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Introduction générale

Introduction générale

Les nématodes sont des animaux multicellulaires du groupe des Ecdysozoaires,
ils colonisent presque toutes les niches sur terre qui contiennent une certaine guantité
d'eau, ces microparasites sont des animaux extrémement abondants et diversifiés, la
plupart des nématodes vivent en liberté et se nourrissent de bactéries, de
champignons, de protozoaires et d’autres nématodes (40% des espéces décrites),
beaucoup sont des zooparasites (invertébrés et vertébrés (44% des especes décrites) et
phytoparasites (15% des especes décrites) (Lambert & Bekal, 2002).

Comme les nematodes phytoparasites sont petits et telluriques, il n'y a pas
beaucoup de références anciennes sur eux. Une observation intéressante suggere que
les nématodes phytoparasites étaient connus depuis I'Antiquité (235 av. J.-C.) parce
qu’un ancien symbole chinois d'un organisme infestant les racines du soja ressemble
a un nématode femelle adulte du soja (Noel, 1992). Les premiers nématodes parasites
des plantes décrits ont été découverts dans des semences de blé par Needham (1743).
L'identification des nématodes a galles sur concombre et les nématodes a kystes sur la
betterave a sucre a été faite respectivement par Berkeley (1855) et Schacht (1859).

Les nématodes phytoparasites sont connus comme l'une des contraintes
majeures de la production agricole mondiale, parmi eux, on trouve les nématodes a
galles qui sont l'un des principaux ravageurs affectant un grand nombre de cultures
(polyphages) et causent des pertes énormes aux produits récoltés (12,3 % des
rendement mondiaux par an) (Khan et al., 2014 ; Singh et al., 2015), I’espece
Meloidogyne incognita est consideérée d'étre le pathogéne agricole le plus nuisible au
monde (Trudgill & Blok, 2001).

Le diagnostic précis des nématodes & galles est cruciale pour une lutte efficace,
I'identification continue de poser un obstacle, méme avec des méthodes
d'identification fiables et courantes (Janssen et al., 2016). Traditionnellement, les
chercheurs se sont appuyés sur la morphométrie, la partie périnéale et les tests
différenticls d’hotes, cependant, l'identification par ces méthodes est fortement
entravée par la plasticité phénotypique et les similarités interspécifiques et elle prend
du temps et nécessite un travail important (Devran, & Sogiit, 2009 ; Hunt & Handoo,
2009).
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L'analyse des isoenzymes est aussi une méthode d’identification efficace qui
peut étre effectuée sur des femelles de Meloidogyne spp. (Esbenshade et
Triantaphyllou, 1990).

Toutefois, lI'application de cette méthode uniquement sur des individus de sexe
féminin est un facteur limité, difficile et susceptible d'étre affecté par des facteurs
environnementaux.

Cependant, les techniques moléculaires basées sur I'ADN peuvent étre utilisées
a chaque étape du cycle de vie du nématode, et elles sont rapides et fiables (Devran, &
Sogiit, 2009).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour lutter contre les nématodes
phytoparasites, la plus courante est l'utilisation de nématicides synthétiques
(chimiques) et des fumigants car ils sont efficaces et rapides a mettre en ceuvre
(Odeyemi et al., 2013 ). Toutefois, plusieurs fumigants et nématicides chimiques ont
été retirés du marché au cours des dernieres décennies, telle que le méthyle de
bromure (Giannakou et al., 2004 ; Rich et al., 2004).

Les fumigants et nématicides chimiques ont des effets dévastateurs sur
I'environnement et sur la santé humaine (Soltani et al., 2013), la présence de résidus
de ces produits chimiques toxiques dans l'alimentation et leur accumulation
conséquente dans la graisse sous-cutanée humaine pourrait entrainer des effets
néfastes sur la santé, y compris la mort (Elbadri et al., 2008).

En plus de ces inconvenients, leur colt est tres élevé, 1 milliard de dollars US
par an dont 48 % du co(t global est dédié aux nématicides des nématodes a galles
(Perry & Moens, 2006).

La préoccupation concernant la sécurité de I'environnement et la santé humaine
a nécessit¢ une réduction de la quantité de nématicides utilisée et 1’interdiction de
beaucoup d’entre eux a exigé des méthodes alternatives non chimiques (Giannakou et
al., 2004 ; Rich et al., 2004 ; Adegbite & Adesiyan, 2005 ; Odeyemi et al., 2013).

Plusieurs méthodes de contrble ont été testées comme solutions alternatives
possibles qui respectent les écosystémes (Giannakou et al., 2004). Parmi ces
alternatives, on trouve les pratiques culturales et la lutte biologique. La premiére
consiste dans les rotations, les amendements organiques et les variétés résistantes, la
seconde consiste dans la lutte par les micro-organismes, les bio-fumigants et les
extraits vegétaux (Hague & Gowen, 1987 ; McSorley et al., 1998 ; Oka et al., 2007 ;
Radwan et al., 2012 ; Kim, 2016 ; Meadows et al., 2018).
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La lutte biologique par les extraits végétaux constitue une alternative

prometteuse a utiliser en agriculture durable (Chitwood, 2002 ; Singh, 2015 ;
Kepenekgi et al., 2016).
Plusieurs extraits végétaux ont montré leur efficacité a 1’égard des nématodes a galles
(Oka et al., 2000 ; Adegbite & Adesiyan, 2005 ; Natarajan et al., 2006 ; Curto et al.,
2015 ; Mayad et al., 2013 ; Xia et al., 2019). Ces derniers présentent moins de risques
pour les humains et les animaux que leurs ancétres synthétiques, ils ont un mode
d'action sélectif, sont écologiques, évitent I'émergence de races résistantes d'especes
nuisibles, sont faciles a appliquer et sont économique (Isman, 2006 ; Sultana et al.,
2010 ; Singh, 2015), Ils sont biodégradable car ils sont facilement transformés par la
lumiere, l'oxygeéne et les micro-organismes en produits moins toxiques (Wiratno et
al., 2009; Singh, 2015). Plusieurs études ont montré le potentiel nématicide des
extraits des végétaux (Bawa et al., 2014 ; Chaudhary et al., 2013 ; Kepenekci et al.,
2016).

C’est dans ce contexte que s’inscrit I’objectif de notre travail, qui vise les points
suivants :

- Prospections et enquéte sur les nématodes a galles sur la culture de tomate dans le
Littoral algérois.

- Echantillonnage des racines infestées par les nématodes a galles dans les régions
prospectées.

- Estimation de I’indice de galles des racines échantillonnées.

- Extraction des juvéniles a partir des masses d’ceufs des racines infestées.

- Identification moléculaire des populations de nématode a galles.

- Réalisation d’un élevage de Meloidogyne incognita.

- Sélection de cing plantes connues pour leurs activiteés biologiques (Taxus baccata,
Raphanus raphanustrum, Sinapis arvensis, Peganum harmala, Ricinus communis).
-Préparation des extraits (aqueux et organiques) de plantes.

-Analyse biochimique des extraits de plantes.

-Evaluation du potentiel nématicide des extraits de plantes (in-vitro et in-vivo) a
I’égard des nématodes a galles.

Pour répondre a ces objectifs, ce travail est subdivisé en introduction générale,
trois chapitres : le premier concerne une synthése bibliographique présentant les
données les plus récentes relatives au sujet ; trois volets ont été développés dans cette

partie, a savoir ; des données sur les nématodes a galles, sur la lutte biologique contre
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les nématodes a galles et sur les plantes étudiées. Le deuxieme chapitre, porte sur la
distribution et I’identification des nématodes a galles dans le Littoral algérois. Le
troisiéme et dernier porte sur I’évaluation du potentiel nématicide des extraits de
plantes (Taxus baccata, Raphanus raphanustrum, Sinapis arvensis, Peganum
harmala, Ricinus communis) a I’égard de Meloidogyne incognita. Les deux derniers
chapitres sont structurés comme suit: petite introduction, matériel utilisé et les
méthodes suivies et les résultats obtenus et leurs discussions. Enfin, une conclusion
générale récapitule 1’essentiel des résultats et les perspectives pour les recherches

futures.



Chapitre I : Donnée sur les nématodes a galles.

1. Nématodes phytoparasites

La plupart des nématodes phytoparasites sont des pathogenes racinaires transmis par le
sol, mais quelques espéces se nourrissent principalement des parties aériennes. La majorité
des espéces de nématodes phytoparasites appartiennent a la classe Chromodorea, ordre
Rhabditida (autrefois placé dans l'ordre Tylenchida), les nématodes phytoparasites utilisent
sept stratégies d'alimentation ; Ectoparasites, Semi-endoparasites, endoparasites migrateurs,
endoparasites sédentaires, nématodes a galle des graines et nématodes foliaires (Lambert &
Bekal. 2002).

1.1. Nématodes a galles

Les nématodes a galle (genre : Meloidogyne, mot grec signifiant femelle en forme de
pomme) sont des endoparasites sédentaires de diverses cultures, ce sont de petits organismes
semblables a des vers, transmis par le sol, qui infectent de nombreuses plantes agricoles et
horticoles. Les nématodes a galles sont présents dans le monde entier et portent le nom des
gonflements qu'ils provoquent dans les racines des plantes (appelés "galles" ou "nceuds"). Ils
se nourrissent des plantes en causant des modifications typiques au niveau des cellules hétes
(transfert de la cellule hote en cellule géantes) et ils établissent des relations parasitaires pour

leur développement et leur reproduction (Khan et al., 2014).

1.1.1. Melodoigyne incognita

Meloidogyne incognita sont les plus importants des nématodes parasites des plantes
infectant presque toutes les plantes cultivées, Il s'agit d'endoparasites sédentaires obligatoires
dont le cycle de vie est de 1 a 2 mois (Abad et al., 2008).

1.1.1.1. Position systématique
La position taxonomique de cette espece est comme suit (Kofoid & White, 1919) :
Régne : Animalia
Embranchement : Nematoda
Classe : Secernentea
Sous-classe : Diplogasterida
Ordre : Tylenchida
Famille : Heteroderidae
Genre : Meloidogyne

Espece : Meloidogyne incognita
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1.1.1.2. Morphologie

Les nématodes sont des animaux, contenant souvent 1000 cellules au moins. Les méales
sont vermiformes et mesurent entre 1100 et 2000 um de longueur. Ils ont des lévres distinctes,
des stylets tres développés et souvent des spicules visibles pour I'accouplement et une queue
arrondie émoussée, les femelles sont globulaires et sédentaires & maturité, leur longueur varie
entre 400 et 1000 um (Mitkowski et al., 2003). Ils ont une cuticule externe qui est sécrétée par
un hypoderme interne. Les muscles sont attachés longitudinalement a I'nypoderme, ce qui leur
permet de se déplacer uniquement dans la direction dorso-ventrale (mouvement d’un serpent),
le canal alimentaire s'é¢tend de la téte jusqu’a la queue. Entre le canal alimentaire et la paroi du
corps se trouve un fluide qui exerce une pression contre la paroi pour maintenir la forme du
corps et permettre le mouvement. A la téte se trouve une lance a bouche creuse (comme une
aiguille hypodermique) appelée stylet. Le nématode utilise ce stylet pour piquer les cellules de
la plante, aspirer la nourriture et aussi pour sécréter des protéines et des métabolites qui I’aident
a parasiter la plante. Le stylet est relié au pharynx qui est lui-méme relié a l'intestin. L'intestin se
termine par un rectum chez le nématode femelle et au cloaque chez le male. Attachées au
pharynx, trois a cinq glandes salivaires produisent des sécrétions qui peuvent étre émises par le
stylet et qui Iui permettent d’envahir les plantes et combattre le parasitisme (Lambert & Bekal,
2002).

1.1.1.3. Cycle de vie

Les nématodes a galles subissent quatre stades juvéniles passant d’un stade a 1’autre par
un processus de "mue™ semblable a celui des insectes, la vie des nématodes a galles commence
par I'éclosion des ceufs qui se transforment rapidement en nématodes J2s (juvéniles au deuxiéme
stade) (Figure 1). Le stade J1s se passe entierement a l'intérieur de I'enveloppe translucide de
l'ceuf, ou il mue en nématode J2s. Au stade J2s, les nématodes sont d'apparence filiformes, ils
commencent & bouger et recherchent activement les extrémités des racines pour les envahir, c’est
le seul stade ou peut se déclencher des infections. Les J2s s‘attaquent aux extrémités des racines
en croissance d'une plante héte sensible et y penetrent (intercellulaires), derriére la coiffe de la
racine, ils se déplacent vers la zone d'‘¢longation cellulaire ou ils établissent un site
d'alimentation (fait d’un groupe de cellules appelées "cellules géantes") en y injectant les
sécrétions des glandes cesophagiennes, Ces sécrétions de nématodes provoquent des
changements physiologiques spectaculaires dans les cellules parasitées et les transforment en
cellules géantes (Rahman, 2003; Mitkowski et al., 2003; Gharabadiyan et al., 2013; Meadows
et al., 2018).
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Une fois que les femelles ont établi un site d'alimentation, elles y restent en permanence.
Les cellules parasitées deviennent rapidement multi-nucléées (elles contiennent de nombreux
noyaux) car la division nucléaire se produit en lI'absence de formation de paroi cellulaire. Ce
processus est considéré comme “découplé” de la division cellulaire. En fait, les cellules ne se
divisent jamais en nouvelles cellules ; elles deviennent simplement plus grandes et contiennent
plus de matieres nucléaires. Cela permet a la cellule géante de produire de grandes quantités de
protéines que le nématode ingérera ensuite. Le nématode a galles ne se nourrit pas directement
des cellules, il forme un tube d'alimentation (& partir des sécrétions des cellules de la glande
cesophagienne) dans le cytoplasme des cellules végétales, qui agit comme un tamis pour filtrer
le cytosol. Les cellules racinaires voisines des cellules géantes grandissent et se divisent
rapidement, probablement en raison de la diffusion du régulateur de croissance des plantes, ce
qui entraine la formation de galle. Au fur et a mesure que le nématode grandit, il devient
femelle adulte globulaire ou male adulte vermiforme c’est le stade J4s. La femelle rapproche sa
région postérieure de 1'épiderme de la racine pour le briser et déposer ses ceufs en une masse
gélatineuse de couleur blanc nacré a I’extérieur de la racine (Un seul nématode femelle peut
produire de 500 a 1000 ceufs) (Figure 1). Si le nématode meurt, les cellules géantes dont il se
nourrit mourront aussi (Mitkowski & Abawi, 2003).

Figure 1. Cycle de développement des nématodes a galle, 1 : Attraction des J2s par la racine,
2 . Pénétration du J2s, 3 : Juvénile rejoint leur site définitif, 4 : Création du site nourricier, 5 :
Début de formation de galle et mue au stade J3 puis au J4, 6 : Galle contenant une femelle
adulte pondant des ceufs (Antipolis, 2009, Modifiée).



Chapitre I : Donnée sur les nématodes a galles.

1.1.1.4. Gamme d’hotes

Les Meloidogynes ont un large éventail de plantes hotes, y compris les monocotylédones,
les dicotylédones, les plantes herbacées et ligneuses (Sirca et al., 2004). Ils parasitent plus de
5500 espéces (Blok et al., 2008). Les Meloidogynes sont des agents pathogenes de la plupart
des cultures maraicheres (Solanum lycopersicum L., Beta vulgaris subsp. Vulgaris L., Daucus
carota subsp. Sativus (Hoffm), Pisum sativum L., lactuca sativa L., Solanum tuberosum L.,
Capsicum annuum L., Cucumis sativus L., Cucurbita maxima Duchesne, Raphanus sativus L.,
Solanum melongena L., Cucumis melo L., Cichorium endivia L., Phaseolus vulgaris L.), les
arbres fruitiers a noyau, la vigne, les céréales et le tabac (Djian-Caporalino et al., 2009 ;
Rahman, 2013 ; Soltani et al., 2013 ; Salim et al., 2016 ; Meadows et al., 2018).

1.1.1.5. Symptomatologie

Les nématodes a galles induisent des symptdmes typiques, communément appelé "nceud
radiculaire™ ou "galle des racines", de tailles variables selon la densité de population, I'espece de
nématode a galle, la race, I'nGte et le cultivar. Les symptdmes caractéristiques produits sur I'hnéte
lui donnent l'identité du nématode en tant que "nématode a galle”, la gravité de la galle ou du
neeud sur le systéme racinaire peut étre facilement déterminée en tirant une plante ou en
creusant autour de la racine. Les symptoémes sur la partie aérienne ne sont pas spécifiques, ils
peuvent étre reconnus comme suit ; mangue de vigueur, croissance rabougrie, jaunissement des
feuilles et flétrissement sous I'effet du stress hydrique (Mitkowski & Abawi, 2003 ; Khan et al.,
2014).

1.1.1.6. Especes du genre Meloidogyne spp. et leur distribution

Environ 100 especes de Meloidogyne ont été décrites, les especes les plus répandues et
les plus néfastes sont M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, M. chitwoodi, M.
fallax, M. minor, M. enterolobii, M. exigua et M. paranaensis (Elling, 2013). lls sont répartis
dans le monde entier dans différentes conditions géographiques : dans les régions tropicales,
les régions subtropicales et les régions tempérées (Khan et al., 2014). lls sont présent dans
tous les continents ; I’Amérique du nord et du sud, I’Europe, L’ Afrique, 1’Asie et 1’ Australie,
la région la plus infestée dans le monde est la région qui s’étend entre les latitudes 35 N° et 35
S° (Taylor & Sasser, 1978).

En Algérie, la distribution des nématodes Meloidogyne affecte les zones de forte
productivité des cultures maraichéres (Alger, Constantine, Biskra, Ouargla, Adrar...) avec une
incidence de 60 a 80% (Sellami et al., 1999 ; Babaali et al., 2016).
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1.1.1.7. Dégats et impact économique des Meloidogynes

Les nématodes parasites des plantes sont les principaux ravageurs des cultures agricoles
(Abbasi et al., 2008). Les nématodes a galles peuvent affecter la qualité du rendement et causer
des pertes allant de 24,5 jusqu’a 50 % (Taylor & Sasser, 1978 ; Abbasi et al., 2008). Ces pertes
sont dues & la diminution de la partie aérienne (feuilles, fleurs et fruits) résultant de la
réduction des racines qui ont pour réle 1’alimentation minérale, la diminution de la partie
aérienne se présente souvent par des plages dans un champ (De Guiran & Netscher, 1970 ;
Orenga et al., 2018). Elles ont un impact a la fois sur la qualité et la quantité des rendements
commercialisables. Outre les pertes directes des attaques des nématodes, de nombreuses
pertes indirectes dues a la perte d'eau d'irrigation et les engrais peuvent se produire car les
racines endommagées n'utilisent pas I'eau et les engrais aussi efficacement que les racines
saines (Mai, 1985).

