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Resume·

Le fletrissement bacterien est une des pathologies vegetales les plus problematiques
pour les cultures maraicheres, principalement dans les regions tropicales et subtropicales, Cl
climat chaud et humide, et notamment Cl la Martinique. L'agent pathogene responsable de
cette maladie, Ra/stonia so/anacearum est une bacterie particulierement virulente qui
s'attaque principalement aux solanacees. Dans le cadre de recherche de moyens de
gestion du fletrissement bacterien, nous proposons ici de tester le pouvoir antibacterien d'un
extrait vegetal de bois d'inde (Pimenta racemosa). L'effet est teste sur la croissance in vitro
de R. so/anacearum par la technique de milieu amende; et in vivo, par suivi de populations
de R. so/anacearum dans un sol naturel amende en huile essentielle, et par suivi de
I'incidence du fletrissement bacterien par observation de symptome sur tomate.
Les resultats montrent un effet antibacterien in vitro et in vivo de I'extrait vegetal de bois
d'inde sur R. so/anacearum, et un effet suppresseur sur I'incidence de la maladie.
Ces resultats offrent d'interessantes perspectives de lutte biologique contre le fletrissement
bacterien. Cette etude pourra etre poursuivie par des essais en champs.

Abstract:

Bacterial wilt is one of the most destructive diseases in horticulture and mainly in
tropical and subtropical areas like Martinique. This disease is caused by Ra/stonia
so/anacearum, bacteria strongly virulent for solanacea. Many researches are made to find
way to reduce bacterial wilt and the purpose of this work is to test antibacterial power of
Pimenta racemosa essential oil. Essential oil effect is tested in vitro by culture amendment
assay and in vivo by monitoring, R. so/anacearum populations in natural and amended soil,
and disease impact in tomato.
Results show antibacterial effect of vegetal extract in vitro and in vivo, against R.
so/anacearum and suppressive effect on wilting incidence.
These results are given interesting perspective for controlling bacterial wilt and this work must
be continued by field applications.
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Introduction generale

Le systeme agricole actuel, monocultural, intensif et a haut rendement, necessite
I'apport d'intrants chimiques et une haute technicite. Ceci provoque un desequilibre des
ecosystemes, et une augmentation de I'incidence des maladies vegetales. Ainsi, les
pathogenes et ravageurs des vegetaux causent des degats d'importance economique
considerable dons le domaine agricole mondial; chaque annee les microorganismes
phytopathogenes entrainent des pertes chiffrees en millions de dollars. Les degats
occasionnes par les agents phytopathogenes font alors I'objet de preoccupations
planetaires, avec la mobilisation des scientifiques et des agriculteurs pour la recherche de
solutions d'eradication et de controle des maladies.

L'agent phytopathogene etudie pendant mon stage, Ralstonia so/anacearum, est la
bacterie responsable du fletrissement bacterien. Cette maladie est extremement destructrice
pour les cultures maraicheres, et ceci a echelle mondiale, avec un caractere
particulierement problematique dons les zones tropicales et subtropicales (Pradhanang et 01,

2003 ;Denny, 2006). En Martinique, R. so/anacearum sevit sur un large spectre d'hotes et
notamment sur les especes de la famille des Solanacees, et plus recemment sur
Cucurbitacees (Wicker et 01,2007).

11 apparait urgent de trouver des solutions pour lutter durablement contre le
fletrissement bacterien, sans augmenter le coOt environnemental et en rassurant les
agriculteurs et les consommateurs. C'est pourquoi on observe un regain d'interet pour la lutte
biologique, definie par l'OILB (Organisation Internationale de Lutte Biologique) comme
I'utilisation d'organismes vivants (animaux ou vegetaux) pour prevenir ou reduire les degats
causes par les ravageurs et agents pathogenes (Jijakli, 2003). De nombreuses recherches
sont effectuees afin de comprendre les mecanismes naturels de lutte, resultats d'interactions
biotiques et abiotiques complexes au sein du pathosysteme, englobant la plante hote,
I'agent pathogene, la microflore associee et les caracteristiques physico-chimiques
environnementales.

Mon sujet de stage s'insere dans cette problematique, en s'integrant d'une part, dans
I'axe A (I Agroecologie, Interactions et Regulations Biologiques dons les systemes horticoles»
(AIRB) du projet scientifique de I'UR Hortsys du ClRAD et d'autre part, dans le projet de
recherche du PRAM (( Conception de systemes de cultures innovants a foibles impacts
environnementaux ll.

La thematique developpee porte sur I'interet du pouvoir antibacterien d'extraits
vegetaux pour lutter contre le fletrissement bacterien de la tomate en Martinique.

Les travaux realises precedemment, au sein du laboratoire de phytopathologie du
PRAM ont montre que certains extraits vegetaux expriment un effet antimicrobien vis-a-vis de
R. so/anacearum in vitro (Deberdt et al. 2012). Dons le cadre de mon stage, nous nous
interessons aux extraits de bois d'inde, sous forme d'huile essentielle et d'extraits aqueux. En
effet. des travaux preliminaires ont deja reveles un effet antibacterien de I'huile essentielle
de bois d 'inde sur la croissance in vitro de R. solonocearum (Laure 2012).
Mon stage permet la poursuite de ces travaux par la realisation d'essais complementaires in
vitro et la mise en place d'essais in vivo. Ces recherches permettront (i) de valider I'effet
antibacterien d'extrait de bois d'inde sur la croissance in vitro de R. solonaceorum, (H)
d'evaluer leur impact sur la population de R. so/anaceorum dans le sol, et (iii) sur I'incidence
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du f1etrissement bacterien de la tomate. afin de mieux comprendre les mecanismes d'action
impliques.

Le premier chapitre de mon rapport est consacre Cl une recherche bibliographique.
apportant tout d'abord un aper<;:u de la situation des cultures maraicheres face au
fletrissement bacterien en Martinique. puis une description de I'agent pathogene et de la
maladie. ainsi qu'une rapide synthese des travaux effectues sur le pouvoir antibacterien
d'extraits vegetaux.

Le deuxieme chapitre est constitue de trois parties qui presentent les essais realises
durant mon stage.
L'essai 1 permet I'etude de I'effet antimicrobien de I'huile essentielle de bois d'inde sur la
croissance in vitro de R. solanacearum Cl I'aide de la technique en milieu amende.
Deux autres essais in vivo sont egalement conduits (essai 2 et 3). L'essai 2. realise en chambre
climatique, etudie I'effet de I'amendement de sol naturel en huile essentielle de bois d'inde.
sur la dynamique des populations de R. solanacearum du sol. L'essai 3. realise en serre,
permet d'evaluer I'effet du traitement du sol avec deux types d'extrait de bois d'inde sur
I'incidence du fletrissement bacterien de la tomate.
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Chapitre 1:
Recherche bibliographique

Les maladies bacteriennes sont des problE3mes majeurs pour les cultures horticoles, en
champs comme en serre. Le fletrissement bacterien represente un enjeu capital pour les
cultures maraicheres Cl I'echelle mondiale et en particulier Cl la Martinique. La recherche
bibliographique presentee ci-dessous donne une description du fletrissement bacterien et de
I'agent causal, R. solanacearum. Puis un bilan des travaux de recherches sur le pouvoir
antibacterien d'extraits vegetaux et le developpement de biopesticides est dresse.

1) Le fletrissement bacterien en Martinique

En Martinique, le f1etrissement bacterien a ete rapporte pour la premiere fois en 1960
sur des plants de tomates (Digat et Escudie, 1967). Depuis 1999, une population emergente
de R. so/anacearum a ete mise en evidence en Martinique (Wicker et 01, 2007). Cette
nouvelle population, plus agressive sur les solanacees que la population historique, a elargie
son spectre d'hotes aux Cucurbitacees et Cl I'Anthurium sp.
Le c1imat tropical et les pratiques agricoles qui y sont associees favorisent la maladie. En
effet, concemant la culture de la tomate en Martinique, trois Cl quatre cycles peuvent etre
realises sur une meme parcelle au cours d'une seule annee, ce qui entraine un etablissement
durable des populations de R. so/anacearum (Renarzewski, 2006).

