] (0] PRSPPI 109
NN =T TP RSUP PRSI 50

(OF (0 1] - 172 USSP 0,19
AN < 18 ¢

Tween 80 (1%, V/v).
Tween 20 (1%, v/v).



ANnexes

Annexe 02 : Statistiques de traitement des nématodes par I’extrait éthanolique de

Citrullus colosynthis

Tableau 01 : Moyennes de mortalité des nématodes.

Dose 400 & 200 @ 100 400 @ 200 @ 100 400 = 200 | 100
t1 pl pl pl ot | pl e opl ot | pl pl pl
Control | O 0 0 0 0 0 0 0 0
48 36 15 61 54 21 100 @ 80 54
4h 52 29 18 8h 59 42 24 | 12h 100 @ 77 61
63 31 20 67 45 30 100 @ 82 64
Moyennes | 54,33 32 | 17,67 62,33 47 25 100 | 79,67 59,67
Tableau 02 : Test de comparaison des moyennes (Fischer, LSD).
Doses Moyennes estimées | Ecarts types Groupes homogénes
D1 72,2222 6,2454 A
D2 52,8889 6,2454 A B
D3 34,1111 6,2454 B C
Control 0 10,8173 C




Résumé

Les nématodes a galles (Meloidogyne spp.) sont 1'un des organismes nuisibles les plus
répandus limitant la productivité agricole mondiale ; et leur maitrise a 1’avenir dépendra dans
une large mesure du développement continu de variétés résistantes ainsi que de pratiques de
gestion prudentes reposant moins sur les plantes des stratégies intégrées pour lutter contre les
agents pathogénes. Jusqu'a présent, les nématicides systémiques conventionnels étaient
facilement utilisés par les travailleurs précédents dans plusieurs cultures pour la gestion du
nématode cécidogene. Cependant, des effets néfastes sur I'environnement et la santé humaine
limitent I'utilisation de tels nématicides.

Par conséquent, dans la présente étude, I’effet de deux souches de PGPR sur les
nématodes a été testé et aucun effet n’a été démontré sur les nématodes.

La propriété biopesticide de I'extrait de feuille de Citrullus colocynthis sur le nématode
genre Meloidogyne incognita a été mise en ceuvre, les résultats ont montré que la plante de
Citrullus colosynthis jouent un role trés efficace dans la mortalité des nématodes et pourraient
constituer la meilleure alternative aux pesticides chimiques.

Les mots clés : nématodes, Meloidogyne incognita, Citrullus colosynthis, extrait
éthanolique, mortalités.

Abstract

Root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) are one of the most prevalent pests limiting
global agricultural productivity and their control in the future will depend to a large extent on
the continued development of resistant varieties and prudent management practices. less on
planting integrated strategies for controlling pathogens. Until now, conventional systemic
nematicides have been readily used by previous workers in several crops for the management
of the root-knot nematode. However, adverse effects on the environment and human health
limit the use of such nematicides.

Therefore, in this investigation the effect of two strains of PGPR on nematodes was
tested and no effects were demonstrated on nematodes.

The biopesticide property of the leaf extract of Citrullus colocynthis on the genus
Meloidogyne incognita nematode was implemented, the results showed that Citrullus
colosynthis plant play a very effective role in nematode mortality and could be the best
alternative to chemical pesticides.

Key words: nematodes, Meloidogyne incognita, Citrullus colosynthis, ethanolic
extract, mortalities.
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