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EVALUATION DE LACTIVITE NEMATOTOXIQUE
D’HAPLOPHYLLUM TUBERCULATUM SUR MELOIDOGYNE JAVANICA
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Institut National Agronomique de Tunisie
43, Avenue Charles Nicole, 1082 Tunis-Mahrajéne, Tunisie

Résumé. La plante Haplophyllum tuberculatum a été étudiée pour ses propriétés médicales (thérapeutiques et vermifuges), fongi-
cides, antimicrobiennes et insecticides. Dans cette optique, nous avons mis en évidence des structures sécrétrices dans la plant et
étudié I'effet des différentes concentrations des extraits aqueux et de méthanol, éthanol, chloroforme et hexane d’H. tuberculatum
sur I’éclosion et la mortalité des ceufs, et sur la mobilité et la mortalité des juvéniles de Meloidogyne javanica. 1’ extrait aqueux, aux
concentrations de 5 et 10%, a réduit I'éclosion des ceufs et la mobilité des juvéniles et a montré un effet toxique sur les ceufs et les
juvéniles. A ces mémes concentrations, I'immobilité des juvéniles atteint les 100% aprés 48 heures d’exposition. L’éthanol et le
méthanol, contrairement a I’hexane, permettent de restituer 'effet de 'extrait brut d’H. tuberculatum, ce qui suggere la polarité
du principe actif de la plante.

Mots clés: Activité nématicide, extraits de plant, mobilité, mortalité, nématode a galle.

Summary. Evaluation of the nematicidal activity of Haplophyllum tuberculatum oz Meloidogyne javanica. Several studies have
shown the medicinal, fungicidal and nematicidal properties of the plant Haplophyllun: tuberculatum. In this work, we examined
the secreting structures in the plant and investigated the effect of different concentrations of aqueous, methanolic, ethanolic, chlo-
roformic and hexanolic extracts of H. tuberculatum on hatching and mortality of eggs and motility and mortality of second stage
juveniles of Meloidogyne javanica. The aqueous extract at 5 and 10% reduced egg hatching and juvenile motility and increased egg
and juvenile mortality. At these concentrations, juvenile immobility reached 100% after 48 hours of exposure. The ethanolic and

methanolic extracts showed the same effect as the aqueous extract, thus suggesting the nematicidal compound to be polar.

Keywords: Mortality, motility, nematicidal activity, plant extracts, root-knot nematode.

Lutilisation des extraits de plantes comme moyen de
lutte contre les nématodes connait un nouvel essor avec
I’engouement pour les produits biologiques, surtout
avec la restriction de l'utilisation des nématicides no-
tamment le bromure de méthyle. Dans ce contexte, plu-
sieurs plantes telles que le neem (Azadirachta indica Adr.
Juss.) et la tagete (Tagetes spp.) ont été étudiées pour
leur effet nématotoxique.

Haplophyllum tuberculatum (Forsk.) A. Juss. (Ruta-
ceae) est une plante des régions arides intégralement
couverte de grosses glandes renfermant une essence 2
forte odeur désagréable. Les tiges, comme le montre la
figure 1, sont trés rameuses de 20-40 cm. Les feuilles
sont spatulées, atténuées en pétiole, a bords un peu en-
roulés en dessous (Pottier-Alapetite, 1979). Cette plante
est connue depuis longtemps pour ses vertus phytothé-
rapiques et vermifuges. Elle est présente dans plusieurs
ouvrages anciens d’Ibn Sina, d’Ibn El-bitar et d’El-anta-
ky (Yonis Haggag, 1997).

Cette plante est utilisée a des fins phytothérapiques
pour les traitements du systéme nerveux, la fievre et la
stérilité (Said ez /., 2002). Dans le nord d’Oman, le jus
est utilisé comme un reméde pour maux de téte et ar-
thrite (Al-Burtamani et al., 2005). il est aussi utilisé pour
atténuer les taches de rousseur de la peau et aussi traiter
la décoloration de la peau, les infections et les maladies
parasitaires (Mossa et al., 1987). En Arabie Saoudite, H.
tuberculatum est utilisé pour traiter la malaria, la polyar-

thrite rhumatoide et les désordres gynécologiques (Al-
Yahya et al., 1992). Haplophyllum tuberculatum est utili-
sé pour protéger le bétail des morsure des insectes et
des mouches (Miller ez al., 1988). Lextrait de I’éthanol
des parties aériennes de H. tuberculatum posséde une
bonne activité insecticide contre Culex quinquefasciatus
Fact Sheet. (Zohair et al., 1989).

