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Résumé

La culture de tomate occupe une place privilégiée dans le secteur socio-économique. Cette culture est
sujette @ de nombreuses maladies causées par divers agents pathogenes principalement par le champignon
Fusarium oxysporum f.sp.radicis radicis-radicis-lycopersici, responsable de la pourriture des racines et du
collet. La lutte contre ces maladies des plantes dépend en grande partie des produits chimiques principalement
les fongicides qui ont des effets nocives pour la santé de I’homme et pour 1’environnement. Par conséquent,
I’utilisation des plantes médicinales est une solution alternative et optimale.

Cette étude a pour objectif de tester, in vivo, I’activité antifongique des extraits méthanoliques des
feuilles et des racines du lupin blanc (Lupinus albus L.) sur le développement du Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-radicis-radicis-lycopersici, chez la tomate.

A travers les résultats obtenus, nous avons remarqué que les extraits méthanoliques des feuilles et des
racines du lupin blanc (Lupinus albus) avaient une bonne efficacité contre le Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
radicis-radicis-lycopersici et qu'ils ont permis un bon développement de la partie aérienne et racinaires, de
réduire I'indice de maladie et de favoriser I'accumulation de la proline au niveau des feuilles et des racines des
plantes de tomate infectées.

L’utilisation des extraits du lupin blanc s’aveére efficace pour protéger les cultures de tomates contre
ce pathogene.

Mots clés : Fusarium oxysporum f.sp.radicis- radicis-radicis-lycopersici ; Tomate ; Extraits des feuilles ;
Extraits des racines ; Fongicide ; Lupinus albus L,
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Abstract

The tomato culture occupies a privileged place in the socio-economic sector. Tomato crops are subject
to many diseases especially wilt disease caused by the fungus Fusarium oxysporum f.sp.radicis- radicis-
radicis-lycopersici, responsible of root and crown rot. The control of these plant diseases depends largely on
chemical products mainly fungicides which have harmful effects on human health and the environment.
Therefore, the use of medicinal plants is an alternative and optimal solution.

This study concerns the in vivo test of the antifungal activity of methanolic extracts of leaves and roots
of white lupin (Lupinus albus L.) on the development of Fusarium oxysporum f.sp.radicis- radicis-radicis-
lycopersici, in tomato.

Through the results obtained, we noticed that the methanolic extracts of the leaves and roots of white
lupin had a good efficiency against Fusarium and that they allowed a good development of the aerial and root
parts, reducing the disease index and favouring the accumulation of proline at the level of the leaves and roots
of infected tomato plants.

The use of white lupin extracts is proving effective in protecting tomato crops against this pathogen.

Key words: Fusarium oxysporum f. sp.radicis- radicis-radicis-lycopersici ; Tomato ; Fungicide ; leaf extract
; root extract ; Lupinus albus L.
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Introduction

Consommeée fraiche ou transformée, la tomate tient actuellement une place de choix
dans l'alimentation humaine. C'est en effet le premier Iégume au plan mondial, avec un volume
de production de plus de 120 millions de tonnes et une superficie cultivée supeérieure a 4
millions d'hectares (Blancard et al., 2009 ; Worku et Sahe, 2018). Elle est originaire des Andes
d’ Amérique du Sud. Elle fut domestiquée au Mexique, puis introduite en Europe en 1544. De
1a, sa culture s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est, en Afrique et en Moyen Orient (Naika
et al., 2005)

La tomate est considérée comme I'une des cultures Iégumieres les plus importantes et
les plus rémunératrices du monde en raison de sa haute valeur nutritive ainsi que de ses

propriétés antioxydantes et curatives (Biswas et al., 2012).

Les fruits sont riches en minéraux, en vitamines, en acides aminés essentiels, en sucres
ainsi qu’en fibres alimentaires. La tomate contient beaucoup de vitamines B et C, de fer et de
phosphore (Naika et al.,2005). Le lycopéne, pigment rouge, que la tomate contient en abondance,
présente un intérét certain car le lycopene a un pouvoir antioxydant élevé contre les radicaux

libre d'oxygene qui provoquent certains anomalies séveéres (Worku et Sahe, 2018).

La tomate est sensible a différentes moisissures, bactéries et virus. Les moisissures et
les bactéries provoquent des maladies au niveau des feuilles, des fruits ou des racines. Une
infection virale provoque souvent une croissance retardée et une diminution au niveau de la
production. Les dommages causes par les maladies peuvent conduire a une reduction

considérable de la récolte (Naika et al., 2005).

Des études antérieures indiquent que les principales maladies de la tomate qui ont une
importance économique sont L’alternariose (Alternaria solani), le mildiou (Phytopthora
infestans), la tache septorienne (Septoria radicis-radicis-lycopersici), les virus, l'oidium
(Leveilula taurica), le nématode des racines (Meloidogyne spp.), la fusariose et le flétrissement
bactérien (Worku et Sahe, 2018).

Une infection fongique est souvent causée par des spores fongiques qui se sont posées
sur les feuilles, y ont germé puis ont pénétré le tissu de la plante par le biais des stomates (de
petits orifices dans la peau des plantes), des blessures ou parfois méme directement au travers

de la peau de la plante (Naika et al., 2005).

La maladie de la pourriture racinaire, causée par le Fusarium oxysporum f.sp. radicis-

radicis-lycopersici, est I'une des maladies les plus dévastatrices de la tomate. Les effets de cet
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agent pathogene peuvent réduire considérablement le rendement des cultures de tomate ou

entrainer leur mort dans les cas graves (Akladious et al., 2015).

Le Fusarium oxysporum, pénétre par les racines et interfere avec les vaisseaux
conducteurs d'eau de la plante. Lorsque l'infection se propage dans les tiges et les feuilles, elle
restreint la circulation de I'eau, ce qui provoque le flétrissement et le jaunissement du feuillage.
Les symptomes apparaissent souvent plus tard dans la saison de croissance (floraison et
fructification) et sont d'abord remarqués sur les feuilles inférieures (plus agées) sous forme de
taches jaunes et de flétrissement. A mesure que la maladie progresse, les jeunes feuilles sont
également touchées et la plante finit par mourir. Dans de nombreux cas, seule une branche ou

un coté de la plante présente des symptémes (Worku et Sahe, 2018).

Les plantes possedent des systemes de défense latents qui peuvent étre activés en cas
d'attaque par des agents pathogenes. La résistance induite chez les plantes désigne un état de
capacité défensive accrue créé par un stimulus préalable. Deux types différents de résistance
induite ont été largement étudiés : la résistance systémique acquise et la résistance systémique
induite. La résistance systémique acquise est induite par I'exposition d'une plante a des éliciteurs
abiotiques (produits chimiques) ou biotiques (microorganismes pathogénes et non pathogenes),
dépend de la production de salicylate (acide salicylique) et est associé a l'accumulation de
protéines liées a la pathogénese (PR). La résistance systémique induite est déclenché par
l'exposition des racines a des souches spécificales de rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR), en particulier Bacillus et Pseudomonas spp, est dépendant de I'éthyléne et du
jasmonate (acide jasmonique), indépendant du salicylate, et n'est pas associé a l'accumulation
de protéines PGPR (McGovern, 2015).

De nombreuses maladies des plantes dépendent fortement des produits agrochimiques
et principalement des fongicides. Ces fongicides peuvent prévenir l'infection mais n'ont pas
tous une activité curative ; par conséquent, I'intervalle entre les pulvérisations est généralement
court (Worku et Sahe, 2018). En plus de I'apparition d'isolats plus agressifs, et d'isolats qui ne
sont plus inhibés par les protections chimiques, la charge sur I'environnement est donc élevée,
dont entre autres, I"accumulation des résidus entrainant la pollution des sols , I"apparition et la
généralisation des mécanismes de résistance chez les pathogenes et le déséquilibre écologique
da au fait que beaucoup de ces composés de synthése ont un large spectre d’action, détruisant
non seulement les agents nuisibles, mais également les autres populations de |I"écosysteme

(Rakotoarimanga et al., 2014).
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Il est donc nécessaire de développer de nouvelles stratégies de lutte efficaces qui ne
compromettent pas la sécurité environnementale (Silva et al., 2017), ¢’est ce qu’on appelle "la
lutte biologique" qui est basée sur la compétition pour les nutriments essentiels, sur 1’activité
antagoniste vis-a-vis de la croissance des pathogénes via la production d’antibiotiques ou
d’enzymes et/ou sur leur capacité a stimuler des systeémes de défense chez 1’hote végétal
(Rakotoarimanga et al., 2014). L'utilisation de la lutte biologique conduit & la protection la
biodiversité et/ou la protection des produits récoltés dans les systémes naturels et contribue a la
restauration de systemes naturels affectés par des espéces adventices, voire la préservation de
services écosystémiques, sans oublier que des programmes efficaces de lutte biologique
supprimant organismes cibles d'importance économique ont apporté des avantages monétaires
directs aux producteurs, non seulement mais en particulier pour ceux qui utilisent une approche
(De Clercq et al., 2011).