Les dégats sont tres importants dans les régions méditerranéennes (Espagne, Afrique du
nord, Sud de la France...) ou les conditions optimales de leur développement sont réunies:
températures élevées et successions de plantes sensibles (Castagnone-Sereno & Djian-
Caporalino, 2011).

Les dégats dus aux Meloidogynes sont difficilement chiffrables en raison de nombreuses
interactions les liant a dautres pathogénes fongiques ou bactériens (Phytophthora,
Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, Pseudomonas, Agrobacterium, etc) favorisés par les Iésions
induites par I'entrée des nématodes (Orenga et al., 2018).

Singh, et al. (2015) ont estimé les dommages causés par les nématodes phytoparasites a 157

milliards de dollars par an dans le monde.
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2. 1a lutte a I’égard des nématodes

La lutte contre les nématodes a été exclusivement basée sur I’emploi de nématicides
chimiques, a I’aide de spécialités peu spécifiques qui conduisaient a une désinfection des
couches superficielles du sol. Cependant, on assiste aujourd’hui a une réduction drastique de
I’usage des pesticides suite a 1’interdiction progressive de la plupart des matiéres actives, en
raison de contraintes réglementaires et environnementales(Cayrol et al., 1992), diverses
stratégies alternatives de lutte contre les nématodes a galles peuvent étre envisagées, parmi
lesquelles; les méthodes physiques (désinfection a la vapeur, solarisation), 1’utilisation des
biopesticides d’origine microbiens (champignons nématophages, bactéries parasites et
mycorhizes), ou d’origine végétal (plantes nématicides) et les pratiques culturales (variétés
résistantes et rotation). Ces méthodes sont encore expérimentales, voire utilisées en pratique
(2 une échelle limitée) pour certaines d’entre elles, mais toutes font preuve d’une efficacité

variable (Castagnone-Sereno & Djian-Caporalino, 2011 ; Chaudhary et al., 2013).

2.1. Lutte biologique a I’égard des nématodes
La lutte biologique contre les nématodes consiste a limiter le taux d’infestation au-
dessous du niveau dommageable aux plantes «seuil de nuisibilité». Elle ne permettra pas une

éradication du parasite (Djian-Caporalino et al., 2009).

2.1.1. Biopesticides

Les pesticides naturels sont connus depuis des siécles par leur capacité a lutter contre les
parasites. 1ls ont généralement été découverts par hasard (Abdalla Elbadri et al., 2008). lls ont
été classés comme des produits naturels d'origine végétale, microbienne (activité pesticide) ou
des micro-organismes vivants (capables de controler les agents pathogenes et les parasites des
plantes) (Rousidou et al., 2013).

Selon Copping & Menn (2000), Les biopesticides englobent de nombreux produits de
lutte contre les parasites:
- Organismes microbiens (viraux, bactériens et fongiques)
-Nématodes entomophages
-Pesticides d'origine végétale
-Métabolites secondaires de micro-organismes
-Phéromones d'insectes appliquées pour la perturbation de I'accouplement, des stratégies de
surveillance ou d'attrait et d'élimination
- Genes utilisés pour transformer les cultures afin d'exprimer la résistance aux attaques

d'insectes, de champignons et de virus ou pour les rendre tolérant lI'application d'herbicides
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2.1.1.1. Bio-nematicides

Divers stratégies ont été largement utilisées au fil des années pour gérer les nématodes,
I'utilisation de bio-pesticides pour la lutte contre ces derniers est la methode la plus efficace et
la plus respectueuse de I'environnement. Ainsi, l'utilisation de bio-produits dans la lutte
intégrée contre les nématodes est désormais acceptée comme une alternative écologique saine
(Raza et al., 2014).

Les bio-pesticides sont considerés comme des composés a faible risque (Rousidou et al.,
2013).

a. Plantes nématicides

Plus de 200 especes de plantes sont signalées pour leurs propriétés nématicides, les
substances actives peuvent étre exsudées au niveau racinaire et agir soit en inhibant la
pénétration des juvéniles dans les racines; effet répulsif (sésame, Sesamum indicum L.), soit
en inhibant 1'éclosion des ceufs; effet ovicide (graminée pleureuses, Eragrostis curvula
Schrad.), soit en empoisonnant les larves des nématodes; effet larvicide (pervenche de

Madagascar, Catharanthus roseus L.) (Djian-Caporalino et al., 2008).

a.1l. Amendements organiques et tourteaux (bio-fumigation)

La bio-fumigation est définie comme l'action des substances volatiles produites lors de
la biodégradation de la matiére organique, en tant que fumigants dans la lutte contre les agents
pathogenes des plantes. Les bio-fumigants sont des stimulants de la biologie du sol, ils
agissent en outre comme une biorestauration du sol. La bio-fumigation a été utilisée dans la
lutte contre les champignons, les insectes, les nématodes et les adventices, étant également
capable de réguler les problémes bactériens, avec une efficacité similaire a celle des pesticides
conventionnels. Il est prouvé qu'une grande variété de matieres organiques ont un effet de bio-
fumigation, les effluents d'élevage, les engrais verts et les résidus des agro-industries, leur
efficacité dépendant uniquement des doses et de la méthodologie a appliquer (Bello et al.,
1999). L'utilisation de sources rentables de différents bio-fumigants pour stabiliser la
production agricole dans les sols infestés de nématodes est une méthode de plus en plus
souhaitable a I'neure actuelle. La bio-fumigation fait référence a la suppression des nematodes
présents dans le sol par des composés biocides (Behera et al., 2020).

L’apport de tourteaux végétaux de neem et de ricin sur plusieurs années peut avoir une
action cumulative intéressante sur la diminution de I’indice de galles (Djian-Caporalino et al.,
2009).
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Les tourteaux des bracecaceae sont considérés comme engrais vert biocide, Il contribue

a la limitation de l'infection causée par les nématodes (Lazzeri et al., 2009).

a.2. Extraits des végétaux (biopesticides)

L'utilisation d'extraits de plantes est I'une des méthodes de lutte contre les nématodes
(Sultana et al., 2010). De nombreuses especes de plantes sont connues pour étre tres
résistantes aux nématodes parasites des plantes. Ces especes végétales appartiennent a
plusieurs famille botaniques dont les Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Rutacea,
Lauraceae..., Elles contiennent des molécules nématicides (Sukul, 1992 ; Andrés et al.,
2012). Des exemples bien documentés de ces espéces ; les soucis (Tagets spp.), le crotale
(Crotalaria spectabilis), les chrysanthemes (Chrysanthemum spp.), lI'ail (Allium sativum), la
cannelle (Cinnamomum verum) et le margousier (Azardiracta indica) (Duke, 1990 ; Park et
al., 2005).

2.2. Commercialisation des biopesticides (bio-nématicides)

Les pesticides biologiques sont devenus une importante composante de la lutte
antiparasitaire respectueuse de l'environnement (Glare et al., 2012), les biopesticides
représentaient 3,5 % (1,6 milliard de dollars) du marché mondial des pesticides en 2009
(Lehr, 2010). Le marché américain des bionematicides est évalué a plus de 42 millions de
dollars en 2015 (800 000 de dollars pour la culture du coton) (Pulidindi & Pandey, 2016).

L’usage des bio-nématicides du marché mondial des biopesticides ne représentent que
3%. (Rollin, 2012). Plusieurs bio-nématicides avec différentes matieres actives ont été
commercialisés dans différents pays tel que: Nematode Control (Geraniol: huile de geranium),
Majestene (Heat-killed Burkholderia).

2.3. Potentiel des extraits des végétaux a I’égard des nématodes a galles
Plusieurs extraits végétaux issus de différentes parties de plantes ont été étudiés pour
leur potentiel nématicide, et ont montré une grande efficacité a 1’égard des larves et des ceufs

(Tableau 1).
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Tableau 1. Potentiel des extraits des végétaux a 1’égard des nématodes a galles.

Noms scientifiques Familles botaniques Types d’extrait Parties de plantes Références
Chromolaena . Adegbite & Adesiyan,
Asteraceae Aqueux Racines
2005
odorata L.
Azadirach : -
zadirachta . . Adegbite & Adesiyan,
Meliaceae Agueux Racines
- 2005
indica A. Juss.
Datura stramonium L. Solanaceae Aqueux et organiques Feuilles, racines et grains Babaali et al., 2017

Zingiber officinale

Zingiberaceae Organique Rhizome Bawa et al., 2014
Roscoe
Parkia biglobosa Jacq. Mimosaceae Organique Graines Bawa et al., 2014
Artemisia vulgaris L. Asteraceae Organique Rhizomes Costa et al., 2003
Melia azedarah L. Margousier Organique Feuilles Kepenekci et al., 2016
Xanthium strumarium L. Asteraceae Organique Feuilles Kepenekci et al., 2016
Cinnamomum verum - :
Lauraceae Aqueux Feuilles Salim et al., 2016
J.Presl
Allium sativum L. Aqgueux Feuilles Salim et al., 2016
Liliaceae
Solanaceae
Nicotiana tabacum L. Organique Feuilles Wiratno et al., 2009
Myrtaceae
Syzygium aromaticum L. Organique Bourgeon Wiratno et al., 2009
Acacia nilotica L.
Oraganique Gousses Elbadri et al., 2008
Fabaceae
Chenopodium
Oraganique Feuilles Elbadri et al., 2008
album L. Amaranthaceae
Citrus aurantifolia . .
. Aqueux Feuilles Singh et al., 2015
Swingle
Rutaceae
Bidens pilosa L. Asteraceae Aqueux et Oraganique Feuilles Chaudhary et al., 2013
Heliotropium indicum L. Boraginaceae Aqueux Feuilles Chaudhary et al., 2013
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3. Plantes éetudiées
3.1. Sinapis arvensis L.

La famille des Brassicaceae comprend environ 350 genres et plus de 3000
espéeces, elle englobe de nombreuses especes de grande importance agronomique
appartenant aux genres : Brassica, Raphanus, Sinapis et Armoracia (Hasterok et al.,
2006).

3.1.1. Position systématique
La position taxonomique de cette espéce est comme suit (Doucet, 2013):
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Dicotylédones
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Capparales
Famille : Brassicaceae
Genre : Sinapis
Espéce : Sinapis arvensis
L.

3.1.2. Description botanique et biologique

La moutarde des champs (Sinapis arvensis = Brassica kaber), Brassica est le
nom latin du chou et Sinapis qui veut dire moutarde. Les tiges de la moutarde des
champs sont dressées (20 a 90 cm), simples ou le plus souvent ramifiées dans la partie
supérieure. Au bas des tiges, les poils sont dressés et relativement rigides, parfois, ces
poils recouvrent les tiges sur toute leur longueur sinon la partie supérieure reste
glabre. Les tiges sont verdatres, parfois pourprées, surtout aux points d'attache des
tiges secondaires sur les tiges principales. Les cotyledons sont larges et réniformes.
Au stade 5 feuilles, la plantule présente des feuilles nettement plus longues que larges,
peu garnies de poils et non lyrées. La premiére feuille de la plantule n'est pas
caractéristique. Les feuilles sont alternes, quelque peu pubescentes notamment sur les
nervures de la face inférieure. Les feuilles basilaires sont pétiolées et lyrées, tandis
que les feuilles caulinaires sont sessiles, généralement non lobées, mais grossierement
dentées. Les fleurs (1,5 cm) nombreuses, a quatre pétales et quatre sépales, jaune

brillant, se regroupent au bout des tiges en grappes laches. Les fleurs et les fruits
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coexistent tres souvent sur le méme plant. Les fleurs apparaissent a la fin mai et la

floraison se poursuit tout I'été (Doucet, 2013).

3.1.3. Caractéres écologiques

La moutarde est une adventice, originaire de 1I’Eurasie, elle est largement
répandu et naturalisé dans toutes les zones tempérées du monde, Elle pousse
principalement dans les habitats a forte intensité lumineuse. Elle infeste les grandes
cultures, les oasis, les jacheres, les jardins, les vergers, les clairiéres, elle existe aussi
sur les rives des rivieres, sur les rivages, le long des routes et les chemins de fer
(Warwick et al., 2000).

3.1.4. Répartition géographique

La moutarde des champs est répartit dans la plupart des régions tempérées du
monde: I'Europe (sauf le nord de la Scandinavie), L'Islande, les iles Férogé, la Sibérie,
Asie mineure. Asie du Sud-Ouest jusqu’au Himalaya, Afrique du Nord (a I'exclusion
du Sahara), Madeére et les Tles Canaries (Fogg, 1950). Elle a été récemment introduite
accidentellement en Amérique du Nord et du Sud, en Afrique du Sud, en Australie et
en Nouvelle-Zélande (Mulligan & Bailey, 1975).

3.1.5. Composition biochimique

Les plantes médicinales et aromatiques ont joué un réle critique lorsqu'elles ont
été utilisées comme agents thérapeutiques pendant longtemps, Trente composés
phytochimiques bioactifs ont été identifiés dans I'extrait méthanolique des feuilles de
Sinapis arvensis : Erythritol, Nitro-2-propanol, Cyclopentanemethylamine, 2-
isopropylidéne-N,N,5-triméthyle,  Furfural, 3-(1,3-Dihydroxyisopropyl)-1,5,8,11-
tétraoxacyclotridecane, 3-azabutyl-1-ol, Bromure de 4-cyclopropyl-3,3-diméthyle, 1-
butene, 4-isothiocyanato- , 2,4-difluorobenzene, 1-benzyloxy, acide eicosanoique,
ester phénylméthylique, a-D-Glucopyranoside, O-a-D-glucopyranosyl-(1. fwdarw.3
)-B-, Trigonelline , 4H-Pyran-4-one ,2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-méthyl , Estragole
, Pentanenitrile , 5-(methylthio)- , 5-Hydroxyméthylfurfural , Eugénol , Maltose , 2H-
Thiopyran-3,5-diol , tétrahydro-4-nitro-, monoacétate (ester), Tétraacétyl-d-xylonic
nitrile , 3,6-Diazahomoadamantan-9-one Hydrazone , 9,10-Sécocholesta-5,7,10(19)-
triene-3,24,25-triol , (3B,5Z,7E)- , 13-Heptadécyn-1-ol , Acétylcitrate de tributyle ,
E)-13-Acide docosenoique , Acide phtalique , Ester décylique d'oct-3-yle , v-
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Tocophérol , Désoxo-9x-hydroxy-7-cétoacétate de 3,8,9,12-tétraacétate de désoxo-9x-

hydroxyle , Campestérol , y-Sitostérol (Al-Rubaye et al., 2017).

3.2. Raphanus raphanustrum L.
3.2.1. Position systématique
La position taxonomique de cette espéce est comme suit (Doucet, 2013) :
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Dicotylédones
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Brzssicales
Famille : Brassicaceae
Genre : Raphanus
Espéce: Raphanus raphanustrum

L.

3.2.2. Description botanique et biologique

Le radis sauvage est une adventice agricole, annuelle qui développe une racine
pivotante gréle; elle est parfois hivernante a I'état juvénile. Elle peut atteindre de 30 a
90 cm de hauteur, elle présente des poils courts et grossiers surtout a la base des tiges.

Les cotylédons de la plantule du radis sauvage sont semblables a ceux de la
moutarde des champs et de la moutarde des oiseaux, sauf que les pétioles sont plus
longs. Les feuilles du radis sauvage aux 3 feuilles sont déja lyrées, la plantule de
radis sauvage a la hauteur du collet dégage I'odeur caractérisant du radis cultivé. Les
feuilles sont alternes et rude au toucher, et peuvent atteindre 7 a 8 cm de longueur, les
feuilles de la base tiges sont lyrées, les autres au milieu et au haut des tiges étant
étroites, souvent lobées, sessiles et parfois entiéres. Les fleurs sont petites (2,5 a
3 cm), nombreuses et arrangées en petites grappes peu denses au sommet des tiges
(Doucet, 2013).
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3.2.3. Caracteres écologiques
R. raphanistrum pousse principalement dans des habitats ou la lumiere est trés
intense et les précipitations suffisantes, il est présent sur tous les types de sol mais il

préfere les sols sableux acides (Warwick & Francis, 2005).

3.2.4. Répartition géographique
La ravenelle est répartit dans le sud d'Europe et la région du circum-

méditerranéenne (Scott et al., 2002).

3.2.5. Composition chimique

Il'y a un manque d'informations sur les composants biochimiques de cet espéce,
les données existantes se référant uniquement aux glucosinolates (Maldini et al.,
2017).

Cing  glucosinolates  (glucoerucine,  glucotropaeolin,  glucoraphenin,
glucobrassicin, et gluconasturine) sont présents dans les parties de ravenelle allant du
stade cotylédonnaire au stade de la floraison. La concentration la plus élevée de
glucosinolates totaux était présente au stade de la floraison. La glucoraphénine et la
glucoérucine sont les glucosinolates prédominants. Les glucosinolates s’hydrolysent

pour former des isothiocyanates (Mayank, 2009).

3.3. Taxus baccata L.
Taxus est un genre d'environ de sept especes étroitement liées, dispersées dans

la région tempérée du nord (Thomas & Polwart, 2003).

3.3.1. Position systématique
La position taxonomique de cette espéce est comme suit (Martin & Thiébault,

2010) :

Reégne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Taxales
Famille : Taxaceae
Genre : Taxus

Espéce : Taxus baccata L.
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3.3.2. Description botanique et biologique

If est un arbre gymnosperme a feuilles persistantes pouvant atteindre 20 m,
souvent avec des troncs multiples et une canopée étalée, arrondie ou pyramidale,
capable de produire des branches feuillues a partir de vieilles branches et de vieux
troncs. Systéme racinaire peu profond avec des racines horizontales. Ecorce brun-
rougeatre, mince, écailleuse. Les feuilles sont attachées en spirale mais sur les
rameaux latéraux plus ou moins torsadés en deux rangs, peuvent vivre jusgu'a 8 ans,
elles sont vert foncé brillant sur la face supérieure, pales et jaunatres sur la face
inférieure, structure de reproduction verte, portée a l'aisselle des feuilles ; parties
males en petits cones structures femelles solitaires ou par paires (ne formant pas de
cones), elle est constituées de plusieurs écailles imbriquées, la plus fertile, portant un
seul ovule. Graine ovoide, lisse et brillante, jaune brun, le fruit mdrissent la premiére
année (Thomas & Polwart, 2003).

3.3.3. Caracteres écologiques

Taxus baccata est une espéce tolérante au stress, il a une croissance lente et une
longue durée de vie (> 1000 ans), tolérant a I'ombre mais il peut résister au plein
soleil, il peut pousser sur une large gamme de sol mais il préfere les substrats
calcaires. Il forme des peuplements denses dans les climats océaniques, mais devient
de plus en plus un arbre de sous-bois dans les climats continentaux. T. baccata ne

pousse qu'aux altitudes assez basses (Thomas & Polwart, 2003).

