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Résumé

La filiere des agrumes, dont les exportations s’¢lévent a 480 millions de dollars, est un
secteur stratégique pour I’équilibre de la balance commercial marocaine. Cependant, depuis
quelques années, ce secteur est confronté a plusieurs contraintes biotiques et abiotiques limitant
sérieusement son potentiel de production. Parmi ces contraintes, les plus menagants sont les
nématodes phytoparasites (NPP) qui peuvent causer des pertes de rendement de 10 a 30%. La
gestion des NPP s’appuie largement sur I’utilisation des nématicides chimiques, dangereux
pour ’homme et I’environnement. Leur action éphémeére et leur impact sur les colts de
production rendent nécessaire la recherche d’alternatives durables. L’objectif principal de cette
these est double. Le 1° consiste a étudier la répartition géographique des NPP dans les cing
principales régions agrumicoles nationales, et leur dynamique en fonction des saisons et des
conditions agronomiques. Le 2 ™ objectif porte sur la recherche d’outils biologiques pour lutter
contre le nématode T. semipenetrans. 1l s’agit de : 1) sélectionner les porte-greffes résistants a
ce nematode, 2) explorer le potentiel nématicide du microbiome rhizosphérique (bactéries,
champignons, CMA\) des agrumes, et 3) évaluer la toxicité de certaines plantes aromatiques et
médicinales contre T. semipenetrans.

Vingt-et-un genres et dix especes de NPP ont été recensés dans les matrices du sol et
racines des agrumes dont Tylenchulus semipenetrans (100%), Helicotylenchus spp. (62,5%) et
Pratylenchus spp. (66,7%) sont les plus prévalent. La diversité des NPP est plus importante au
niveau des régions de Marrakech-Safi, Beni Mellal-Khenifra et Gharb qu’au niveau de Berkane
et Souss-Massa. Les NPP sont plus abondants au printemps au niveau du domaine Graoua, suivi
par le domaine Benkebboura et d'Arsat Moulay Abdeslam. T. semipenetrans, Helicotylenchus
spp. et Xiphinema spp. ont été rencontrés pendant toutes les saisons et dans les trois sites. T.
semipenetrans a été le plus prévalent, en particulier au printemps. Une corrélation étroite a été
relevée entre la dynamique des NPP, les saisons et les propriétés du sol. Le Citrange carrizo a
montré une forte résistance a I’infestation et a la reproduction de T. semipenetrans, tandis que
le Citrange troyer, le Citrange C-35 et le Citrus macrophylla ont présenté une tolérance
modérée. En revanche, le Bigaradier, le Bigaradier Australian et le Citrus volkameriana se sont
avérés étre les plus sensibles a ce nématode. La caractérisation microbiologique du sol
rhizosphériques et des racines des agrumes a permis d'isoler une centaine de micro-organismes
parmi lesquels, 10 antagonistes (5 bactéries, 3 champignons et 2 CMA) ont été sélectionnés
grace a leurs pouvoirs nematicides contre T. semipenetrans: Variovorax paradoxus
(0Q651063), Bacillus pseudomycoides (0Q652044), Bacillus simplex (0Q651985), Bacillus
cereus (0Q651999), Paracoccus speluncae (0Q652010), Paecilomyces lilacinus , Aspergillus
ustus (OR250163), Aspergillus terreus (OR250916), Funneliformis mosseae, and Rhizophagus
irregularis En outre, parmi les sept especes de plantes aromatiques et médicinales testées,
Rosmarinus officinalis et Thymus vulgaris ont montré 1’efficacité nématicide la plus importante
avec une forte toxicité contre T. semipenetrans. Ces outils biologiques pourraient servir a
1’élaboration de nouveaux bionématicides efficaces contre ce nématode, tout en stimulant la
croissance des agrumes.

Mots clés : Agrumes ; T. semipenetrans ; lutte biologique ; biologie moléculaire ; microorganismes ;
nématodes phytoparasites ; molécules bioactives ; activité nématicide.