L'utilisation d'extrait de plantes est I'une des méthodes les plus prometteuses, plus
efficaces, slres et écologiques pour éradiquer 1’agent pathogéne de la tomate mire (Nasrin et
al., 2018). Les extraits végétaux constituent des solutions de lutte particulierement durables.
Ainsi, différentes substances naturelles d’origine végétale comme la laminarine issue d’une
algue brune, et toute une gamme diversifiée d’extraits de plantes, tant dans I’espéce que dans
la méthode d’extraction utilisée (extraits aqueux, extraits alcooliques, et huiles essentielles) ont
¢été testées en vue d’étre utilisées contre les agents phytopathogenes et ont montré leurs

efficacités (Angaman et al., 2020).

Dans ce cas-la nous allons mettre la lumiére sur la plante du lupin et précisément
(Lupinus albus L.) et son effet antifongique.

Le genre Lupinus L. (Fabaceae), un genre vaste et diversifie, comprend plus de 200
espéces tels que Lupinus albus, Lupinus lutus, L. angustifolius, L. micranthus, L. varius, L.
hispanicus (Erdemoglu et al., 2007).

Le lupin blanc (Lupinus albus L.) est une Iégumineuse de grande culture a forte teneur
en protéines. Il présente de nombreux avantages pour la consommation humaine et est utilise a

des fins médicales et industrielles, ainsi que pour son efficacité dans la fixation de 1’azote (Abd

El-Rahman et al., 2012).

Il a été rapporté que le lupin blanc Lupinus albus cultivé en Turquie contenait des
quantites élevées de protéines (32,2%), de fibres (16,2%), d'huile (5,95%) et de sucre (5,82%).

Les valeurs moyennes des minéraux tels que le phosphore, le fer, le zinc et le calcium étaient
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respectivement de 248,90, 12,51, 4,68 et 82,56 mg/100 g. L'huile des graines était composée de
13,5% d'acides gras saturés, 55,4% d'acides gras monoinsaturés et 31,1% d'acides gras
polyinsaturés. Le saccharose constituait 71 % de la teneur totale en sucre des graines. Les
graines de lupin contenaient 3,9 mg/kg de thiamine, 2,3 mg/kg de ribofl avine et 39 mg/kg de
niacine. Ils ont constaté que le lupin est un excellent matériau alimentaire a haute valeur
nutritionnelle (Lim, 2011).

Les graines de lupin obtenues a partir de L. albus sont utilisées comme diurétique
antihelminthique et tonique dans la medecine populaire. En, outre, ils sont utilisés dans le
traitement des troubles hépatiques, du diabéte, des hémorroides et de 1’eczéma (Erdemoglu et
al., 2007).

Les composés phénoliques les plus abondants détectés dans les graines de lupin
appartiennent aux sous-classes des acides phénoliques, des flavones et des isoflavones
(Karamaca et al., 2018). Dans des études antérieures, des corrélations positives entre les
contenus pheénoliques totaux (TPCs) et les activités antioxydantes ont eté rapportées. Des
activités antibactériennes et antimutagénes pour les extraits polyphénoliques de graines de lupin

ont également été observées (Karamaca et al., 2018).

C’est dans ce contexte que nous avons proposé, dans le cadre d’accomplissement d’un
projet de fin d’é¢tude de Master en sécurité alimentaire, a réaliser un travail dont 1’objectif
consiste a trouver des solutions alternatives pour lutter contre la maladie de la pourriture
racinaire de la tomate, causée par le Fusarium oxysporum f.sp. radicis-radicis-lycopersici, en
utilisant les extraits d'une plante medicinale (Lupinus albus L.), pour éviter les effets négatifs
et les risques des pesticides chimiques .
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1. Objectif de I’étude

L’objectif de notre étude est 1’évaluation de ’efficacité des extraits méthanoliques des
feuilles et des racines du Lupin blanc (Lupinus albus L.) sur le développent du Fusarium

oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici chez la tomate.
2. Matériel

Notre essai de la détermination de D’activité antifongique des extraits des plantes
médicinales sur la croissance du Fusarium oxysporum f.sp.radicis- radicis-radicis-lycopersici
chez la tomate a été réalisé au niveau du laboratoire d’hygiéne et pathologie animale a I'' TMA

(Institue Technique des Moyens Agricoles), université Ibn Khaldoun-Tiaret-.
2.1. Matériel végétal utilisé dans I’essai

La tomate (Solanum lycopersicum) est utilisee comme plante héte. Cette plante a été
choisie en raison de sa sensibilité a 1’égard du Fusarium oxysporum f. sp. radicis- radicis-
radicis-lycopersici. Il s'agit de la variété hybride « Aicha», originaire de la Chine et

sélectionnée par l'organisme "griffaton™ en France.

Les feuilles et les racines du lupin blanc (Lupinus albus L.) étaient utilisées pour la

préparation des extraits méthanoliques.

Une culture en pot a été préparée. Les graines de lupin blanc étaient germées puis
transplantées dans des pots contenant substrat stérilisé composé des volumes égaux de sol, sable
et de terreau. Les plantes du lupin blanc étaient irriguées réguliérement par 1’eau de robinet.
Aprés une période de trois mois, les plantes ont été récoltées et séchées a I’air libre et a

I’obscurité pour servir, par la suite, pour la préparation des extraits.
2.2. Matériel microbiologique

Pour le test antifongique, la souche Fusarium oxysporum f.sp.radicis- Radicis-radicis-
lycopersici, fournis aimablement par le laboratoire de microbiologie appliqué de l'université
d'Oran, était utilisée comme champignon phytopathogene. Ce dernier attaque les parties
racinaires de la tomate. Cette souche fongique était référenciee dans Genbank accession sous
le numéro MG973090 (Yezli et al., 2019).

3. Méthodes
3.1. Préparation de la plante hote (tomate)
Les graines des tomates ont été désinfectées, en les trempant pendant Smin dans 1’eau

de javel puis les rincer plusieurs fois par ’eau distillée. Les graines désinfectées étaient placées
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immédiatement dans des boites de pétri sur un papier buvard imbibé avec I'eau distillée. Les
boites étaient placées dans une étuve ventilée a une température de 25°C pendant une période
de 7jours. Aprés la germination des graines et la sortie de la radicule, les plantules de tomates
dans une étuve ventilée. Les plantules étaient irriguées quotidiennement avec 1’eau de robinier
et ont été maintenue dans les alvéoles jusqu'au stade 4 feuilles.

Par la suite, les plantules ont été transplantées dans des pots de 1 litre de volume a raison
d'une plantule par pot. Les pots contenaient un substrat composé de sol, sable et terreau (1v:
1v: 1v). Ce substrat était préalablement stérilisé & 120 °C pendant 3 heures dans une étuve

ventilée (Fig. 1).

Figure 1: Préparation du substrat utilisé pour la culture de tomate.

3.2. Préparation des extraits méthanoliques

L'extrait méthanolique des feuilles et des racines de lupin blanc était préparé selon le
protocole décrit par Bougandoura et Bendimerad (2012) ou 400 mg de la matiere séche (feuilles
ou racines) était macérée dans 20 ml de méthanol (80%). Le macérat était filtré en utilisant un

papier filtre et était conservé a 4°C jusqu’a son utilisation (Fig. 2).