2) Symptomatologie

L'agent R. solanacearum present dans la rhizosphere penetre la plante via le systeme
racinaire et colonise peu Cl peu tout le systeme vasculaire, provoquant une deshydratation
systemique. Les symptomes de la maladie se developpent progressivement et plus ou moins
rapidement selon le vegetal hote et les conditions environnementales. On observe d'abord
un fletrissement de I'appareil vegetatif, avec une epinastie foliaire; les feuilles fletries restent
vertes (figure1). Les vaisseaux brunissent. Au niveau du collet, lieu de proliferation
bacterienne, la tige peut aussi noircir. La maladie conduit Cl la mort de la plante.

Figure1 : Plant de tomate atteint de fletrissement bacterien (gauche) et plant sain
ldroitel
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L'infection est favorisee par la presence de blessures racinaires, qui peuvent etre dues
aux pratiques culturales, aux animaux, aux insectes ou aux nematodes phytopathogemes
telluriques. Ainsi, la presence combinee de nematodes du genre Meloidogyne, et de R.
so/anaceraum augmente fortement la sensibilite de la plante au fletrissement bacterien
(Pingsheng et ai, 2007).

3) Epidemiologie

3.1) Ra/stonia solanacearum, agent pathogeme responsable du fletrissement
bacterien

a) Description

L'agent R. so/anacearum est responsable du fletrissement bacterien. C'est une
bacterie tellurique, de type Gram negatif, Cl metabolisme aerobie et appartenant aux
Bproteobacteries. Elle est flagellee, en forme de batonnet avec une taille moyenne de un
micron.

b) Classification

De nombreuses classifications du genre Ra/stonia, de la famille Burkholderia, ont ete
proposees dans la Iitterature. Chronologiquement. la classification en race a ete definie selon
la gamme d'h6te, les biovars selon des criteres morphologiques et physiologiques, et les
phylotypes sur determination genetiques (Lebeau, 2010).

La classification en phylotypes, etablie par Fegan et Prior (2005) est celle qui
represente le mieux la diversite genetique complexe de R. so/anacearum. Le phylotype est
defini par le niveau de polymorphisme de sequences genetiques cibles. Quatre phylotypes (I
Cl IV), isoles sur differents continents, ont ete distingues et divises en sequevars (figure 2).

Asia
Phylotypel

14 13
16 12

18

Africa
Pt¥otypeltl

9
8

Americas

~---7

3 4

Pt?,1tiype 11

DDl

Figure 2 : Classification de R. so/anaceqrum en (( phylotypes» et en « seguevars »,
(Fegan and Prior, 20051
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En Martinique, Prior et Steva determinent en J990 que R. solanacearum est
principalement representee par le phylotype I sequevars 3, et par une minorite de phylotype
11 sequevar 3. En 1999, une nouvelle souche de R. solanacearum a ete isolee sur anthurium. 11
s'agit de la souche emergente c1assee phylotype 11 sequevar 4NPB (non pathogene sur
bananier). Les souches de cette population ont ete retrouvees sur Solanacees, et ont elargi
leur spectre d'hotes aux Cucurbitacees. L'origine de cette souche est encore inconnue
(Wicker et al. 2007).

c) Plantes hates

L'agent R. so/anacearum infecte un large spectre d'hotes (200 especes et 50
families), et notamment des especes horticoles d'importance majeure de la famille des
solanacees comme la tomate, I'aubergine, la pomme de terre et le tabac mais aussi. le
gingembre ou le bananier.
En Martinique, les souches de la population emergente de R. solanacearum, phylotype 11
sequevar 4NPB, sevit sur les Solanacees, les Cucurbitacees et I'anthurium. De plus, malgre le
caractere non pathogene de ces souches sur bananier, les souches peuvent infecter les
bananiers plantains, sans developpement de symptomes typiques du fletrissement bacterien
(Wicker et ai, 2007).

3.2) Dissemination et survie de R. so/anacearum

a) Les plantes hates, non hates et hates altematlfs

Les debris de vegetaux infectes par R. solonoceorum, et conserves dons le sol
permettent la survie de la bacterie dans une parcelle agricole.

Certaines plantes, dites porteuses saines ou hotes alternatifs, sont infectees par la
bacterie sans pour autant presenter de symptomes du fletrissement bacterien. Ces plantes,
principalement des adventives, permettent la survie de la bacterie entre deux periodes de
cultures.

La bacterie peut egalement survivre en colonisant la rhizosphere de plantes non
hotes (Granada et Sequeira, 1983).

b) L'eau et le sol

La viabilite depend tres fortement des conditions physico-chimiques
environnementales comme I'humidite, la temperature, ou le contenu en matiere organique
du sol. En effet. la population bacterienne peut etre reduite par de fortes variations
osmotiques, ou par des pH et temperatures extremes (Denny, 2006). La maladie peut aussi
apparaitre dans une zone inondee (Pradhanang et 01,2003).

c) Le materlel agrlcole

L'agent R. solanoceorum peut se conserver sur le materiel agricole souille et ainsi etre
transmis d'une parcelle a une autre. Ceci peut etre evite par une desinfection systematique
des outils, machines et vetements.

d) Cas particulier de I'etat VBNC

R. so/anaceorum peut egalement. lors de conditions defavorables, se trouver dans un
etat VBNC (viable but not culturable), une forme de resistance, encore peu connue. La
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bacterie survie sans se multiplier, son metabotisme reste actif et la colonisation reprend des le
retour de bonnes conditions (Denny, 2006). Cette forme implique une croissance
bacterienne trop faible pour etre detecter sur milieu de culture (Grey and Steck, 2001) .Cette
forme de resistance peut etre induite par un stress osmotique, thermique, nutritif ou encore
par I'exposition a des metaux lourds (Gauthier, 2000).

4) Moyens de prevention et de lutte

4.1) Mesures prophylactiques

Les mesures prophylactiques peuvent empecher, retarder I'apparition ou eviter la
diffusion de la maladie sur une parcelle. Les dispositions preconisees sont. I'utilisation de
semences saines, la desinfection du materiel agricole, le brulage des dechets, le desherbage
regulier, I'arrachage et la destruction des plants contamines, et un bon drainage des soIs
(Mian et 0/,2002).

4.2) Pratiques culturales

La rotation de cultures est un moyen de lutte efficace mais est souvent difficile a mettre
en place car la periode de rotation doit etre de plusieurs annees pour etre efficace (Hunter
2009).

Des plantes a potentiel assainissant peuvent egalement etre utilisees. On qualifie
d'assainissante, une plante qui entraine une diminution de la population de microorganismes
phytopathogenes et du pouvoir infectieux sans impacter la plante cultivee. Selon la plante
selectionnee, differentes methodes d'applications peuvent etre mise en place, comme
I'utilisation d'extraits, I'amendement du sol par enfouissement ou mulch, I'association ou
encore la rotation culturale.

La mise en place de pratiques culturales innovantes, integrant I'association culturale
avec des especes assainissantes ou encore I'utilisation d'amendements organiques, sont des
pistes prometteuses pour la gestion durable du fletrissement bacterien.

4.3) Resistance varietale

L'utilisation de varietes resistantes ou tolerantes est egalement un moyen efficace, mais
ces plantes peuvent presenter des infections latentes et permettre la survie de R.
so/anacearum (Felix et 01, 2010). De plus. la diversite et la complexite genetique de la
bacterie rend les cultivars resistants tres specifiques a un lieu associe a un dimat, une
pedologie et une souche bacterienne donnee.