3.3.4. Répartition géographique

La répartition naturelle de 1’if commun est brouillée par la plantation extensive
de ce dernier en particulier dans les cimetieres et il est pratiquement impossible de
séparer les registres des autochtones et des étrangers. Taxus baccata s'étend vers le
nord jusqu'a ¢ 63 ° N (Norvege et Suéde), vers l'est jusqu'a I'Estonie, la Pologne, vers
la mer Caspienne et la Turquie, et vers le sud de la Gréce (y compris les Tles de
Eubée), il croit a basse altitude, jusqu’a 500 m environ ; en Angleterre, en Irlande, en
Bretagne, en Europe centrale et en Scandinavie, tandis que plus au sud, c’est une
espece montagnarde que 1’on retrouve jusqu’a 1600 m d’altitude, 1’if s’épanouit sous
un climat océanique humide et frais, d’ou sa présence en Europe de 1’ouest. Il ne
supporte pas les hivers trop longs et rigoureux, ni une sécheresse prolongée. Il est

souvent absent des régions a climat plus continental. (Martin & Thiébault, 2010).
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3.3.5. Composition biochimique

L’if commun est connu par sa contenance d’alcaloide diterpénes ; taxol (taxane)
et taxine (taxine A et B), ces derniers existent dans toutes les parties de la plante a
I’exception de l'aril (Iszkuto et al., 2013; Sarmadia et al., 2018 ; Siegle &Pietsch,
2018 ; Wilson & Hooser, 2018).

3.4. Peganum harmala L.
La famille des Zygophyllaceae comprend environ 22 genres et plus de 250

especes (Asgarpanah & Ramezanloo, 2012).

3.4.1. Position systimatique

La position taxonomique de cette espece est comme suit (khalik, 2012) :

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum
Espéce :Peganum harmala
L.

3.4.2. Description botanique et biologique

Peganum harmala est une plante herbacée pérenne et glabre, qui peut atteindre
30 a 100 cm, Elle posséde des tiges tres ramifiées et des feuilles ressemblant a des
frondes. En face des feuilles se trouvent des fleurs blanches solitaires aux nervures
vertes, ces fleurs relativement grandes de cing pétales elliptiques et de cinq sépales
étroits, chaque fleur a le potentiel de se développer en un fruit qui est une capsules
globulaires a trois loges contenant de nombreuses graines anguleuses noiratres, La
période de floraison s‘étend de mars a avril (Mahmoudian et al., 2002 ; Asgarpanah &

Ramezanloo, 2012).
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3.4.3. Caracteres écologiques
Harmal est une espece tres répandue dans les zones de paturages semi-arides,

les steppes et les sols sablonneux (Moloudizargari et al., 2013).

3.4.4. Répartition géographique

Harmal une plante herbacée originaire des zones arides d'Afrique du Nord, de la
Méditerranée, du Moyen-Orient, du Pakistan et de I'lInde, la plante est largement
distribuée en Asie centrale, au Moyen-Orient, en Amérique, en Australie et I'est de la
Méditerranée (Mahmoudian et al., 2002 ; Herraiz et al., 2010).

3.4.5. Composition biochimique

Les composants actifs de cette plante sont les alcaloides qui se trouvent
essentiellement dans les graines et les racines, Il s'agit notamment de B-carbolines
telles que : harmine, harmaline (harmidine), harmalol, harmol, harman et de dérivés
de la quinazoline : vascine, vasicinone, isopeganine, le harmaline est le composant le
plus important (Mayad et al., 2013; Moloudizargari et al., 2013 ; Behidj- Benyounes,
2014).

3.5. Ricinus communis L.
La famille des Euphorbiacées comprend pres de 300 genres et 7 500 espéces
(Jena & Gupta, 2012).

3.5.1. Position systématique
La position taxonomique de cette espéce est comme suit (Salihu et al., 2014) :
Régne: Plantae
Sous-régne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Euphorbiales
Famille: Euphorbiaceae
Genre: Ricinus

Espéce: Ricinus communis L.

3.5.2. Description botanique et biologique
Ricinus communis est une plante oléagineuse, elle présente surtout un intérét

économique en tant que source d'huile de ricin, elle est utilisée pour la production de

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moloudizargari%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24347928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moloudizargari%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24347928

Chapitre | : Donnée sur la lutte biologique

lubrifiants de haute qualité en raison de sa forte proportion d'acide gras inhabituel
(Chan et al., 2010).

Le ricin est un arbuste vivace a croissance rapide ou parfois un petit arbre (6
metres ou plus), mais il n’est pas de nature rustique. Les feuilles sont de couleur verte
ou rougeétre d'environ 30 & 60 cm de diametre. Les feuilles contiennent 5 a 12 lobes
profonds. Les tiges sont plus ou moins pigmentées. Les fleurs sont monoiques et le
fruit est une capsule épineuse. Les graines presentent différentes tailles et différentes
couleurs. lls sont ovales de 8 & 18 mm de longueur et 4-12 mm de largeur (Jena &
Gupta, 2012).

3.5.3. Caracteres écologiques

R. communis posséde une capacité a coloniser différents types d'habitat en
raison de plasticité, Cela peut permettre une grande adaptabilité a diverses niches
écologiques.

Cette espece pourrait devenir un envahisseur efficace, car I'espece porte un
immense potentiel de résistance aux différentes conditions environnementales par la
modulation des traits vegétatifs et reproductifs (Goyal et al., 2014).

Le ricin est essentiellement une plante a longs jours, mais il s'adapte a une large
gamme de photopériodes avec des rendements différents. Le ricin pousse dans toutes
sortes de sols mais préféere un sol bien drainée comme le limon sableux. Le ricin tolére
un pH de 4,5-8,3 et une température de 7-27,8 °C et des précipitations annuelles de
20-429 cm (Salihu et al., 2014).

3.5.4. Répartition géographique

Ricinus communis est un arbuste tropical vivace originaire d'Afrique de I'Est
(Ethiopie), mais qui est maintenant cultivé dans de nombreuses régions tropicales et
subtropicales du monde (Chan et al., 2010 ; Lakhani et al., 2015).

3.5.5. Composition biochimique

L'étude phytochimique préliminaire de R. communis a révélé la présence de
stéroides, de saponines, d'alcaloides, de flavonoides et de glycosides (Bhakta & Das,
2015). Les feuilles séchées de cette espéce contiennent deux alcaloides (la ricinine et
la N-déméthylricinine ) et six flavones (glycosides kaempférol-3-O-f-D-
Xylopyranoside, kaempférol-3-O-B-D-glucopyranoside, quercétine-3-O-p-D-

xylopyranoside, quercétine-3-O-f-D-glucopyranoside, kaempférol-3-O-B-rutinoside
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et quercétine-3-O-B-rutinoside), L'alcaloide prédominant dans cette plante est la
ricinine (Kang et al., 1985).
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Chapitre Il : Distribution et identification des nématodes a galles dans le littoral
algérois.

I. Introduction

Les nématodes a galles du genre Meloidogyne représentent une menace
importante pour la production agricole en raison des dégats qu'ils causent sur un large
éventail de cultures, notamment les cultures maraichéres (Elling, 2013).

Les dommages directs et indirects causés par ces especes se traduisent par une
diminution du rendement, de la qualité, des codts de production élevés et une perte de
revenus, elles sont souvent négligées ou non reconnues et ils sont réguliérement mal
diagnostiquées en raison de la nature non spécifiqgue des symptdémes de surface
(Talwana et al., 2016).

Lorsqu'ils sont reconnus, le diagnostic n'est pas souvent effectué au niveau de
I'espece ou il est effectué de maniere inexacte, en raison d'une expertise limitée et d'un
manque de techniques simples pour diagnostiquer les espéces de maniere fiable
(Trudgill & Blok, 2001 ; Pagan et al., 2015).

Afin de mettre en ceuvre des méthodes de gestion pour les nématodes a galles,
une connaissance et un diagnostic précis des espéces présentes peuvent étre essentiels
(Coyne et al., 2018). Plus de 100 espéces ont été décrites dans le genre Meloidogyne
dont 23 ont été 86 signalées en Afrique (Moens et al., 2009 ; Jorge et al., 2016).

Traditionnellement, I'identification et la description des espéces de Meloidogyne
étaient principalement basées sur les différences de caracteres morphologiques et
morpho-métriques des femelles, des juvéniles et des méles (Singh et al., 2012).

Un certain nombre d'autres méthodes telles que le test différentiel de I'hote, les
caracteres reproductifs et cytologiques, et les modeles d'enzymes et de protéines ont
également été utilisées pour aider identification des especes de Meloidogyne
(Esbenshade & Triantaphyllou, 1985 ; Hussey, 1985).

Cependant, chacune de ces méthodes a ses propres forces et faiblesses, une
combinaison de méthodes est nécessaire pour une identification fiable des especes.
Plus récemment, les méthodes moléculaires basées sur plusieurs marqueurs
génétiques telles que : RAPD, RFLP, SCAR et I'AFLP ont été développées et utilisées
avec succes pour faciliter [l'identification d'un certain nombre d'espéces de
Meloidogyne (Harris et al., 1990 ; Powers et Harris, 1993 ; Castagnone Sereno et al.,
1995 ; Zijlstra et al., 1995 ; Petersen & Vrain, 1996).
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algérois.

L’objectif de ce chapitre est: i) de déterminer la distribution des nématodes a

galles dans le littoral algérois et d’estimer leurs degrés d’infestation, ii) d'identifier les

especes de Meloidogyne spp. existant par une analyse moléculaire.

1. Matériel et méthodes

1. Prospections et enquétes

Plusieurs prospections et prélevement ont été réalisés sur 14 stations dans tout le

long du littoral algérois ; de la région de Ain Taya a I’est jusqu’a Zeralda a 1’ouest

(Figure 2).

La période d’échantillonnage s’est étalée sur tout le mois de juillet de 2019 ou

la culture de tomate est pratiqguement en fin de cycle dans toutes les parcelles

échantillonnées.

Un questionnaire a été mis en place pour effectuer une enquéte sur les

populations de Meloidogyne spp. et leur multiplication dans les sols a savoir ; variété

utilisée, traitement nématicide dans le cas de son utilisation, précédent cultural, type

de sol et systeme d’irrigation.
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Figure 2. Localisation des stations échantillonnées.
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algérois.

2. Echantillonnage

Un échantillonnage en zigzag d’une envergure importante a été effectué dans les
serres de tomate.

Vingt racines de chaque serre ont été prélevées et en suite conservees dans une
glaciére a une température inféricure de 10 °C au moment d’échantillonnage et du
transport afin de garder leur texture et de préserver les masses d’ceufs.

Un ringage avec de I’eau du robinet a été effectué afin d’¢éliminer les débris de
sol des racines et pour bien estimer le degré d’infestation, 1’estimation de ce degré a
été effectuée sur la base d’une échelle d’indice de galles de 0 a 10 (Figure 3) Zeck
(1971).

Huit racines de chaque station ont été retenues pour la réalisation de cette étude

(estimation de I’indice de galles et I’identification des populations).
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7

2
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Figure 3. Schéma illustratif de 1’échelle de I’indice de galle (Zeck, 1971), 0=0 %,
1=5 %, 2=10 %, 3=15 %, 4=20%, 5=25%, 6=50%0, 7=75%, 8=90%0, 9= 95 %0,
10=100 %.

3. Identification moléculaire des populations
3.1. Extraction des larves
Une seule masse d’ceufs a été soigneusement détachée de chaque racine a l'aide

d'une épingle stérile et mise dans un compartiment de piluliers de 10 (une masse
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algérois.

d’ceufs par compartiment) contenant 2 ml de I'eau distillée stérile, ensuite incubée a
une température de 25 °C pendant 4 jours. Une moyenne de 30 juvéniles issus de
chaque masse d’ceufs a été péchée et conservés dans des Eppendorfs contenant 0,25
ml d’éthanol a 70 % a une température de 4 °C (les Eppendorfs ont été étiquetés selon
les initiales de leur station d’échantillonnage).

Seule 80 populations parmi 88 de Meloidogyne spp. a été retenues (en raison de
la viabilité de leurs larves, dans certain population, les conditions de conservation ont
été détériorées a cause du transport) pour I’identification moléculaire au laboratoire de
génomique au Centre de Formation en Agriculture et péche (IFAPA) a Almeria en
Espagne.

3.2. Extraction d’ADN

Quatre protocoles d’extraction d’ADN ont été testés afin de choisir le meilleur,
le tampon de lyse a été aussi un facteur déterminant pour une bonne extraction, trois
type de tampon ont été testés (Tableau 2).

Les différents protocoles d’extraction ont été testés sur des échantillons regus du
département de protection des plantes de Instituto Murciano de Investigacion y
Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA), Murcia, Espagne. Ces échantillons
contiennent des racines infestés par M. javanica.

Les masses d'ceufs de chaque espéce ont été soigneusement prélevées de la
racine a l'aide d'une épingle stérile, chague masse d'ceufs a été placée dans un tube
Eppendorf contenant 0.2 ml de l'eau distillée stérile. Apres 4 jours, les masses d'ceufs
ont été retirées a 1’aide d’une aiguille stérile.

Ces Eppendorfs ont été mis dans une centrifugeuse a pompe a vide pour
éliminer l'eau et garder que les J2s. A I’aide d’une loupe binoculaire, les juvéniles ont

été observees au fond des Eppendorfs afin de vérifier leur présence.

3.2.1. Protocole (1)

Une quantité de 10 pL de tampon de lyse (1) (Tableau 2) et 3 puL de protéinase
K (20mg/ml) ont été ajoutés dans chaque Eppendorf. La solution a été macérée a
l'aide d’un batonnet stérile, les tubes Eppendorfs ont été mis dans un congélateur a
une température de -80 °C pendant 15 min.
Ensuite, les Eppendorfs ont été mis dans un bain-marie & 65 °C pendant 1 h et a 95 °C
pendant 15 min, 40 ul d'isopropanol a été ajouté et le mélange a été centrifugé

pendant 30 min a 13200 tours/min a 4 °C, un lavage du produit final a été réalisé avec
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30 pl d'éthanol a 70 % a 13200 tours/min dans la centrifugeuse, en suite, I’éthanol a
été évaporé a l'aide d’une centrifugeuse a pompe a vide. A la fin, une quantité d'eau
distillée stérile a été ajouté a I’ADN et ce dernier a été conservé a -20 °C (Rubstova,

2005).

3.2.2. Protocole (2)

Une quantité 10 pL de tampon de lyse (2) (Tableau 2) a été ajouté dans chaque
Eppendorf, en suite, les Eppenorfs ont été mis au congélateur a -80 °C pendant 15
min. Un choc thermique a été créé dans un bain marie & 60 °C pendant 1 h. La
température du bain-marie a été élevée a 95 °C pour une durée de 15 min
supplémentaires.

Le stockage de la préparation final a été réalisé a une température de -20 °C
(Seid, 2019).

3.2.3. Protocole (3)

Une quantité de 10 ul de tampon de lyse (3) (Warm Lysis Buffer) (Tableau 2) a
été ajouté dans chaque Eppendorf, ces derniers ont été placés a une température de -
80 °C pendant 15 min, ensuite dans un bain-marie a 65 °C pendant une heure puis a
une température de 95 °C pendant 15 min. les Eppendorfs ont été stockés a une
température de -20 °C (Decarvalho, 2018).

3.2.4. Protocole (4)

Le protocole (4) a consisté sur la méme méthode suivie en protocole (3) sauf
que la méthode d’obtention des juvéniles a été différente.

Dans ce protocole, les juvéniles (10) ont été obtenue par la péche a I’aide d’un

cil collé a une épingle sous la loupe (Decarvalho, 2018, modifié).

La qualité d’ADN obtenu a partir des différents protocoles a été vérifiée a 1’aide
d’un Nanodrop aprés chaque extraction afin de quantifier le matériel génétique
(ADN) et choisir le meilleur protocole.

L’extraction d’ADN des populations sélectionnées (80) pour 1’identification a

été réalisée par la méthode choisie.
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Tableau 2. Tableau comparatif des trois tampons de lyse.

Tampon de lyse (1)

(Rubstova, 2005 )

Tampon de lyse (2)

(Seid, 2019)

Tampon de lyse (3)
(Decarvalho, 2018)

-KCI (50 mM)
-Tris (10 Mm, pH 8.2)
- MgCl; (2.5 mM)

-10 mM dithiothreitol

-0.2 M NaCl
-0.2 M Tris-HCI (pH 8.0)
-1 % (v/v) g-mercapto-

ethanol

-KCI (50 mM)

-Tris (10 Mm, pH 8.2)
-MgCl; (2.5 mM)

-4.5 pl de Tween 20 (0.45
%)

(DTT)

-Proteinase K (60 pg/ml)
-Tween 20 (0.45%).

-Proteinase-K (800 pg/ml)

3.3. Amplification par PCR
3.3.1. Choix des amorces

L’amorce (194/195) de la région IGS a été choisie afin de repérer les trois
especes tropicales (M. incognita, M. arenaria et M. javanica) qui sont susceptibles
d’étre présents parmi nos échantillons et aussi d’optimiser les frais et les couts de
cette opération (Sellami et al., 1999 ; Adam et al., 2007).

Le choix des amorces spécifiques (Fjav/Rjav, Finc/Rinc et Far/Rar) a été fait

afin d’identifier les espéces tropicales (Tableau 3) (Adam et al., 2007).

3.3.2. Préparation des amorces

Avant ['utilisation de amorces, une centrifugation et des dilutions de ces
derniéres ont été effectuées.

La centrifugation a été réalisée afin d’éviter les pertes d’amorces sur le bouchon
ou les parois.

Deux dilutions ont été réalisées ; la premiére a consisté a ajouté une quantité de
I'eau distillée stérile aux amorces, les quantités sont mentionnées dans la fiche
descriptive (Annexe 1 & 2) afin d’avoir une concentration de 100uM.

La deuxieme a consisté a diluer 10 fois la concentration de 100 puM, cette

dilution d’amorces (Follow (F) ou Rerverse (R)) a été réalisées dans des Eppendorfs
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(100 pl : 900 pl ; amorce : eau distillée stérile) afin d’obtenir une concentration finale
de 10 uM d'amorce.

Tableau 3. Sequences des amorces et le nombre de leurs paires de base.

Paire
. Marqueurs Séquences
Especes e de Source
Geénetiques 5—3
bases
_ ) Finc CTCTGCCCAATGAGCTGTCC .
M. incongnita _ 1200 | Zijlstraet
Rinc CTCTGCCCTCACATTAG 3 al., 2000
_ Far TCGGCGATAGAGGTAAATGACS .
M. arenaria 420 | Zijlstraet
Rar TCGGCGATAGACACTACAAACT al., 2000
_ ) F jav GGTGCGCGATTGAACTGAGC .
M. javanica : 670 | Zijlstraet
R jav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC al., 2000
Espéces F (194) TTAACTTGCCAGATCGGACG 790 Blok et al..
tropicales R (195) TCTAATGAGCCGTACGC 1997

3.3.3. Réactions PCR

Toutes les réactions PCR ont été réalisées dans des tubes PCR contenant 23 pL
de Mix PCR suivant les instructions de la manufacture (GoTaq™ Probe qPCR Master
Mix) ; 5x Buffleur (5uL), MgCl; (1.25 pl), dNTPs (0,5 ul), Tag Polymérase (0,5 pl),
amorce F (2 pl), amorce R (2 ul) & une concentration de 10 uM, H20 (11,75 pl). Le
volume final de la réaction est de 25 pL ; 23 uL de Mix PCR plus 2 uL d’ADN de
1’échantillon.