(A)
Figure 2: Préparation des extraits méthanoliques des feuilles et des racines de lupin blanc.
(A): feuilles et (B): racines.
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3.3. Détermination de I’efficacité in vivo des extraits de Lupinus albus contre Fusarium
oxysporum f. sp. radicis- radicis-radicis-lycopersici
3.3.1. Préparation de milieu de culture
Le milieu de culture a base de pomme de terre est trés recommandé pour la culture des
champignons sporophytes comme le Fusarium oxysporum f.sp. radicis- radicis-radicis-

lycopersici.

Le milieu de culture PSA (Pomme de terre-Saccharose-Agar) été préparé en portant a
ébullition, pendant 25 minutes, 300g de pomme de terre, bien lavée, épluchée et coupée en
petits dés, dans un litre d’eau distillée. La suspension était laissée décanter et le bouillon obtenu
(environ 300 ml) était filtré. 20g d’agar agar et 20 g de saccharose était ajouté au bouillon de
pomme de terre qui était ajusté au volume de 1000 ml par I’eau distillée (Fig. 3). Le mélange
était place par la suite sur une plaque chauffante agitatrice jusqu’a I’obtention d’une solution
homogene. Le milieu de culture PSA obtenu était versé dans des flacons, ces derniers étaient
placés dans un autoclave a 121 bars pendant 15min pour but de stérilisation. Une fois la
stérilisation terminée, le milieu de culture était distribué dans des boites de Pétri a raison de 15
ml par boite et laissé se solidifier (Mondo et al., 2016).

Figure 3: Préparation de milieu de culture (PSA)

3.3.2. Repiquage du champignon

Apres refroidissement du milieu de culture et a ’aide d’une pipette Pasteur stérile, un
fragment de mycélium de 6 mm de diameétre était pris et déposé au centre de la boite Pétri (Fig.
4). Plusieurs boites de Pétri étaient préparé par le méme principe. Ces boites de Pétri étaient

incubées a 25 °C pendant 7 jours dans une étuve ventilée.
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Figure 4: Repiquage du champignon Fusarium oxysporum f.sp. radicis- radicis-radicis-

lycopersici sur le milieu PSA.

3.3.3. Préparation de I'inoculum fongique

L'inoculum fongique était préparé en récupérant le contenu de la boite de Pétri dans 10
ml d'eau distillée stérilisée (Fig. 5). Apres raclage a 1’aide d’une pipette Pasteur, la suspension
de spores du champignon en question était récupérée dans une fiole prealablement autoclavée,
a laquelle étaient rajouté quelques gouttes de Tween 20 pour aider la dispersion des spores
(Gnancadja et al., 2015).

F

Figure 5: Préparation de I'inoculum fongique

Cette opération était suivie par le comptage des spores a 1’aide d’une cellule de
Malassez. Le comptage permet d’avoir le méme nombre de spores au niveau de la fiole, ainsi

la suspension est ajustée a raison de 108 spores par millilitre.

La cellule de Malassez, inventée par Louis-Charles Malassez, ou Hématimétre de
Malassez est un hematimétre qui permet de compter le nombre de cellules en suspension dans
une solution. Le résultat d’un comptage est exprimé en concentration cellulaire, c’est a dire en
unité d’événements par unité de volume (par ex. nombre de cellules / ml). La cellule de
Malassez est constituée par une lame de verre épaisse creusée de 2 rigoles délimitant un
plancher au centre du quel est tracé un quadrillage. Les 2 plateaux suréleves servent de support

alalamelle. Les rectangles quadrillés, formés de 20 carreaux constituent les zones de comptage.
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Chacun de ces rectangles a une surface de 0,05 mm2. La hauteur entre le plancher et la lamelle
est de 0,20 mm, le volume de liquide au-dessus de chaque rectangle quadrillé (20 carreaux) est
de 0,01 mm3 (Saheb, 2014).

La concentration de spores dans I'échantillon (X) est exprimée par spore/ml et est

calculée selon la formule suivante :

X=n.F/V
Ou :
n : nombre d'éléments comptés ;
V : volume compté ;
F : facteur de dilution (pour chaque 1 ml de suspension on ajoute 9 ml de I’eau physiologique
pour I’obtention une concentration de 10 et ainsi de suite jusqu’a I’apparition d’une
concentration de 10 spore/ml.

3.3.4. Test antifongique

L’essai d’efficacité in vivo des extraits des feuilles et des racines contre Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici a été réalisé sous serre au niveau de 'ITTMA
(Tiaret). Cet essai a pour but I’évaluation de I’efficacité des extraits sur les paramétres de la

sevérité de la maladie, la teneur en sucre soluble et en proline.
» Dispositif expérimental utilisé

Le dispositif expérimental utilisé est une randomisation totale avec trois répétitions pour
chaque plante (Fig. 6). Les pots ont été placées sur une table de serre dans des conditions de
28+2°C de température, 70-80% d’humidité relative et une photopériode de 14 h/10 h de

lumiere/obscurité. Les plantules de tomate étaient arrosées a volonté.

Les plantes considérées comme témoin négatifs sont les plantules de tomate qui
poussent sur un substrat stérilisé non inoculé par le champignon phytopathogéne. Les plantes
considérées comme témoin positif sont celles poussant sur un substrat stérilisé et inoculé par le
champignon phytopathogéne et n'ont subi aucun traitement. Les plantes considérées comme
contr6le sont celles poussant sur un substrat stérilisé et inoculé par le champignon
phytopathogéne et qui ont été traitées par un fongicide. Alors que les autres plantules, étaient
développées sur un substrat stérilisé et inoculé par le champignon phytopathogene et ont été

traitées par les différents extraits méthanoliques des feuilles et des racines du lupin blanc.
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Figure 6 : Dispositif expérimental

» Inoculation du sol

Une suspension de conidies (16 ml) a été mélangée avec 160 g du substrat stérilisé.
Aprés une période d'incubation de 7 jours, ce substrat était utilisé comme inoculum. Il a été
déposé a la base des racines lors de la transplantation des plantules dans les pots.

» Application des traitements

Les plantules de tomate inoculée par Fusarium oxysporum f.sp.radicis-radicis-radicis-
lycopersici étaient par la suite traitée soit par les extraits méthanoliques des feuilles et des
racines du lupin blanc ou par un fongicide.

Un volume de 5 ml de chaque extrait et du fongicide a une concentration de 20 mg/ml
ont été utilis€ comme traitement 2 fois par semaine jusqu'a la fin de I’expérimentation.

Le fongicide chimique utilisé est Vapcotop (thiophanate-methyl 70 % W) en poudre
mouillable (Fig. 7) de la famille des carbomates et dont la matiére active est thiophanate-methyl
(C21H14N404S2). Ce fongicide est absorbé par les feuilles et les racines. 1l est diffusé dans la
plante par la seéve brute. Il a un mode d’action sur les microtubules, détruisant ainsi le mycélium
et la stérilisation des spores. Il s’utilise en pulvérisation foliaire ou a la base du plant pour les

semis et repiquages.
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PVAPCOTOP

THIOPHANATE-METHYL 70% WP

Poudre Mouillable

AW N° 1756 039
 VAPCOTOP est systémique diffuse dans la plante par le courant de séve brute , il agit par
I st du mycélium et isation des formes de fructification (action également curatif).

N ta 959 9l kel b
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Figure 7 : Fongicide chimique utilisé.

» Parametres étudiés

Durant ce test, les plantules étaient suivies réguliérement pour noter 1’évolution des
symptomes. Les premiéres notations étaient effectuées au moment de la transplantation et les

dernieres étaient effectuées apres 21 jours, lors du sacrifice des plantules.

Les parametres étudiés sont la hauteur de la tige principale, la longueur de la partie
racinaire, les biomasse aériennes et racinaires fraiches et séches, le nombre de feuilles par
plante, l'indice de la sévérité de la maladie et les teneurs des feuilles et des racines en sucres

solubles et en proline.