La combinaison de mesures prophylactiques, de pratiques culturales innovantes et de
varietes resistantes devraient permettre un controle durable de la maladie (pradhanang et
01, 2003 ; Roberts and Lohrke, 2003).

5} Nouvelle perspective de lutte biologique: les biopesticides a partir d'extraits
vegetaux

Le manque de resultats conduants pour la gestion du fletrissement bacterien par les
diverses methodes dassiques, comme la creation d'hotes resistan s, le controle cultural ou
encore la lutte chimique. initie la recherche vers d'autres alternatives. S'inserant au cceur de
cette problematique, plusieurs travaux de recherche d'extraits vegetaux aux pouvoirs
antibacteriens ont ete realises.
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5.1) Les extraits vegetaux et I'effet antimicrobien

Le pouvoir preventif ou curatif des vegetaux et extraits vegetaux contre les pathologies et
maux du corps humain est reconnu depuis des millenaires. En medecine chinoise
traditionnelle, les feuilles, les racines ou encore les fruits de certains vegetaux sont toujours
utilises contre differents types d'infection. Les extraits vegetaux sont utilises en friction,
inhalation, infusion, ingestion de tout ou partie d'un vegetal ou par isolation d'un principe
actif en phytotherapie et par la medecine actuelle. Chaque espece ou organe vegetal Cl
ses propres proprietes en fonction de la constitution chimique. Celle-ci varie selon I'age, les
conditions environnementales ou encore les modes d'extractions et d'applications INegi et
0/,2002).

Les effets curatifs prouves contre les agents pathogenes humains et les travaux en cours
pour decouvrir de nouveaux principes actifs, s'etendent Cl la recherche agronomique.

En effet les extraits vegetaux ont montre leur effet antimicrobien, et notamment contre
les bacteries phytopathogenes offrant ainsi des perspectives d'elaboration de biopesticides
d'origine vegetale IFreitas et 0/,2000; Pradhanang et 0/,2003; Balestra et 01, 2008; Balestra
et a/, 2009; Abo-Elyousr and Asran 2009 ; Teng et 0/,2010; Paret et 01, 2010; Deberdt et 01,
2012).

Differents types d'extraits vegetaux peuvent etre synthetises, selon le vegetal, I'organe
vegetal et le mode de synthese. Ainsi, des extraits de type aqueux, huiles essentielles ou
organiques peuvent etre realises.

Plusieurs etudes ont montre le pouvoir antimicrobien d'extraits vegetaux, contre des
bacteries ou champignons phytopathogenes.

Pour tester, in vitro, I'effet antibacterien d'extraits vegetaux, differentes methodes
sont proposees et le plus souvent ce sont les techniques de diffusion sur milieux solides
IVasinauskiene et 01, 2006; Teng et 0/,2009; Paret et 0/,2010) qui sont utilisees.

L'effet des extraits vegetaux en conditions in vivo, permet de tester I'effet, sur la bacterie
dans son milieu nature!, et sur le developpement de la maladie sur la plante hate sensible.
Differents moyens d'application de I'extrait vegetal Cl tester peuvent etre realises,
I'amendement au sol IDeberdt et 01, 2011 ; Pradhanang et 01, 2003), la vaporisation sur
parties aeriennes de la plante, ou I'injection dans la tige de la plante ou Cl sa base.

Par ces techniques, differents extraits vegetaux ont montre un effet antibacterien sur R.
solanacearum, I'huile essentielle de Spirea alpina (Teng et 01, 2010), I'huile essentielle de
Cymbopogon martini IParet et 01, 2010) ou encore I'extrait aqueux d'Allium fistulosum
IDeberdt et 0/,2012).
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Chapitre 2 :
Etude du pouvoir antibacterien d'extraits de bois d'inde,

contre I'agent pathogene Ralstonia solanacearum

I} Materiels et methodes

A)Mah~riel

Le materiel presente ci-dessous est commun aux 3 essais realises durant mon stage.

1- L'agent Ralstonia solanacearum

La souche 02-075, souche de reference du laboratoire de phytopathologie,
appartenant au phylotype II/sequevar 4NPB (non pathogeme sur bananier), est utilisee dans
notre etude. Cette souche a ete isolee en Martinique, en 2002, sur un baliser et on la
retrouve aujourd'hui dans la plupart des zones de production maraicheres de l'i1e (Wicker
et aI, 2007).
L'agent R. solanacearum est cultive sur milieu semi-selectif SMSA ou sur milieu non selectif
CPG (casamino acide peptone glucose); les colonies typiques de R. solanacearum sont de
forme irreguliere et d'aspect muqueux (figure 3).

L'inoculum de R. solanacearum utilise
pour cette etude est calibre 6 1()8

etu/ml 6 l'aide d'un dosage
spectrophotometrique (6 6oonm), puis
des dilutions en series sont realisees
pour obtenir les concentrations
souhaitees.

Figure 3 : Culture de R. solanacearum,
souche 02-075. sur milieux SMSA

2- Le bois d'inde: Pimenta racemose (figure 4)

Bien qu'i1 soit appele Bois d'lnde, cet arbre est originaire des Antilles; Christophe Colomb
le nomma ainsi. pensant se trouver en Inde.
C'est un arbre commun en Martinique, on le trouve dans les fort~ts mais egalement proche
des habitations. De nombreuses proprietes sont reconnues 6 cette espece, notamment
grace aux feuilles tres odorantes, qui sont utilisees en cuisine ou en phytotherapie, en
infusions ou en frictions.
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Classification:

Ordre: Myrtales
Famille: Myrtaceae
Genre: Pimenta
Espece: P. racemosa

Figure 4 : Bois d'inde

Deux types d'extraits de feuilles de bois d'inde sont utilises dans cette etude. I'huile
essentielle (HE) et I'extrait aqueux (EA). L'huile essentielle est fabriquee par le Lycee
d'enseignement Polyvalent du Lorrain (Martinique).

3- La tomate cv. Roma:

La variete de tomate (( Roma ll. variete sensible au fletrissement baeterien. a ete
choisie pour I' etude (figure 5).

Classification:

Ordre: Solanales
Famille: Solanaceae
Genre: Solanum
Espece: S. Iycopersicum

Figure 5: Semis de tomates cv. Roma

4- Le sol

Le sol utilise est un sol naturel provenant de la couche superficielle (15 premiers cm) d'une
parcelle de la station de Riviere Lezarde (Martinique). naturellement infestee par I'agent R.
so/anacearum.
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B) Methodes

l-Etude de I'effet d'huife essentielfe de bois d'inde sur la croissance
de R. so!anacearum, Cl I'aide de la technique en milieu amende:
essoi 1 in vitro

a) Le principe

La technique de culture bacterienne sur milieu amende est utilisee ici afin d'estimer
la capacite de R. so/anacearum a se multiplier sur un milieu de culture en contact direct
d'HE. Differentes concentrations en HE sont testees afin de determiner la CMI (concentration
minimale inhibitrice).

b) Les traltements

Cinq traitements, quatre concentrations d'amendement en HE et un temoin, sont testes:
Traitement 1 : (HE + Tween) a 0.01%
Traitement 2 : (HE + Tween) a 0.02 %
Traitement 3 : (HE + Tween) a 0.03 %
Traitement 4 : (HE + Tween) a 0.04 %
Traitement 5 (temoin positif inocule) :(Eau + Tween)

Pour chaque traitement. trois concentrations en inoculum de R. solanacearum sont testees :
103, 102, 101 etu/m!.

c) Le mode operatoire

L'huile essentielle est emulsionnee dans du Tween 20 (ratio 1 :1). Au prealable, le
Tween 20 a ete sterilise a 120°C pendant 20min, et I'HE a ete sterilisee par filtration a 0.2mm.
Des dilutions sont realisees pour obtenir les concentrations a tester. Le melange HE et Tween
est incorpore dans le milieu de culture SMSA en surfusion. L' emulsion HE et Tween permet une
incorporation plus homogeme dans le milieu de culture.