Lhuile essentielle d’H. tuberculatum est anti-bacté-
rienne et inhibe partiellement la croissance d’Escheri-
chia coli (Migula) Castellani ez Chalmers, de Salmonella
choleraesuis (Smith) Weldin, de Bacillus subtilis (Ehren-
berg) Cohn et de Candida albicans (C.P. Robin) Ber-
khout. Elle contient également des principes anti-fon-
giques. En effet, 'huile essentielle inhibe la croissance
mycélienne de Curvularia lunata (Wakker) Boedijn et de
Fusarium oxysporum (Schlecht.) Sn. ez H. (Al-Burtama-
ni et al., 2005). En ce qui concerne I’action nématicide,
une étude réalisée par Stephan (2004) mentionne qu’H.
tuberculatum présente un effet toxique sur les ceufs et
les juvéniles de Meloidogyne spp.

Le but de ce travail est la mise en évidence des struc-
tures sécrétrices d’'H. tuberculatum, d’évaluer 'action de
I'extrait de cette plante sur la biologie de Meloidogyne
Javanica (Treub) Chitw. (éclosion et mortalité des ceufs
et mobilité et mortalité des juvéniles) et de déterminer
les caractéristiques chimiques des fractions némato-
toxiques/nématostatique de cette plante.
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MATERIELS ET METHODES

Pendant la période estivale, des échantillons de la
plante entiere d’H. tuberculatum (Fig. 1) sont collectés
au stade de floraison, dans le sud tunisien et dans la ré-
gion de Médenine, route de Jorf (au bord de la route, li-
siere des oliveraies). Des spécimens sont déposés dans
I’herbier de I'Institut National Agronomique de Tunisie
et le reste du matériel végétal récolté est conservé a une
température de 5 °C.

Fig. 1. Aspect végétatif d’Haplophyllum tuberculatum dans son
milieu naturel.

La mise en évidence des structures sécrétrices d'H. tu-
berculatum. Les feuilles, les tiges et les racines sont dé-
coupées a main levée. Les coupes transversales de ces
différents organes sont colorées par la technique de tri-
chrome de Masson. Le trichome de Masson permet de
colorer en noir les noyaux, en rose les cytoplasmes et les
nucléoles et en rouge ou en vert les sécrétions (Gabe,
1968). Les coupes sont placées dans I’hématoxyline de
Groat pendant 5 minutes. Aprés cette période, ces
coupes subissent un lavage a I'eau courante pendant 5
minutes. Une deuxiéme coloration est réalisée par I'in-
termédiaire du mélange fuchsine-ponceau (0,2 g de
ponceau, 0,1 g de fuchsine acide, 300 ml d’eau distillée
et 0,6 ml d’acide acétique) pendant 5 minutes. Ensuite,
ces coupes sont rincées a ’eau acétique (solution aqueu-
se a 1% d’acide acétique). Les coupes sont, par la suite,
placées dans de I'orangé G molybdique (acide phospho-
molybdique 5 g, orange G 2 g et eau distillée 100 ml)
pendant 5 minutes. Aprés un autre rincage a I'eau acé-
tique, on effectue la derniére coloration, c’est-a-dire au
vert-lumiére (vert lumiere 0,2 g, eau distillée 100 ml et
acide acétique 0,2 ml) pendant 5 minutes, suivie d’un
autre rincage a I’eau acétique (Gabe, 1968). Ces coupes
sont, par la suite, déposées entre lame et lamelle. L'ob-
servation se fait sous microscope OLYMPUS CX40.

Préparation de ['extrait soluble brut et de la population
de Meloidogyne javanica. Les échantillons de la plante
entiere d’H. tuberculatum sont finement découpés, puis

réduits en poudre avec un broyeur Cyclotec 1093
Sample Mill. Une suspension meére de 20% est réalisée
par addition de 10 g de poudre végétale a 50 ml d’eau
distillée. La suspension obtenue est macérée pendant
une heure. La séparation des particules insolubles est ef-
fectuée en passant la suspension a travers un papier
filtre grace a un dispositif sous vide. La solution mére a
20%, ainsi formée servira pour les dilutions (10, 5 et
1%) utilisées dans les différents tests biologiques.

Lactivité nématicide d’H. tuberculatum est étudiée
sur M. javanica. Les masses d’ceufs sont prélevées a par-
tir des racines infestées de tomate provenant du Sud tu-
nisien (région de Gabes). Les masses d’ceufs de M. java-
nica sont récoltées sous loupe binoculaire a 'aide d’une
aiguille, et conservées dans une solution de Dropkin
(17,5 g/l de NaCl). Les masses d’ceufs, ainsi obtenues,
sont utilisées directement pour les tests d’éclosion ou
disposées dans des éclosoirs afin d’obtenir des juvéniles
pour les tests de mobilité.