Les hauteurs des tiges et les longueurs des racines ont été déterminés en utilisant un
double décimetre gradué. Les poids frais et sec des biomasses aériennes et racinaires ont été
déterminé a l'aides d'une balance de précision. Les feuilles ont été comptées a la fin de

I'expérimentation, juste avant le sacrifice des plantules.

e Détermination de I'indice de la séverité de la maladie (IM)
L’estimation de I’intensité des symptomes était effectuée selon une échelle de notation
de 4 degrés allant de 0 a 3 proposée par Vakalounakis et Fragkiadakis (1999) :
0 : Absence de symptéme ;
1 : Noircissement ou brunissement de 1-25 % de la surface du collet ;
2 : Noircissement ou brunissement de 26-50 % de la surface du collet ;

3 : Noircissement ou brunissement de plus de 50 % de la surface du collet.
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La réaction moyenne est évaluée par le rapport suivant :
IM = [(0x Fo) + (1x F1) + (2 xF2) + (3 xF3)]/N
Ou:
IM : Indice de la maladie.
F : Nombre de plants pour chaque degré dans 1’échelle de notation de 0 a 3.

N : Nombre total de plants utilisé dans 1’essai

e Détermination de la teneur des feuilles et racines en sucres solubles

Les sucres solubles totaux sont analysés par la méthode au phénol décrite par Dubois et
al. (1956).

100 mg de matiere végétale fraiche, soit des racines, des tiges et des feuilles étaient
placés dans des tubes & essai avec 3 ml d’éthanol a 80 % afin d'extraire les sucres. Les tubes
étaient incubés a température ambiante pendant 48 h.

Au moment de dosage les tubes étaient placés dans une étuve a 80 % pour faire évaporer
I’alcool. Aprés évaporation de I'éthanol, 20 ml d’eau distillée étaient aoutés dans chaque tube.
C’est la solution a analyser. Dans de nouveaux tubes a essai propres, 1 ml de la solution a doser
était ajouté a 1 ml de solution de phénol a 5 %. Les tubes étaient soigneusement agités puis 5
ml d’acide sulfurique concentré étaient ajoutés a 1’aide d’une burette. Aprés une incubation de
30 minute a I’obscurité, les mesures d’absorbance étaient effectuées a une longueur d’onde de
490 nm.

e Détermination de la teneur des feuilles et des racines en proline

La détermination de la teneur des feuilles et des racines en proline était effectuée selon

le protocole décrit par (Guealia, 2017).

100 mg de matiere végétale séche (feuille, racine) étaient broyés dans 5 ml de méthanol.
L’ensemble était chauffé au bain-marie a 85°C pendant une heure. A 1 ml d’extrait de proline
étaient ajoutés 1 ml d’acide acétique et 1 ml du réactif de ninhydrine (1,25 g de ninhydrine +

30 ml acide acétique + 7,5 ml d’acide orhophosphorique 85 % + 12,5 ml d’eau distillée).

Les tubes étaient homogénéisés et placés dans un bain-marie a 95° C pendant 30 min.
Apres refroidissement, 5 ml de toluene étaient rajoutés, apres centrifugation au vortex deux

phases se développent :

— La phase supérieure organique contenant la proline est prélevée.

— La phase inférieure aqueuse est élimineée.
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Aprés avoir récupéré de la phase supérieure, du Na,SO4 était ajouté a I’aide d’une
spatule afin d’éliminer 1’eau qu’elle contient. Enfin les densités optiques des échantillons

étaient lues au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 520 nm.
4. Analyse statistique

Le traitement statistique a été effectué a I’aide du logiciel IBM SPSS Version 25, dont
les données obtenues ont été soumises a une analyse de la variance. Le test de Student est
appliqué pour définir la différence entre les moyennes des traitements adoptés.

La Comparaison des groupes homogenes a éeté effectuée en utilisant le test de Tukey au

seuil de sécurité 95%.
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L'inoculation des plantes de tomate par Fusarium oxysporum f. sp. radicis- radicis-
radicis-lycopersici a provoqué quelques symptdbmes comme le jaunissement et le
nicrosissement des feuilles (Fig. 8) et la réduction de la croissance. Les plantes non infectées
par ce pathogéne avaient un développement normal sans symptémes. Les plantules infectées

par le Fusarium et traitées par les extraits des feuilles et des racines de Lupinus albus ainsi que

par le fongicide chimique avaient des réponses variables avec I'apparition de peu de symptémes.
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Figure 8 : Symptémes de fusariose observés sur la culture de tomate. A: Plante non infectée
sans symptémes (témoin négatif) ; B : Symptdmes sur la tige d'une plantes de tomate
infectées par Fusarium ; C : Symptdmes sur feuilles de plantes infectées par Fusarium

1. Hauteur des tiges

Le test de 1’analyse de variance révele des différences trés hautement significatives
(P<0,001) entre les différents traitements pour le caractere hauteur des tiges (Tableau 1). Cela
indique que les traitements ont des effets différents sur la souche fongique et que la plante de
tomate répond déféremment au champignon et aux traitements appliqués.
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Tableau 1 : Analyse de variance des hauteurs des tiges.

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 187,433 4 46,858 19,246 Q***
Résiduelle 24,347 10 2,435

Total 211,780 14

Les résultats illustrés dans la figure 9, montrent I'évolution des hauteurs des tiges en

fonction des traitements adoptés.

Les plantules de tomate considérées comme témoin positif qui ont été inoculées par le
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycoersici et qui n‘ont subi aucun traitement, avaient une
croissance ralenti de la partie aérienne. Ces plantules avaient les hauteurs des tiges les plus
faibles avec la cinétique de croissance la plus faible. Tandis que, les plantules de tomate
considérees comme témoin negatif, non inoculées, avaient une croissance normale, la partie

aérienne s'est bien développée et ces plantules avaient une hauteur finale la plus élevée.

Les plantules de tomate inoculées et traitées par les extraits méthanoliques des feuilles
et des racines se sont caractérisées par la cinétique de croissance la plus importante pendant les
dix premiers jours du traitement qui a dépassé méme celle des plantules dites témoin négatif
(Fig. 9). Au-dela des dix jours, la croissance de la partie aérienne s'est stabilisée pour donner

une hauteur finale des tiges voisine a celles du témoin négatif.
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Figure 9 : Evolution de la hauteur des tiges en fonction des dates et des traitements
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Les plantules de tomate inoculées et traitées avec le fongicide se sont caractérisées par
une faible croissance de la partie aérienne pendant les dix premiers jours du traitement (Fig. 9).
Par la suite, la croissance des tiges s'est accélérée pour atteindre des hauteurs voisines a celles

obtenues par les extraits méthanolique des feuilles et des racines de lupin blanc.

A partir de la figure 10, on remarque que les plantules inoculées Fusarium oxysporum
f.sp. radicis- lycoersici et non traitées avaient les hauteurs des tiges les plus faibles avec une
moyenne de 12+ 3,831 cm. Cette moyenne est individualisée, par le test de comparaison des
moyennes de Tukey, dans le groupe homogéne (a). Alors que les plantules non inoculées avaient
les hauteurs les plus importantes avec 22,466+1,322 cm et sont classées dans le groupe

homogene (b).
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Figure 10 : Variation de la hauteur finale des tiges en fonction des traitements

Le traitement des plantules de tomates inoculées par le fongicide et par les extraits
méthanoliques des feuilles et des racines du lupin blanc a donné des résultats meilleurs que
ceux obtenus chez les plantes inoculées non traités (Fig. 10). Ces traitements ont amélioré la
croissance de la partie aérienne par 68,61% (extrait méthanolique des feuilles), 69,16%
(fongicide) et 73,61% (extrait méthanolique des racines) par rapport aux plantes inoculées non

traités (témoin positif).

2. Longueur des racines

L’analyse de variance résumée dans le tableau 2 révele la présence de différences
hautement significatives (P<0,01) entre les différents traitements pour le caractére longueur des
racines, ce qui signifie que les plantes de tomate inoculées ou non par le Fusarium oxysporum

répondent de fagon différente aux traitements appliqués.
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Tableau 2 : Analyse de variance des longueurs des racines

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 19,833 4 4,958 10,721 0,001**
Résiduelle 4,625 10 0,463

Total 24,458 14

Les histogrammes illustrés dans la figure 11 résument les variations de longueur des

racines en fonction des traitements utilisés.