Une premiere gamme de concentrations en HE est realisee avec les traitements 1, 2, 4
et 5 (essal1.1) ; puis une deuxieme gamme avec les traitements 2, 3, 4 et 5 (essal1.2).

Les milieux amendes sont coules en boite de petri et ensemences a I'aide de 100\JL
de chaque concentration en inoculum de R. solanacearum. Pour chaque traitement, 3 series
sont realisees par concentration en inoculum; les deux gammes de concentration en milieu
amende sont repetees 3 fois.

d) Les observations

Les resultats sont obtenus par comptage du nombre de colonie de R. solanacearum sur
milieu amende apres incubation 3 jours a 28°C, et sont exprimes en nombre de etu de R.
solanacearum par boite de petri.
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e) Les analyses statlstlques

Le nombre de cfu est transforme en log (cfu+1) afin de normaliser les donnees, puis une
analyse de variance ANOVA suivie d'un test de comparaisons multiples de Tukey sont realises
Cl I' aide du logiciel XLSTAT2011 .

2- Effet d'extraits de bois d'inde sur la dynamique des gogulations de R.
solanacearum et sur I'incidence du fletrissement bacferien de la fomafe:
essais 2 et 3. in vivo

Deux essais in vivo sont mis en place de fo<;on parallele. Le sol est traite de la meme
maniere pour les deux essais, iI est prealablement seche Cl temperature ambiante pendant
une semaine, tamise Cl I'aide d'un tamis de 5 mm et humidifie afin d'etre en condition
optimale pour la croissance de I'agent R. so/anacearum et donc au developpement du
fletrissement bacterien.
On realise un suivi de populations bacteriennes dons le sol en I'absence de tomates pour
I'essal 2, et on observe le developpement du fletrissement baeterien sur la tomate pour
I'essai 3.
Pour I'essai 2, un seul type d'extrait de Bois d'lnde, I'huile essentielle (HE.) est teste, et pour
l'essaI3, deux types d'extraits, huile essentielle (HE) et extrait aqueux (EA) sont testes.

2.1} Effet d'huile essentielle de bois d'inde sur la dynamique des populations de R.
so/anacearum dans un sol naturel : essai 2

a) Le principe

Le suivit de la dynamique des populations de R. solanacearum est realise sur un sol
naturellement infeste, artificiellement contamine par R. so/anacearum, et prealablement
traite avec differentes concentrations en HE de bois d'inde. Le suivi est effectue par
extraction et quantification des populations de R. so/anacearum du sol.

LI extraction et la quantification sont realisees sur une periode de 2 mois, Cl huit dates
successives, JO (avant traitement du sol), J3 (3jours apres traitement du sol), J10, J21. J36, J44,
J52 et J59.

b) Les traitements

Quatre traitements, trois concentrations en HE et un temoin, sont testes.

Traitement 1 : R. so/anacearum, (HE + Tween) Cl 0.14%
Traitement 2: R. solanacearum, (HE + Tween) Cl 0.07%
Traitement 3 : R. so/anacearum, (HE + Tween) Cl 0.04%
Traitement 4: (temoin positif inocule) : R. solanacearum, (eau + Tween)

L'inoculum de R. so/anacearum utilise est calibre Cl 1Q8 etu/ml.
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c)Le mode operatolre

1) Le traitement du sol (figure 6)

Sol naturel

~amisagedu sol et
repartition en sacs de lkg

20 sacs : 5 sacs par trai emen

Humectation,lnoculation
2h apres:application des traitements

Sacs fermes non herme ique n ,
places Cl I'obscurite
en chambre cr a -quependan 59 jours

Figure 6 : Mode operatoire pour le traitement du sol

2) Extraction et quantification des populations bach!riennes du sol (figure 7)

5g de sol 15 biDes de rre
+25 Lde a p d'ex rac io

j Agit ion-rotation 30 minu s
oecantation 5 mO utes

Sumagea

D3

D

jPrere_enl de sumageanl

DO D1 D2

o 0,4 • D0,4rnt.. D0,4
[] DO D1 D2

+ 3,6 IS + 3,6 IS + 3,6 TRIS

lEare t lE are e ~tare
50~L D1 50~L D2 tso~L D3

·2 repetifio
par d~ution

Extraeti
par sac

_ 4 boites par extrac ion
(choix de Dl+02 ou D2+031

Figure 7 : Mode operatoire d'extraction et de quantification de bacterjes du sol
DO, 01 , 02 : dilutions successives de facteur 10
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Pour chaque traitement. 5 repetitions, correspondant Cl 5 sacs de sol, sont realisees.
Par extraction, deux dilutions sont realisees et chaque dilution est etalee sur deux boites de
petri, correspondant Cl 2 series.

3) Determination de la masse seche des echantlllons de sol

Pour chaque sac, 2x109 de sol frais sont preleves et peses, afin de determiner. apres
sechage 24h Cl 120°C au four Pasteur, le poids sec de chaque echantillon. Ceci permet de
calculer la teneur en eau du sol, et d'exprimer les resultats en nombre de etu total par
gramme de sol sec.

d) Les observations

Apres incubation 3 Cl 4 jours Cl 28°C, le comptage du nombre total de colonies
bacteriennes (en etu) et du nombre de colonies de R. soJanacearum (en du) est realise. Les
resultats sont ensuite exprimes en nombre de du de bacteries totales/g de sol sec et de R.
soJanacearum/g de sol sec.

e) Les analyses statistiques

Le nombre de du de R. soJanacearum Ig de sol sec est transforme en log du/g de sol
sec afin de normaliser les donnees. Une analyse de variance ANOVA et un test de
comparaison multiple de Tukey sont realises sur les donnees transformees Cl I'aide du logiciel
XLSTAT 2011.

2.2) Effet de deux types d'extrait de bois d'inde sur I'incidence du fletrissement
baeterien de la tomate : essai 3

a) Le principe

L'etude de I'effet des extraits vegetaux sur I'incidence de la maladie est realisee par
observation des symptomes du fletrissement bacterien sur tomate apres amendement du sol
en extraits de bois d'inde, huile essentielle et extrait aqueux, Cl differentes concentrations.

b) Les traitements

Huile essentlelle, HE : Trois traitements en HE, et deux temoins sont appliques

Traitement 1: R. soJanacearum, (HE + Tween) Cl 0.04%
Traitement 2: R. soJanacearum, (HE + Tween) Cl 0.07%
Traitement 3: R. soJanacearum, (HE + Tween) Cl 0.14%
Traitement 4: (temoin positif inocule): R. soJanacearum, (eau + Tween)
Traitement 5: (temoin negatif non inocule) : (eau + Tween)

Extralts aqueux, EA : Un traitement en EA et deux temoins sont appliques

Les extraits aqueux sont obtenus Cl partir de feuilles fraiches rincees, sechees et
decoupees en petits morceaux puis broyees dans un volume d'eau sterile au blender. Le
melange obtenu est filtre Cl travers une double couche de compresses steriles.
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Traitement 6: R. so/anacearum, EA Cl 50%
Traitement 7: (temoin positif inocule): R. so/anacearum, eau
Traitement 8: (temoin negatif non inocule) : eau

L'inoculum de R. so/anacearum utilise est calibre Cl 106 etu/ml

c) Le mode operatoire (figure 8)

Sol naturel

/
TamiSageet
repartition en sac de 9kg

8 sacs: par tra' ement

Humidific 'on, inoculation
Application destra ments

Sacs fermes non hermetque t.
places a I'obscurite
en charrbre c1irnatique

1
Apres 11 jours d'incubatiort

Ouverture des sac s
Mise en pots en sene

240 pots de 27 9 de sol:
30 pots par traitement

ITransplantation de plants
~de tomalesev, RDma ageesde 15jours

240 plants :30 par traitements
Disposi if en 3 blocs

Figure 8: Mode operatoire pour le traitement du sol et la transplantation de tomates

Trois repetitions sont realisees et organisees en trois blocs. disposes sur des tables
independantes. Chaque bloc contient les 8 traitements. Les traitements, constitues de 10
pots. sont disposes sur des plateaux separement. Les plateaux (correspondant aux
traitements) sont ensuite distribues de fa<;:on aleatoire sur une table (correspondant Cl un
bloc) (figure 9).
Les pots sont arroses quotidiennement afin d'obtenir des conditions optimales au
developpement du fletrissement bacterien.