Effet de [extrait soluble brut sur la mortalité et I'éclo-
sion des ceufs. Les masses d’ceufs prélevées a partir des
racines infestées, sont mises dans quatre tubes Eppen-
dorf (vingt masses dans chaque tube) contenant de I'ex-
trait aqueux d’H. tuberculatum a différentes concentra-
tions (0; 1; 5; 10%). Chaque concentration est répétée
cinq fois. Les tubes Eppendorf sont, par la suite, mis
dans un incubateur a 22 °C pendant 48 h. Apres cette pé-
riode, une moitié des masses, exposées aux différentes
concentrations de I’extrait aqueux, est colorée avec du
bleu de Meldola a 1% (ce dernier colore les ceufs morts
en bleu foncé, tandis que les oeufs vivants restent inco-
lores) et 'autre moitié est placée dans de I'eau distillée
dans un incubateur a 22 °C afin d’étudier I'effet de I'ex-
trait sur ’éclosion des ceufs. Le comptage des juvéniles
émergés est réalisé tous les 2 jours sous loupe binoculai-
re. Une fois 1’éclosion terminée (aprés 28 jours), les
masses d’ceufs sont placées dans une goutte d’eau distil-
lée et écrasées entre lame et lamelle afin de dénombrer
les ceufs non éclos.

Effet de l'extrait sur la mobilité et la viabilité des juvé-
niles. Les masses prélevées a partir des racines infestées
sont placées dans un tamis de 5 cm de diamétre dont les
mailles ont 1 mm de diamétre sur du papier cellulosique.
Ce tamis est placé dans une boite de Pétri de 8 cm de
diamétre contenant de I'eau distillée. Celle-ci est placée
dans un incubateur a 25 °C. L'eau est remplacée quoti-
diennement. Les juvéniles émergents obtenus pendant
les deux premiers jours sont jetés. A partir du troisiéme
jour d’incubation, les juvéniles émergents sont récupérés
pour servir aux essais. La suspension de 2 ml contenant
une centaine de nématodes est placée dans chaque boite
de Pétri. A cette suspension est additionnée 2 ml d’ex-
trait aqueux aux concentrations de 20, 10, 2 et 0% de
maniére a obtenir des concentrations finales de 10, 5, 1
et 0%. Chaque traitement est répété cinq fois. Ensuite,
ces boites de Pétri sont mises dans un incubateur a 25
°C pendant des laps de temps allant de 6 a 48 heures.



Tenant compte de la quiescence des larves, une nouvelle
suspension de nématode est utilisée pour chaque pério-
de d’exposition. Apres chaque période, I'effet de 'extra-
it sur la mobilité des juvéniles est évalué en dénombrant
sous loupe binoculaire les juvéniles mobiles par rapport
au nombre total de juvéniles. Une juvénile est considéré
vivant lorsqu’il est mobile ou que sa partie antérieure est
mobile et bouge aprés excitation mécanique par un poil
ou aprés exposition aux radiations lumineuses. Ces juvé-
niles sont, par la suite, placés dans des tamis de diamétre
2,5 cm dont les mailles ont 1 mm de diamétre sur du pa-
pier cellulosique. Ces tamis sont placés dans des boites
de Petri de 50 mm de diamétre contenant de I'eau distil-
lée et les boites de Petri sont mises dans un incubateur a
25 °C. Leau distillée est renouvelée quotidiennement
pendant trois jours jusqu’au passage de I'ensemble des
juvéniles vivants. Les juvéniles vivants sont dénombrés
toutes les 24 h afin de calculer le pourcentage de juvé-
niles vivants issus des différents extraits.

