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RESUME

Les plantes constituent une voie d’avenir trés intéressante. Elles peuvent étre utilisées comme
engrais vert mettant a profit les substances nématicides ou/et nématostatiques qu’elles contiennent.
Ce présent travail a pour objectif d’évaluer I'efficacité nématicide in vitro de toutes les parties
(partie aérienne — partie souterraine — mélanges des deux parties) d’une espece adventice /nula
viscosa vis-a-vis de Meloidogyne. Les essais in vitro ont prouvé |'efficacité des extraits aqueux de
I'inule visqueuse sur les larves de Meloidogyne. Le degré d’efficacité varie en fonction des
concentrations de [I'extrait et du temps dimmersion des larves infestantes (L2).
Les extraits aqueux purs des parties aériennes et souterraines ainsi que leur mélange ont montré un
effet irréversible de plus de 50% des larves. Les extraits aqueux de I'inule paralysent réversiblement
les larves de Meloidogyne. Cette plante présente une activité plus nématostatique que nématicide.

Mots clés : Meloidogyne, activité nématicide, Inula viscosa (L)., extraits aqueux, lutte alternative.

ABSTRACT

NEMATICIDAL ACTIVITY OF INULA VISCOSA AQUEOUS EXTRACT AGAINST OF MELOIDOGYNE
LARVAE

The plants are a very interesting alternative in the future. They can be used as green manure
benefiting from the nematicidal and /or nematostatic substances in them. The present workaims to
evaluate in vitro the nematicidal efficacy of all the plant’s parts (aerial part - roots - mixtures of both
parts) of a weed species Inula viscosa against Meloidogyne. In vitro tests have proven the
effectiveness of aqueous extracts of viscous inule on the Meloidogyne larvae. The efficiency varies
according to concentrations of the extract and the immersion time of infestant larvae (2" stage). The
pure aqueous extracts of the aerial part-roots-mixtures of bots parts showed an irreversible effect of
more than 50% of the larvae. The aqueous extracts of inule paralyze reversibly larvae of
Meloidogyne. This plant has a more nematostatic than nematicidal activity.
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INTRODUCTION

Les cultures maraichéres ont une place importante dans I'économie de I'Algérie, elles occupent la
deuxieme position apres les céréales dans la consommation quotidienne de I'algérien. La tomate se
situe en deuxiéme position apres la culture de la pomme de terre. En Algérie, plusieurs auteurs
affirment que les nématodes a galles du genre Meloidogyne, sont capables de se développer au
dépend d’'un grand nombre de cultures maraicheres pratiquées en plein champ, sous serres ou
méme dans les oasis (Ighili, 1986 ; Nadji, 1991 ; Mokabli,1988; Smaha,1991 ; Sellami et al. 1999 ;
Nebih-Hadj Sadok, 2000). Cayrol (1991) estime les pertes occasionnées aux légumes par les
nématodes a galles a 11 % en moyenne de la production totale par an. Les nématodes a galles
endommagent séverement les cultures notamment les légumes et causent des pertes considérables
de rendement principalement dans |'agriculture tropicale et subtropicale (SIKORA et FERNANDEZ,
2005). Avec l'intensification des cultures, les nématodes deviennent un défi important dans le
développement durable de l'agriculture.La gestion intégrée des nématodes a attiré un intérét
considérable ces derniéres années vu que les nematicides présentent des effets néfastes sur la faune
microbienne auxiliaire du sol (Ploeg, 2002; Wang et al., 2002) et sur I'environnement (Hutchinson et
al., 1999; Nico et al., 2004).Actuellement, les travaux de recherche s’orientent vers la découverte de
nouvelles molécules nématicides moins polluantes d’origine naturelle. Parmi ces moyens, les plantes
constituent une voie d’avenir trés intéressante. Elles peuvent étre utilisées comme engrais vert
mettant a profit les substances nématicides ou/et nématostatiques qu’elles contiennent (Djian-
Caporalino, 1991 ; Van Beek et Breteler, 1993). Ce présent travail, a pour objectif d’évaluer I'effet
nématicide in vitro de toutes les parties (partie aérienne- partie souterraine- mélanges des deux
parties) d’une espéce adventice /nula viscosa vis-a-vis des larves du second stade de Meloidogyne.