Figure 9: Dispositif en bloc (serre de phytopathologie du PRAMj
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d) Les observations

1) Sulvl du developpement des symptomes

La notation des sympt6mes est realisee 3 fois par semaine de 0 Cl 28 JAT (Jours Apres
Transplantation) selon I'echelle suivante :
1 = piante morte de fletrissement bacterien, entierement fletrie ou aux trois quarts fletrie
o= pas de sympt6me

2) Acquisition des donnees

Le nombre de plants fletris Cl une date t permet ('evaluation de I'incidence de la
maladie dont ('evolution au cours du temps representee par la courbe IFB=f(t) avec pour
chaque date (t) le calcule de I'indice de fletrissement bacterien (IFB) :

IFB (t) = nb de plantes atteint de fletrissement bacterien Cl la date t / nb de plantes totales

Les donnees des IFB Cl differentes dates permettent I'evaluation de la severite de la
maladie Cl ces memes dates grace au calcul de I'indice AUDPC:

AUDPC (M = L(IFBi + IFBI+l) ( t+l - t)/2

Isolements microbiologiques :
Durant les 28 jours de suivi des sympt6mes, des extractions bacteriennes, au niveau du collet,
sont realises sur les plants fletris, afin de confirmer la presence de R. so/anacearum.
En fin d'experimentation, 28 jours apres transplantation des tomates (JAT), les extractions sont
realisees sur tous les plants sans sympt6mes, afin de determiner si les tomates presentent ou
non une infection latente.
Le nombre de plants sans sympt6mes, presentant une infection latente, en fin
d'experimentation permet ('evaluation de I'indice de colonisation, IC:

IC = (nb de plantes fletries+ nb de plantes sans sympt6me avec infection latente)
/ nb de plantes totales

e) Les analyses statistiques

Les indices de fletrissement bacterien (IFB), et indices de colonisation (IC), exprimes en %

puis en proportion de plants fletris sont transformes en arc sinus (racine(IFB)) et arc sinus
(racine(IC)) : les valeurs AUDPC sont transformees en racine{AUDPC), afin de normaliser les
donnees. Une comparaison de variance ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de
Tukey sont ensuite realises.
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/I) Resultats

A) Essai 1

1. l-Essai 1.1

91.8% de la variabilite exprimee est expliquee par le modele (ANOVA, R2=0.918).
L'analyse de variance ANOVA montre un effet significatif de la concentration en HE testee et
de la concentration en inoculum (ANOVA, p<O.Ol) (tableau 1).

Source DDL I des Moyenne F Pr> F Difference
carres des carres sianificative

serie 2 0.038 0.019 0.193 0.825 Non
Repetition 2 0.693 0.347 3.500 0.036 Non
Concentration 3 18.568 6.189 62.502 < 0.0001 Oul
Concentration 2 47.150 23.575 238.068 < 0.0001 Oul
de I'inoculum

Tableau 1: resultat de I'analyse de variance ANOVA

L'effet (( serie» n'etant pas significatif, les resultats des trois series sont regroupes
(tableau 2). Les traitements, pour chacune des trois concentrations en inoculum, se
distinguent en trois groupes statistiquement differents (Test de Tukey, p<0.05). Le tableau 3
presente les resultats du test de comparaison multiple de Tukey pour la concentration en
inoculum de 102 etu/m/.

Inoculum Concentration en HE Temoln
ICFU/mLl 0,01 0,02 0,04 Tween

ReDetitlon 1
103 164,3333 142,6667 ° 166,3333
102 18 10,66667 ° 15,33333
101 0,666667 0,666667 ° 1

ReDetitlon 2
103 157,6667 69 ND* 151
102 19 6 ° 20
101 1 0,666667 ° 2

ReDetitlon 3
103 160 125 ° 154,3333
102 14,33333 11,66667 ° 17,33333
101 1,333333 ° ° 1,333333

Concentration Moyenne Groupes
en HE estlmee

° 1,262
A

0,01 1,245
A

0,02 0,981
8

0,04 0,000
C

Tableau 3 : Test
de Tukey pour la concentration en

inoculum 102 etu/ml

Tableau 2: Valeur du nombre de etu. pour chaque
concentration en HE, par repetition et par concentration
en inoculum (*ND = non determine)

A la concentration en inoculum de 102du/ml, les resultats ob enus avec le temoin et
avec la concentration en HE 0.01 % ne sont pas significativement differents. Les resultats
obtenus avec les concentrations en HE 0.02% et 0.04% sont significativement differents entre
eux et en comparaison aux autres concentrations testees.
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Le dEweloppement de R. sofanaceraum n'est pas inhibe aux concentrations en HE 0.01 et
0.02% : I'inhibition est totale Cl partir de la concentration en HE 0.04% (figure 101.

IConcentration en inoculum 102 ctu/mll

Temoin Tween HE 0,04% HE 0,02% HE 0,01%

Figure 10 : Photo de colonies de R. solanacearum sur milieu amende ou non en HE ;
Inoculum calibre Cl 102etu/ml

1.2- Esse; 1.2

81% de la variabilite expnmee est expliquee par le modele (ANOVA. R2=0.81).
L'analyse de variance ANOVA montre un effet significatif de la concentration en HE testee et
de la concentration en inoculum (ANOVA. p<O.Ol) (tableau 4).

Source DDL r des Moyenne F Pr> F Difference
carres des carres sionificative

serie 2 0.038 0.019 0.151 0.860 Non
Repetition 2 0.203 0.102 0.799 0.453 Non
Concentration 3 24.131 8.044 63.275 < 0.0001 Oui
en HE
Concentration 2 28.679 14.340 112.804 < 0.0001 Cui
de I'inoculum

Tableau 4; Resultat de I'analyse de variance ANOVA

L'effet (( serie» n'etant pas significatif. les resultats des trois series sont regroupes
(tableau 5). Les traitements. pour chacune des trois concentrations en inoculum. se
distinguent en trois groupes statistiquement differents (Test de Tukey, p<0.05). Le tableau 6
presente les resultats du test de comparaison multiple de Tukey pour la concentration en
inoculum de 103 etu/ml.

Page I 18



Inoculum Concentration en HE Temoln
(CFU/mL) 0,02 0,03 0,04 Tween

Repetition 1
103 76,33333 50 0 94,33333
102 10,66667 5,666667 0 10,33333
101 0,333333 1 0 0,666667

Repetition 2
103 100,6667 67 0 92
102 39,66667 6 0 16.33333
101 0,333333 2 0 2

Repetition 3
103 104,3333 68,33333 0 92,33333
102 11,66667 5,666667 0 11
101 1.333333 0,666667 0 1

Concentration Moyenne Groupes
en HE estimee

0 1.993 A

0,02 2.005 A

0,03 1,790 8

0,04 0,000 C

Tableau 6 : Test de Tukey pour la
concentration en inoculum

103cfu/ml

Tableau 5: Valeur du nombre de du,
pour chaque concentration en HE,

par repetition et par concentration en inoculum

A la concentration en inoculum de 103 du/ml, les resultats obtenus avec le temoin et
la dose 0.02% ne sont pas significativement differents. Les resultats obtenus avec les doses
0.03% et 0.04% sont significativement differents entre eux et en comparaison aux autres
concentrations testees.
Jusqu'C1 la dose en HE 0.03% le developpement de R. solanaceraum n'est pas inhibe; Cl la
dose en HE 0.04%, I'inhibition est totale (figure 11). La CMI (concentration minimale
d'inhibition) determinee id est de 0.04% en HE.