Les plantules considérées comme témoin positif avaient les longueurs des racines les
plus faibles avec une moyenne de 2,583+ 0,381 cm. Cette moyenne est individualisée, par le
test de comparaison des moyennes de Tukey, dans le groupe homogéne (a). Alors que les
plantules considérées comme témoin négatif avaient les longueurs des racines les plus

importantes avec 5,833 £0,763 cm et sont classées dans le groupe homogéne (c).

On remarque que le traitement par I’extrait méthanolique des racines de L. albus et par
le fongicide ont montré un meilleur développement des racines comparativement au traitement,
par l'extrait méthanolique des feuilles (Fig. 11). Ces trois traitements ont donné des résultats
meilleurs que ceux des témoins positifs et inférieur a ceux du témoin négatif, de ce fait, leurs
moyennes sont classées dans les différents groupes intermédiaire (ab) et (bc). Le traitement des
plantes inoculées par I'extrait méthanolique des feuilles de L. albus a amélioré la croissance des
racines par 41,935%, celui des racines et le fongicide ont amélioré la croissance des racines par
93,548% chacun.
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Figure 11: Variation de longueur des racines fonction des traitements
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3. Biomasses aériennes et racinaires fraiches et seches
3.1. Biomasse aérienne et racinaire fraiches
Le test de ’analyse de variance révele des différences trés hautement significatives
(P<0,001) entre les différents traitements pour les caracteres poids frais des parties aériennes et
racinaires (tableau 3). Cela indique que les plantes de tomate inoculées ou non par le Fusarium
oxysporum répondent de fagon différente aux traitements appliqués et que ces derniers ont des
efficacités différentes contre le Fusarium oxysporum f.sp. radicis- radicis-radicis-lycopersici.

Tableau 3 : Analyse de variance des biomasses aériennes et racinaires fraiches

Source de variation SCE ddl CM F P.
Biomasses Traitements| 20,787 4 5,197 157,071 | O***
aerienne fraiches | Residuelle 0,331 10 0,033

Biomasse Traitements | 408099,833 4 102024,958 | 35,239 Q***
racinaire fraiche |Residuelle | 28952529 | 10 | 2895,253

Les histogrammes illustrés dans les figures 12 et 13 montrent les variations des
biomasses aériennes et racinaires fraiches de la tomate inoculée ou non par le Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici en fonction des traitements utilisés.

Les plantules de tomate considérées comme témoin negatif (non inoculées par le
Fusarium) avaient les poids frais de la biomasse aérienne les plus importants avec une moyenne
de 3,483+0,211 g et sont classées dans le groupe homogene (d). Tandis que, les plantules de
tomate considérées comme témoin positif (inoculées par le Fusarium et non traitées) avaient les
poids frais de la biomasse aérienne les plus faibles avec une moyenne de 0,336+0,199 g et sont
classées dans le groupe homogene (a). Les plantules de tomate, inoculées par le Fusarium et
traitées par le fongicide et les extraits méthanolique des racines et des feuilles du lupin blanc,
avaient des moyennes comprises entre celles des témoins positif et négatif et sont classées dans
les groupes homogeénes (b) et (c) (Fig.12).

Le traitement par le fongicide a donné un meilleur poids de la biomasse aérienne fraiche
par rapport a celui du témoin positif denviron 240,476%. A leurs tours, les extraits
méthanolique des racines et des feuilles du lupin blanc avaient des supériorités respectives de
689,285% et 771,428% par rapport aux témoins positifs.

Les plantules de tomate considérées comme témoin positif (inoculées par le Fusarium
et non traitées) avaient les poids frais de la biomasse racinaire les plus faibles avec une moyenne

de 0,187+0,012 g et sont classées dans le groupe homogéne (a) (Fig. 13).
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Figure 12:Variation de la biomasse aérienne fraiche en fonction des traitements

Les plantules de tomate, inoculées par le Fusarium et traitées par le fongicide et les
extraits methanolique des feuilles lupin blanc, avaient des moyennes proches a celle du témoin
positif et sont classées aussi dans le groupe homogene (a) indiquant que ces deux traitements
n‘avaient pas d'efficacité pour ce trait (Fig. 13). Alors que les plantules de tomate, inoculées par
le Fusarium et traitées par les extraits méthanolique des racines lupin blanc avaient des
moyennes meilleures et sont classées dans le groupe intermédiaire (ab). Ce traitement a donné
un meilleur poids de la biomasse racinaire fraiche par rapport a celui du témoin positif d'environ
42,422%.
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Figure 13 : Variation de la biomasse racinaires fraiche en fonction des traitements
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3.2. Biomasse aérienne et racinaire seches
Le tableau 4 d’analyse de variance révele des différences non significatives (P>0,05)
entre les traitements pour le caractére poids secs des parties aériennes et des différences tres
hautement significatives (P<0,05) pour le caractére poids sec des parties racinaires. Ces
résultats indiquent que les plantules de tomate ont répondu de la méme fagon aux différents
traitements appliqués qui ont le méme effet sur le poids sec de la partie aérienne. Tandis que,

ces mémes traitements ont des effets variables sur le poids sec de la partie racinaire.

Tableau 4 : Analyse de variance des biomasses aériennes et racinaires séches.

Source de variation SCE ddl CM F P.
Biomasses Traitements 0,067 4 0,017 3,025 |0,071ns
aerienne seches | Résiduelle 0,055 10 0,006

Biomasse Traitements 0,274 4 0,069 78,759 Q***
racinaire seches | Rgsiduelle 0,009 10 0,001

Les résultats illustrés dans la figure 14, montrent les variations des biomasses aériennes

et racinaires seches en fonction des traitements utilisés.

Les plantules non inoculées par Fusarium oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-
lycopersici avaient les poids secs de la biomasse aériennes les plus importants avec une
moyenne de 0,418+0,051 g et les plantules inoculées et non traitées avaient les poids les plus
faibles avec 0,226+0,016 g. Les plantules inoculées par le Fusarium et traitées par le fongicide
et les extraits méthanoliques des feuilles et des racines du L. albus avaient des moyennes de
poids de la biomasse aérienne séches proches entre elles et proches aux moyennes enregistrées
chez les plantules considérées comme témoins positif et négatif. A partir de ces résultats, on
peut conclure que le poids sec de la biomasse aérienne est insensible aux différents traitements

utilisés car toutes les moyennes sont classées dans le groupe homogene (a).

Les plantules de tomate inoculées par le Fusarium et traitée par le fongicide chimique
avaient les poids secs des racines les plus importants (0,336+0,001 g c) suivies des plantules

non inoculées (0,309+0,01 g c¢) puis des plantules inoculées non traitées (0,175+0,003 g b).

Les plantules inoculées par Fusarium oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-
lycopersici et traitées par les extraits méthanoliques des feuilles et des racines du lupin blanc
ont données les moyennes de poids sec des racines les plus faibles (Fig. 14). Ces traitements
ont donné des moyennes respectives moindres de -93,525% et -82,285% par rapport aux plantes
inoculées non traitées (témoins positifs). Seules les plantules inoculées traitées par le fongicide

qui avaient des poids secs racinaires dépassant ceux des plantes témoins positifs par 92%.
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Figure 14: Variation des poids des biomasses aériennes et racinaires séches en fonction des
traitements.
4. Nombre des feuilles et indice de maladie
4.1. Nombre des feuilles
Le test de I’analyse de variance révele des différences significatives (P<0,05) entre les
différents traitements pour le caractere nombre des feuilles (tableau 5). Ce dernier répond

différemment aux différents traitements utilisés.

Tableau 5 : Analyse de variance de nombre des feuilles

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 36,933 4 9,233 5,130 0,016*
Résiduelle 18,000 10 1,800

Total 54,933 14

Les histogrammes de la figure 15 illustrent les variations du nombre des feuilles en

fonction des traitements utilisés.