MATERIEL ET METHODES

PREPARATION DES EXTRAITS AQUEUX :

La plante Inula viscosa, a été récoltée au mois de septembre 2014 au niveau du département
d’agronomie a I'Université Saad Dahlab de Blida (Algérie). Ces plantes ont été séchées a 'ombre puis
les parties de la plante ont été broyées séparément et tamisées. La poudre ainsi obtenue est utilisée
pour la préparation de I'extrait aqueux qui sera testé dans nos expériences. Le procédé d’extraction
utilisé dans notre expérimentation est la macération aqueuse. Pour cela 20g de poudre de chaque
plante sont misen suspension avec 250ml d’eau distillée stérile dans un flacon hermétiquement
fermé et parfaitement enveloppé dansdu papier aluminium. Le flacon est ensuite placé sous
agitateur horizontal Magnétique pendant 72h a une température de 20°C (Djellout, 2009). Aprées ce
temps, le mélange est filtré a 'aide du papier Whatman (N°5) dans une bouteille en verre stérile
(Pour éviter toute contamination notamment par les microorganismes) de 250ml, entierement
couverte par du papier aluminium afin d’éviter toute dégradation des molécules actives par la
lumiere. L'extrait pur ainsi obtenu est conservé au réfrigérateur a 4°C jusqu’au moment de son
utilisation.

PREPARATION DE LA GAMME DES SOLUTIONS :

A partir des extraits aqueux des différentes parties de la plante obtenue apres filtration, nous avons
préparé séparément les deux mélanges que nous avons testé. Pour la préparation du mélange de
tous les organes de la plante (racine et partie aérienne), nous avons prélevé 30ml des extraits des
racines et des parties aériennes d’/. viscosa, que nous avons mélangé ensemble dans un flacon stérile
(mélange 1). Chaque extrait préalablement préparé ensemble est mis dans un flacon (mélange 2).
Pour le mélange des racines, nous avons prélevé 60 ml des extraits des racines de chaque plante que
nous avons mélangé ensemble dans un flacon stérile (mélange 2). Les deux mélanges (racines et
plantes entiéres) de 180 ml chacun constituent les extraits purs. A partir de ces derniers nous avons



préparé les deux dilutions (% et %) dans des flacons stériles protégées par du papier aluminium et
conservées a 4°C.Les pH des extraits purs du mélange 1 et mélange 2 sont mesurés. Les pH des
extraits purs des mélanges 1 et 2 sont respectivement de 4,93 et 4,5. Des témoins, avec de I'eau
additionnée d’HCI, sont préparés et ajustés au pH des extraits. Pour comparer |'effet des nos extraits
aqueux, nous avons préparé un témoin positif d’'oxamyl a la concentration de 1,5 ml/L. Des dilutions
ont été réalisées avec de I'eau distillée au % et au %. Tous les traitements préparés sont conservés au
réfrigérateur a 4°C jusqu’au moment de leur utilisation.

OBTENTION ET PREPARATION DES LARVES (L2) DE MELOIDOGYNE :

Les échantillons de racines de la courge infestée par les nématodes a galles Meloidogyne spp ont été
collectés en fin de culture dans la zone de Fouka (wilaya de Tipaza). Les racines sont lavées a I'eau
courante puis mises dans une boite de Pétri en verre en vue d’extraction de masses d’ceufs par la
méthode de forceps en utilisant deux aiguilles entomologiques. Les masses d’ceufs isolées des
femelles de Meloidogyne (15 a 30 masses) sont déposées dans de petits tamis en plastiques de 2 a 4
cm de diametre. Ces derniers sont placés dans des boites de Pétri contenant de I'eau distillée puis
sont mises a I'étuve a 25°C pour une éclosion massive. Aprés éclosion, les larves (L,) libérées
progressivement dans I'eau sont récupérées et comptées quotidiennement a I'aide d’une loupe
binoculaire (x40). Pour les tests in vitro, nous avons compté et réparti les larves de Meloidogyne en
lots de 20 larves (L2) dans des saliéres contenant 0,5 ml d’eau. Un total d’environ 600 larves a été
compté.

LES ESSAIS IN VITRO DES DIFFERENTS TRAITEMENTS SUR LES LARVES (L2) :

Les tests sont effectués dans une série de saliéres, chaque saliere contient 0.5 ml d’eau distillée
additionnée de 20 larves de deuxiéme stade préalablement comptées. Les traitements (extrait
aqueux et de I'oxamyl) et leurs dilutions (% et %) sont alors ajoutés a la suspension de larves a raison
de 1 ml chacun (Agbenin et al., 2005). Pour comparer l|'efficacité des traitements, nous avons
préparé deux témoins; un neutre a l'eau distillée stérile et 'autre au pH d’extraits aqueux.
L'effet toxique des différents traitements est évalué aprés un temps d’immersion de 24, 48 et 72
heures. Chaque traitement est répété trois fois. L'évaluation de I'effet de |'extrait et de I'oxamyl est
réalisée apres 72h.