Plusieurs programmes de température ont été testés afin de trouver le
programme qui convient plus avec chaque amorce.

Dans ces tests, le matériel biologique de M. javanica a été recu de I'IMIDA et
celui de M. incognita et de M. arenaria a été recu de I’'IFAPA (des échantillons de

racines infestees).

3.4. Electrophoreése
La qualité des produits PCR a été vérifié a I’aide d’une électrophorése, une
quantité de 4 yL de produit PCR a été ajouté a 1 pL de marqueur (6XDNA load

Thermo scintific), la migration a été menée sur 1 % TAE (Tris, Acide acetique et
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EDTA) dans 1,5 % de gel d’agarose pendant 15 min et a 80 Volt. Les bandes ont été

visualisées sur un transilluminateur UV.

4. Traitement des données

Les prélévements des racines ont été réalisés selon I’échantillonnage en zigzag
(8 racines de chaque station). Les données de I’enquéte ont fait I'objet d'une analyse
de variance (ANOVA a seul facteurs). Les moyennes ont été comparées en utilisant le
HSD de Tukey a P <0.05 en utilisant le logiciel STATISTICA (Statistica version 8.5,
année 2014).

I11. Résultats
1. Prospections et enquétes

L’enquéte sur les stations d’études a fourni beaucoup d’informations sur les
facteurs (variété utilisée, traitement nématicide dans le cas de son utilisation,
précédent cultural, type de sol et systéme d’irrigation) qui peuvent influencer
I’existence et la reproduction des nématodes a galles (Tableau 4).

Ces facteurs changent d’une station a une autre sauf pour le facteur « systeme
d’irrigation » qui est le méme dans toute les stations.

Le systéme d’irrigation utilisé dans toutes les exploitations est le systéme goutte

a goutte.
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algérois.
Tableau 4. Données sur les stations échantillonnées.
Stations Typesde | Variétés | Précédents Traitements
culturaux nématicides
sol
Ain el kahla | Argileux- Toufan Brassica | Telone EC
1 I oleracea | 93,6%
Imoneux Concentré
émulsionnable
Ain el kahla | Argileux- Tomastar | Phaseolus | Mocap
. vulgaris 1509/Kg 15%
2 limoneux Granulés
Hraoua 1 Sableux- Sultana Jachere (3 | Fenomen
I mois) 240 g/L
imoneux EC
Hraoua 2 Sableux- Khalida Capsicum | Fenomen
i annuum | 240 g/L
imoneux EC
Bordj el | Argileux- Tomastar | Cucumis | Vetacur
. . i 10%
Kiffan 1 limoneux sativus Granulés
Bordj el | Argileux Roma vf | Jachére (2 | Aucun
i traitement
Kiffan 2 mois)
Staoueli 1 Sableux- Tomastar | Solanum | Telone EC
I melongena | 93,6%
imoneux Fumigant
liquid
Staoueli 2 Sableux- Khalida Solanum | Velum
: melongena | 4009/l 34.48%
limoneux suspension
concentrée
Sidi Fredj 1 | Argileux- |Tomastar | Cucumis |Telone EC
. sativus 93,6%
limoneux Fumigant
liquid
Sidi Fredj 2 | Argileux- Susana Phaseolus |Fenomen
i Vulgaris 240 g/L
imoneux EC
Zeralda 1 Sableux- Khalida Cucumis | Vetacur
I sativus 10%
IMoneux Granulés
Zeralda 2 Sableux- Susana Jachére (3 |Velum
i mois) 4009/l 34.48%
limoneux sC
Ain Taya 1 Argileux Tomastar Solanum | Aucun
melongena traitement
Ain Taya 2 Argileux Roma vf | Phaseolus |Aucun
Vulgaris traitement
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2. Degré d’infestation

Les prospections sur les différentes stations du Littoral algérois ont montré
différents degrés d’infestations sur la culture de tomate par les nématodes a galle du
genre Meloidogyne (Figure 4).

L’analyse de variance a montré un effet significatif des différents facteurs (P<
0.001) sur le degré d’infestation des galles.

Le degré d’infestation le plus élevé a été enregistré dans les stations ; Ain el
Kahla 2 suivi du degré enregistré dans la station de Staoueli 1 et 2 par contre une
absence totale de galles a été enregistré dans les stations de : Bordj el kiffan 2, Ain
Taya 1 et 2 (Figure 5-A).

Le degré d’infestation différe d’une station a une autre de la méme région sauf
pour la région d’Ain Taya qui a montré une absence d’infestation pour les deux
stations (Figure 5-A).

Les types de sols ; argileux-limoneux et sableux- limoneux ne semblent pas
avoir un effet sur le degré d’infestation par contre une absence d’infestation a été
enregistrée dans les sols argileux (Figure 5-B).

Les degrés d’infestations enregistrés chez les mémes variétés de tomates est
plus ou moins similaires sauf le degré enregistré chez la variété Tomaster dans la
région de Ain Taya 1 (Figure 5-C).

Le précédent cultural ne semble pas avoir un effet sur le degré
d’infestation, différents degrés d’infestation ont été enregistrés en présence du méme
précédant cultural sauf dans le précédant cultural « Cucumis sativus ». Le degré
d’infestation le plus faible a été obtenus dans le précedant cultural « jachéere
et Brassica oleracea. (Figure 5-D).

Les degrés d’infestations enregistrés chez les tomates traitées par le méme
produit chimiques étaient similaires sauf le degré enregistré chez les tomates traitées
par Fenomen dans la station Hraoua 1 et par Telone EC dans la station d’Ain el Kehla
1, aucun traitement n’a été appliqué dans les stations montrant 1’absence de galles

(Figure 5-E).

33



Chapitre Il : Distribution et identification des nématodes a galles dans le littoral
algérois.

Figure 4. Aspect des racines de tomate avec différents degrés d’infestations de
galles, I.G. : Indice de galles.
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3. ldentification moléculaire des populations
3.1. Extraction d’ADN

La vérification de la quantit¢ d’ADN obtenue par le premier protocole
d’extraction est révélée négative sur 1’appareil du Nanodrop (0 ng/ul) par contre le
deuxieéme protocole d’extraction a donné une quantité d’ADN comprise entre 0,5 et 3
ng/ul. Le 3°™ et 4°™ protocole ont enregistré des résultats trés semblables avec des
quantités d’ADN suffisantes a 1’amplification ; (11,4-54,2 ng/ul) et (10,8-59,1 ng/ul)

respectivement. En se basant sur ces résultats, le 4°™

protocole a été choisi pour le
gain du temps et sa réalisation rapide.
Seulement la quantité de 76 populations parmi 80 était suffisante et apte pour

I’amplification.

3.2. Amplification

Seulement le programme de PCR de M. javanica et des especes tropicales a été
établi (Tableau 5) et il a permis une amplification (le programme de PCR de M.
arenaria et de M. javanica n’a pas été établi a cause de la restriction du temps de
stage).

Les ADN amplifiés avec I’amorce 194/195 de 49 populations ont migré sur le
gel d’agarose et ont révélé des bandes sous transilluminateur UV, ces bandes révelent
la présence d’espéce tropicales dans 49 populations.

Les ADN amplifiés avec 1’amorce Fjav/Rjav n’ont pas migré sur le gel

d’agarose ce qui montre 1’absence de M. javanica dans les 49 populations.

Tableau 5. Programme de PCR établi dans le thermocycleur pour chaque amorce.

M. javanica Espéces tropicales
1*¥94°C=>3 1*¥95°C=>2’
35*%94° C=>30" 35*%94°C=>30"
35*%61 °C=>30" 35 *50 °C => 30"
35*72°C=>1’ 35*72°C=>40”

1 *72°C=>T7T 1*72°C=>5
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Figure 6. Visualisation des bandes d’ADN amplifié avec 1’amorce 194/195 sur gel
d’agarose.

4. Distribution

Les nématodes a galles sont présents dans toutes les stations des régions
¢chantillonnées a I’exception de la station de Bordj el kiffan 1 et les deux stations de
Ain Taya (Tableau 6).

Les especes tropicales sont présentes dans toutes les stations infestées par les
nématodes a galles mais le nombre de leurs populations changent d’une station a une
autre. Le nombre le plus élevé des populations d’especes tropicales (6/8) a été
enregistré dans la station de Zeralda 2 et le plus faible (3/8) dans la station de Ain el
kahla 2 (Tableau 6).
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Tableau 6. La distribution des nématodes a galles et les populations des especes
tropicales (M. incognita, M. arenaria) dans le Littoral algérois.

Stations Galles POpltlgggi(z:I;é;elsgéces
Ain el kahla 1 + 5
Ain el kahla 2 + 3

Hraoua 1 + 4

Hraoua 2 + 4

Bordj el Kiffan 1 + 5
Bordj el kiffan 2 - -
Staoueli 1 + 4
Staoueli 2 + 5
Sidi Fredj 1 + 5
Sidi Fredj 2 + 4
Zeralda 1 + 4
Zeralda 2 + 6
Ain Taya 1 - -
Ain Taya 2 - -

+ : Présence, - : Absence.

IV. Discussion

L’infestation différe d’une parcelle a une autre, cette différence est influencée
par plusieurs facteurs, dans cette étude, les facteurs influengant le degré d’infestation
sont : le type de sol (argileux), les variéetés et les traitements chimiques.

Nos résultats montrent une absence totale de degré d’infestation dans les
stations a sol argileux ce qui en accord avec 1’étude faite par Asif et al. (2015),
lorsque ils ont trouvé une corrélation négative entre la reproduction des nématodes et
la texture argileuse du sol.

La réponse de la méme variéte vis-a-vis du degré d’infestation dans différentes
régions a été plus ou moins identique a ’exception de la variété Tomastar dans la
région d’Ain Taya 1, cela peut étre expliqué par le type de sol (argileux) de cette
station.

Le traitement chimique a toujours le méme effet sur le degré d’infestation dans
les différentes stations étudiées a I’exception de I’effet du traitement Fenomen et
Telone EC respectivement dans la station Hraoua 1 et de Ain el Kehla 1 ont été
différent (ils sont plus efficaces dans ces deux régions), cela peut étre expliqué par le

précedant cultural utilisé dans ces deux stations. La jachére et le précédent cultural
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(Bracecaceae) sont des facteurs limitant de la reproduction des Meloidogyne spp. et
connus par leur effet réducteur des populations des nématodes dans le sol (Reynolds,
1968 ; Daneel et al., 2018).

L'extraction de I'ADN génomique des nématodes est un processus complexe a
cause de leur taille et leur cuticule robuste (460 nm d'épaisseur), cette derniére
résistante aux perturbations chimiques, enzymatiques et physiques (Dawkins &
Spencer, 1989 : Seesao et al., 2014 : Decarvalho et al., 2019). L'extraction d'ADN de
haute qualité est une étape primordiale pour une analyse moléculaire car elle est la
premiére étape a faire ce qui influence les étapes ultérieures, (Decarvalho et al.,
2019).

Les méthodes d’extraction d'ADN doivent étre efficaces, rapides, simples et
rentables (Seesao et al., 2014).

D’aprés nos résultats, le protocole (3) et (4) basés sur le tampon (WLB) ont
donné les meilleurs rendements, ce qui en agrément avec le travail de Decarvalho et
al. (2019) qui ont testé plusieurs protocoles d’extraction et ont trouvé que le meilleur
a été baseé sur le tampon de (WLB).

Toutes les amorces spécifiques utilisées dans cette étude ont été précédemment
testés sur un large éventail de populations, bien que certains matériels génétiques de
certaines populations ne puissent pas samplifier en raison du changement qui puisse
se produire (Adam & Blok, 2007).

La présence des especes de nématodes a galles pratiquement dans toutes les
régions échantillonnés de littoral algérois pourrait étre expliquée par les mauvaises
pratiques agricole (origine des plantules et la non désinfection du matériel agricole).

Les espéces tropicales sont présentes dans presque la moitié des populations

étudiées ce qui a été déja mentionné dans les travaux de Sellami et al. (1999).
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I. Introduction

Les nématodes cécidogenes sont des ravageurs qui causent de graves dommages
a plusieurs cultures, principalement les cultures maraichéres (Adegbite et al., 2005).
Ces vers microscopiques sont des polyphages et menacent plus de 2400 espéces
(Scotto la massese, 1986), entrainant des pertes considérables de production agricole,
ces pertes sont généralement dus a un dysfonctionnement des racines, a la réduction
du volume racinaire et a l'inefficacité de la recherche de nourriture et de l'utilisation
de I'eau et des nutriments (Hemlata & Jyoti, 2018).

Plusieurs méthodes sont disponibles pour lutter a 1’égard des nématodes, les
nématicides synthétiques sont le plus souvent utilisés car ils sont efficaces et agissent
rapidement (Odeyemi et al.,, 2013). L'utilisation indiscriminée de pesticides
synthétiques était susceptible d'entrainer une phytotoxicité, une pollution de
I'environnement et une résistance aux nématodes, en plus de ces inconveénient, le colt
est trés élevé (Adegbite et al., 2005), d’ou la nécessité de la recherche d’une méthode
de lutte alternatives efficaces et respectueuses de l'environnement. L'une des
alternatives possibles est I'utilisation de biopesticides d'origine végétale (Javed et al.,
2007).

L’utilisation des biopesticides d’origines végétales comme produits nématicides
et nématostatiques est une approche prometteuse car elle est économique et
écologique, ces produits ont l'avantage d'étre entierement compatible avec
I'environnement par leur spécificité élevée et leur capacité a étre biodégradables
(Saravanapriya & Sivakumar, 2005).

Le but de cette partie du travail est: i) d'évaluer le potentiel larvicide et ovicide
des extraits aqueux et organiques de cing plantes sur Meloidogyne incognita dans des

conditions controlées.
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Il. Matériel et méthode
1. Matériel biologique utilisé
1.1. Matériel animal

Le matériel biologique animal utilisé au cours de notre expérimentation est les
nématodes & galles ; M. incognita, plus précisément les juvéniles du 2°™ stade (J2s) et
les masses d'ceufs. Ces derniers ont été obtenus a partir des racines de tomate infestées
de I’¢levage de M. Baabali D. réalisé sous serre au niveau de la station expérimentale
de ’ENSA (Ecole Nationale Supérieure Agronomique) (36°43°19.3 N, 3°08°58.6 ”E

et 36 m au-dessus du niveau de la mer).

1.1.1. Préparation d’inoculum

Les racines de tomates portant des galles prélevées de 1’élevage de M. Baabali
ont été transférées au laboratoire. Des masses d’ceufs ont été soigneusement détachées
de la masse gélatineuse a partir des racines infestées et déposées dans des éclosoirs
contenant de l'eau distillée stérile. Aprés 48 heures, les juvéniles (J2s) ont été
récupérées dans des béchers gradués 1 ml de la suspension a été prélevé pour le
comptage du nombre de J2s (I'opération a été répétée 10 fois) (Figure 7) (Babaali et
al., 2017).

Figure 7. Etapes de préparation d’inoculum, A : Racine de tomate infestée,
B : Fragments de racines dans un éclosoir, C : Incubation des ceufs pour 1’éclosion,
D : Aspect des larves sous microscope optique (Gr. x 40).
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1.1.2. Elevage des nématodes in-vivo

La multiplication du nombre de juvéniles J2s a été réalisée sur des plants de
tomates (Lycopersicon esculentum Mill. var. Moneymaker, Solanaceae) sous serre a
la station expérimentale de 'ENSA. Un mois apres le repiquage, les plants de tomate
ont été inoculés par 2500 J2s agés de 48 heures, la suspension larvaire a été déposée
autour de la tige dans 5 trous d'environ 3 cm de profondeur, dont 1 ml pour chaque
trou, en moyenne de 500 J2s par ml. Les plants de tomate ont éte irrigués
réguliérement pendant 60 jours. A la fin de I’expérimentation, les racines infestées ont
été récupérées et transférées au laboratoire afin de fournir le matériel animal

nécessaire pour expérimentation.

1.2. Matériel végétal
1.2.1. Obtention des plants de tomate

Les graines de tomate (Lycopersicon esculentum Mill. var. Moneymaker,
Solanaceae) ont été semées dans des plaques alvéolées sous serre pendant un mois,
puis les plants ont été transplantés dans des pots en plastique de 2,5 L (17,5x14,5 cm :
diamétre x hauteur) contenant 1 L de mélange stérile; sable-sol (1/2 : 1/2).

1.2.2. Extraits des plantes
1.2.2.1. Choix des cing plantes

Le choix des cinq especes étudiées est basé principalement sur leurs
compositions biochimiques et leurs effets biocides montré par plusieurs études
précedentes.

Plusieurs travaux ont montré la toxicite des espéeces de Brassicaceae vis-a-vis
des Meloidogyne (Eruca sativa, Raphanus sativus var. oleiformis, Reseda luteola)
(Curto et al., 2015).

Lazzeri et al. (2004) ; Mari et al. (2008) ont déterminé la molécule responsable
a cet effet ; glucosinolate (GL) qui se decompose en isothiocyanates (ITC).

Pour cela deux espéces de Brassicaceae ont été choisies : Sinapis arvensis et
Raphanus raphanistrum.

Le choix de la plante Peganum harmala a été sélectionné grace a ses différentes
activités biologique ; antibactériennes, antifongiques et méme nématicide (Nenaah,
2010 ; Behidj-Benyounes et al., 2014).

El-Hassan et al. (2013) ; Xia et al. (2019) ont montré que cette plante a un effet contre

Meloidogyne javanica et Bursaphelenchus xylophilus.
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Taxus baccata une espéce connue pour son usage médicinal comme un
traitement des maladies digestives, respiratoire et rhumatisme grace a la molécule
Taxol (Guenard et al., 1993 ; Vadivel et al., 2018).

L’utilisation de T. baccata contre les nématodes n’a pas été signalée dans la
littérature pour cela la sélection de cette plante est trés important dans notre étude.

Ricinus communis est une plante a plusieurs usages ; cosmétique antioxydante,
antidiabétique et insecticide (Bhakta & Das, 2015). Son effet nématicide a été déja
prouvé in-vitro et in-vivo (Rich et al., 1989 ; Zaki & Bhatti, 1990).