Abstract

The citrus industry, with exports amounting to $480 million, is a strategic sector for the
balance of Morocco’s trade. However, in recent years, this sector has faced several biotic and
abiotic constraints seriously limiting its production potential. Among these constraints, the most
threatening are the plant-parasitic nematodes (PPN) which can cause yield losses of 10 to 30%.
The management of PPN relies heavily on the use of chemical nematicides, which are
dangerous for humans and the environment. Their ephemeral action and their impact on
production costs make it necessary to search for sustainable alternatives. The main objective of
this thesis is to develop biological control methods against PPN, particularly Tylenchulus
semipenetrans. This objective is divided into two sub-objectives. The first is to study the
geographical distribution of PPN in the five main national citrus regions, and their dynamics
according to seasons and agronomic conditions. The second sub-objective focuses on the search
for biological tools to fight against the nematode T. semipenetrans. This involves: 1) selecting
rootstocks resistant to this nematode, 2) exploring the nematicidal potential of the rhizospheric
microbiome (bacteria, fungi, AMF) of citrus, and 3) evaluating the toxicity of certain aromatic
and medicinal plants against T. semipenetrans.

Eleven genera and ten species of PPN have been recorded in the soil and root matrices
of citrus, including Tylenchulus semipenetrans (100%), Helicotylenchus spp. (62.5%) and
Pratylenchus spp. (66.7%) are the most prevalent. The diversity of PPN is more important in
the regions of Marrakech-Safi, Beni Mellal-Khenifra and Gharb than in Berkane and Souss-
Massa. The PPN are more abundant in spring at the Graoua domain, followed by the
Benkebboura domain and the Arsate Moulay Abdeslam domain. T. semipenetrans,
Helicotylenchus spp. and Xiphinema spp. were encountered in the three sites and during all
seasons. T. semipenetrans was the most prevalent, especially in spring. A close correlation was
noted between the dynamics of PPN, soil properties and seasons. The Carrizo citrange showed
strong resistance to infestation and reproduction of T. semipenetrans, while the Troyer citrange,
the C-35 citrange and the Citrus macrophylla showed moderate tolerance. On the other hand,
the Bitter orange, the Australian Bitter orange and the Citrus volkameriana proved to be the
most sensitive to this nematode. The microbiological characterization of the rhizospheric soil
and roots of citrus has allowed the isolation of a hundred microorganisms among which, 10
antagonists (5 bacteria, 3 fungi and 2 AMF) have been selected thanks to their nematicidal
powers against T. semipenetrans: Variovorax paradoxus (0Q651063), Bacillus
pseudomycoides (0Q652044), Bacillus simplex (0Q651985), Bacillus cereus (0Q651999),
Paracoccus speluncae (0Q652010), Paecilomyces lilacinus , Aspergillus ustus (OR250163),
Aspergillus terreus (OR250916), Funneliformis mosseae, and Rhizophagus irregularis. In
addition, among the seven species of aromatic and medicinal plants tested, Rosmarinus
officinalis and Thymus vulgaris showed the most important nematicidal efficacy with a strong
toxicity against T. semipenetrans. These biological tools could be used to develop new
bionematicides that are effective against this nematode, while also stimulating the growth of
citrus plants.

Keywords: Citrus; T. semipenetrans; biological control; molecular biology; microorganisms;
plant-parasitic nematodes; bioactive molecules; nematicidal activity.
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ABREVIATIONS