IConcentration en inoculum 103 du/ml

Temoin Tween HE 0,04% HE 0,03% HE 0,02%

Figure 11: Photo de colonies de R. solanacearum sur milieu amende ou non en HE;
Inoculum calibre Cl 103 du/ml

Remarque: L'observation Cl I'ooil nu des colonies de R. solanacearum sur boites de
petri, permet de constater que les colonies de R. solanacearum sont plus volumineuses sur les
boites temoins sans HE par rapport Cl toutes les boites traitees en HE (figure 11).
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B) Essai 2

1)Dynamique des RORulations de R. solanacearum dans le sol

Pour chaque traitement, les effets des repetitions (5 sacs) et des series (dilutions) ne
sont pas significatifs (Tableau 7). A J59, 93.6% de la variabilite est expliquee par le modele
(ANOVA, R2=0.936). Les donnees de I'ensemble des repetitions et series sont regroupees pour
realiser I'analyse statistique (figure 12).

Source DDL r des Moyenne F Pr> F Difference
carres des carres siQnificative

Repetition 4 1.478 0.369 1.007 0.419 Non
(sac)
Serie (boite de 1 0.122 0.122 0.334 0.568 Non
petri)
Concentration 3 165.190 55.063 150.070 < 0.0001 Oul
en HE

Tableau 7; Resultat de I'analyse de variance ANOVA. en fin d'essal. a J59

Representation de /a dynamigue des popu/ations
de R. so/anacearum en fonction du temps,
et selon le traitement du so/

log Rsl g de sol sec

8

7

6

5

4

3

2

1

o
o 20 30 40

Traitements:

.......HEO,14

_HE 0.07

·.......HEO.04

·-TTween

Jours apres
inoculation

Figure 12: Suivi de la dynamigue des populations de R. so/anacearum. pendant 59 jours,
en sols amendes avec differentes concentrations en HE de bois d'inde.

A. B, C : groupes statistigues (test de Tukeyl

Pour tous les traitements on constate une augmentation marquee des populations de
R. so/anacearum durant les trois premiers JAI. Puis entre le troisieme et le dixieme JAI, une
diminution est observee pou tous les traitements et celle-ci est d'autant plus forte que la dose
en HE est elevee. La population de R. so/anacearum dans le sol temoin devient alors
significativement superieure a celle des soIs ayant re<;u des HE. Les traitements en HE ont un
effet suppressif sur les populations de R. so/anacearum apartir du troisieme JAI.

A partir du 10eme jour, pour le traitement temoin, on observe que la population de R.
so/anacearum se maintient durant les 59 jours de suivi.
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Pour les sols traites en HE, on observe une evolution des populations de R.
so/anacearum differente selon la dose en HE.
En effet. apn3s une chute marquee du nombre de bacteries entre le 3eme et le 10eme JAI, la
population de R. solanacearum augmente fortement. pour le traitement en HE 0.04%, et se
maintient Cl un seuil proche de celui des populations du sol temoin.
Pour le traitement en HE 0.07, la population de R. so/anacearum se maintient un taux plus de
fois inferieur au temoin puis augmente au 57eme JAI.
Pour le traitement HE 0.14%, la population de R. so/anacearum est indetectable Cl partir du
10eme JAI.

Ces observations se confirment statistiquement (ANOVA. p<O.Ol), des 36 JAI, trois
groupes statistiques se distinguent (test de Tukey, p<0.05). Le traitement HE 0.04% n'est pas
significativement different du traitement temoin. Les traitements HE 0.07 et 0.14% sont
different entre eux et avec le temoin et le traitement HE 0.04%. Le resultat du test de Tukey au
5geme jour est presente dans le tableau 8. 11 Y a donc un effet inhibiteur du traitement en HE
sur les populations de R. solanacearum des la dose 0.07%, et I'inhibition est totale Cl la dose
en HE 0.14%.

Traltement Moyenne Groupes
estimee

temoin 5.196 A

HE 0.04% 4.719 A

HE 0.07% 3.134 B
HE 0.14% 0.000 C
Tableau 8 : Test de Tukey Cl J59

2) Dynomique des populotions bocteriennes totoles dons le sol

.Pour chaque traitement, les effets des repetitions (5 sacs) et des series (dilutions) ne
sont pas significatifs (Tableau 9). A J59, 76.4% de la variabilite exprimee est expliquee par le
modele (ANOVA, R2=0.764). Les donnees de I'ensemble des repetitions et series sont
regroupees pour realiser I'analyse statistique (figure 13).

Source DDL I: des Moyenne F Pr>F Difference
carres des carres siQnificative

Repetition 1 0.245 0.245 5.078 0.031 Non
(sac)

Serie {dilutionl 1 0.122 0.122 0.334 0.568 Non
Concentration 3 5.202 1.734 32.345 < 0.0001 Oui

en HE
Tableau 9 : Resultat de I'analyse de variance ANOVA, en fin d'essai Cl J59

Page I 21



Log bacterles
totales/g
de sol sec

Representation de la dynamique des populations microbiennes
totales, en fonction du temps et selon le traitement du sol

o
u

Extractions auxquelles les
traitements se distinguent en
4 groupes statistiques
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Figure 13 : Suivi de la dynamique des populations bacteriennes totales, pendant 59
jours, en sols amendes avec differentes concentrations en HE de bois d'inde.

A, B, C, D : groupes statistiques du test de Tukey Cl J52 et J59

Le nombre de bacteries totales (R. so/anacerum et autres), Cl 59 JAI, est
significativement differents entre tous les traitements (tableau 10). Plus la concentration en HE
augmente et plus le nombre de CFU totale est faible.
Pour les traitements en HE 0.07 et 0.14%, on observe une diminution marquee des populations
bacteriennes totales entre le 3eme et le 10eme jour apres inoculation.

L'amendement du sol en HE a egalement un effet inhibiteur du developpement des
colonies bacteriennes autres que R. solanacearum, la figure 14 iIIustre ce resultat.

Traltement Moyenne Groupes
estimee

Temoin 5.422 A

HE 0.04% 5.104 B

HE 0.07% 4.777 C

HEO.14% 4.456 0

Tableau 10: Test de tukey Cl J59

HE 0.14% I
Figure 14: Colonies bacteriennes totales extraites du sol,

Cl 59 JAI. pour chaque traitement.
Les colonies de R. so/anacearum sont encerclees en rouge
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Cl Essai 3

Les donnees obtenues pour I'essai 3, I'incidence de fletrissement bacterien (IFB), les
valeurs AUDPC et les indices de colonisation (IC) ne suivent pas une distribution selon la loi
Normale (test de Shapiro-Wilk, p<0.05). On ne peut alors pas realiser de tests parametriques
d'analyse de variance ANOVA et de comparaison multiple de Tukey.
Les donnees ne sont donc pas appuyees par des tests statistiques, mais sont presentees ci­
dessous, en regroupant les 3 blocs, afin de montrer la tendance qui se degage.

l)lncidence du flE§trissement baderien (figure 15)

I
IFB (%) &~presentation de revolution du pourcentage de f1etrissement bacterien

par traitement. en fondion du temps
100
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1: __~~~~:t=+~

Traitements du sol:

.....HEO,04%

.....HEO,07%

-a-HEO,14%
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~EA

_Eau+Rs

JAr
o 5 10 15 20 25 30

Figure 15: Representation de I'evolution du fletrissement bacferien pendant 28 jours.
selon le traitement. en regroupant les 3 blocs

Les sympt6mes du fletrissement bacferien apparaissent des le cinquieme jour apres
transplantation.