Effet de ['extrait par solvant sur les larves juvéniles. La
solubilité des principes actifs contenus dans H. tubercu-
latum a été testée par 'utilisation de plusieurs solvants.
Quatre solvants ont été utilisés pour cet essai: deux po-
laires (le méthanol et I’éthanol 96%) et deux solvants
apolaires (le chloroforme et I'hexane). Tout d’abord, les
échantillons d’H. tuberculatum conservés a 5 °C sont
coupés et broyés a I'aide d’un broyeur (Cyclotec 1093
Sample Mill). Une suspension a 10% de concentration
est obtenue en additionnant 5 g de poudre a 50 ml de
solvant. Aprés une heure de macération, la suspension
est filtrée sous vide. L'extrait obtenu et le broyat retenu
par le papier filtre sont, par la suite, placés sous une
hotte a flux laminaire dans le but d’éliminer le solvant.
Apres évaporation du solvant, ’extrait ainsi que le
broyat sont additionnés de 25 ml d’eau distillée chacun.
La suspension contenant le broyat représentant la frac-
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tion insoluble dans le solvant est filtrée. La fraction so-
luble et la fraction insoluble sont placées a raison de 2
ml dans des boites de Petri de 50 mm de diameétre. Ces
derniéres contiennent déja une suspension de 2 ml ren-
fermant une centaine de juvéniles placés précédemment
a I'aide d’une pipette. Deux types de témoins sont envi-
sagés. Un témoin est effectué de la méme maniére et
dans les mémes conditions que celles pour la fraction
soluble et I'autre identique 2 la fraction insoluble dans
le solvant sauf qu’ils ne referment pas de broyats d’H.
tuberculatum. Le comptage des juvéniles immobiles
dans la solution d’H. tuberculatum a 10% est réalisé
apres 48 h sous loupe binoculaire. Ces derniers sont
mises, par la suite, dans des éclosoirs placés dans des
boites de Petri contenant de I'eau distillée. Un compta-
ge journalier des juvéniles vivants est effectué sous lou-
pe binoculaire. Le cumul des juvéniles vivants obtenus
pendant trois jours sert a déterminer le pourcentage de
viabilité des juvéniles de nématode.

Analyse statistique. Les effets des différents traite-
ments, effectués au cours des tests, sont analysés par le
logiciel SPSS10.0. Le traitement statistique consiste en
une analyse de variance (ANOVA) suivie d'une compa-
raison multiple des moyennes par le test de Student
Newman et Keuls a la probabilité P = 0,05 et le test de
Dunnett a la méme probabilité, pour comparer les diffé-
rentes concentrations de I'extrait au témoin eau distillée.

RESULTATS

La mise en évidence des structures sécrétrices d’'H. tu-
berculatum. La feuille d’H. tuberculatum est marquée
par la présence d’un grand nombre de poches a es-
sences au niveau de la nervure principale et aussi bien
du coté de Iépiderme supérieur adaxial que de Iépider-

Fig. 2. Coupe transversale de la feuille (A), de la tige (B) et de la racine (C) I’H. tuberculatum (x 200): b, bois; cb, cambium; cs,
cellule sécrétrice; fb, fibres péricycliques; ep, épiderme ; 1, liber; m, moelle; ph, phloéme; pl, parenchyme lacuneux; ps, poche sé-
crétrice; pp, parenchyme palissadique; pr, parenchyme; po, poche a essence; x, xyleme.
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me inférieur abaxial (Fig. 2A). La tige d’H. tubercula-
tum présente une structure anatomique classique de tige
de dicotylédone (Fig. 2B). Des poches sécrétrices se lo-
calisent au niveau du parenchyme cortical sous I’épider-
me, présentant une cavité remplie d’essences produites
par des cellules sécrétrices aplaties qui entourent cette
cavité (Fig. 2B). La racine d’H. tuberculatum présente la
structure anatomique classique d’une racine de dicotylé-
done. Le parenchyme de la racine &’H. tuberculatum
présente des essences a 'intérieur de cellules (Fig. 2C).

Effet de 'extrait aqueux sur ['éclosion des ceufs.
L'éclosion des ceufs de M. javanica évolue entre le
deuxiéme et le 16 jour et se fait par vague de quatre
jours. La vitesse d’éclosion entre le 6°™ et le 16™jour,
pour les masses d’ceufs traitées aux extraits de H. tuber-
culatum puis disposées dans une eau ayant la méme
pression osmotique, est plus élevée que celle des pontes
témoins (Fig. 3). Le pourcentage d’éclosion des ceufs
aprés 28 jours d’incubation pour le témoin, 1%, 5% et
10% d’extrait de la plante est de 48,7; 56,9; 45,9 et 41,3
respectivement. Ce pourcentage est statistiquement si-
milaire pour les différents traitements (Tableau I). Le
traitement des masses d’ceufs avant éclosion n’a pas
d’effet significatif sur le nombre de juvéniles émergents
a 24 °C. Les différentes doses d’extraits bruts de la
plante n’ont pas d’effet sur la proportion des ceufs non
éclos et colorés, qui représente la fraction des ceufs
morts du nématode (Tableau I). Par contre, les doses
progressives de I'extrait réduisent significativement la
proportion des ceufs vivants et non éclos (Tableau I).