1.2.2.2. Origine géographique et période de récolte des plantes étudiées

Cing plantes (Peganum harmala, Raphanus raphanistrum, Taxus baccata,
Sinapis arvensis et Ricinus communis) appartenant a 4 familles botaniques différentes
ont été récoltées avant la floraison (mars-mai) dans différentes régions d'Algérie a
différents étages bioclimatiques en 2017 (Tableau 7). Les plantes collectées ont été
identifiées a l'aide des spécimens témoins déposés dans I'herbier du Département de
Botanique de I’ENSA, ['identification a été confirmée par B. FARSSI, docteur en
Ecologie du méme département.
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Tableau 7. Origine géographique des cing plantes étudiées et leurs familles

botaniques.
Noms scientifiques Familles . Données
) Régions )
(Noms communs) botaniques Geographiques
Peganum harmala 33°18'59.6"N
Zygophyllaceae El Bayadh
(Harmal) 1°11'35.1"E
Raphanus raphanistrum . ) 36°16'11.8"N
Brassicaceae Bouira
(Ravenelle) 3°57'20.8"E
Taxus baccata ) 36°26'05.5"N
Taxaceae Blida
(If commun) 2°53'15.7"E
Sinapis arvensis ] 36°4323.8"N
Brassicaceae EL-Harrach
(Moutarde des champs) 3°08'59.1"E
Ricinus communis ) 36°4323.8"N
o Euphorbiaceae EL-Harrach
(Ricin) 3°08'59.1"E

1.2.2.3. Préparation des extraits aqueux et organique
Deux types d'extraits (organiques et aqueux) ont été évalués dans cette étude.

Les feuilles des cing plantes ont été séchées a I'ombre pendant 15 jours dans des
conditions de laboratoire, puis réduites en poudre fine a l'aide d'un broyeur
commercial.

Une quantité de 25 g de poudre de chaque espéce (P. harmala, R. raphanistrum,
T. baccata, S. arvensis et R. communis) a été placée dans un flacon de 500 ml
contenant 250 ml de solvant (eau distillée et méthanol & 80 % respectivement pour
I'extraction aqueuse et organique) (Dane et al., 2015). Les flacons ont été placés en
agitation orbital pendant 4 heures a 500 tr/min. Le mélange a été filtré a travers un
entonnoir équipé d'un papier filtre (N°1 ; 100 um) et centrifugé pendant 15 min a
1500 tr/min (élimination des débris). Le solvant (méthanol) de I'extrait organique a été
évaporé sous vide a l'aide du Rotavapor a 60 °C, tandis que I'eau de l'extrait aqueux a
été évaporée par un bain-marie a 60 °C (Figure 8). Toutes les quantités des extraits
bruts aqueux (aprés eévaporation) ont été pesees et ensuite dissoutes dans 25 ml d'eau
distillée, tandis que les quantités des extraits bruts organiques ont été pesees et

dissoutes dans 25 ml de DMSO (diméthylsulfoxyde) a 2 % (la solution a été
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considérée comme une solution mere et elle a été stockée a 4 °C pendant 24 heures au
maximum).

La dissolution des extraits bruts aqueux et organiques a été réalisée a I’aide d’un
agitateur magnétique chauffé pendant 5 min a 150 tr/min. Les solutions obtenues
(aqueuses et organiques) ont été centrifugées a 3000 tr/min pendant 5 afin d’éliminer
les débris. La stérilisation des solutions (aqueuse et organique) a été réalisée a 1’aide

d’un micro-filtre de 0.2 um (Figure 9) (Babaali et al., 2017).

a. Rendement des extraits bruts

Le rendement des extraits bruts est estimé en pourcentage ; le poids d’extrait brut sur
le poids sec de la plante. Le poids de 1’extrait brut est calculé par la différence entre le
poids du ballon plein aprés évaporation (métabolites secondaires) et le poids du ballon
vide (Mohareb, 2017).

Rendement (R)% = Poids d’extrait brut X 100

Poidssecde la plante
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Matiere végétale seche (Poudre) 252

Macération

250 ml

Meéthanol a 80 Eau ditillée

Agitation pendant 4 h a
500 trimin

Filiration
Evap oration sous vide du Evaporationde 1’eau par
solrant 4 60 °C par um un hain marie a 60 °C
Totavapor
Exirait organijue Exirait aqueux

Figure 8. Schéma simplifi¢ du procédé d’obtention des extraits aqueux et organique
(Originale).
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Extrait brut organique Extrait brut aqueux

Dissolution (25 ml)

AN

DMSOa2% Eau distillée

Agitation

(3 min)

!

Centrifugation a 3000 tr/min
pendant 5 min

!

Stérilisation des extraits par
des microfiltres de 0.2 pm

Figure 9. Schéma simplifié¢ des différentes étapes d’obtention des solutions méres
aqueuse et organique (Originale).
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2. Evaluation du potentiel nématicide des extraits de plantes (aqueux et
organique) de cing especes a I’égard de M. incognita
2.1. Test in-vitro
2.1.1. Test préliminaire et selection des doses

Avant de procéder aux tests d’évaluation du potentiel nématicide des extraits de
plantes, un test de présélection de doses a été réalisé a partir de la dose 100 % (1 ml
d’extrait et 1 ml de solution juvéniles). 4 doses ont été calculées a raison de 2 soit :
100, 50, 25 et 12.5 %. Pour la dose 100 %, les résultats de ces tests ont révélé en 10
min un effet choc pour certains extraits. Les faibles doses de 25 et 12.5 % ont donné
une mortalit¢ moins de 50 % en 72 heures. Afin de respecter la notion de 1I’équilibre
biologique, de nouvelles doses ont été calculées a partir de la dose 50 % a raison de
1.4 soit : 80, 60, 50 et 40 %.

2.1.2. Evaluation de effet nématicide des extraits de plantes sur la mortalité des
juvéniles (J2s)

L'effet des extraits aqueux et organiques (méthanoliques) a différentes
concentrations (Tableau 8) obtenus a partir de la solution mere (en considérant que 1
ml de solution mere avec 1 ml de suspension de J2s était la concentration de 100 %), a
été évalué sur les J2s de 48 heures. 1 ml de traitement et 1ml de la suspension
juvéniles (un ml de suspension de nématodes contient plus de 100 J2s) ont été deposes
dans des puits de la plague de 24 et maintenus dans un incubateur dans l'obscurité a
24 °C. Chaque traitement a été répété 5 fois. En utilisant un double compteur, 100 J2s
entre les juvéniles morts et vivants ont été comptés chaque 12, 16, 24, 32 heures
d'exposition, en considérant une juvénile droit ou immobile comme étant une larve
morte, ce qui a été confirmé par le toucher avec une aiguille fine. Pour comparer les
résultats, la mortalité naturelle a été comptée dans I'eau et dans le DSMO a 2 % et ils
ont été considérés comme des témoins.

La concentration létale (CL50) pour exterminer 50 % des juveniles a été

calculée en utilisant I'analyse par probit (Bliss, 1934).
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Tableau 8. Pourcentages des différents volumes de la solution mére dans le test de
mortalité des juvéniles.

Suspension des juvéniles (1 Concentrations

ml)

Volumes de la solution mere | 0,8 0,6 0,5 0,4
(ml)

Pourcentages (%) 80 60 50 40

2.1.3. Evaluation de I’effet nématicide des extraits de plantes sur 1’éclosion des
ceufs

Pour l'évaluation de l'effet des deux extraits (aqueux et organique) avec les
mémes concentrations utilisées dans le test précédent sur 1'éclosion des ceufs de
Meloidogyne, les ceufs ont été extraits a partir des racines de tomate infestées avec
une solution de NaOCI (hypochlorite de sodium). Les racines de tomate infestées ont
été coupées en petits morceaux de 5 cm et mis dans un flacon de 250 ml contenant
100 ml d’hypochlorite de sodium a 1,5 % pendant 3 min en agitation manuelle. Apres
3 min d’agitation, les ceufs ont été récupérés par deux passages successifs a travers
deux tamis de 250 pum et de 50 um respectivement, le premier passage a consisté a
¢liminer les morceaux de racines et récupérer la solution des ceufs (ceufs+
hypochlorite de sodium), le deuxiéme a consisté a récupérer les ceufs. Les ceufs
récupérés ont été rincés 2 a 3 fois avec de 1’eau distillée stérile pour se débarrasser
des traces de I’hypochlorite de sodium (Hussey & Barker, 1973).

Chaque traitement consistait en cinq répétions de 100 ceufs dans 1 ml de chaque
concentration d'extrait. Les expériences ont été réalisées dans une plaque de 24 puits
maintenue dans un incubateur dans l'obscurité & 24 °C. Les témoins utilisés sont des
ceufs : les uns traités avec 2 % de DMSO et les autres traités avec de 1'eau distillée
stérile, cependant le comptage des ceufs non éclos a été fait apres 2, 4, 8 et 12 jours.
(Babaali et al., 2017) . Le taux d'inhibition de I'éclosion T (IE) a été calculé par la
formule suivante :

T(IE) = [(N1 — N2)/N1]*100.
T : Taux.

IE : Inhibition de I'éclosion.
N1 : Nombre initial d'ceufs.
N2 : Nombre d'ceufs éclos.
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2.2. Test in-vivo
2.2.1. Evaluation de D’effet nématicide des extraits de plantes sur les paramétres
d’infestation des nématodes sur les plants de tomate

Pour confirmer les résultats obtenus in-vitro, un test in-vivo sur les plants de
tomate a été effectué. Dans ce test, trois extraits orgnaniques de P. harmala, T.
baccata et S. arvensis ont été sélectionnes du faite de leurs efficacités in-vitro. Aussi
des nouvelles doses ont été sélectionnees ; 3, 1.5 et 0.75 ml Cette expérience a été
menée sur des plants de tomate en pots, les traitements (une quantité de 3, 1.5 et 0.75
ml de chaque extrait de plante a été ajustée a 20 ml avec I'eau distillée stérile afin de
faciliter leur application) ont été appliqués un jour avant la transplantation des plants
de tomate. Apres un jour de la transplantation, 2500 J2s (&gés de 48 heures) ont été
mis dans 5 trous autour de la tige a une profondeur de 3 cm. Deux témoins ont été
réalisés pour la comparaison des résultats, un témoin positif inoculé avec des
juvéniles (J2s) seulement et un autre témoin négatif traité uniqguement avec de l'eau
distillée stérile. Chaque traitement a été répété 6 fois. A la fin du test, les paramétres
d'infestation (indice de galles, nombre de juvéniles par racine, nombre de galles et
nombre de masses d'ceufs) et les parameétres de croissance (poids sec de la partie
aérienne et de la racine) ont été estimés. L'indice de galles a été estimé selon I’échelle
de Zeck (1971).

2.3. Calcul de la mortalité corrigée

L’efficacité d’un extrait sur les nématodes est évaluée par ’estimation de la
mortalité causée. Pour chaque dose testée, le pourcentage moyen de la mortalité de
larves est calculé. Les résultats sont exprimés en pourcentage de mortalité corrigée.
Considérant qu’il y’a une mortalité naturelle dans la population (témoin: eau distillée
et DMSO) qui s’ajoute a la mortalité due au solvant. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de mortalité selon la formule suivante :
Mortalité observée = [(nombre de nématodes morts) / (nombre total d’individus)] x
100
La mortalité est ensuite corrigée par la formule de Schneider-Orelli (1947).
Mc = [(M2-M1)/ (100-M1)] x 100
Mc : Pourcentage de mortalité corrigée.
M1 : Pourcentage de mortalité enregistrée dans le lot témoin.

M2 : Pourcentage de mortalité enregistrée dans les lots traites
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2.4. Calcul de la DLsg et TLsg

Le but du calcul de la DLs est I’estimation de la dose 1étale a partir de laquelle,
une mortalité de 50 % est obtenue, et le TLsy ; temps létale a partir duquel, une
mortalité de 50 % est obtenue.

Une transformation des pourcentages de mortalités corrigées en Probit, et la
transformation en logarithme décimale les doses et les temps. Ces transformations
nous permettent d’établir des équations des droites de régression de Log (dose) en
fonction des Probits qui est la suivante :

Y=aX+h.

Y : Probit des mortalités corrigées.
X : Logarithme des doses.

a : la ponte.

A partir des équations de régression, en remplagant Y par le Probit de 50 qui
égale a 5, la DLs sera égale a anti-logl0 X pour la reconversion du Probit a la

concentration (unité de la DLsg) (Cavelier, 1976).

3. Traitement des données

Toutes les expériences ont été menées selon le dispositif en blocs aléatoires
complets (6 répétitions pour chaque traitement) (Figure 10). Les données des
experiences menees en laboratoire et sous serre ont fait l'objet d'une analyse de
variance (ANOVA a deux facteurs pour le test de la mortalité des juvéniles et pour le
test in vivo, 'ANOVA a trois facteurs pour le test d'éclosion des ceufS. Les moyennes
ont été comparées en utilisant le HSD de Tukey a P <0.05 en utilisant le logiciel

STATISTICA (Statistica version 8.5, année 2014).
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T D2 || D1 i DI D3 D2 D3 D2 DI D3
1 1l Ml 1 H1 H1 H1 1l Ml 11 M1
DI T [0 D2 D3 D3 D1 DI D3 D2 T
M2 2 M2 H2 M2 2 H2 2 H2 2 2
D2 D2 || D3 D3 T |l D2 T- D3 DI DI
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M5 15 HS M5 15 5 15 M5 HS 5 HS
DI DI D3 D2 o D2 D3 DI D3 D2 T+
H6 M6 || H6 H6 6 M6 16 16 M6 16 6

Figure 10. Dispositif expérimental, D: dose, T + : Témoin positif, T- : Témoin
négatif, M : Moutarde des champs, H : Harmale, I : If commun.

1. Résultats

L’effet des deux types d'extraits (aqueux et organique) de S. arvensis, de T.
baccata, de P. harmala, de R. raphanistrum et de R. communis testés a différentes
concentrations et a différents temps d’exposition a montré une efficacité sur le taux de
mortalité des J2s et sur I’inhibition d'éclosion des ceufs. Les extraits organiques de S.
arvensis, de T. baccata et de P.harmala testés in-vivo ont entrainé une réduction du
taux d'infestation des juvéniles dans les racines des plants de tomates inoculées

préalablement.

1. Rendement des extraits bruts

Les différentes plantes utilisées dans cette étude ont donné différents poids
d’extrait brut et différents rendements (Tableau 9). Selon ces résultats on remarque
que les rendements sont différents d’un extrait a un autre, ou les trois extraits aqueux
et organiques de S. arvensis, P. harmala et T. baccata ont été plus élevés que ceux des
autres extraits de R. raphanistrum et R. communis. Les meilleurs rendements ont été
enregistrés chez S. arvensis dans les deux types d’extraction avec un pourcentage de

18.56 et 15.40 % respectivement pour les extraits organiques et aqueux.
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Tableau 9. Poids et rendements des extraits aqueux et organiques des plantes

étudiées.
Types Extraits bruts Rendements
d’extrait Plantes (9) (%)
T. baccata 03,76 15,04
P. harmala 03,92 15,68
Aqueux S. arvensis 04,64 18,56
R. raphanistrum 03,42 13,68
R. communis 03,68 14,72
T. baccata 03,53 14,12
P. harmala 03,80 15,20
Organique S. arvensis 03,85 15,40
R. raphanistrum 02,46 09,84
R. communis 03,10 12,40

2. Effet du potentiel nématicide des extraits de plantes (aqueux et organique) de
cinq especes a I’égard de Meloidogyne icognita
2.1. Test in-vitro
2.1.1. Effet des extraits de plantes (agueux et organiques) sur la mortalité des
juvéniles (J2s) M. incognita
L’analyse de la variance a deux facteurs (plantes et types d’extrait) a montré un
effet hautement significatif et trés hautement significatif (Pa= 0.001, Pg= 0.001, Pc=
7.99. 10, Pg= 2.74.10°%) des deux types d'extrait (organique ou aqueux) des 5 plantes
testées (P. harmala, R. raphanistrum, T. baccata, S. arvensis et R. communis) a
différentes concentrations sur la mortalité des J2s de M. incognita (Figure 11).
I’extrait organique de T. baccata a montré I'effet nématicide le plus élevé suivi

par I’extrait organique de P. harmala, en agissant tres rapidement et provoquant un
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effet choc sur les J2s dés les premieres heures du traitement (12 h a 80 %), ces
derniers ont causé des taux de mortalité des J2s de 69 et de 51 % respectivement,
tandis que le taux de mortalité des J2s traitées avec les extraits organiques de S.
arvensis et de R. raphanistrum respectivement n’a pas dépassé les 50 % : 44 et 25 %.
En outre, le taux de mortalité des J2s le moins fort causé par les extraits organique a
été enregistré chez R. communis avec un taux de 20.2 % (Figure 11).

Les taux de mortalité des J2s traités avec les extraits aqueux de T. baccata, P.
harmala, S. arvensis, R. raphanistrum et R. communis respectivement a la méme
durée d'exposition et a la méme concentration ont atteint 59, 30, 25, 18 et 16.2 %.
Aprés 32 heures a la concentration 80 %, l'extrait organique de P. harmala a causé
une mortalité des J2s de 100 % tandis que les autres extraits organique de ; S.
arvensis, T.baccata, R. raphanistrum et R. communis respectivement ont causé une
mortalité de 89.2, 86.6, 70.4 et 53 %. Le meilleur effet des extraits aqueux est marqué
par ’extraits de T. baccata qui a provoqué un taux de mortalité de 73.8 % a la
concentration 80 % apres 32 heures d'exposition, dépassant le taux enregistré (70.4 et
53 % respectivement) chez les J2s traités avec les extraits organiques de R.
raphanistrum et R. communis a la méme concentration et la méme duré d’exposition
(Figure 11). Dans cet essai, le taux de mortalité le plus faible (1.8 %) a été enregistré
chez les J2s traités avec I’extrait aqueux de R. communis a la concentration 40 % et la
durée d'exposition 12 heures, suivi par les taux de mortalité de 4.6, 6.4, 5.4 et 9.2 %
respectivement, enregistrés chez les J2s traités avec 1’extrait aqueux de S. arvensis et
de R. raphanistrum et 1’extrait organique de R. communis et R. raphanistrum.

Les résultats obtenus ont montré que les extraits organiques de P. harmala et de
S. arvensis ont une meilleure efficacité que leurs extraits aqueux sur la mortalité des
J2s aux 4 concentrations et a tous les temps d'exposition (Figure 12), les extraits
aqueux et organiques de T. baccata et R. communis ont un effet plus ou moins
similaire sur la mortalité des J2s a certaine concentrations et certains temps
d’exposition, les extraits aqueux et organiques de R. raphanistrum ont un effet plus ou
moins similaire sur la mortalité des J2s aux 4 concentrations et a tous les temps
d'exposition sauf la concentration 80 et 60 aux temps d’exposition 32 h (Figure 12).