Un plant/30 du traitement eau non inocule presente des sympt6mes du fletrissement
bacterien, tandis que tous res autres plants sont restes sains tout au long de la periode
experimentale. L'isolement microbiologique sur ce pant confirme la presence de R.
solanacearum phylotype 11.

Pour les traitements temoins inocules (Tween et eau) et les traitements en HE 0.07% et
0.04%, le developpement du f1etrissement bacferien (IFB) est tres rapide durant les 17
premiers JAT, puis I'IFB atteint un plateau. En fin d'essai, Cl 28JAT, I'IFB atteint 70 et 80% pour les
temoins inocules (eau et Tween), et 53 et 63% pour les traitements en HE. 0.04 et 0.07%
respectivement.

Pour les traitements EA 50% et HE 0.14%, I'expression de la maladie est freinee jusqu'au
4eme JA1. Pour le traitement HE 0.14%, I'IFB augmente Cl partir de 14 JAT et atteint un

plateau; En fin d'essai, Cl 28 JAr. I'IFB est de 26%. Pour le traitement EA 50%, I'IFB augmente Cl
partir du 14eme JAT et I'IFB atteint 30% en fin d'experimentation.

La figure 16 ilIustre I'observation progressive de la diminution du nombre de plant
f1etris avec les concentrations en HE elevees.
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Figure 16: Plants de traitement HE 0.14%. HE 0.07% . HE 0.04%. temoin inocule
et non inocule (de haut en bas et de gauche Cl droitel

2) Severite du fletrissement bacterien :

La severite de la maladie est evaluee grace aux valeurs AUDPC. calculees pour
chaque traitement et chaque date.

En fin d'essai. les traitements semblent se distinguer en deux groupes. Les traitements
HE 0.04%. HE 0.07%, temoin Tween inocule et temoin eau inocule. dont la valeur d'AUDPC est
superieur ou egale Cl 10; Et les traitements HE 0.14%. temoin Tween non inocule. EA 50% et
temoin eau non inocule, dont la valeur AUDPC est inferieure Cl 10 (figure 17).

Representation de I'AUDPC Cl 28JAT en fonction des traitements

..

AUDPC
LU
18
16
14
12
10
8
6
4
2
o

Figure 17: Representation des AUDPC Cl 28JAT pour chaque traitement
Les barres d'erreurs indiquent les erreurs standards des moyennes
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3) Indice de colonisation bacterienne /IC)

Quelques plants sans symptomes presentent une infection latente. Les groupes qui
semblent se distinguer sont les memes que ceux des IFB et AUDPC obtenus en fin
d'experimentation (figure 18).

o IFB

D IC

Representation des IC et des IFB Cl 28JAT.
en fonction des traitements

IC et IFB (%)
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«,'b'>.," Traltement I
__ J

Figure 18: Representation des IFB et IC en fin d'essai. Cl 28 JAT. pour chaque traitement.
Les barres d'erreurs indiquent les erreurs standards des moyennes

4)Cas du traitement en extrait aqueux

Les plantes du traitement EA 50% ont developpe d'une morphologie particuliere, avec un
port dresse et un jaunissement foliaire prononce (figure 19).
En fin d'essai, I'IFB du traitement EA 50% atteint 30%. Cependant, plus de la moitie des plants
sont morts au cours de I'experimentation, de cause exterieure au fletrissement bacterien. En
effet, les isolements microbiologiques realises sur ces plants n'ont pas permis d'isoler R.
so/anacearum.

Figure 19 : Photo de plant de tomate temoin (gauche!
et ayant re<;u le traitement EA (droite!
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Ill) Discussion

Les essais realises dans le cadre de mon stage s'inscrivent dans la thematique de
recherche sur la gestion agroecologique du fletrissement bacterien de la tomate. Nous
avons teste I'effet antibacterien d'extraits de bois d'inde (pimenta racemosa) contre I'agent
pathogEme R. so/anacearum, en prenant en compte le complexe epidemiologique
responsable du fletrissement bacterien de la tomate. Ce complexe est constitue de I'agent
pathogene, la plante hate et I'environnement (figure 20). Notre approche a consiste Cl
realiser dans un premier temps, une etude in vitro ciblee sur I'agent pathogene puis, dans un
second temps, deux etudes complementaires in vivo amenant progressivement Cl integrer la
g/obalite du triangle epidemiologique de la maladie.

HE bois d inde

I'lanle 110. ;
........~---=:....:....--> 'omOle c Ilcr""C

Aged pafhogene:
!<c.s-ur.ia SJ,'Or.ocecrJm

Essa! 1: Etude in vitro de I'effet de I'HE
de Bois d'lnde sur I'agent pathogene
R. so/anacearum. Etude ciblee sur
I'agent R. so/anacearum.

Essa! 2 : Effet de I'HE de bois d'inde sur
la dynamique des populations de R.
so/anacearum dans un sol nature!.
Integration de la composante
environnementale, «sol naturel H.

Essa! 3: Effet de I'HE et EA de bois
d'inde sur I'incidence du fletrissement
bacterien de la tomate. Integration
des composants « sols naturels)) et
plante hate

Figure 20: Etude de I'effet antibacterien d'extrait de bois d'inde integrant les differentes
composantes du systeme epidemiologigue du fletrissement bacterien

L'essai 1. in vitro, a permis de valider I'effet antibacterien de I'HE de bois d'lnde sur
I'agent pathogene R. so/anacearum, et de determiner la CMI (Concentration Minimale
Inhibitrice) dans nos conditions experimentales. L'HE de bois d'inde Cl la concentration 0.04%
inhibe la croissance de R. so/anacearum, sur milieu gelose nu ritif, en conditions optimafes de
croissance.
On a egalement observe un effet de I'HE sur la morphologie des colonies de R.
so/anacearum, avec la presence de colonies de plus petite taille en presence de I' HE de bois
d'inde.
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Ces resultats ont deja ete montres dans la Iitterature avec d'autres extraits vegetaux
testes sous forme d'HE. Paret et al (2010), par cette meme methode, ont montre un effet
antibacterien d'HE de palmarosa (Cymbopogon martini) et de citronnelle (Cymbopogon
citratus) contre R. solanacearum. De plus, I'effet antibacterien de certaines HE a ete montre
specifique a une espece bacterienne. Par exemple, I'HE de feuilles de Spirea Alpina n'a
aucun effet sur I'agent bacterien Xanthomonas campestris (pathogene de la tomate) alors
qu'elle inhibe le developpement de R. solanacearum (Teng et at 2009).

D'autres types d'extraits ont egalement montre un pouvoir inhibiteur sur le
developpement in vitro d'especes bacteriennes phytopathogenes de la tomate, comme les
extraits aqueux de figue et d'ail (Balestra et ai, 2009). Recemment. une etude realisee a la
Martinique, a montre I'effet antimicrobien d'extrait aqueux d'Allium fistulosum, avec
reduction significative du fletrissement bacterien sur tomate (Deberdt et at 2012).
Cependant. les EA ont ete efficaces a 50%, ce qui suggere I'apport de quantite de biomasse
tres elevee. Ainsi, I'EA d'Allium fistulosum apparait difficilement applicable en conditions au
champ. L'HE de bois d'inde utilisee dans cette etude presente I'avantage de pouvoir etre
utilisee a concentration tres faible.

Les essais in vivo, 2 et 3, sont une avancee vers I'etude du fonctionnement d'une
parcelle agricole, dans son ensemble. L'effet du traitement en HE est conditionne par la
complexite d'un milieu, resultat d'interactions entre les differents acteurs biotiques,
microorganismes et vegetaux, et abiotiques. Afin de s'affranchir de trop grandes variations
des parametres environnementaux, les essais sont realises en conditions semi-eontrOlees, en
chambre climatique et en serre.