L’EFFET IRREVERSIBLE DES TRAITEMENTS

L’étude de la revitalisation des larves a été réalisée aprés 72 h afin de vérifier 'effet irréversible des
extraits d’Inula viscosa et de I'Oxamyl. Les juvéniles sont lavés trois fois a I'eau distillée dans les
saliéres pour éliminer les traitements et placés a nouveau a I'étuve a 25°C pendant 24h en vue de la
revitalisation (Cox et al., 2007).

Le pourcentage de larves mortes dans chaque boite est estimé aprés 24 heures, 48h et 72h
d’incubation selon la formule donnée par Jourand et al. (2004).

ANALYSE DES DONNEES :

Pour estimer I'efficacité de I'effet nématicide des différents extraits, nous avons réalisé I'analyse de
la variance en utilisant le Modéle Linéaire Global (GLM) (SYSTAT VERS. 12, SPSS 2009).



RESULTATS

EVALUATION DE LA TOXICITE DE L'EXTRAIT AQUEUX DE LA PARTIE AERIENNE D’INULA VISCOSA
SUR DES LARVES (L2) DE MELOIDOGYNE SPP.

D’apres les résultats représentés par la figure (1), il apparait que I'extrait aqueux de la partie
aérienne d’l.viscosa a révélé un effet actif sur les larves (L2) de Meloidogyne dés les 24h d’exposition.
Le taux de mortalité est de 87.49 % avec I'extrait pur. Ce dernier augmente aprés 48h d’exposition
pour atteindre 100%. En revanche les dilutions % (P/2) % (P/4), montrent un effet toxique faible
comparé a l'extrait pur. L'oxamyl pur s’est révélé plus actif sur les nématodes a galles en provoquant
100 % de mortalité 24 h suivant le traitement. En ce qui concerne le traitement au pH des dilutions,
Il 'y a aucune mortalité avec le témoin eau, alors qu’une faible mortalité est observée avec le
traitement au pH des dilutions.

Figurel. Evaluation de la toxicité de la partie aérienne d’Inula viscosa vis- a -vis des larves de
Meloidogyne.

Fig. 1: Evaluation of the toxicity of the aerial part of Inula viscosa against Meloidogyne larvae.
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EVALUATION DE LA TOXICITE DE L’EXTRAIT AQUEUX DE LA PARTIE SOUTERRAINE D’INULA VISCOSA
SUR DES LARVES (L2) DE MELOIDOGYNE SPP.

Les résultats présentés dans la figure 2 montrent I'effet du traitement de la partie souterraine et de
leurs dilutions sur le taux de mortalité des L2 de Meloidogyne.

Figure 2. Evaluation de la toxicité de I'extrait aqueux de la partie souterraine d’/. viscosa vis-a-vis des
larves (L,) de Meloidogyne

Fig.2. Evaluation of the toxicity of the aqueous extract of the root of the /. viscosa against
Meloidogyne larvae.
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En effet, ce traitement s’avere faible sur les nématodes traités avec I'extrait pur. La mortalité
moyenne augmente progressivement en fonction du temps pour atteindre 100% aprés 72H
d’immersion. Pour les dilutions (%) P/2 et (%) P/4, les taux de mortalité sont plus faibles notamment
pour la dilution P/4. En ce qui concerne le traitement chimique, I'effet toxique sur les larves de
Meloidogyne est immédiat des les 24H d’exposition.

EVALUATION DE LA TOXICITE DE L’EXTRAIT AQUEUX DU MELANGE DES PARTIES : AERIENNE ET
SOUTERRAINE D’INULAVISCOSASUR DES LARVES (L2) DE MELOIDOGYNE SPP.

D’apres les résultats représentés par la figure 3, il apparait que le mélange parties aérienne et
souterraine d’l.viscosa a révélé un effet actif sur les larves (L2) de Meloidogyne dés les 24h
d’exposition.

Figure 3.Evaluation de la toxicité de I'extrait aqueux du Mélange des parties aérienne et souterraine
d’Inulaviscosa sur des larves (12) de Meloidogynespp.