NacCl : chlorure de sodium

NaOCI: Hypochlorite de Sodium

AlA : Acide indole-3-acétique
BET: Bromure d’Ethidium

RésistanceP: National Botanical. Research
Institut's Phosphate

Ca: Calcium

Cat : Catalase
NIST : Institut national des normes et de la

CE: Conductivite électrique technologie

CMA : Champignons mycorhiziens a NPP : Nématodes phytoparasites
arbuscules

) PAM : Plantes aromatigues et médicinales
COT : Carbone organique totale a

DL - dose létale PF: Population finale

DO: Densité optique Pl : Population initiale
E: Eveness PO : Peroxydase

i PPO : Polyphenol
EA : Extraits agueux O : Polyphenoloxydase

EM: Extrait de Malt Pr : Prevalence

i Prot : Protéine
eV : électronvolts

h : Heure
H’: Sannon-Winner

HEs : Huiles essentielles

PVP : polyvinylpyrrolidone
g.s.p: Quantité suffisante pour

ROS : especes réactives de 1I’oxygene

- Tr: T de rétenti
IAA: Indolacétique Te tetips de retention

Trs/min : Tours par minute

J: Jours
32 - Juvéniles TSB : bouillon de soja tryptique

. TTC : 2,3,5-triphenyl-tétrazolium-chloride
K: Potassium

. . u.a : unités arbitraires
LB : Luria Bertani

N FC : Unité f loni
MDA : Malondialdéhyde UFC : Unité formant colonie

R . v/v: Volume/volume
MSR : Masse seche racinaire
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Citrus spp. (Rutaceae) est 1I’'une des principales cultures fruitiéres dans plus de 140 pays
a travers le monde (Lv et al., 2015), il constitue également une importante marchandise
horticole échangée a 1’échelle mondiale (Matheyambath et al., 2016). Parmi les espéces
d’agrumes, les oranges (Citrus sinensis) occupent la majorité de la production mondiale
d’agrumes (55%), suivies des mandarines (Citrus reticulata) (25%), des citrons (Citrus limon)
(13%) et des pamplemousses (Citrus grandis) (7%) (Global Citrus Outlook, 2019). En outre,
les arbres d’agrumes jouissent d’une importance capitale du point de vue écologique et socio-
économique pour les régions tropicales et subtropicales (Agusti et al., 2014). Au Maroc,
I’agrumiculture s’étend sur 128 000 ha environ avec une production de 2,4 millions de tonnes,
dont 644 000 tonnes ont été réservées a I’exportation, ce qui représente une valeur ajoutée de
plus de 4,8 milliards de dirhams (Ministere de 1’ Agriculture, 2019). Le Maroc est ainsi classé
ler au niveau des pays du Maghreb et 4éme au niveau mondial (FAOSTAT, 2021) dans la
production des petits agrumes tels que les mandarines, clémentines et tangerines (FAOSTAT,
2021). En outre, le secteur agrumicole marocain contribue a la création de 21 millions de
journées de travail annuellement, dont 12 millions dans les vergers et 9 millions dans la
transformation et la distribution (ADA, 2019). Les agrumes jouent également un role
écologique indéniable en offrant un habitat et une source de nourriture pour de nombreux
organismes, tels que les pollinisateurs et les oiseaux, qui se nourrissent de leurs fleurs, nectar
et fruits ( Halder et al., 2019; Barberis et al., 2023).

Malgreé ce bilan trés encourageant, le rendement moyen national (9,7 T/ha) demeure faible en
comparaison avec d’autres pays producteurs des agrumes autour du monde comme les Etats-
Unis, le Brésil et la Chine (FAOSTAT, 2021) ou le rendement moyen est estimé a environ 19,3
T/ha (FAO, 2019). En effet, cette filiére est confrontée a plusieurs contraintes d’ordre biotiques
et abiotiques qui limitent sa productivité. Parmi ces contraintes, les plus proéminents sont les
nématodes phytoparasites qui existent en abondance dans la rhizosphére des agrumes et qui
peuvent leur infliger des dégats colossaux. En effet, plus de Soixante-dix espéces appartenant
a 37 genres de nématodes phytoparasites ont éte identifiees dans la rhizosphere des agrumes
(Reddy and Singh, 2009), dont les plus nuisibles sont Tylenchulus semipenetrans, Xiphinema
index, X. brevicolle, X. diversicaudatum, Paratrichodorus lobatus, Pratylenchus
brachyurus, P. vulnus, P. coffeae Hemicycliophora arenaria, H. nudata, Longidorus ferrisi,