L'essai 2 a permis de realiser le suivi de la dynamique des populations de I'agent R.
solanacearum dans un sol naturellement infeste et artificiellement contamine, apres
traitement avec les HE de bois d'inde. Cette etude a montre que I'HE a un effet biocide
(effet direct) sur I'agent bacterien R. solanacearum dans son milieu naturel.
La cinetique de la dynamique des populations dans le sol montre que I'HE a un effet
antibacterien sur R. solanacearum des le 3eme jour apres traitement du so/, pour les trois
concentrations en extrait testees. L'effet est d'autant plus marque que la concentration en
HE est elevee.
Les populations bacteriennes evoluent differemment selon les traitements durant les 59 jours
de suivi. Ainsi, si le traitement en HE a la plus faible concentration, 0.04%, montre un effet
antibacterien durant les 10 premiers jours, cet effet s'estompe rapidement. 10 jours apres
traitement du sol. A la concentration en HE 0.04%, la reduction de I'effectif de R.
solanacearum n'est pas suffisante pour stopper durablement la multiplication de la bacterie.
On peut supposer qu'a cette concentration en HE, la quantite de molecules actives n'est
pas suffisante pour maintenir I'effet antibacterien au dela de J0 jours. On peut egalement
attribuer cela au caractere volatile des composes actifs contenus dans I' HE. En effet. une
proportion non negligeable des molecules a pu s'echapper durant les manipulations
(preparation des extraits, traitement du so/, extraction) ou le stockage, en sac ferme non
hermetiquement.
A la concentration en HE 0.07%, une forte diminution de la population de R. solanacearum
est egalement observee au cours des 10 premiers jours, puis les populations de R.
solanacearum sont maintenues a faible densite, a un taux significativement plus faible que
celui du temoin, et ceci pendant 52 jours. Cependant. la multiplication bacterienne semble
reprendre au bout de 52 jours. La population de R. solanacearum est capable de reprendre
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sa croissance. 11 serait interessant de continuer ce suivi sur une plus longue duree, afin de voir
si cette tendance se maintient. ou bien si le developpement bacterien continu.
A la concentration en HE 0.14%, plus aucune colonie de R. solanacearum n'est observee des
le 10eme jour apres traitement du sol. A cette dose la bacterie n'est plus capable de se
developper sur milieu de culture, apres extraction du sol. et ceci pendant les 59 jours de suivi.
Les resultats montrent c1airement I'effet antibacterien de I'HE a 0.14% pendant 59 jours; iI
serait interessant de realiser le suivi des populations de R. so/anacearum, a intervalles
reguliers, sur une plus longue periode, afin de connaitre la duree maximale d'action biocide
de "HE a 0.14%.

11 serait interessant de determiner s'i1 existe une concentration seuil d'amendement en
extrait vegetal a laquelle R. so/anacearum n'est plus capable de reprendre une
multiplication normale, et ced au-dela de 59 jours apres traitement du sol. Cette question
peut etre etudiee par repetition de cet essai, sur une periode plus longue et avec des
traitements en HE de concentrations comprises entre 0.07 et 0.14%. Si cette concentration
seuil existe, elle pourra faire partie des combinaisons a mettre en place pour le contrOle du
f1etrissement bacterien en plein champ.

Les conditions experimentales testees ici ne permettent pas la transposition directe
des conclusions aux parcelles agricoles. En effet. dons un sac, si la population de R.
so/anacearum est eliminee, elle a moins de chance de reapparaitre en comparaison aux
conditions naturel/es de plein champ. En conditions naturel/es, la bacterie peut etre
reintroduite, par divers elements (plantes presentant une infection latente, utilisation de
materiel agricole non desinfecte ou de semences non steriles), et recoloniser le milieu.

Parol/element. on observe egalement un effet de I'HE sur la flore bacterienne
tel/urique totale, celle-ci est significativement plus faible a mesure que la concentration en HE
augmente. Ce resultat montre un impact de I' HE sur la diversite microbienne. Ainsi, on peut
egalement supposer un effet de I'extrait vegetal sur d'autres microorganismes, pathogenes
ou non, vivant dons le sol. Ces questions sont essentielles a la comprehension globale de
I'effet de cet extrait vegetal. L'apport d'un nouvel acteur dons I'ecosysteme, I'extrait
vegetal, entraine sans aucun doute des modifications, en perturbant les equilibres etablis. 11
est necessaire de poursuivre cette etude avec des essais permettant de mieux comprendre
I'effet de I'HE de bois d'inde sur les communautes microbiennes du sol.

Cependant, la capacite de R. solanacearum a entrer dons un etat VBNC nous oblige
a ponderer les resultats obtenus. En effet. I'existence de cette forme de resistance suggere
que, pour determiner I'efficacite d'un traitement. "utilisation de methode de detection sur
milieu de culture n'est pas suffisante car ne permet pas de deceler toutes les bacteries
viables (Grey and Steck, 2000). Ainsi, a la concentration en HE 0.14%, bien qu'aucune
colonie de R. solanacearum ne se soit developpee pendant 59 jours, on ne peut pas affirmer
I'absence totale de colonies de R. solanacearum vivantes dons le sol.

L'essai 3 a montre un effet suppressif de I'HE de bois d'inde sur le fletrissement
bacterien de la tomate, par observation directe des symptOmes sur la tomate. Le traitement
en HE 0.14% a reduit de 65% "incidence de la maladie par rapport au temoin inocule.
D'apres les essais precedents on peut dire que ceci est du a I'effet biocide de I'HE, mais on
ne peut cependant pas exclure I'implication d'autres mecanismes d'action, tel que I'effet
inducteur de I'HE sur les mecanismes de defenses naturelles de la plante.

Les resultats et observations du traitement en EA peuvent etre expliques par un effet
phytotoxique de I'EA.

D'autres modes d'application des extraits vegetaux ont ete rapportes dons la
litterature, et pourraient etre envisages ici ; il s'agit de la pulverisation foliaire (Balestra et ai,
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2009), moins adaptee dans le cas d'un agent bacterien tellurique, ou encore le trempage
des graines dans I'extrait vegetal avant semis (Abdel-Monaim et al. 2010). Le depot de
I'extrait en solution Cl la surface du sol. Cl la base de la plante, ou bien le goutte Cl goutte
semblent plus adaptes pour une application au champ, vis Cl vis d'agents telluriques. En
Floride, I'application de thymol en pretraitement par la methode de goutte Cl goutte a
montre un effet protecteur contre le f1etrissement bacterien de la tomate (Pingsheng et aI,
2007).

Suite Cl ces resultats encourageants, iI serait interessant de determiner la composition
biochimique des extraits d'HE de bois d'inde. Ceci dans le but d'identifier la ou les molecules
actives, responsables de I'effet recherche, et de les syntl1etiser. En Floride, la synthese de
thymol. molecule active du Thym, a permis de reduire le f1etrissement bacterien de la
tomate en plein champ (Ji et aI, 2005).

IV) Conclusion

L'etude realisee a permis de mettre en evidence I'effet antibacterien de I'HE de Bois
d'lnde (Pimenta racemosa) sur I'agent pathogene R. so/anacearum, en conditions
experimentales in vitro et in vivo dans un sol naturel. Ces resultats offrent une perspective
interessante vers la conception d'un systeme de gestion integree du fletrissement bacterien.
L'utilisation d'HE de bois d'lnde pourrait etre associee Cl d'autres methodes de lutte
combinant des mesures prophylactiques et des pratiques culturales innovantes.
Cette etude est donc Cl poursuivre, par des essais en conditions controlees permettant tout
d'abord de valider nos premiers resultats mais aussi en plein champ, en testant differentes
modalites d'application en extrait vegetal. 11 faudra prendre en compte egalement la
faisabilite de ces techniques par rapport aux contraintes et habitudes des agriculteurs.
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