Les plantules de tomate considérées comme témoin positif (inoculées par le Fusarium
et non traitées) sont caractérisées par des nombre des feuilles les plus faibles avec une moyenne
de 2,33+0,577 feuilles par plante et sont individualisées dans le groupe homogéne (a).Tandis
que, les plantules de tomate considérées comme témoin négatif (non inoculées par le Fusarium)
avaient un nombre des feuilles important avec une moyenne de 6,00+1,000 feuille par plante et
sont classées dans le groupe homogene (b) avec les plantules inoculées et traitées par I'extrait
méthanolique des feuilles de Lupinus albus qui ont la moyenne la plus élevée de feuilles par

plante (6,67+£1,082 feuilles par plante). Cela indique une bonne efficacité de Il'extrait
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méthanolique des feuilles du lupin blanc qui a présenté une supériorité de 185,714% par rapport

a I'absence du traitement.
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Figure 15 : Variation de nombre des feuilles en fonction des traitements

Les plantules de tomate inoculées et traitées par le fongicide chimique et les extraits

méthanoliques des racines du lupin blanc avaient présentés des moyennes de nombre de feuilles

4,00£1,00 et 5,67+1,528 respectivement (Fig. 15). Ces moyennes sont classées, selon le test de

comparaison des moyennes de Tukey, dans le méme groupe intermédiaire (ab), donc ces

traitements avaient des efficacités proches sur ce parametre (71,42% et 142,85%

respectivement) par rapport a I'absence de traitement des feuilles infectées.

4.2. Indice de maladie

Le test de 1’analyse de variance révele des différences trés hautement significatives

(P<0,001) entre les différents traitements pour le caractere indice de maladie (tableau 6). Cela

indique que les plantes de tomate inoculées ou non par le Fusarium oxysporum répondent de

facon différente aux traitements appliques.

Tableau 6 : Analyse de variance d’indice de maladie

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 171,730 4 42,933 602,772 O***
Résiduelle 0,712 10 0,071

Total 172,443 14

Les résultats illustrés dans la figure 16 montrent les variations d’indice de maladie en

fonction des traitements adoptés.
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Les plantules de tomate non inoculées par Fusarium oxysporum f.sp.radicis- radicis-
radicis-lycopersici (témoin négatif) sont caractérisées par un indice de sévérité de maladie nulle
et sont classées dans le groupe homogene (a). Tandis que, les plantules considérées comme
témoin positif (inoculées par le Fusarium et non traitées) avaient un indice de maladie tres élevé
avec une moyenne de 8,65+ 0,826. Cette valeur est individualisee dans le groupe homogéne
(b). Cela est dii a I’influence de champignon pathogéne sur les plantes lorsqu’elles n’ont subi

aucun traitement.

Les plantules de tomate inoculées qui ont subis des traitements par les extraits
méthanoliques des feuilles et des racines du lupin blanc et par le fongicide chimique avaient
données des indices de maladie faibles (0,263+0,017 ; 0,405+0,0226 ; 0,390+0,0223
respectivement) et proche entre eux. Ces plantules traitées sont groupées dans la méme classe
avec les plantules de tomate non inoculées (a), ces traitements sont donc efficaces contre
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici du fait qu'ils avaient réduit la
sévérité de la fusariose chez la tomate d’environ -96,95%, (extrait méthanolique des feuilles du

lupin blanc), -95,30% (extrait méthanolique des racines du lupin blanc) et -95,48% (fongicide

chimique).
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Figure 16 : Variation d’indice de maladie en fonction des traitements.

5. Teneur en sucres solubles

5.1. Au niveau des feuilles

L'analyse de variance pour la teneur des feuilles en sucres soluble a révélé un effet non
significatif (P>0,05) entre les différents traitements appliqués indiquant que les plantules de

tomate inoculées ou non par Fusarium oxysporum f. sp. radicis- radicis-radicis-lycopersici ont
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répondu de la méme fagon aux différents traitements appliqués et que ces derniers avaient des

effets similaires vis-a-vis du champignon testé.

Tableau 7 : Analyse de variance de dosage de sucre soluble des feuilles.

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 28,030 4 7,008 2,799 0,085 ns
Résiduelle 25,038 10 2,504

Total 53,069 14

Les résultats illustrés dans la figure 17, montrent les variations de teneurs des feuilles
en sucres solubles en fonction de I'inoculation et des traitements adoptés. Les plantules non
inoculées par Fusarium oxysporum f.sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici avaient les teneurs
en sucres solubles au niveau des feuilles les plus faibles avec une moyenne de 7,641+0,001
mg/g MF. En revanche, le témoin positif (tomate inoculée par le Fusarium et non traitées) avait
des teneurs en sucres solubles au niveau des feuilles élevées avec une moyenne de 9,259+0,382
mg/g MF.

Les plantules de tomate inoculées par Fusarium oxysporum f.sp. radicis- radicis-
radicis-lycopersici et traitées par le fongicide et par les extraits méthanoliques des feuilles du
Lupinus albus avaient les teneurs les plus élevés et presque identique en sucres solubles au
niveau des feuilles et de (11,288+0,382 et 11,228+2,368 mg/g MF respectivement). Le
traitement des plantes inoculée par les extraits racinaires de L. albus a abouti a une accumulation
plus faible des sucres solubles au niveau des feuilles (9,419+2,368 mg/g MF). Ici, on ne peut
pas parler de l'efficacité des traitements, car les différences entre les moyennes ne sont pas
significatives et que ces dernieres sont classées dans le méme groupe homogéne. Cela suggére
que les plantes de tomate n'ont pas fait appel a ce mécanisme (accumulation des sucres solubles

au niveau des feuilles) pour faire face a ce stress biotique.
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Figure 17: Variations des teneurs en sucres solubles au niveau des feuilles en fonction des
traitement adoptés

5.2. Au niveau des racines

Le test de I’analyse de variance révéle une différence non significative (P>0,05) entre
les différents traitements étudies (tableau 8). Cela indique que les traitements ont présenté les
mémes efficacités sur les plantules de tomate inoculées ou non par le champignon

phytopathogéne.

Tableau 8. Analyse de variance de dosage de sucre soluble des racines

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 8,0308 4 2,009 0,966 0,467 ns
Résiduelle 20,792 10 2,079

Total 28,380 14

Les histogrammes illustrés dans la figure 18, montrent les variations de teneur des
racines en sucres solubles de la tomate inoculée ou non par le Fusarium oxysporum f. sp.

radicis- radicis-radicis-lycopersici en fonction des traitements adoptés.

Pour ce parameétre, aussi on ne peut pas parler de l'efficacité des traitements, car les
différences entre les moyennes ne sont pas significatives et que ces dernieres sont classées dans
le méme groupe homogene. Cela suggere que les plantes de tomate n'ont pas fait appel a ce
mécanisme (accumulation des sucres solubles au niveau des racines) pour faire face a ce stress

biotique.
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Figure 18: Variations des teneurs en sucres solubles au niveau des feuilles en fonction des

traitement adoptés.

On remarque que le traitement par I’extrait méthanolique des racines de L. albus avait
montré une forte accumulation de sucre solubles avec une moyenne de 4,668+2,310 mg/g MF.
Les plantules de tomate considérées comme témoin négatif accumulaient des quantités
moindres de sucres solubles au niveau des racines (2,404+0,001 mg/g MF) par rapport au
témoin positif qui accumulait une forte quantité des sures solubles (3,87+0,805 mg/g MF). Les
plantules de tomate inoculées et traitées par 1’extrait méthanoliques des feuilles de L. albus et
par le fongicide avaient présentés des teneurs en sucres de 3,870+0,80 mg/g MF et 3,76+1,43

mg/g MF, respectivement.

6. Teneur en proline
6.1. Au niveau des feuilles

Le test de I’analyse de variance révele des différences tres hautement significatives
(P<0,001) entre les différents traitements pour le caractere dosage de proline des feuilles
(tableau 9). Cela indique que la plante de tomate répond différemment aux traitements appliqués

et que ces derniers avaient des effets variables sur le Fusarium oxysporum.

Tableau 9. Analyse de variance de proline des extraits méthanoliques des feuilles

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 4021.027 4 1005.257 32.382 O***
Résiduelle 310.435 10 31.044

Total 4331.462 14
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Les résultats illustrés dans la figure 19, montrent les variations de la teneur des feuilles
en proline en fonction des traitements adoptés.