La dynamique de la mortalité des juvéniles traités avec les extraits aqueux et
organiques des cing plantes est différente selon les différentes concentrations, et aussi
le taux d’augmentation de mortalité des j2s différe d’un extrait de plante a un autre

méme lorsqu’il s’agit du méme type d’extrait et de la méme concentration, a titre
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d’exemple,

la dynamique de D’extrait organique S. arvensis a montré une

augmentation considérable de 20 % en 24 heures, contrairement a l'extrait de T.

baccata qui a montré une dynamique irréguliére pour atteindre 86.6 % (Figure 13).
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Figure 11. Effet de deux extraits aqueux (A) et organiques (O) de cing plantes a
différentes concentrations (A : 80, B : 60, C : 50, et D : 40 %) sur la mortalité des
juvéniles de Meloidogyne incognita aprés 32 h. Tax : T. baccata, Peg : P. harmala,
Sin : S. arvensis, Rap : R. raphanistrum, Ric : R. communis, EDS : eau distillée stérile
et DMSO : diméthylsulfoxyde.
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Figure 12. Effet de deux extraits aqueux et organiques de chaque plantes a différentes concentrations (A: 80, B: 60, C: 50, et D: 40 %) sur la
mortalité des juvéniles de Meloidogyne incognita en fonction du temps. Tax : T. baccata, Peg : P. harmala, Sin : S.arvensis, Rap : R.
raphanistrum, Ric : R. communis, EDS : eau distillée stérile et DMSO : diméthylsulfoxyde.
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Figure 13. Dynamique de la mortalité des juvéniles traités par les extraits aqueux (A) et
organiques (O) de cing plantes a différentes concentrations (A : 80, B : 60, C : 50, et D : 40%)
pendant les temps d'exposition. Tax: T. baccata, Peg : P. harmala, Sin : S. arvensis, Rap : R.
raphanistrum, Ric : R. communis.

Les résultats présentés dans le tableau 10 et la figure 14 montrent que les valeurs de
DLso calculées pour le temps d'exposition de 32 heures sont comprises entre 0,43 ml/ml et
0,83 ml/ml respectivement pour [I'extrait organique de T. baccata et de I'extrait aqueux de R.
communis, la DLsg la plus élevée de tous les extraits organiques (0,75 ml/ml) est enregistrée
chez le R. communis et la DLs la plus faible de tous les extraits aqueux (0,51 mi/ml) a été

obtenue par l'extrait de T. baccata.
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nématodes a galles.

Tableau 10. Dose létale 50 (DL50) des extraits aqueux et organiques causant la mortalité des
J2s de Meloidogyne incognita apres 32 h de traitement.

Extrait organique Extrait aqueux
DLso (mI/ml Plso
& ml/m
Especes > Pente (ml/ml Pente
d’eau)
d’eau)
y =4,9306 X — y = 3,8489x —
T. baccata 0,43 0,51
8,2421 5,4401
y = 3,4938x —
P. harmala 0,44 y =10,64 x — 23,221 0,69
4,908
) y=5,5311x - y = 3,6387x —
S. arvensis 0,48 0,62
9,8702 5,1658
. y=3,7723 X — y = 3,1408x —
R. raphanistrum 0,57 0,78
5,4048 4,0865
) y =2,9389x —
R. communis 0,75 y=3,4586 x-4,9463 | 0,83
3,5748
6 A.Peg 10 0.Peg 7 A.Tax 7 0.Tax 6 ARic
5 6 6 5
HERaE L=t Bl | e |
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Figure 14. Droite de régression des probits aux différentes concentrations utilisées des

extraits aqueux (A) et organique (O) de S. arvensis (Sin), P. harmala (peg), T. baccata (Tax),
R.communis (Ric), et R. raphanistrum (Rap) sur des juvéniles de Meloidogyne incognita
apres 32 h de traitement.

2.1.2. Effet des extraits de plante (aqueux et organiques) sur I'éclosion des ceufs de M.
incognita

A la fin du test (12 jours), I’analyse de la variance 4 trois facteurs (plante, types d’extrait
et concentration) a montré un effet trés hautement significatif (P= 0.000053) des deux types

(organique ou aqueux) d'extraits des 5 plantes testées (P. harmala, R. raphanistrum, T.
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baccata, S. arvensis et R. communis) a différentes concentrations sur les ceufs de M.
incognita.

Le taux d'inhibition d’éclosion des ceufs varie entre 47.2 % (extrait aqueux de R.
communis a la concentration de 40 %) et 85.2 % (extrait organique de S. arvensis a la
concentration de 80 %), ce dernier est suivi par les extraits organiques de T. baccata et de P.
harmala respectivement a la méme dose avec un taux de 84.2 et de 81 %. Le pourcentage
d'inhibition d'éclosion des ceufs a augmenté avec l'augmentation de la concentration des
extraits (Figure 15). Les extraits organiques des cing plantes ont montré une meilleure
efficacité que leurs extraits aqueux dans les quatre concentrations a 1I’exception de 1’extrait de
P. harmal, de R. raphanustrum a la concentration 60 % et de I’extrait de R. raphanustrum a la

concentration 40 %.
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Figure 15. Effet des extraits ; aqueux (A) et organique (O) de cing plantes a différents
concentrations (A: 80, B: 60, C: 50 et D: 40 %) sur I'éclosion des ceufs de Meloidogyne
incognita apres 12 jours d'incubation, Tax : T. baccata, Peg : P. harmala, Sin: S. arvensis,
Rap : R. raphanistrum, Ric : R. communis, EDS : eau distillée stérile et DMSO :
Diméthylsulfoxyde.
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2.2. Test in-vivo
2.2.1. Effet des extraits organiques de plantes sur le taux d'infestation des racines de
tomate par M. incognita

A la fin du test (aprés 4 semaines de suivi), les racines des plants de tomates inoculées
avec des J2s de M. incognita et traitées avec les 3 extraits de plantes sélectionnés (S. arvensis,
P. harmala, T.baccata) ont présenté des symptomes d’attaque de M. incognita (galles) avec
différents degrés d'infestation. Les résultats présentés dans le tableau 11 montrent les
différents parametres estimés de la reproduction des J2s de M. incognita ainsi que le poids sec
de la partie aérienne et de la partie racinaire des plants de tomate. L’indice de galle estimé a
été compris entre 3.5 et 5.5 chez les racines de tomates traitées avec les différents extraits. Les
trois extraits organiques de T. baccata, S. arvenis et P. harmala a différentes doses ont un
effet plus ou moins proche sur la réduction du taux I’infestation (Indice de galle) des racines
par les J2s, a I’exception de I’extrait P. harmala a la dose de 3 ml/20 ml de I’eau soit 3 ml/pot
qui a causé une réduction remarquable d’indice de galle (3), alors qu'il se classe au deuxieme
rang pour la réduction du nombre de J2s aprés I'extrait de T. baccata. Les deux témoins
négatif et positif respectivement utilisés pour confirmer 1’agressivité des J2s ont donné un
indice de galle de 0 et 6. Le nombre de galles sur les racines infestées a été
proportionnellement identique a celui de 1’indice de galle qui a été¢ déterminé sur les racines.

L'analyse de variance a deux facteurs (extraits de plantes et doses) a montré deux effets
sur les parametres de reproduction de M. incognita : un effet significatif et un effet hautement
significatif (Tableau 11). Les masses d’ceufs comptées pour évaluer le potenticl de
reproduction des femelles ont donné une idée sur le pouvoir de ponte des femelles et la
maturation des ceufs. Les deux extraits de T. baccata et P. harmala respectivement a la dose
0.75 ml / 20 ml d’eau soit 0.75 ml/pot n’ont pas été différents du témoin positif en ce qui
concerne le parametre ; nombre des masses d’ceuf avec une moyenne de 164 et 164.16.

Les extraits P. harmala et S. arvensis respectivement a la dose 3ml/pot ont présentés
une meilleure réduction de nombre des masses d’ceuf avec une moyenne de 68 et 72. Toutes
les concentrations des trois extraits ont été différentes du témoin positif concernant le
parametre du le nombre de J2s, le meilleur extrait ayant inhibé 1’éclosion des ceufs de M.
incognita récupéré des racines traitées a la concentration 3 m1/20 ml est I’extrait organique de
T. baccata (2682 J2s) suivie par les extraits de S. arvenis (3500 J2s) et de P. harmala (3140

J2s) a la méme concentration.
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Les parameétres de croissance (poids sec de la partie aérienne et des racines) ont révélé
aussi deux effets: un effet significatif et I’autre non significatif (Tableau 11). Les plants de
tomate traités avec les trois extraits organiques et préalablement inoculées avec les juvéniles
ont montré des vigueurs différentes (Figure 16) cette vigueur augmente avec I’augmentation
de la concentration, la meilleur vigueur est marquée chez les plants traités avec 1’extrait
organique de T. baccata (Figure 17). L'efficacité des extraits organiques des 3 plantes
augmente avec I’augmentation de la concentration, mais elle était différente d'un parametre a

l'autre.
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Tableau 11. Effet des extraits organiques de S. arvensis, P. harmala et T. baccata appliqués dans le sol sur la reproduction de M. incognita et le

poids sec des plantules de tomates sous-serre.

. . . Nombre de masse Poids sec de la Poids sec des
Extraits organiques Doses (ml/pot) Indice de galles Nombre de galles Nombre de J2s o .
d’ceufs partie aérienne racines
Extrait de S. arvensis 3 4,5+0,22 bed 121,66+5,23 bc 72,5045,65 b 3500,33+231,45 bc 7,10+0,46 cde 2,09+0,26 a
15 5,0£0,25 cde 128,33+4,93 ¢ 97,00+11,30 bce 3687,33+238,61 cd 6,01+0,47 bcd 2,12+#0,20 a
0,75 5,66+0,21 de 146,83+12,07 cd 104,5+4,89cef 4416,83+263,12 d 4,76x0,60 b 1,24+0,15 a
3 4,00+0,25 bc 125,33+8,08 bc 87,33+3,30 bc 2682,50+151,36 b 7,54+0,51 de 1,53+0,31a
Extrait de T. baccata
15 4,500+0,22 bed 176,00+5,70 de 129,83+12,12 f 3723,50+205,96 cd 6,55+0,54 bcde 1,21+0,08 a
0,75 4,83+0,30 cd 190,33+9,85 ¢ 164,00+11,93 g 4390,00+205,47 d 5,23+0,34 bc 1,07+0,15a
3 3,50+0,22 b 86,83+4,60 b 68,16+5,28 b 3140,50+73,78 bc 6,87+0,58 bcde 1,38+0,10 a
Extrait de P. harmala
15 4,83+0,30 cd 144,66+5,94 cd 121,00+5,5ef 4017,0+0177,32 cd 6,54+0,56 bcde 1,374£0,19 a
0,75 5,50+0,22 de 160,33+12,78 cde 164,16+3,09 g 4437,16+178,38 d 5,45+0,64 bcd 1,76+0,11a
Témoin positif
/ 6,16+0,40 e 244,66+10,84 f 178,16+4,25 g 7319,66+197,74 ¢ 1,24+0,15a 1,32+0,25 a
(Inoculum)
Témoin négatif / 00+00 a 00+00 a 00+00 a 00+00 a 8,21+0,16 e 4,28+0,25b
Valeur de P P=0,01 P=4,4 .10° P=3,6 .107 P=9.10° P=0,13 P=0,15

Moyennes avec les différentes lettres sont significativement différents selon le test de Tukey (P< 0,05). Les valeurs avec + représentent les erreurs standards.
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Figure 16. Aspect des plantules de tomate traitées avec les trois extraits organiques de T.
baccata (Tax), P. harmala (Peg) et S. arvensis (Sin) et inoculées préalablement avec les
juvéniles de M. incognita, TI : témoin inoculé, TNI: témoin non inoculé.
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Y @ P S il B
Figure 17. Aspect des plantules de tomate traitées avec les trois extraits organiques de T.
baccata (Tax), P. harmala (Peg) et S. arvensis (Sin) et inoculées préalablement avec les
juvéniles de M. incognita montrant la relation dose (D)-vigueur (D1 :3ml, D2 : 1.5 ml, D3 :
0.75 ml).

V. Discussion

La présente étude a été menée dans le but d'évaluer le potentiel nématicide de cing
especes végétales (Peganum harmala, Raphanus raphanistrum, Taxus baccata, Sinapis
arvensis et Ricinus communis) avec deux types d'extrait (aqueux et organique), quatre
concentrations (80, 60, 50 et 40 %) et quatre temps d'exposition (12, 16, 24, 32 h) sur la
mortalité des juvéniles et sur I’inhibition de I’éclosion des ceufs dans des conditions de
laboratoire. Trois extraits organiques (P. harmala, T. baccata et S. arvensis) ont été
sélectionnés pour évaluer leur potentiel nématicide sur les paramétres d’infestations (indice de
galle, nombre de galles) et de reproductions (nombre de masses d’ceufs, nombre de larves) de
Meloidogyne incognita sur les racines des plants de tomates préalablement inoculés sous-
serre.

Plusieurs especes végétales ont été considérées et étudiées comme un potentiel de lutte

contre Meloidogyne spp. et ont été proposées comme nématicides. Ce fut le cas de Artemisia
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vulgaris L., Azadirachta indica A. Jass, Ricinus communis L., Nicotiana tabacum L.,
Syzygium aromaticum L., Piper betle L., Capsicum annuum L., Zingiber officinale Roscoe,
Parkia biglobosa (Jacq.), Datura stramonium L., Datura innoxia Mill. (Costa et al., 2003 ;
Adegbite & Adesian, 2005 ; Wiratno et al., 2009 ; Bawa et al., 2014 ; Babaali et al., 2017).

Dans notre étude, les extraits de plantes testés ont montré un effet positif sur la moralité
des juvéniles et sur I'éclosion des ceufs (in-vitro), ce qui est confirmé par I'expérience de Rich
et al., (1989) ; Hassan et al., (2013) ; Curto et al., (2015), qui ont utilisé I'extrait des graines
de Ricinus communis, de Peganum harmala et de trois espéces de brassicacées (Eruca sativa,
Raphanus sativus var. oleiformis, Reseda luteola) sur Meloidogyne spp. et ils les ont trouvés
efficaces.

La mortalité des juvéniles et I’inhibition d’éclosion des ccufs ont augmenté avec
l'augmentation de la concentration et de la durée d'exposition, ce résultat est en accord avec
les résultats de Adegbite & Adesian (2005) ; Chaudhary et al., (2013) ; Kepenekci et al.,
(2016).

La dynamique de la mortalité des juvéniles traités par I’extrait aqueux et organique des
cing plantes est différente selon les différentes concentrations, ce résultat peut étre expliqué
par la difféerence de la teneur des composants biochimiques de la plante dans chaque
concentration.

Nos résultats ont montré que les extraits aqueux et organiques de la mémes plantes ne
donnent pas le méme effet (efficacite), cela peut-étre expliquer par la différence de la
composition biochimique de chaque type d’extrait, cette différence de composition est le
résultat de la solubilité des composants dans chaque solvant (méthanol ou eau). Les extraits
aqueux et organiques de la mémes plantes présentent des activités différentes, il n'existe pas
de regles communes a ce sujet, mais dans la plupart des cas, les extraits organiques ont une
activité identique ou supérieure a ceux des extraits aqueux (Olano et al., 1996). Nos résultats
ont montré que les extraits organiques de P. harmala, de S. arvensis et de R. raphanistrum ont
une meilleure efficacité que I'extrait aqueux de la méme espece sur la mortalité des juvéniles a
la plus part des concentrations et durées d'exposition et méme sur l'inhibition d'éclosion des
ceufs, ce qui est en accord avec l'effet rapporté dans des études précédentes de Chaudhary et
al. (2013) ; Babaali et al. (2017).

Les trois extraits organiques des trois plantes sélectionnées pour 1’essai in-vivo ont
montré une réduction des paramétres d’infestation de Meloidogyne incognita surtout a la

concentration la plus élevée, ce résultat est en correspondance avec les résultats de Khan, et
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al. (2019), lorsqu’ils ont test¢ Artemisia elegantissimia et Artemisia incisa contre
Meloidogyne incognita et ils 1’ont trouvé efficace.

Le nombre de J2s estimé a partir du test in-vivo confirme 1’activité ovicide des extraits
des trois plantes in-vitro, en comparant le nombre de masse d’ceufs par racine multiplié par
500 ceufs (moyenne estimée dans une masse d’ceuf par rapport au nombre de juvéniles issues
du méme nombre de masses d’ceufs), ainsi que le nombre de juvéniles issues des galles
traitées est significativement différent par rapport au témoin non traité (Agrios, 2005).

L'augmentation observée du poids sec de la partie aérienne des plantules de tomate
inoculées par J2s et cultivés dans les sols traités par rapport aux plantules de tomate inoculées
par J2s et cultivées dans les sols non traités peut étre attribuée a I'efficacité des extrait de
plantes contre les M. incognita, ce résultat a été observé dans 1’expérimentation de Oka &
Pivonia (2010), lorsqu’ils ont traité les plantules de tomate (cultivées dans un sol infesté par
M. javanica) avec des composés d’ammonium.

Les métabolites secondaires des plantes sont considérés comme outils de protection des
cultures et ont eté évalués par l'observation de leurs activités biologiques lors de leur
utilisation dans les pratiques traditionnelles et éventuellement par leur identification, ainsi que
par leur criblage systématique de familles botaniques.

L’activité nématicide a été évaluée dans plusieurs travaux résumés par Nikoletta et al.
(2012), dont une large gamme de familles chimiques (aldéhydes, cétones, alcaloides,
glycosides, glucosinolates et isothiocyanates, limonoides, quassinoides et saponines, Acides
organiques, Pipéramides, polythiényles, terpénes) d’origine végétale ont été testées efficace
contre les nématodes phytoparasites.

Les glucosinolates (GSLs) sont parmi les familles chimiques les plus utilisées comme
alternative aux produits chimiques contre plusieurs nématodes phytoparasite. (Dutta et al.,
2019).Apres lI'endommagement du tissu vegétal, les GSLs stockés dans les vacuoles sont
hydrolyses a travers I'enzyme myrosinase), puis convertis en isothiocyanates toxiques (ITCs)
(Jeschke et al., 2018). Ces derniers ont révélés une efficacité contre les Meloidogyne spp (Wu
etal., 2011 ; Lazzeri et al., 2009).

Les alcaloides, ce sont des molécules qui sont présentes dans plusieurs familles
botaniques et qui ont fait objet de plusieurs recherches pour I’intérét de leurs activités
biologiques. Ntalli & Caboni (2012) a cité plusieurs travaux qui consiste a 1’évaluation des
alcaloides sur les espéces de nématodes et qui ont donnés des résultats remarquables dans la

suppression des juvéniles in vitro et in vivo notamment les Meloidogyne spp.
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Dans le tableau 11, les différentes molécules présentes dans les espéeces choisies pour
ce travail.

Tableau 11. Molécules a effet nématicide présentes dans les especes choisies.