Meloidogyne javanica, M. citri, M. mingnanica, et M. arenaria (Zhang and Xu, 1994 ; Robbins
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et al., 2009 ; Mokrini et al., 2014 ; Kumar and Das, 2019 ; Yuksel et al., 2023). Chaque année,
I’infestation des agrumes par ces nématodes phytoparasites entraine une perte de production
estimée a environ 119,7 millions de dollars ( Kumar et al., 2020). Parmi ces nématodes, T.
semipenetrans, responsable du dépérissement lent ‘slow decline’ des agrumes, est
particulierement préoccupant en raison de sa présence abondante dans toutes les régions
productrices d’agrumes du monde, y compris le Maroc ( Verdejo-Lucas and McKenry, 2004 ;
Mokrini et al., 2018a). Cette maladie a été observée dans plusieurs régions du monde tel que
I’Australie (Walker and Morey, 1999), les Etats-Unis (O’Bannon et al., 1972), les pays
européens (Sorribas et al., 2008), I’'Inde (Bhagawati et al., 2021), la Chine (Ruiz et al., 2023),
aisni que dans plusieurs pays d’Afrique du Nord, dont la Tunisie (Labiadh et al., 2019) et
I’ Algérie (Scotto la Massése et al., 1975). Les dégats enormes causés par T. semipenetrans, qui
causent une baisse importante de la quantité et de la qualité de la production, sont dues au mode
d’alimentation semi-endoparasitique de ce nématode. En effet, selon le degré d’infestation, les
pertes de rendement due a T. semipenetrans peuvent varier entre 10 et 30% ( Duncan and Cohn
1990), soit 1’équivalent de 11,97 millions de dollars par an. Les pertes réelles de rendement
pourraient méme étre plus élevées a cause du manque de données dans de nombreux pays ou
I’expertise en nématologie fait défaut. De plus, en raison de ’absence de symptomes visibles
au-dessus du sol, les pertes de rendement dues aux nématodes sont souvent négligées et/ou

attribuées a d’autres contraintes (Siddique and Grundler, 2018).

T. semipenetrans a été détecté pour la premiere fois au Maroc par Vilardebo (1964) et
sa présence dans les vergers d’agrumes nationaux a été confirmée par la suite par Mokrini et al.
(2018). Hormis ces deux travaux, on ne trouve dans la littérature aucune autre étude qui s’est
intéressées aux nématodes des agrumes, particuliérement a T. semipenetrans au Maroc. Les
dégats causés par ce nématode, comme mentionné précédemment, nécessitent d'abord une
actualisation des données concernant le degré d’infestation des vergers d'agrumes nationaux
par ce phytoparasite, ainsi qu'une sensibilisation des agriculteurs et des acteurs du secteur aux
dangers que représentent ces phytoparasites. De plus, il est primordial de développer des
méthodes de lutte biologique respectueuses de l'environnement, en évitant l'utilisation de
nématicides organophosphorés et carbamatés qui sont nuisibles pour I'homme et I'écosysteme
(Chen et al. 2020).

Il est actuellement bien admis que 1’utilisation de porte-greffes résistants peut constituer
une méthode efficace pour protéger les agrumes contre les attaques et les dommages causés par

le nématode T. semipenetrans. Ces porte-greffes peuvent induire des réactions
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d’hypersensibilité qui empéchent 1’entrée de nématodes dans les racines des plantes, réduisant
ainsi les dommages causes par ces parasites (Kallel et al., 2006). Les études menées dans ce
domaine se sont principalement intéressées aux porte-greffes Poncirus trifoliata et Forner-
Alcaide 5 (Verdejo-Lucas et al., 2023a). Cependant, les agrumes marocains, constitués presque
exclusivement d’orangers et de clémentines, sont principalement greffés sur le Bigaradier
(Citrus aurantium), Citrus volkameriana, Citrus macrophylla et les Citranges (Carrizo, Troyer
et Citrange C-35) ( Mohammed et al., 2015; Benyahia et al., 2017). Des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour étudier le comportement de ces porte-greffes vis-a-vis
du nématode T. semipenetrans et déterminer leur niveau de résistance a ce parasite. L’effet des
porte-greffes résistants peut étre amélioré s’ils sont associés a des cultures de couverture,
permettant a la fois une gestion plus efficace des nématodes et une économie d’eau d’irrigation

pouvant atteindre 20% (Zerhoune et al.2021).

L’intégration d’antagonistes microbiens (bactériens, fongiques, et mycorhiziens)
indigenes, ainsi que ’utilisation de produits naturels ayant une activité nématicide, tels que les
extraits de plantes aromatique et médicinales (extraits aqueux ou huiles essentielles), peut
constituer une méthode efficace pour lutter contre le nématode des agrumes T. semipenetrans.
De nombreuses espéces végétales, appartenant a 57 familles différentes, dont les Lamiaceae,
Asteraceae, Myrtaceae, Rutaceae et Lauraceae, contiennent des composés nématicides
(Kepenekei et al., 2016). L’application de ces plantes en tant que cultures associées ou sous
forme d’extraits dans des sols contaminés par des nématodes peut affecter directement la
population de nématodes phytoparasites ou stimuler les microbes du sol pour réduire leur
nombre (Ahmad et al., 2004)