Les plantules de tomate considérées comme témoin positif (inoculées par le Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici et non traitées) avaient marqué un contenu
en proline au niveau des feuilles important avec une moyenne de 80,320+7,103 mg/g MS. Cette
moyenne est individualisée dans le groupe homogene (b). Les teneurs importantes en proline
chez ces plantes se justifient par le fait qu'elles sont sous l'effet d'un stress biotiques et
I'accumulation de la proline est parmi les mécanismes développés par les plantes pour faire
faces aux agents biotiques et abiotiques. Les plantules non inoculées, du fait qu'elles ne sont
pas stressées, ont des teneurs en proline au niveau des feuilles faibles (38,301+6,108 mg/g MS).

Cette moyenne est individualisée dans le groupe homogéne (a).

Les feuilles des plantules de tomate inoculées et qui ont subis des traitements par le
fongicide et par les extraits méthanoliques des feuilles et des racines de Lupinus albus ont
montré des niveaux d’accumulation de proline faibles (52,98+0,096 mg/g MS, 38,205+5,487
mg/g MS et 38.301+6,108 mg/g MS respectivement) que ceux donné par le témoin positif
(inoculé non traité), et proches de ceux donné par le témoin négatif (leurs moyennes sont
classées dans le méme groupe homogene (a) (Fig. 19). Donc on peut constater que le traitement
des plantules de tomate inoculées par les extraits méthanolique des feuilles et des racines de L.
albus et par le fongicide avaient présentés des efficacités considérables (52,434%, 52,314% et
34,038% respectivement) sur la souche fongique, réduisant I’influence de F. Oxysporum par la

sécrétion de la proline au niveau des feuilles des plantes de tomate infectées.
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Figure 19 : Variations des teneurs en proline au niveau des feuilles en fonction des

traitements adoptés.

Le test de I’analyse de variance révele de différences hautement significatives
(P<0,01) entre les différents traitements pour les teneurs en proline au niveau des racines
(tableau 10). Ce qui signifie que les plantes de tomate inoculées ou non par le Fusarium
oxysporum répondent de fagon différente aux traitements appliqués et que ces derniers avaient

des effets variables sur le Fusarium oxysporum.

Tableau 10. Analyse de variance de proline des extraits méthanoliques des racines

Source de variation SCE ddl CM F P.
Traitements 1292,053 4 323,013 7,886 0,004**
Résiduelle 409,597 10 40,960

Total 1701,649 14

Les résultats illustrés dans la figure 20, montrent les variations de teneur en proline au

niveau des racines en fonction de I'inoculation et des traitements adoptés.

Les plantules de tomate considérées comme témoin négatif renfermaient des quantités
en proline, au niveau des racines, faibles (9,711+ 1,057 mg/g MS) et sont individualisée dans
le groupe homogeéne (a). Alors que les plantules considérées comme témoin positif renfermaient
des quantités en proline, au niveau des racines, plus importantes avec 35,961+0,001 mg/g MS
et sont classées dans le groupe homogéne (b) avec les plantules inoculées et traitées par le
fongicide et I'extrait méthanolique des racines du lupin blanc qui avaient des teneurs moyennes
en proline, au niveau des racines, de 30.0961+6,057 mg/g MS chacune. On peut conclure une
faible efficacité de ces deux traitements du fait que les plantules traitées par le fongicide et les
extraits méthanoliques des racines du lupin blanc sont souffrantes et accumulent, au niveau de
leurs racines, des quantités en prolines similaires a celles des plantules inoculées et non traitées

(témoin positif).

D’une autre part, I’extrait méthanolique foliaire de Lupinus albus avait montré une
efficacite moyenne sur Fusarium oxysporum f. sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici chez les
plantules de tomate inoculées (44,38%) par rapport a I'absence du traitement., Ces plantules
inoculées par le Fusarium et traitées par les extraits méthanoliques des feuilles du lupin blanc,
individualisées dans le groupe intermédiaire (ab), avaient accumulé des teneur en proline de
20+11,41 mg/MS (Fig. 20).
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Figure 20 : Variations des teneurs en proline au niveau des racines en fonction des traitement

adoptés
7. Discussion

Les plantes médicinales jouent un réle important dans la lutte naturelle contre les
champignons, ¢’est pour cela plusieurs essais ont ét¢ réalisés pour étudier I’effet de plante ou
parties de plante sur la croissance des champignons ou la production des mycotoxines (Daoudi
etal., 2017).

En effet, dans notre étude, on s'est intéressé au lupin blanc (Lupinus albus L.), qui est
considéré comme une plante médicinale riche en métabolites secondaires, utilisés directement
comme agent thérapeutique, et qui présente un intérét substantiel dans les relations de la plante
avec son environnement et entre dans les mécanismes de défense contre les attaques extérieures

considéré comme une réponse aux stress biotiques et abiotiques (Habouche et Ghernouth,2018)

Des tests ont été effectués, in vivo, sur les plantules de la tomate, pour étudier I'effet des
extraits méthanoliques des feuilles et des racines de Lupinus albus (L.) sur le développement

du Fusarium oxysporum f. sp. radicis- radicis-radicis-lycopersici.

On a remarqué a travers nos résultats que le Fusarium Oxysporum affecte la croissance
des plantes, par la réduction du développement des parties aériennes et par la réduction de la

longueur des racines qui conférent aux plantes 1’accés a un plus grand volume de sol.

Animashaun et al. (2017) et Worku et Sahe (2018) ont démontré que la pourriture

racinaire est une maladie fongique qui s'attaque a la tomate. Fusarium oxysporum pénétre par
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les racines et interfere avec les vaisseaux conducteurs d'eau de la plante et provoque la

pourriture des racines

Frederix et Den Brader (1989) ont montré que le contrdle de la pourriture racinaires est
difficile en raison de la nature du pathogéne transmis par le sol et sa capacité de persister de

longues périodes, méme en I’absence de la plante hote.

Dans cette expérience, il ressort clairement que les extraits méthanoliques des feuilles
Lupinus albus améliorent fortement la croissance des plantes testées. Il apparait que les plants
témoins non traitées de la tomate se développent tres mal. Dans le cas ou les extraits
méthanolique du lupin blanc sont présents dans le substrat de culture, on a remarqué un bon
développement de la plante (parties aériennes et racinaires). Les moyennes des hauteurs des
tiges sont importantes pour les plantes inoculée et traitées par les extraits des feuilles du lupin
blanc ce qui est un signe d’une meilleure croissance. Les biomasses fraiches et séches des
parties aériennes de la tomate ont significativement augmenté grace a I’effet bénéfique des

extraits des feuilles et des racines du lupin blanc.

Le lupin blanc peut étre utilisé comme méthode de lutte biologique capable de protéger
les cultures contre 1’agent pathogéne Fusarium oxysporum f.sp. radicis- radicis-radicis-
lycopersici, en utilisant les extraits de la plante médicinale (Lupinus albus L.), tout en limitant
I'utilisation des pesticides, ce qui s’intégre parfaitement une démarche respectueuse et éco-

responsable.

Plusieurs recherches ont rapporté des résultats similaires contre certains agents

phytopathogénes par ’utilisation de 1’extrait végétal.

Nos resultats concordent avec ceux de Singha et al. (2011) qui ont signalé que les
plantes de tomate, poussant sur un sol inoculé par Fusarium oxysporum f.sp.radicis- radicis-
radicis-lycopersici, avaient des tiges et des racines courtes par rapport aux plantes non inoculées
et par rapport aux plantes inoculées et traitées par les extraits chloroformiques des feuilles de
Piper betle. Cet extrait a aussi diminué la gravité des symptémes sur la tomate et a diminué le
taux de mortalite. Ce méme auteur a aussi signalé que la pulvérisation des extraits
chloroformiques des feuilles de Piper betle a donné de meilleurs résultats par rapport a

I'utilisation du fongicide " carbendazime".

Nefzi et al. (2017) ont aussi noté que les extraits aqueux de feuilles et de fruits de Lycium

arabicum utilisés a 30 % (p/v), contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis-radicis-radicis-
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lycopersici, ont été les plus efficaces pour induire une réduction de 84,6 et 61,5 % de la gravité
des dommages foliaires et une diminution de 84,9 et 82,9 % de I'étendue du brunissement
vasculaire, respectivement, par rapport au témoin. Les extraits aqueux de feuilles ont été les
plus efficaces pour augmenter la croissance de 65-70% par rapport au contréle. De plus, tous
les extraits aqueux de L. arabicum ont augmenté de maniére significative la croissance par
rapport au controle. La longueur des racines et la hauteur des parties aériennes ont été
améliorées de 46 et 60%, respectivement.