Effet de ['extrait agueux sur la mortalité et le développe-
ment des ceufs. Le pourcentage de mortalité naturelle des
ceufs de M. javanica, évalué par le taux d’ceufs colorés par
le bleu de Meldola a 1%o, varie entre le début et la fin du
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Fig. 3. Effet des différentes concentrations de I’extrait aqueux

d’H. tuberculatum sur I'éclosion des ceufs de M. javanica apres
48 heures d’exposition.

traitement et passe de 25 a 44%. La mortalité des ceufs
exposés a I'extrait aqueux augmente entre ’extrait de la
plante a 1% et 5% pour atteindre un pourcentage de
54,6% (Tableau II). En revanche, aucune différence si-
gnificative n’est obtenue entre les concentrations a 5 et
10%. En ce qui concerne effet de I'extrait aqueux sur le
développement embryonnaire, le pourcentage des ceufs
non embryonnés obtenu moyennant les concentrations
10 et 5% ne différe pas significativement de celui du té-
moin. Une augmentation significative du pourcentage
d’ceufs non embryonnés a été obtenue dans I'extrait a
1% et les différents traitements (Tableau II).

Effet de ['extrait aqueux sur les juvéniles. 'immobilité
des juvéniles est presque nulle au niveau du témoin (au

Tableau I. Effet des différentes concentrations de I'extrait aqueux d’Haplophyllum tuberculatum sur les ceufs de Meloi-
dogyne javanica aprés exposition pendant 48 heures et mis a éclore dans I'eau distillée pendant 28 jours.

Concentrations de 'extrait (%)

Oeufs de M. javanica

0 1 5 10
% d’ceufs éclos 487 a 569 a 459a 41,3 a
% d’ceufs éclos colorés 345a 320a 463 a 50,4 a
% d’ceufs non éclos et non colorés 16,7 a 11,0b 7,8b 83b

Les moyennes des différentes colonnes présentant des lettres différentes sont significativement différentes a la

probabilité P = 0,05 selon le test de Student-Newman et Keuls.

Tableau II. Effet des différentes concentrations de I’extrait aqueux d’H. tuberculatum sur les ceufs de M. javanica aprés

exposition pendant 48 heures.

Oecufs de M. javanica Avant traitement

Dans différentes concentrations (%) de I’extrait

0 1 5 10
% d’ceufs colorés 250a 445 b 313a 54,6 ¢ 545 ¢
% d’ceufs non embryonnés 172 a 325b 149a 13,6a

Les moyennes des différentes colonnes précédant des lettres différentes sont significativement différentes a la probabilité P

= 0,05 selon le test de Student-Newman et Keuls.
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Tableau III. Evolution du pourcentage d’immobilité des juvéniles de M. javanica aprés incubation pendant
48 heures dans différentes concentrations de I'extrait aqueux d’H. tuberculatum.

Temp d’exposition

Concentrations de I'extrait (%)

(heures) 0

5 10
6 0a 0,5+0,8%a 75+22b 72+14b
9 0a 83+1,1b 149+39¢ 67+07b
12 0a 06+05b 987 +07 ¢ 100d
19 0a 05+06b 100 ¢ 100 ¢
24 0a 688+56b 773 +26¢
36 0a 0,18+03a 898 +18c 798 £2,6b
48 07+07a 1,69+12b 933+26¢ 100 ¢

Les moyennes des différentes colonnes précédant des lettres différentes sont significativement différentes a la
probabilité P = 0,05 selon le test de Student-Newman et Keuls.
“Limites de Iintervalle de confiance 2 la probabilité P = 0,05.

terme du test, le pourcentage d’immobilité est égal a
0,65%). Le taux d’immobilité des juvéniles placées dans
Iextrait aqueux de concentration 1% est statistique-
ment similaire a celui observé au niveau du témoin a 6 h
d’incubation et n’atteint que 1,7 % apres 48 h d’exposi-
tion (Tableau III). Par contre, une réduction significati-
ve de la mobilité a la dose de 5% et 10% est observée a
partir de 12 h. A ces deux doses, 'immobilité maximale
est obtenue a 19 h d’incubation; ’évolution du taux
d’immobilité ne connait pas une augmentation progres-
sive, notamment aprées 12 et 19 h ou le pourcentage at-
teint le maximum. Ceci pourrait étre dii a la présence
dans les boites de Petri des fines particules provenant
du broyat d’H. tuberculatum qui ont traversé le papier
filtre lors de la filtration. Le taux d’immobilité des juvé-