En combinant ces différentes approches, en commencant par la sélection variétale, en
I’associant a des cultures associées a capacité nématicide (PAM) et en introduisant des
antagonistes microbiens indigenes, il est possible de développer une approche prometteuse et
complete pour la gestion durable des NPP dans les vergers d’agrumes. Par ailleurs, 1’étude de
I’efficacité de ces différentes méthodes pour lutter contre le nématode des agrumes T.
semipenetrans est peu documentée. Dans ce contexte, 1’objectif principal de cette these est de
développer des méthodes de lutte biologique contre le nématode des agrumes T. semipenetrans.
Cet objectif se décline en deux sous-objectifs. Le 1° consiste a étudier la répartition
géographique des NPP dans les cing principales régions agrumicoles nationales, et leur
dynamique en fonction des saisons et des conditions agronomiques (porte-greffes, cultures

associées, paramétres physico-chimiques). Le 2 *™ sous-objectif porte sur la recherche d’outils
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biologiques pour lutter contre le nématode des agrumes T. semipenetrans. Il s’agit de: 1)
sélectionner les variétés porte-greffes résistantes a ce nématode, 2) explorer le potentiel
nématicide des microorganismes rhizosphériques (bactéries, champignons, CMA) des agrumes,
et 3) évaluer I’efficacité de certaines plantes aromatiques et medicinales (toxicité des extraits

aqueux/huiles essentielles) dans la lutte contre T. semipenetrans.

Pour atteindre ces objectifs, nous tenterons de répondre aux gquestions suivantes :

1. Les vergers agrumicoles marocains sont-ils infestés par les NPP et & quel degré ?
Comment sont distribués les NPP a travers les régions agrumicoles marocaines ? et
quels sont les principaux facteurs gouvernant cette distribution ?

2. Les variations saisonnieres et les pratiques culturales impactent-elles la diversité et la
distribution des NPP dans le sol et leur capacité a infester les racines des agrumes ? Cet
impact s’exercerait-il a travers 1’action sur les propriétés physico-chimiques du sol ?

3. Les porte-greffes d’agrumes utilisés au Maroc sont-ils résistants ou sensibles a T.
semipenatrans ? Est-il possible que certains d’entre eux puissent étre utilisés comme
moyen de lutte biologique dans la stratégie de gestion de ce nématode ?

4. Quelle est la structure du microfilme associé a la rhizosphere des agrumes ? Existe-t-il
des microorganismes spécifiques dotés d’activité nématicide contre T. semipenetrans ?
? Et est-ce que certains d’entre eux pourraient étre exploités comme une modalité de
lutte biologique dans la stratégie de gestion de T. semipenetrans ?

5. Les extraits de PAM (EA/ HESs) peuvent-ils constituer un outil biotechnologique durable
pour lutter contre T. semipenetrans ? Existe-t-il des variations significatives dans
I’efficacité nématicide entre les différentes plantes testées ? Existe-t-il une relation entre
la composition chimique des huiles essentielles et des extraits et leur efficacité
nématicide ?

Les réponses a ces interrogations dans les travaux actuellement publiés dans des revues
internationales indexées (Web of Science) et a I’avenir apporteront une contribution importante
et précieuse a la communauté scientifique nationale (premiere étude de ce genre) et

internationale pour la gestion de ce phytoparasite.

Cette thése est constituée de 6 chapitres organisés comme suite :
Chapitre I : consacré a une synthése bibliographique présentant les données genérales sur les
agrumes, notamment leur biologie, écologie, répartition géographique et sur 1I’importance

socio-économique du secteur agrumicole a 1’échelle nationale et internationale. Ce chapitre
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établit également un diagnostic sur I’état des lieux de la filiére des agrumes au Maroc et discute
des stratégies de développement de 1’agrumiculture marocaine. La deuxiéme partie de cette
revue bibliographique est consacrée aux nématodes phytoparasites des agrumes, en particulier
T. semipenetrans, et aux différentes méthodes de lutte utilisées: méthodes physiques,
chimiques et biologiques (porte-greffes résistants, bactéries, champignons, champignons
mycorhiziens arbusculaires et plantes aromatiques et médicinales).