Parmi ces recherches, Tafifet et al. (2015) ont montré que I'efficacité élevée des extraits
est en relation avec la génétique de la plante, I'origine de I'extrait (partie aérienne ou partie

souterraine), le solvant utilisé et la concentration de I'extrait.

Dans la présente étude, le Fusarium oxysporum f. sp. radicis- radicis-radicis-lycopersici
présente une sensibilité importante vis-a-vis les composants des extraits méthanoliques du
Lupinus albus L, ces derniers ont une efficacité contre ce champignon. Angaman et al., (2020)
rapportent que le méthanol permet une meilleure extraction des composés tels que les

flavonoides et les terpénoides qui sont des molécules reconnues pour leur activité antifongique.

Le fait que les extraits méthanoliques des feuilles et des racines du lupin blanc ont
amélioré la croissance et la résistance des plantes de tomate infectées par Fusarium oxysporum
f. sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici peut étre attribuable a la richesse de ces extraits de
Lupinus albus en éléments bioactifs.

Les plantes médicinales ont la capacité de produire des substances naturelles trés
diversifiées. A coté des métabolites primaires, elles accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires qui sont des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en
petites quantités par les plantes autotrophe. Ils interviennent dans la défense contre les
pathogenes. Ces molécules constituent un groupe de produits naturels qui sont explorés pour
des proprietés tres divers : antifongiques, antioxydants, antimicrobiennes, anti-

inflammatoires. .. etc. (Azzi, 2016).

Les plantes médicinales et leurs extraits ont également été signalés comme agent
antimicrobiens efficace contre certains champignons, les pathogenes du sol et dans le contréle
de la fusariose vasculaire de plusieurs cultures. Les champignons phytopathogénes du genre
Fusarium responsables de la pourriture des fruits de tomate peuvent causer des maladies pour

une large gamme d’espéces de plante (Rakotoarimanga et al., 2014).
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Les extraits de L. albus referment nombreuses composés biologiquement actifs tels que
les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides et les terpénes, ces molécules ont un potentiel

antifongique tres important (Wink., 2006).

De nombreux auteurs suggérent que I'effet antimicrobien des plantes est dd a la présence
de certaines molécules (Behidji-Benyounes et al., 2013). Ces substances comprennent les
composées phénoliques, les flavonoides et les tanins condensés, ce qui est confirmé par Aziz et
al. (1998). Globalement, nos extraits ont montré une teneur trés élevée en polyphénols,
flavonoides et tanins. D'apres King and Young (1999), les activités antibactériennes et
antifongiques étaient tres importantes en présence des polyphénols. Sisti et al. (2008) ont
montré que les composés phénoliques sont actifs contre les microorganismes pathogenes. Nita-
Lazar et al. (2004) ont suggéré que la synthése des polyphénols est connue comme un
mécanisme de défense contre les micro-organismes phytopathogenes.

Aussi Galvan et al. (2008) ont confirmé que les métabolites secondaires des plantes ont
un grand potenticl comme agents antifongiques efficaces par 1’altération des processus
enzymatiques impliqués dans la production d’énergie et la synthése des composants
structuraux. Cette destruction a été suggérée par l'affaiblissement ou la destruction de la barriére
de la perméabilité de la membrane cellulaire en modifiant 1’état physiologiques des cellules ou

affectant la synthése des acides nucléiques.

Dans la présente étude on a pu constater que les concentrations élevées en proline dans
les racines et les feuilles des plants inoculées sont essentiellement liées a la tolérance aux stress
biotique. En effet, ces concentrations sont nettement faibles dans les échantillons traites par les
extraits vegetaux, ce qui indique un réle important de bio fongicide dans la défense de cette
espece végetale contre le Fusarium oxysporum.

Des travaux similaires ont été réalisés par Hadjadj et al. (2011) qui ont démontré une
variation de I’accumulation de ces composés organiques d’un organe a un autre de la plante.

Cette variation dépond de I’espéce et l'intensité du stress.

Dans ce contexte, la source vegetale est dérivee comme moyen de lutte biologique qui
est devenus efficaces. En effet, les plantes médicinales et leurs extraits ont également été
signalés comme agent antimicrobiens efficace contre certains champignon, les pathogéne du

sol et dans le contrdle de la fusariose vasculaire de plusieurs cultures (Benzohra et al, 2019).
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Par contre, la lutte chimique rencontre de nombreux désavantages liés au phénoméne
de pollution, a la phytotoxicité, au déséquilibre biologique et surtout au risque de sélection de
souches résistantes aux fongicides (Hajji et al, 2016). Aussi, les produits périssables sont traités
avec des fongicides chimiques de synthése dont I'utilisation a été restreinte en raison des effets
secondaires identifiés. Certains sont cancérigénes, de haute toxicité, de longue période de
dégradation, de pollution de I’environnement. Ils constituent une menace pour la sécurité de
I’humain d’ou I’intérét de plus en plus grandissant pour une agriculture sans résidus chimiques

(kossonou et al, 2019).

Selon Porter (2001) et Grysole (2005), I’utilisation des extraits végétaux pour le contrdle
de la fusariose reste un moyen biologique promoteur et une alternative efficace des produits

chimique et par conséquent préserver I’environnement et la santé¢ humain.
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La culture de la tomate occupe une place tres importante du point de vue socio-
économique dans les pays méditerranéens en particulier dans les pays du Maghreb tel que

I’ Algérie.

Néanmoins, elle est toujours sujette aux maladies tel que la fusariose, cette maladie est

favorisée par des champignons phytopathogénes, principalement par le fusarium oxysporum.

La lutte chimique a constitué la principale source de lutte contre le Fusarium. Mais vu
les conséquences néfastes de cette méthode sur I'environnement et la santé et a cause de
I'évolution des champignons qui développent une résistance a ces substances chimiques, les
scientifiques sont a la recherche de nouvelles alternatives prometteuses pour lutter contre la

fusariose de la tomate.

Ce travail a eté réalisé dans le cadre de la recherche des produits naturels qui peuvent

substituer les produits chimiques utilisés dans le contréle des pathogenes fongiques.

Le test antifongique réalisé, in vivo, sur une culture jeune de tomate, en utilisant des
extraits méthanoliques des feuilles et des racines de lupin blanc (lupinus albus), contre la souche
fongique Fusarium oxysporum f. sp. radicis-radicis-radicis-lycopersici, a montré que 1’extrait
méthanolique du lupin blanc étaient efficace contre ce pathogenes. Ils ont permis un bon

développement de la plante de tomate malgré la présence de cette contrainte biotique.

Le traitement des plantes infectées par I'extrait méthanolique des feuilles de Lupinus
albus a permis d'améliorer les poids des biomasses aériennes fraiches et seches, la hauteur des
tiges, le nombre de feuilles par plante, a diminué I'indice de maladie et a amélioré la résistance

de la plante par une bonne accumulation de la proline au niveau des feuilles.

Le traitement des plantes infectées par I'extrait méthanolique des racines de Lupinus
albus a permis d'améliorer les poids des biomasses racinaires fraiches et séches, la hauteur des
tiges, la longueur des racines, a diminué l'indice de maladie et a amélioré la résistance de la

plante par une bonne accumulation de la proline au niveau des racines.

Une fois de plus, I’efficacité des extrais de plante sur la souche fongique suggéere
d’envisager une formulation de bio fongicide naturels soucieux du bien-étre des consommateurs

dans la conservation des produits.

En fin, I’étude évoquée dans ce travail montre a quel point le potentiel thérapeutique

des plantes restent indiscutable, elles peuvent étre utilisées comme moyen de lutte biologique
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susceptible de protéger les cultures contre les agents pathogenes tout en limitant 1’utilisation
des fongicides chimique. Ce qui s’intégre parfaitement dans une démarche respectueuse et

préservative de I’environnement.
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