niles aprés 48 heures d’incubation pour le témoin, 1%,
5% et 10% d’extrait de la plante est de 0,7%; 1,6%;
93,3% et 100% respectivement. A cette date d’exposi-
tion, le taux obtenu pour la dose de 5% est significati-
vement similaire 2 celui mesuré pour la dose de 10%.
Apres incubation dans 'eau distillée, au niveau du té-
moin, le taux de viabilité des juvéniles évolue trés peu au
cours du temps avec des pourcentages variant entre 83,6
a 100%. Par contre, les juvéniles placées précédemment
dans Uextrait d’H. tuberculatum a concentration 10%
montrent une réduction de viabilité échelonnée qui at-
teint 6% apres 48 h d’exposition (Tableau IV). Leffet de
I'extrait aqueux d’H. tuberculatum sur la mortalité des
juvéniles de M. javanica n’est statistiquement mesurable
qu’a partir de 12 h d’incubation. La mortalité la plus im-

Tableau IV. Evolution du pourcentage de viabilité des juvéniles de M. javanica aprés exposition pendant 48
heures aux différentes concentrations de 'extrait d’H. tuberculatum, suivie d’une incubation dans 1’eau dis-

tillée pendant 3 jours.

Temps d’exposition

Concentrations de I'extrait (%)

(heures)

0 1 5 10

6 97,1x4,1%a 984+2,1a 954+£39a 98,1£85a

989+13a 95,7x45a 947+52a 82,4+30b
12 99,0+14a 305+50c¢ 702+55b 672+144b
19 100 a 57,7+104b 486+13,0b 50,94 +£5,7b
24 83,6+49a 659+75b 55,6 +7,9bc 49,1 +48¢
36 965 +57a 62,0+6,0b 60,7+8,0b 41,8+65¢
48 100 a 44,1 +87b 7,1+24c 62+13c¢

Les moyennes des différentes colonnes précédant des lettres différentes sont significativement différentes 2 la

probabilité P = 0,05 selon le test de Student-Newman et Keuls.
"Limites de I'intervalle de confiance a la probabilité P = 0,05.
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portante est décelée a 24 h d’incubation pour les deux
extraits 2 5 et 2 10% (Tableau IV). La présence d’impu-
retés dans les boites de Petri provoque I'augmentation
de la mortalité des larves et ceci est visible apres 12 et 19
h. Les pourcentages de juvéniles viables aprés 48 h d’in-
cubation pour le témoin, pour les extraits plante a 1%,
5% et 10% sont de 100%; 44,1%; 7,1% et 6,2%, res-
pectivement. Aucune différence significative n’est obte-
nue entre les moyennes des taux de viabilité aux extraits
bruts de 5 et 10% apres 48 h.

Effet de ['extrait par les solvants polaires sur les juvé-
niles. Uextrait d’H. tuberculatum obtenu par le méthanol
agit faiblement sur la mobilité des juvéniles, puisque I'ex-
position a cet extrait induit un taux de mobilité similaire
a celui du témoin (Tableau V). Les résultats obtenus
montrent une réduction de la mobilité des juvéniles d’en-
viron 40% lorsque ces derniers sont exposés a I'extrait
d’H. tuberculatum par 1'éthanol de concentration 10%.
En revanche, au niveau du témoin, le taux de mobilité
des juvéniles avoisine les 100% (Tableau V). L'extrait
aqueux de la fraction insoluble dans I’éthanol a la méme
concentration montre un effet semblable sur la mobilité
des juvéniles de M. javanica que celui de I'éthanol a 10%.

Lextrait obtenu utilisant comme solvant le méthanol
provoque une mortalité des juvéniles statistiquement su-
périeure a celle du témoin (Tableau VI). L'extrait par
I’éthanol 2 10% entraine une mortalité des juvéniles de
M. javanica dépassant 50%. De la méme maniére que
I'extrait méthanol, la mortalité engendrée par I’extrait

éthanol est significativement supérieure au témoin (Ta-
bleau VI). Par contre, 'extrait aqueux de la fraction in-
soluble dans I’éthanol provoque une mortalité des juvé-
nile de M. javanica statistiquement similaire a celle du
témoin mesurée dans les mémes conditions.