Fig. 3. Evaluation of the toxicity of the aqueous extract of the mixture of the aerial part and of the
rootof Inulaviscosaagainst Meloidogyne larvae.
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Le taux de mortalité est de 76.51% avec |’extrait pur. Ce dernier augmente apres 48h et a 72 heures
d’exposition. Il atteint respectivement 92.44 et 100 %. En revanche les dilutions % (P/2) % (P/4),
montrent un effet toxique faible comparé a I'extrait pur.Dans I'extrait dilué au %, le taux de mortalité
n'atteint les 85.44% qu’apres 72 heures d’exposition. Alors que pour la dilution a % la mortalité est
faible quelque soit le temps d’immersion. Par contre le produit chimique Oxamyl utilisé s’est montré
efficace contre les nématodes a galles se traduisant par une augmentation du taux moyen de la
mortalité des larves (L2) de Meloidogyne dés les premiéres heures d’exposition (24H) aussi bien pour
le pur que pour le dilué au %.En ce qui concerne le traitement au pH de I'extrait aqueux pur la
toxicité est assez faible. Cependant aucune mortalité n’a été enregistrée avec le témoin.

Les données recueillies sur I'efficacité des extraits aqueux de l'inule viscose (partie Aérienne, partie
souterraine ainsi que leur mélange) sont analysées statistiquement afin d’évaluer leur potentiel
toxique vis-a-vis des Meloidogyne.

Tableau |:Résultats du Modele G.L.M. appliqué au pouvoir nématicide des traitements utilisés en
fonction du temps d’exposition et des dilutions utilisées.

Table 1: Results of the Global linear model applied to nematicidal treatments used depending on the
exposure time and dilutions used.

Source Somme DDL Moyenne F ratio P
des carrés carré
Traitements  159902.948 7 22843.278 179.692 0,000
Temps 9365.563 2 4682.781 36.836 0,000
Dilutions 8493.767 2 4246.884 33.407 0.000
Erreur 22882.422 180 127.125

L’application du modeéle G.L.M. pour les données (tableau | et figure 4), dévoile que les différents
traitements et leurs dilutions présentent une variation trés hautement significative (P=0.000;
p<0.05). L’analyse statistique par le modele G.L.M. (fig.4) confirme la toxicité des différents
traitements. La toxicité des traitements varie significativement dans le temps (P=0.000; p < 0.05). En
ce qui concerne les concentrations, |'analyse révele que la toxicité des traitements est
proportionnelle aux concentrations testées. En effet, la mortalité diminue avec la dilution des



extraits (%2 et %). Par ailleurs, la toxicité des produits testés augmente dans le temps d’exposition. Elle
est plus élevée aprés 72h d’exposition.
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Figure 4. Variation de la toxicité des extraits testés sur les larves de Meloidogyne en fonction du
temps et des concentrations des traitements utilisés.

Fig.4. Variation of toxicity extracts tested on Meloidogyne larvae based of the time and
concentrations of the treatments used.

EVALUATION DE L’EFFET IRREVERSIBLE DES TRAITEMENTS

L’étude de la revitalisation des larves a été réalisée apres 72 h afin de vérifier I'effet irréversible des
extraits d’Inula viscosa et a I'Oxamyl. Il ressort des résultats (Fig.5), que l'effet réversible des
traitements sur les larves est nettement plus élevé avec les extraits des différentes parties de la
plante comparativement a I'oxamyl. Les taux moyens de revitalisation des larves de Meloidogyne
varient en fonction des concentrations. En effet, plus de 50% des larves s’est réactivé dans I'extrait
pur de la partie aérienne et la partie racinaire et du mélange des extraits des deux parties (aérienne
et souterraine) d’/. viscosa. L'effet réversible des traitements sur les larves augmente nettement avec
les dilutions particulierement au (%). En revanche, la réactivation des larves (L2) est faible dans
I’oxamyl.

- - “r/a

Tawx de revitalidation moyen (%)

Traltements

PA: Extrait partie aérienne, PS : Extrait partie souterraine, ME : Extrait mélange des deux parties (aérienne et
racinaire) OX: Oxamyl

Le modele G.L.M. appliqué a I’évaluation de la revitalisation en fonction des traitements effectués et
leurs concentrations (Tableau 2), montre des variations trés significatives de la revitalisation des
larves de Meloidogyne entre les traitements (p=0.000 ; p < 0.05) et les dilutions (p=0.002; p < 0.05).



Tableau Il: Résultats du modeéle linéaire global appliqué sur le taux de revitalisation de
Meloidogyneen fonction des différentes doses du traitement.

Table II: Results of the Global linear model applied to there vitalization of Meloidogyne of the various
amounts to treatment.