Familles chimiques Molécules

Glucosinolates Isothiocyanate

Harmine

Harmaline

Sinapine

Taxine A

Taxine B
Alcaloides

ricinine

N-demethylricinine

L’extrait organique de Peganum harmala a la dose la plus élevée a montré le meilleur
effet sur la mortalité des juvéniles in-vitro et sur I’indice de galles, nombre de galles et le
nombre de masse d’ceufs in-vivo, cela peut étre expliqué par la présence des substances a
potentiel nematicides illustré dans des alcaloides, notamment la carboline en tant qu'harmine,
I'narmaline, I'hnarmalol, I'narmol et I'narman et les quinazolines comme vaccin et la vasicinone
(El-Hassan et al., 2013 ; Saeed & Shawkat, 2014).

L’extrait organique de S. arvensis a la dose la plus élevée a engendré I’inhibition la plus
¢levée de ’éclosion des ceufs et il s’est met a la deuxiéme position pour la mortalité¢ des
juvéniles, ce résultat est en relation direct avec la composition biochimique de I’espéce, cette
derniére est connu par des substances a activité biologiques dont trente sont identifiés par (Al-
Rubaye et al., 2017).

D’aprés nos résultats, 1’extrait de T. bacata est montré efficace sur la mortalité des
juvéniles et sur I’éclosion d’ceufs et méme sur les parametres d’infestation et de reproduction
de M. incognita, cet effet est peut-&tre di auxu composants biochimiques libérés dans I’extrait

tel que I’alcaloide taxol (taxane) (Iszkuto et al., 2013).
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Chapitre 111 : Evaluation du potentiel nématicide des extraits de cinq plantes a I’égard des
nématodes a galles.

Les extraits de Raphanus raphanistrum et de Ricinus communis ont montré des effets
modérés sur la mortalité des juvéniles et sur I’éclosion d’ceufs par rapport aux effets causé par
les autres extraits (Peganum harmala, Taxus baccata et S. arvensis). Ce résultat en accord
avec le résultat de Jbilou et al. (2008), lorsque ils ont testé sept especes vegétales (Centaurium
erythraea, Peganum harmala, Ajuga iva, Aristolochia baetica, Pteridium aquilinum et
Raphanus raphanistrum) sur le développement larvaire (poids des larves, mortalité larvaire,
période larvaire, I’émergence des adultes, nombre de F1 adultes) de Tribolium castaneum, ils
ont trouvé que Raphanus raphanistrum est parmi les extraits les moins efficaces a I’égard de
Tribolium castaneum.

Les effets causés par les extraits de plante et la différence d’effet de chaque plante sur
chaque test et paramétre peuvent s'expliquer par la présence de substances toxiques libérées
dans les extraits possédant différentes activités ; larvicide et ovocide, ces substances peuvent
étre des alcaloides, des flavonoides, des saponines, des amides y compris le benzamide et les
cétones (Adegbite & Adesian, 2005), a titre d’exemple : Les extraits organiques et aqueux de
R. communis ayant un meilleur effet ovicide qu’un effet larvicide.

Les résultats obtenus montrent que les plantes testées ont une activité nématicide, par-

ailleurs leur potentiel biocide a été prouvé a maintes reprises :
- Peganum harmala, Taxus baccata et Ricinus communis ont toujours été connues pour leurs
activités  biologiques (médicinales, antibactériennes, antifongiques, antioxydantes,
insecticides) (Nenaah, 2010 ; Behidj-Benyounes et al., 2014 ; Bhakta & Das, 2015 ; Wilson &
Hooser, 2018).

- Peganum harmala a été connue par ses activités antibactériennes, antifongiques, antivirales,
antioxydantes, antidiabétiques, antitumorales, antileishmaniennes, insecticides et cytotoxiques
(Asgarpanah & Ramezanloo, 2012). Dans 1’expérimentation de Abbasipour et al. (2010), ils
ont montré que 1’extrait de I'narmal a une forte activité insecticide contre le Plutella xylostella
en recommandant son utilisation biologique pour lutter contre P. xylostella. Selon Abbassi et
al. (2003), I’extrait de P. harmala a un effet insecticide sur criquet pélerin Schistocerca
gregaria (Forsk).

- Taxus baccata a un large éeventail dactivités biologiques, notamment analgésique,
antipaludéen, antirhumatismal, sédatif, antispasmodique, aphrodisiaque, anti-inflammatoire et
antiasthmatique (Dutta et al., 2010). Riffi et al. (2019) ont trouvé que l'extrait obtenus a partir

des feuilles de Taxus baccata a un effet insecticide trés important sur Sitophilus oryzae.
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Chapitre 111 : Evaluation du potentiel nématicide des extraits de cinq plantes a I’égard des
nématodes a galles.

- L’énorme variété des substances biochimiques de S. arvensis lui offre des activités
biologiques ; antioxydant, antibactérienne (Rad et al., 2013).

- Jbilou et al. (2006 ; 2008) ont trouvé que Raphanus raphanistrum a un effet insecticide a
I’égard de Tribolium castaneum.

- Selon Upasani et al. (2003), R communis a une excellente activité insecticide grace au
flavonol (flavonoides), Ce dernier a un effet ovicide et un effet dissuasif sur la ponte de
Callosobruchus chinensis. Selon 1’étude de Ramos-Lopez et al. (2010) I'huile de ricin et la
ricinine sont des principes actifs de R. communis qui agissent contre Spodoptera frugiperda,

ces composants ont une activité insecticide et insectistatique.

Malgré les avantages (moins dangereux, décomposition assez rapide, efficacité ...)
d’utilisation des plantes pesticides, ils sont trés peu utilisées par les agricultures. En effet, le
temps nécessaire pour préparer les extraits est souvent considéré comme trop long, le nombre
de traitements requis trop important et la spécificité de ces extraits forment quelques-unes des
raisons qui n’encouragent pas leur utilisation par les agriculteures (Adékambi et al., 2010). En
matiere d’efficacité, la lenteur de leurs effets, leur faible rémanence et le spectre d’action trés
réduit, comparé a celui des produits de synthése, sont souvent considérés comme un
inconvénient par les producteurs (Adékambi et al., 2010 ; Tounou et al., 2011). Ces produits
sont généralement produits par des petites unités de production ou des associations locales qui
les fabriquent en tres faibles quantités, ce qui limite leur disponibilité. En effet, ces petites
unités de transformation ne disposent souvent pas d’assez de ressources matérielles et
financiéres pour pouvoir rentabiliser leur activité. Lorsqu’ils sont vendus dans le commerce,
ces extraits ou formulations coutent relativement plus chers que les pesticides de synthese
(James et al., 2010 ; Adétonah et al., 2011). En Afrique, la lIégislation sur I’homologation, la
réglementation et la commercialisation des biopesticides d’origine végétale (toutes
formulations a base de substances actives d’origine végétale, destinées a la protection des
produits végétaux) reste encore trés embryonnaire. L’homologation des biopesticides dans les
pays aftricains reste un défi, car leur utilisation doit faire 1’objet d’une évaluation identique a
celle des pesticides de synthése. Cette démarche est inaccessible pour une petite unité de
fabrication locale. Les questions de la variabilité de 1’efficacité des extraits de plantes et celle
du prix au producteur, qui doit rester abordable, sont également deux aspects a travailler
(Yarou et al., 2017).
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Conclusion générale et perspectives

Un bon diagnostic constitue une étape primordiale pour établir une bonne gestion,
I’identification des nématodes a galles par une analyse moléculaire est la meilleure méthode
pour déterminer les espéces.

Les extraits de plantes sont considérés comme des moyens de biocontrdle prometteurs
pour la régulation et la maitrise de la densité croissante des nématodes a galle en milieu
agricole.

C’est dans ce contexte que s’inscrit I’objectif de notre travail visant la détermination des
especes de nématodes a galles et leur distribution dans le Littoral algérois ainsi que
I’évaluation des extraits (aqueux et organiques) de cinq plantes (Taxus baccata, Raphanus
raphanustrum, Sinapis arvensis, Peganum harmala, Ricinus communis) a potentiel
nématicide.

Des prospections ont été realisées sur le Littorals algérois afin de déterminer la
distribution des nématodes & galles dans le littoral algérois et d’estimer leurs degrés
d’infestation ainsi que d'identifier les especes de Meloidogyne spp. existant par une analyse
moléculaire.

Plusieurs degrés d’infestation ont été observés sur les racines échantillonnées de
différentes stations du Littorals algérois qui allais de 0 jusqu’a 9.

L’identification moléculaire des populations de nématode a galles a montré la présence
des espéces tropicales dans les stations infestées et I’absence de M. javanica.

L’évaluation du potentiel nématicide a porté sur les extraits de plantes aqueux et
organiques a 1’égard des juvéniles, des ceufs et les juvéniles infestant les racines de tomate.

L’extrait organique de Peganum harmala et de Sinapis arvensis se sont révelés les plus
efficaces parmi les traitements testes.

D’apres les recherches bibliographiques sur ces cing plantes (Taxus baccata, Raphanus
raphanustrum, Sinapis arvensis, Peganum harmala, Ricinus communis) en tant qu'outil
potentiel de biocontrdle contre nématode a galle et proposées comme nématicides, il sagit
d’une premicre utilisation des feuilles de ces plantes locales récoltées de différentes régions
d’Algérie.

Sur la base des résultats d’évaluation des cing extraits de plantes (Taxus baccata,
Raphanus raphanustrum, Sinapis arvensis, Peganum harmala, Ricinus communis) sur la
mortalité des juvéniles, I’éclosion des ceufs et le degré d’infestation des racines de tomate

préalablement inoculé par les juvéniles, on peut conclure que les cing extraits de plantes
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pourraient étre des outils de biocontréle prometteurs pour réguler et contrbler la densité
croissante des nématodes a galle dans les agroécosystemes.
En conclusion, il serait intéressant, d’¢largir le spectre des recherches pour mettre en
évidence :
- L’identification de toutes les espéces de nématodes a galles existant dans le Littoral
algérois.
- Ladistribution des de nématodes a galles dans le Littorals algérois.
- Toute la composition biochimique active de ces plantes et leurs effets sur certains
bio-agrésseurs.

- Purification des extraits végetaux et I’évaluation des métabolites purs.
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Annexe 2 : Fiche descriptive des amerces 194/195 de la région ribosomique 5S-18S specifiques aux especes de Meloidogyne spp.

—— - ———

!’“ Sigma—A!drih- et T e e S S T Tect
E

SALES ORDER NO: 8814219592 INSTITUTE: DICSA

B CUSTOMER NO: 0000002034 RESEARCHER: DICSA

F SHIPMENT DATE: 28/11/2019 PURCHASE ORDER NO: PC0031596
Batch#  [Oligo Name Ofigo tonfpur |scate [t 1 fuponfoo [u  Jama Epaion |imerfandry |oC % [Higcis { Sequencers-3)
HA12535754 [2Fa pela219552-1000 |21 |OST 0024 |eass |eon |31a4 |raoileans lena |apas [Ne  [weak dazy |o7e ATOALGCTAAGALTTTGOGET
HA13535755 MRS puta219502-20m  j21 JOST |0 025 |6222 674 |45 |wan|s077 |ate  |ivne  [me Non= 571 |mi6 TCCCGLTACACCCTCAALTTD
HA13536706 | 159 0A14219552-300 |20 JOST |0025 |6117 850 |31 e [12sofani2 [872 [iwsis (Mo |MNone 50 872 TTAACTTGCCAGATCGGACS
HA13538767 | 185 BE14295532.200 |17 |DST 00255170 |57.4 [320 |1204]|2258 |748 |ier3 |Mo  |Mone 520 |48 TCTAATGAGCCGTACGE

Bin Number 962

T Iemmiemy O el L eage s Vepped 30y

- T Centrifuge tube prior to opening te Prevent loss of pelleted oligonuciectide.
CLalinecu Will For R&D use only, Not for drug, household, or other uses,

/1 |

= ity n . ©218MecksGeA, Darmstadt, Garmany sndor It afMifates. All fights reserved. The V0L M and Sigms-Akdic are trademarks of Merck KGa, Darmtadt, Germeny o 15 afilates.
e — | S CA ) I N i1 !



Résumé : Des prospections ont été faites sur 14 stations dans tout le long du littoral algérois ; de la région de
Ain Taya a I’est jusqu’a Zeralda a I’ouest afin de déterminer la distribution des nématodes a galles dans le littoral
algérois et d’estimer leurs degrés d’infestation, ainsi que d'identifier les espéces de Meloidogyne spp. existant par
une analyse moléculaire. Plusieurs protocoles d’extraction et d’amplification d’ADN par PCR ont été testés sur
des populations de nématodes a galle de différentes origines afin de choisir le meilleur.

D’apreés les résultats obtenus, différents degrés d’infestations ont été observés sur les racines de la culture
de tomate échantillonnées des différentes stations dont le plus élevé a été enregistré dans la station Ain el Kahla
2. Les nématodes a galles sont présents dans toutes les stations des régions échantillonnées a ’exception de la
station de Bordj el kiffan 1 et les deux stations de Ain Taya. Les espéces tropicales sont présentes dans toutes les
stations infestées par les nématodes a galles mais le nombre de leurs populations changent d’une station a une
autre. Le nombre le plus élevé des populations d’espéces tropicales (6/8) a été enregistré dans la station de
Zeralda 2 et le plus faible (3/8) dans la station de Ain el kahla 2.

L’évaluation du potentiel larvicide et ovicide a été conduite in-vitro et in-vivo par I'utilisation de des
extraits aqueux et organiques de cing plantes sur Meloidogyne incognita. les résultats obtenus ont montré que les
extraits (aqueux et organique) des cing plantes ont un potentiel nématicide sur les nématodes a galle. Lors des
essais in-vitro, les cing extraits de plantes se sont révélés efficaces sur la mortalité des juvéniles et sur I’éclosion
des ceufs, I’extrait organique de Peganum harmala a la concentration 80 % a causé la mortalité des juvéniles la
plus élevée tandis que 1’extrait organique de Sinapis arvensis & la concentration 80% a donné le meilleur résultat
d’inhibition d’éclosion, ces effets augmentent avec ’augmentation de la concentration des extrait et la durée
d’exposition. Dans les deux tests in-vitro, les extraits organiques ont montré une meilleure efficacité par rapport
aux extraits aqueux. In-vivo, seuls trois extraits organiques (S. arvensis, P. harmala, T. baccata) a trois
concentration (3, 1.5 et 0.75 ml ) ont été testé (ils ont été sélectionnés a partir des résultats obtenus in-vitro) sur
des plants de tomate (Lycopersicon esculentum Mill. var. Moneymaker, Solanaceae) préalablement inoculés par
2500 juvéniles agés de 48 h, A la fin du test (aprés 4 semaines de suivi), les racines des plants de tomates
inoculées ont présenté des symptomes d’attaque (galles) avec différents degrés d'infestation, des parametres
d'infestation (indice de galles, nombre de juvéniles par racine, nombre de galles et nombre de masses d'ceufs) et
de croissance (poids sec de la partie aérienne et de la racine) ont été estimés. Les résultats obtenus ont montré
Pefficacité des trois extraits de plantes sur la réduction des paramétres d’infestation de nématodes a galle et un

effet positif sur la vigueur des plants traités préalablement inoculés par les juvéniles.

Mots clés : Meloidogyne spp., Distribution, PCR, Extrait végétal, activité nématicide.



Abstract: Surveys were carried out at 14 stations all along the Algerian coastline; from the region of Ain
Taya in the east to Zeralda in the west in order to determine the distribution of root-knot nematodes in the
Algerian coastline and to estimate their degree of infestation, as well as to identify the species of Meloidogyne
spp. existing by molecular analysis. Several DNA extraction and PCR amplification protocols were tested on gall
nematode populations of different origins in order to select the best one.

According to the results obtained, different degrees of infestations were observed on the roots of the tomato crop
sampled from the different stations, the highest of which was recorded in the Ain el Kahla 2 station. Gall
nematodes are present in all the stations of the sampled regions except for the Bordj el kiffan 1 station and the
two Ain Taya stations. Tropical species are present in all stations infested by root-knot nematodes but the
number of their populations varies from one station to another. The highest number of tropical species

populations (6/8) was recorded in Zeralda 2 and the lowest (3/8) in Ain el kahla 2.

The evaluation of larvicidal and ovicidal potential was conducted in-vitro and in-vivo using aqueous and organic
extracts of five plants on Meloidogyne incognita. The results obtained showed that the extracts (aqueous and
organic) of the five plants have nematicidal potential on gall nematodes. In in-vitro tests, the five plant extracts
were effective on juvenile mortality and egg hatching, the organic extract of Peganum harmala at the 80%
concentration caused the highest juvenile mortality while the organic extract of Sinapis arvensis at the 80%
concentration gave the best hatching inhibition result, these effects increase with increasing extract concentration
and duration of exposure. In both in-vitro tests, the organic extracts showed better efficacy compared to the
aqueous extracts. In-vivo, only three organic extracts (S. arvensis, P. harmala, T. baccata) at three
concentrations (3, 1.5 and 0.75 ml ) were tested (they were selected from the results obtained in-vitro) on tomato
plants (Lycopersicon esculentum Mill. var. Moneymaker, Solanaceae) previously inoculated with 2500 juveniles
aged 48 h. At the end of the test (after 4 weeks of follow-up), roots of inoculated tomato plants showed
symptoms of attack (galls) with different degrees of infestation, infestation parameters (gall index, number of
juveniles per root, number of galls and number of egg masses) and growth (dry weight of aerial part and root)
were estimated. The results obtained showed the efficacy of the three plant extracts on the reduction of gall
nematode infestation parameters and a positive effect on the vigour of treated plants previously inoculated by the

juveniles.

Key words : Meloidogyne spp., Distribution, PCR, Vegetal extract, Nematicidal activity.
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Abstract

The nematicidal efficiency of two types of extracts (agueous and methanolic) of 5 plants Peganum harmala L.,
Raphanus raphanistrum L., Taxus baccata L., Sinapis arvensis L., and Ricinus communis L. on second stage juveniles
(J2s) of Meloidogyne incognita was evaluated at 4 doses in vitro (40, 50, 60 and 80%) at 4 exposure times (12, 16, 24,
and 32 h). In a greenhouse, methanol extracts obtained from 0.75, 1.5, or 3 g of the dry matter of T. baccata, S.
arvensis, and P. harmala were added in pots of tomato plants (Moneymaker cultivar) to test the effect of the
extracts on the nematode, its reproduction, and the plant’s growth. After 32 h of exposure, the in vitro results on
J2s showed that all the aqueous and methanolic extracts of the 5 plants had positive effects on J2 mortality
compared to controls; water and DMSO (2%) (dimethyl sulfoxyde). In general, methanolic extracts were significantly
more effective than the aqueous ones. Methanolic extracts of T. baccata, P. harmala, and S. arvensis had the highest
mortality rates (100, 89.2, 86.6%), respectively, followed by the aqueous extract of T. baccata (73.8%). After 12 days,
the hatching inhibition varies between (61.4%) for the aqueous extract of R. communis and (84.2%) for the
methanolic extract of T. baccata. The average was significantly different from controls (DMSO 23.8 and water 21.8%)
for all extracts. Methanolic extracts were not always significantly different than the aqueous ones. In vivo
methanolic extracts of S. arvensis, P. harmala, and T. baccata reduced infestation than the controls. The gall index
varied between 3.5 and 5.5 for the extracts than the positive control 6.5. The present study revealed the
effectiveness of all tested plant extracts to root-knot nematodes without any chemical inputs.