Effet de l'extrait par les solvants apolaires sur les juvé-
niles. Lextrait par le chloroforme a concentration 10%
engendre un effet similaire a celui du témoin (Tableau
V). En revanche, le résidu chloroforme a la méme
concentration agit fortement sur la mobilité des juvé-
niles de M. javanica, atteignant les 100%. Comme pour
I’extrait par chloroforme, le pourcentage de mobilité
des juvéniles exposés a I’extrait par ’hexane est sem-
blable a celui du témoin. En revanche, I’extrait aqueux
de la fraction insoluble dans I’hexane réduit considéra-
blement la mobilité de ces juvéniles (Tableau V). Le
pourcentage de mortalité des juvéniles de M. javanica
exposés a I'extrait par le chloroforme a 10% n’est pas
significativement différent de celui du témoin (Tableau
VI). Pour sa part, I'extrait aqueux de la fraction inso-
luble dans chloroforme a concentration 10% entraine
un taux de mortalité qui avoisine 100%. Lextrait d’H.
tuberculatum par hexane (2 concentration 10%) pro-
voque une mortalité des juvéniles qui atteint 21%. Ce
pourcentage est différent de celui du témoin. En re-
vanche, comme pour le chloroforme, le pourcentage de
mortalité des juvéniles avoisine 100% quand ces der-
niers sont exposés a I'extrait aqueux de la fraction inso-

luble dans d’hexane a 10% (Tableau VI).

Tableau V. Effet des extraits I’H. tuberculatum par deux solvants polaires (méthanol et éthanol) et deux solvants apo-
laires (chloroforme et hexane) sur le pourcentage de mobilité des juvéniles de M. javanica aprés 48 heures d’exposition.

Solvant Fraction soluble a Témoin/fraction Fraction non soluble Témoin/fraction non
10% soluble 210% soluble
Méthanol 97,1 a 99,4 a - -
Ethanol 625b 98,4 a 625b 98,4 a
Chloroforme 98,0 a 98,7 a 0,7b 99,7 a
Hexane 99,1 a 99,8 a 104 b 99,1 a

- = Non effectué

Les moyennes précédant des lettres différentes sont significativement différentes a la probabilité P = 0,05 selon le test t
pour le methanol et selon le test de Student-Newman et Keuls pour le reste.

Tableau VI. Effet des extraits d’H. tuberculatum obtenu par deux solvants polaires (méthanol et éthanol) et deux sol-
vants apolaires (chloroforme et hexane) sur le pourcentage de mortalité des juvéniles de M. javanica aprés exposition
pendant 48 heures, suivie d'une incubation dans I’eau distillée pendant 3 jours.

Solvant Fraction soluble a Témoin/fraction Fraction non soluble Témoin/fraction
10% soluble 210% non soluble
Meéthanol 47,6 b 32a - -
Ethanol 56,8b 54a 255 a 83a
Chloroforme 88a 22a 99,3 b 65 a
Hexane 212 ¢ 20a 97,8d 9,1b

- = Non effectué

Les moyennes précédant des lettres différentes sont significativement différentes a la probabilité P=0,05 selon le test t
pour le methanol et selon le test de Student-Newman et Keuls pour le reste.



DISCUSSION

Les coupes histologiques réalisées au niveau des dif-
férents organes (feuilles, tige et racine) donnent des
structures communes 2 toute plante appartenant aux di-
cotylédones a I'exception de la présence de poches de
sécrétion qui se forment sur toute la plante comme le
décrit Pottier-Alapetite (1979). Contrairement aux par-
ties aériennes, les racines ne possédent pas de poches a
leur surface mais des cellules sécrétrices d’essences au
niveau du parenchyme. L'étude de la sécrétion d’essen-
ce a été le sujet de plusieurs études; par exemple, Deys-
son (1965) décrit la structure d’une poche de sécrétion
au niveau d’une feuille d’Eucalyptus. Cette structure res-
semble fortement a celle observée au niveau de la feuille
d’H. tuberculatum. En ce qui concerne la description
des cellules sécrétrices, elle coincide avec les propos de
Pelt (1999) qui mentionne la possibilité de disposition
des appareils sécréteurs en cellules isolées d’origine épi-
dermique ou parenchymateuse.