Source Somme DDL  Moyenne F ratio P
des carrés carré
Traitements 3704.601 3 1234.867 30.262 0.000
Dilutions 637.515 2 318.758 7.812 0.002
Erreur 1101.763 27 40.806
DISCUSSION

Les plantes sont capables de produire des substances naturelles trés variées. En effet, en plus des
métabolites primaires classiques (glucides, protéines, lipides, acides nucléiques), elles synthétisent et
accumulent perpétuellement des métabolites secondaires dont la fonction physiologique n'est pas
toujours évidente mais qui représente une source immense de molécules exploitables par 'hnomme
dans des domaines aussi distincts que la pharmacologie, I'agroalimentaire ou encore en agriculture
dans le cadre de la phytoprotection (Auger et Thibout, 2002). Actuellement, les extraits de plantes
présentent un intérét trés prometteur comme source potentielle de molécules naturelles bioactives.
Les extraits végétaux font |I‘'objet d‘études pour leur éventuelle utilisation comme alternative aux
traitements insecticides, bactéricides, nématicides et fongicides (Yakhlef, 2010).Les résultats du
pouvoir nématicide des différents extraits d’Inula viscosa in vitro sur les juvéniles de Meloidogyne
ont dévoilé une activité trés toxique de la partie aérienne de cette plante, particulierement pour
I’extrait pur par comparativement aux dilutions (% et %). Son efficacité est comparable a celle du
produit chimique (I'oxamyl). La nocivité de cette plante est vraisemblablement due a des substances
nématicides contenues au niveau de leurs tissus aussi bien des parties aériennes qu’au niveau des
racines. Toutefois, il semblerait que la concentration de ces substances varie selon I'organe. Elle est
probablement plus importante dans la partie aérienne, ce qui pourrait expliquer la toxicité élevé des
extraits de cette partie de la plante. Nos résultats sont comparables a plusieurs travaux entrepris
dans les essais in vitro de divers types de biopesticides sur les nématodes phytophages
principalement, les Meloidogyne (Sellami et al.,1999 ; Oka et al., 2000 ; Oka et al., 2001).Les taux de
mortalité produits par les extraits de l'inule visqueuse varient d’une maniére trés hautement
significative (p=0,000 ; p< 0,05) en fonction de la concentration de I'extrait et du temps d’exposition,
les taux de mortalité les plus élevés sont obtenus apres 72 h d'exposition. La toxicité d’/. viscosa in
vitro vis-a-vis des larves de Meloidogyne est probablement due a ces métabolites secondaires. Le
screening phytochimique des extraits d’l. viscosa révélela présence des sesquiterpenes lactones et
acides (Mamociet al., 2011) ; des Flavonoides (Grande et al., 1985) et des Triterpénoides (Grande et
al., 1992). Selon Oka (2010), les acides Sesquiterpeniques sont des principaux composés nématicides
de l'inule visqueuse. D’autres recherches attribuent I'activité toxique des plantes notamment celles
de la famille des Asteraceae a des composés phytochimiques. Ahmed et al. (1993) ont discerné divers
composés toxiques a effet nématicide dans le genre Calendula comme les acides phénoliques ; les
sesquiterpénes et les flavonol glycosides. Timchenko et Maiko (1989) affirment que [’Asteraceae
Artemisia dracunculus réduit la présence Ditylenchus dipsaci, par ces composés flavonoides. L’activité
de linule visqueuse ne se limite pas qu’aux nématodes, d’autres travaux évoquent également son
effet fongicides sur divers champignons pathogenes (Cafarchia et al,, 2002 ).L’évaluation de I'effet
irréversible des extraits de la plante et I'Oxamyl aprés 72h montre des variations trés hautement
significatives de la revitalisation des larves de Meloidogyne entre les traitements (p=0.002). L’effet
réversible est nettement plus marqué dans les extraits de l'inule visqueuse comparativement a
I’Oxamyl. Dans les extraits aqueux purs de tous les traitements,plus de 50% de larves s’activent



aprées élimination du traitement (lavage des larves a I'eau distillée). Ces taux augmentent avec les
dilutions. Il semblerait que les extraits d’/. viscosa présentent une activité nématostatique vis-a-vis
des larves de Meloidogyne notamment pour les dilutions et que I'effet réversible est en relation avec
la concentration des composés toxiques ce qui explique la forte revitalisation des larves dans I'extrait
dilué au %. Nos résultats sont comparables a ceux de Jourand et al. (2004) qui signalent effet
nematostatique de I'extrait aqueux des Feuilles de Crotalaria grantiana (légumineuse) vis-a-vis des
(12) de M. incognita. lls rajoutent que les juvéniles ne sont pas tués par I'extrait mais seulement
paralysés. Fassuliotis et Skucas, (1969 in Oka, 2010) isolent chez C. spectabilis un composé, la
monocrotaline, qui semble inhiber les mouvements de M. incognita.
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