Keywords: Meloidogyne incognita, Plant extracts, Hatch suppression, Juvenile mortality

Background

Cecidogenic nematodes are pests that cause serious
damage to several crops, mainly horticulture (Adegbite
et al. 2005). Crop production problems induced by nem-
atodes therefore generally occur as a result of root
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dysfunction, reducing rooting volume and foraging and
utilization efficiency of water and nutrients (Hemlata
and Jyoti 2018).

In Algeria, the distribution of Meloidogyne nematodes
affects areas of high vegetable crop productivity (Alger,
Constantine, Biskra, Ouargla, Adrar) (Babaali et al.
2016). Several methods are available to control the plant
parasitic nematodes. Synthetic nematicides are used
most often compared to other known nematode control
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strategies because they are effective and quick in action
(Odeyemi et al. 2013). The indiscriminate use of syn-
thetic pesticides to control nematodes was likely to give
rise to phytotoxicity, environmental pollution, and resist-
ance to nematodes, in addition to its very high cost
(Adegbite et al. 2005). The growing concern for the en-
vironment and the recent ban on many nematicides has
required a reduction in the amount of chemical nemati-
cides and the development of non-chemical options
(Odeyemi et al. 2013).In addition, the search for effect-
ive, environmentally sound and safe alternative control
methods has been intensified.

One of the possible alternatives is the utilization of
biopesticides from plant origin, known as botanical pes-
ticides (Javed et al. 2007). These biopesticides are gener-
ally considered to be non-persistent under field
conditions as they are readily transformed by light, oxy-
gen, and microorganisms into less toxic products (Wir-
atno et al. 2009). Numerous plant species, representing
57 families including Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae,
Rutaceae, and Lauraceae, can contain nematicidal com-
pounds (Andrés et al. 2012). The use of plant extracts as
an alternative tool to synthetic pesticides for control of
root-knot nematode has become important (Kepenekgi
et al. 2016). The use of plant extracts against Meloido-
gyne spp. has shown their effectiveness in several previ-
ous studies (Hassan et al. 2013; Curto et al. 2015; Xia
et al. 2019).

The objective of the present work was evaluation of
juvicidal and ovicidal potential of aqueous and organic
extracts of 5 local plants on Meloidogyne incognita under
controlled conditions.

Materials and methods

Plant extracts

Five plants (Peganum harmala, Raphanus raphanistrum,
Taxus baccata, Sinapis arvensis, and Ricinus communis),
belong to 4 different botanical families, were collected at
their vegetative stage from different regions of Algeria at
different bioclimatic levels in 2017.The collected plants
were identified using voucher specimens deposited in the
herbarium of the Botany Department of Ecole Nationale
Supérieure d’Agronomie (ENSA, ex. INA, Algiers,
Algeria); identification was further confirmed by B.
FARSSI, Doctor of Ecology in the same Department. Plant
leaves were dried in shade for 15days under laboratory
conditions and then turned to fine powders using a com-
mercial grinder.

The species used (wild rue, wild radish, field mustard,
and castor bean) were chosen because of their nemati-
cidal effects as shown in several previous studies (Hassan
et al. 2013; Curto et al. 2015; Xia et al. 2019). T. baccata
was chosen for its medicinal properties and it has not
been tested previously on nematodes (Guenard et al.
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1993). In order to prepare the inoculum and/or in plant
test, tomato plants were used. The seeds of tomato (So-
lanum lycopersicum L. cv. Moneymaker, Solanaceae)
were sown in alveolate plates and raised in a greenhouse
for 1 month, and then the seedlings were transplanted
into 2.5L plastic pots (17.5 x 1 4.5cm: diameter x
height) containing 1L of a sand mold mixture (1/2:1/2).

Preparation of aqueous and organic extracts

Two types of extracts (organic and aqueous) were used
in this study. A quantity of 25 g of powder of each plant
species (P. harmala, R. raphanistrum, T. baccata, S.
arvensis, and R. communis) was placed in 500 ml glass
flasks containing 250 ml of solvent (distilled water or
methanol at 80% for aqueous or organic extraction,
respectively) (Dane et al. 2015). The flasks were
placed under an orbital shaker (Ika-Werke-GMBH &
CO.KG D-79219 Staufen, Germany) for 4h at 500
rpm. The mixture was filtered through a funnel
equipped with filter paper (N°1; 100 um) and centri-
fuged (Horizontal centrifuge, Swing-3000, Apogee,
Germany) for 15min at 1500 rpm to remove debris.
The solvent (methanol) of the organic extract was
evaporated using the Rotavapor (Laborgerate,GmbH,
ISOLAB) at 60 °C, while the water of aqueous extract
was evaporated by water bath (LWB-111D, LabTech,
Korea) at 60°C. All quantities obtained from aqueous
extracts after evaporation were diluted by 25ml of
distilled water, while the methanolic extracts were di-
luted by 25ml of DMSO (2%) (dimethyl sulfoxyde).
The solution was considered as a stock solution and
stored at 4°C for up to 24 h. (Babaali et al. 2017).

Nematode inoculum

Tomato roots infected with Meloidogyne incognita were
sampled from the Staoueli region (25 km west of Algiers,
Algeria) and transferred to the laboratory. The egg
masses were carefully detached from the roots and
placed in hatchers containing sterile distilled water
(SDW). After 48 h, the juveniles were recovered in grad-
uated beakers. One milliliter of the suspension was col-
lected and observed under an optical microscope to
determine the number of existing J2s in the solution
(the recommended concentration of J2s of inoculum was
always adjusted by adding sterile distilled water for juve-
niles). This step was repeated at least 10 times. The
multiplication of the number of juveniles (J2s) was car-
ried out on tomato seedlings (Moneymaker cultivar) on
greenhouse at experimental station of ENSA. The to-
mato seedlings were inoculated 1 month after trans-
planting by 2500 J2s (tomato seedlings were irrigated
regularly for 60 days). After 2 months, fresh egg masses
were collected and hatched.
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Table 1 Percentages of the different volumes of the stock
solution in the juvenile mortality test

Juvenile suspension (1 ml)
Volumes of stock solution (ml) 08 06 0.5 04
Percentages (%) 80 60 50 40

Biological assays
In vitro test

Juveniles mortality bioassay The effect of aqueous and
organic (methanolic) extracts at various concentrations
(Table 1), obtained from the stock solution (considering
that 1 ml of stock solution with 1 ml of ]J2s suspension
was the 100% concentration) on the juveniles of 48 h
was evaluated. One milliliter nematode suspension > 100
J2s in a 24-well plate maintained in an incubator, in the
dark, at 24°C. Each treatment was repeated 5 times.
Using a double counter, 100 J2s between dead and live
juveniles were counted after 12, 16, 24, and 32 h of ex-
posure considering a young straight or motionless juven-
ile as dead, which was confirmed by touching them with
a fine needle. To compare the results, natural mortality
was counted in water and in DMSO at 2% and they were
considered as controls. The lethal concentration (LCs()
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to exterminate 50% of juveniles was calculated using
probit analysis (Bliss 1934).

Hatching bioassay For the evaluation of the effect of
the 2 types of extracts (aqueous and organic) at the same
concentrations, used in the previous test on the hatching
of M. incognita eggs, a suspension was prepared from
the eggs extracted from the tomato roots with a 0.5%
NaOCl (sodium hypochlorite) solution, knowing that the
M. incognita eggs were obtained by passing the solution
through a 250-um sieve and rinsing the eggs with sterile
water in a 25-um sieve (Hussey and Barker 1973). Each
treatment consisted of 5 replicates of 100 eggs in 1 ml of
each extract concentration. The experiment was con-
ducted in 24-well plate maintained in an incubator, in
the dark, at 24 °C. Hatched J2s were counted after 12
days in treatments. The controls used were eggs treated
with DMSO (2%) and eggs treated with sterile distilled
water (Babaali et al. 2017).The hatching inhibition rate R
(HI) was calculated using the following formula:

R (HI) = [(Nie — Neh)/Nie]*100

where Nie is the initial number of eggs and Neh is the
number of eggs hatched.
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In vivo infestation of nematodes into roots of the
tomato bioassay To confirm the results obtained
in vitro, plant test was performed. In this test, the meth-
anolic extracts used were P. harmala, T. baccata, and S.
arvensis (their doses were 3, 1.5, and 0.75ml for each
dose, and water was added to reach 20 ml).This experi-
ment was conducted in pots using tomato seedlings of the
Moneymaker cultivar, which is very sensitive to M. incog-
nita under greenhouses. The treatments were applied 1
day before transplanting the tomato seedlings. After 1 day
of transplantation, 1500 J2s (48 h old) were deposited in 5
holes around the stem at a depth of 3 cm. Unlike the posi-
tive control seedlings, which were treated by the nema-
todes juveniles and by sterile distilled water, the negative
control seedlings were treated by sterile distilled water
only. Each treatment was repeated 6 times. At the end of
the test, the infestation parameters (galls index, number of
juveniles per root, number of galls, and number of egg
masses) and growth parameters (dry weight of the aerial
part and of the root) were estimated. The gall index
was estimated according to Zeck’s rating of 1 to 10
(Zeck 1971).

Data processing Experiments were conducted in a
complete randomized design. The data were performed
by the analysis of variance (two-way ANOVA) for juven-
ile mortality and for in vivo test parameters, three-way
ANOVA for egg hatching, and their means were com-
pared, using HSD of Tukey at P < 0.05, using the STA-
TISTICA software (Statistica version 8.5 year 2014).

Results and discussion

The two types of extracts of the 5 plant species at differ-
ent concentrations and at different times of exposure
showed different effects on the J2s mortality rate, on the
hatching rate, and on the degree of infestation of juve-
niles in the roots of tomato plants. To the best of our
knowledge, this is the first time that the leaves of local
species; P. harmala, T. baccata, R. raphanistrum, and R.
communis have been tested. Various plant species have
been studied as a potential biocontrol tool against M. in-
cognita and were therefore proposed as nematicidal. This
was the case for Artemisia vulgaris L., Azadirachta indica
A. Jass, roots of Ricinu scommunis L., Nicotiana tabacum
L., Syzygiumaromaticum L., Piper betle L., Capsicum

Table 2 Lethal concentration 50 (LCsq) of the effect of extracts on M.incognita J2s mortality after 32 h of treatment

Species Methanolic extract Aqueous extract

LCso (ml/mlwate) Slope LCso (ml/mlwate) Slope
T. baccata 043 y = 4.9306x-8.2421 0.51 y = 3.8489x-5.4401
P. harmala 044 y =1064x-23.221 0.69 y = 3.4938x-4.908
S. arvensis 048 y =55311x-9.8702 0.62 y = 3.6387x-5.1658
R. raphanistrum 0.57 y = 3.7723x-54048 0.78 y = 3.1408x-4.0865
R. communis 0.75 y = 34586x-4.9463 0.83 y = 2.9389x-3.5748
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Fig. 3 Probit regression line at the different concentrations used of the aqueous (A) and methanolic (M) extracts of S. arvensis (Sin), P. harmala
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annuum L., Zingiber officinale Roscoe, Parkiabiglobosa
(Jacq.), Datura stramonium L., and Datura innoxia Mill.
(Costa et al. 2003; Adegbite and Adesiyan 2005; Wiratno
et al. 2009; Bawa et al. 2014; Babaali et al. 2017).

In vitro test

Effect of plants extract on the juveniles mortality

The two types (methanolic or aqueous) of extracts from the
5 tested plants (P. harmala, R. raphanistrum, T. baccata, S.
arvensis, and R. communis) showed efficacy on M.incognita
J2s (Fig. 1). The results are confirmed by Rich et al. (1989),
Hassan et al. (2013), and Curto et al. (2015), when they
used the seed extracts of Ricinus communis and Peganum
harmala and the extracts of the 3 brassicaceae species of
(Eruca sativa, Raphanu ssativus sp. oleiformis, Reseda

This effect was consistent with the increase in concentra-
tion and the exposure period (Fig. 2), which is consistent
with that reported by (Adegbite and Adesiyan 2005;
Chaudhary et al. 2013; Kepenekgi et al. 2016).

The species, T. baccata and P. harmala, showed the
highest nematicidal effect as they acted quickly with a
shock effect from the first hours of immersion (12 h) J2s.
At the highest concentration (80%), the mortality rate of
J2s treated with methanolic extracts of T.baccata and
P.harmala reached 69 and 51%, respectively, while the
mortality rate of J2s treated with methanolic extracts of
S.arvensis and R.raphanistrum was lower. It reached 44
and 25%, respectively. Moreover, the lowest mortality
rate of methanol extracts was recorded at R.communis
with 20.2%. Mortality rates of J2s treated with aqueous

luteola) on Meloidogyne juveniles, and found them effective. ~ extracts of T.baccata, P.harmala, S. arvensis, R.
N
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Fig. 4 Effect of plants extract at various exposure concentrations (A: 80%, B: 60%, C: 50% and D: 40%) on hatch of Meloidogyne incognita juveniles
after 12-day incubation A: aqueous, M: methanolic, Tax: T.baccata, Peg.: P. harmala, Sin.: S. arvensis, Rap.: R. raphanistrum, Ric.:: R. communis, SDW:
sterile distilled water and DMSQO: Dimethylsulfoxyde
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raphanistrum, and R. communis at the same exposure
time and the same concentration attained 59, 30, 25, 18,
and 16.2% respectively. After 32h, the percentage of
mortality reached 100% at 80% by the methanolic extract
of P.harmala. The same extract of S.arvensis recorded a
considerable increase up to 89.2% unlike the extract of
T.baccata, which showed an irregular increase to reach
86.6%. The best aqueous extracts were of T. baccata,
which caused a mortality rate of 73.8 at 80% after 32 h
of exposure, exceeding the recorded rate of 70.4 and
53% for methanolic extracts (80%, 32 h) of R raphanis-
trum and R. communis, respectively. In this test, the
lowest mortality rate (1.8%) was recorded in juveniles
treated with aqueous extract of R.communis at a con-
centration of 40% and exposure time of 12 h, followed
by mortality rates of 4.6, 6.4, 5.4, and 9.2% and re-
corded in juveniles treated with aqueous extract of S.
arvensis and R. raphanistrum and with methanolic ex-
tract of R communis and R. raphanistrum, respect-
ively. Obtained results showed that the organic
extract had better efficacy than the aqueous one on
J2s at the 4 concentrations and all exposures times.

The results presented in (Table 2 and Fig. 3) showed
that the LCs, values calculated for the 32 h of exposure
time ranged from 0.43 ml/ml (methanolic extract of
T.baccata) to 0.83 ml/ml (aqueous extract of R. commu-
nis). The highest LC5, of all methanolic extracts expresed
by 0.75 ml/ml (extract of R.communis) and the lowest
LCsq of all aqueous extracts by 0.51 ml/ml (extract of T.
baccata).

Effect of plants extracts on egg hatching of M.incognita

Different extracts (metanolic and aqueous) of the tested
5 plants showed very highly significant effects (P = 5,
3.107°) on egg hatching. After 12 days of exposure of M.
incognita eggs to the various extracts, significant differ-
ences with the DMSO 2% and water controls recorded
egg hatch inhibition of 23.8 and 21.8%, respectively (Fig. 4).
The inhibition rate varied between 47.2 at 40% for the
aqueous extract of R. communis and 85.2 at 80% for the
methanolic extract of S. arvensis, followed by the methano-
lic extracts of T. baccata and P. harmala at the same dose
with 84.2 and 81%, respectively. Concerning the juveniles,
the methanolic extract of P. harmala gave (100%) mortality
rate; the methanolic and aqueous extracts of R. communis
had a better yield than its juvicidal effect. The percentage of
inhibition in hatching increased with the increase of the
concentration of the extracts from 40 to 80%. In the
present study, the efficacy of methanolic extracts com-
pared to aqueous extracts was also verified for the hatch
inhibition of M.incognita eggs. Similarly, in previous stud-
ies, they reported that the effect of organic extracts was
better than the effect of aqueous extracts, and the rate of
egg inhibition increased by increasing the concentrations
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of extracts (Chaudhary et al. 2013; Kepenekgi et al. 2016;
Babaali et al. 2017).

In vivo test
Effect of plant extracts on root infestation of nematodes
At the end of the test, the roots of the tomato plants in-
oculated with the suspension of juveniles of M.incognita
and treated with the 3 selected plant extracts (S. arven-
sis, P. harmala and T. baccata) that showed symptoms
of disease (galls) with different degrees of infestation.
The variance analysis at two factors (plants extracts and
doses) of the methanolic extracts of the 3 selected plants
showed 2 effects on the index of M.incognita infestation:
one significant and the other highly significant on the
roots of tomato seedlings, and 2 effects on growth pa-
rameters (dry weights of the aerial part and the roots):
one significant and the other non-insignificant (Table 3).
P. harmala extract showed a significant difference than
other extracts to reduce M.incognita infestation for the
highest concentration, while it ranked 2nd in reducing
the number of juveniles after T. baccata extract. The ef-
ficacy of the methanol extracts of the 3 plants increased
at the high concentration but it was different from one
parameter to another. The reduction of the infestation
rate and number of galls on the roots after the applica-
tion of the 3 metanolic extracts of the 3 plants was at
the same line with other researches like that Costa et al.
(2003), Wiratno et al. (2009), and Bawa et al. (2014).
These results can be attributed to the presence of toxic
substances released by the extracts such as alkaloids, fla-
vonoids, saponins, and amides including benzamide and
ketones, which have juvicidal and ovocidal potentials
and can effect singly or combination (Adegbite and Ade-
siyan 2005). Peganum harmala, Taxus baccata, and Rici-
nus communis have always been known for their
biological activities (medicinal, antibacterial, antifungal,
antioxidant, insecticide) (Nenaah 2010;Behidj-Benyounes
et al. 2014; Bhakta and Das 2015; Abbassi et al. 2015
and Wilson and Hooser 2018).

Conclusion

Obtained results suggest that P. harmala, R. raphanis-
trum, T. baccata, S. arvensis, and R. communis have po-
tentials as nematicidal on Melodoigyne incognita,
especially when applied in a methanolic solvent. A study
of the biochemical composition of these 5 plants and de-
tection of molecules with nematicidal potential is worth
for further researches. These species are well adapted to
humid, arid, and semi-arid conditions, where wild to-
mato is cultivated, and M.incognita is its common
threat.

Abbreviations
A: Aqueous; DMSO: Dimethy! sulfoxyde; E: East; ENSA: Ecole Nationale
Supérieure d’Agronomie; J2s: Juvenile of second stage juveniles; LC



Zaidat et al. Egyptian Journal of Biological Pest Control (2020) 30:46
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Peg: Peganum harmala; R (hi): Rate of hatching inhibition;
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