Létude allélochimique d’H. tuberculatum sur la bio-
logie de M. javanica montre que I'extrait aqueux n’a
d’effet qu’a des concentrations entre 5 et 10%. A ces
concentrations, les extraits ont réduit I’éclosion des
ceufs de M. javanica, marquée par une proportion im-
portante des ceufs non colorées par le bleu de Meldola a
1%o et non éclos. La mortalité et I’éclosion des ceufs de
M. javanica soumis aux extraits d’H. tuberculatum, pen-
dant un laps de temps court (48 h) afin de prévenir I'ef-
fet de la pression osmotique des différentes concentra-
tions des extraits, ne sont pas affectées. Ces résultats
sont contradictoires avec ceux obtenus par Stephan
(2004) montrant I'action ovicide d’H. tuberculatum. La
proportion élevée des ceufs non embryonnés au niveau
de I'extrait aqueux de concentration 1% par rapport au
témoin pourrait étre liée a un effet du principe actif sur
le développement embryonnaire et la diapause de ces
ceufs. En effet, ce résultat est confirmé par la vitesse
d’éclosion des ceufs traités par I'extrait aqueux a cette
concentration. Cependant, I"augmentation de la concen-
tration de I'extrait ne semble pas influencer le dévelop-
pement de 'embryon.

La mobilité des juvéniles de M. javanica a été réduite
par les concentrations élevées de I'extrait aqueux d’H.
tuberculatum, ce qui signifie que cet extrait présente un
activité nématostatique. Des travaux ont montré que les
substances allélochimiques produites en pré-infection
(comme les phénols, les terpénoides, les alcaloides) et
les phytoalexines produites en post-infection peuvent
avoir un effet sur la mobilité des juvéniles de Meloidogy-
ne sp. En post-infection, Tabil et Walia (1996) ont mon-
tré que 'extrait de Chenopodium album L. et C. murale
L. induit I'immobilité des larves de M. incognita (Kofoid
et White) Chitw. (respectivement 55% et 48,6%).

Létude de leffet de I'extrait par solvant sur les juvé-
niles de M. javanica a montré une différence du taux de
mortalité des juvéniles au niveau des solvants utilisés:
I’éthanol constitue le solvant qui restitue la meilleure effi-
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cacité, suivi par le méthanol et les solvants
apolaires (hexane et chloroforme). Etant donné que les
nématodes appartiennent a I’hydrobionte, il est évident
que le principe actif doit étre soluble dans les solvants
polaires. Etant donné que D'extrait par 'éthanol présente
la méme efficacité que la fraction insoluble, ceci suggére
que plusieurs principes actifs sont produits par la plante
et qui sont impliqués dans la mortalité des juvéniles.

Al-Buratamani et /. (2005) ont montré que les com-
posés les plus abondants, dans 'huile essentielle de H.
tuberculatum, sont des monoterpénes. L'un de ces com-
posés, le limonéne qui représente 12,6% de l'huile es-
sentielle, inhibe la reproduction de M. javanica, M. inco-
gnita et Heterodera schachtii Schmidt (Bauske et al.,
1994). D’autres terpénoides comme le linalool et le p-
menth-2-en-1-ol (présents dans ’huile essentielle d’H.
tuberculatum) ont été testés sur Meloidogyne sp. Les ré-
sultats obtenus ont montré que le menthol inhibe la for-
mation de galles sur coton et le linalool agit sur les juvé-
niles de M. javanica (Bauske et al., 1994) et de M. inco-
gnita (Leela et al., 1992). Le linalool agit aussi sur les ju-
véniles d’Anguina tritici (Steinbuch) Chitw., de Tylesn-
chulus semipenetrans Cobb et d’H. cajani Koshi (Bauske
et al., 1994). Pour sa part, Al-Rehaily ez 2/ (2001) ont
identifié plusieurs alcaloides; comme la buchapine, la
haplotubinone, ’haplotubine, la tubacetine et la tubase-
necine qui peuvent conférer a H. tuberculatum un effet
toxique. La plupart de ces composés (comme le myrce-
ne le limonéne et I'alpha-pinene) sont présents chez
d’autres plantes comme Ruta graveolens L. qui appar-
tient a la méme famille que H. tuberculatum. La rue a
été le sujet de plusieurs recherches afin de démontrer
son pouvoir nématicide. En effet, 'extrait de feuilles de
R. graveolens réduit significativement 1’éclosion des dif-
férentes especes de Meloidogyne (Sasanelli et D’Addab-
bo, 1993; Sasanelli, 1997). Le limonéne et le menthol,
principaux constituants de I'huile essentielle d’Hypt:s
suaveolens (L.) Poit., induisent une mortalité maximale
des juvéniles de M. zncognita aprés 30 minutes d’exposi-
tion (Babu et Sukul, 1990).

En définitif, H. tuberculatum a beaucoup plus un ef-
fet nématostatique que toxique sur les juvéniles de Me-
loidogyne javanica. Ces principes actifs sur les néma-
todes présentent la particularité d’étre polaires facile-
ment solubles dans I'eau.
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