Chapitre I1 : Ce chapitre a pour objectif 1’étude de la distribution et la répartition géographique
des nématodes phytoparasites associés aux cultures des agrumes au niveau des cing principales
régions agrumicoles nationales. Les résultats de ce chapitre ont donné lieu a une publication :

e ZOUBI, B., MOKRINI, F., DABABAT, A. A, AMER, M., GHOULAM, C,,
LAHLALI, R., LAASLI, S.-E., KHFIF, K., IMREN, M., AKACHOUD, O.,
BENKEBBOURA, A., HOUSSEINI, A. I., and QADDOURY, A. (2022). Occurrence
and Geographic Distribution of Plant-Parasitic Nematodes Associated with Citrus in
Morocco and Their Interaction with Soil Patterns. Life, 12(5), 637.

Chapitre 111 : Ce troisieme chapitre concerne 1’étude de la variation saisonniére de la
population de nématodes phytoparasites associés aux agrumes dans la région de Marrakech -
Safi.

Chapitre IV : Ce quatrieme chapitre concerne 1’évaluation de la resistance de certains porte
greffes d’agrumes au nématode Tylenchulus semipenetrans. Les résultats de ce chapitre ont
donné lieu a une publication :

« ZOUBI, B., MOKRINI, F., RAFYA, M., BENKEBBOURA, A., AKACHOUD, O.,
GHOULAM, M., KRIF, G., HOUSSEINI, A. 1., and QADDOURY, A. (2024). Citrus
rootstocks vs. nematodes: A battle for resistance against Tylenchulus semipenetrans.
Scientia Horticulturae 331, 113115.

Chapitre V : Ce chapitre porte sur I’évaluation du potentiel nématicide des microorganismes
rhizosphériques (bactéries, champignons, CMA) des agrumes.

Chapitre VI : Ce chapitre concerne 1’évaluation du potentiel nématicide de certaines plantes
aromatiques et médicinales (huiles essentielles et/ou extrait aqueux) contre le nématode
Tylenchulus semipenetrans. Il comprend deux publications :

e ZOUBI, B., MOKRINI, F., AMER, M., CHERKI, G., RAFYA, M., BENKEBBOURA,
A., AKACHOUD, O., LAASLI, S.E., HOUSSEINI, A. 1., LAHLALI, R., and
QADDOURY, A. (2023). Eco-friendly management of the citrus nematode Tylenchulus
semipenetrans using some aromatic and medicinal plants. Archives of
Phytopathology and Plant Protection, 56(1), 66-86.

« ZOUBI, B., MOKRINI, F., GHOULAM, C., IRAQI HOUSSEINI, A., and
QADDOURY, A. (2023). The efficiency of Thymus vulgaris against citrus nematode


https://www.researchgate.net/profile/Meriem-Rafya?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InByb2ZpbGUiLCJwYWdlIjoicHJvZmlsZSJ9fQ
https://www.researchgate.net/publication/379225167_Citrus_rootstocks_vs_nematodes_A_battle_for_resistance_against_Tylenchulus_semipenetrans?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InByb2ZpbGUiLCJwYWdlIjoicHJvZmlsZSJ9fQ
https://www.researchgate.net/publication/379225167_Citrus_rootstocks_vs_nematodes_A_battle_for_resistance_against_Tylenchulus_semipenetrans?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InByb2ZpbGUiLCJwYWdlIjoicHJvZmlsZSJ9fQ
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Tylenchulus semipenetrans. Journal of Analytical Sciences and Applied
Biotechnology, 5(1), 5-1.

Chapitre 1V : Ce chapitre discute et confronte les résultats des différents chapitres de cette
thése.

Enfin, une liste de toutes les références bibliographiques mentionnées dans ce manuscrit est
proposée a la fin du manuscrit.
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l. DONNEES GENERALES SUR LES AGRUMES: BIOLOGIE,
AGROECOLOGIE ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Les agrumes appelés aussi hespéridés sont des arbres qui appartiennent a la famille des
Rutaceae, ils se répartissent principalement en trois genres cultivés : Fortunella, Poncirus et
Citrus (Swingle, 1943). Le genre Citrus est le plus connu et le plus important, vu qu’il regroupe
la majorité des fruits comestibles et commercialement importants (Tamokou et al., 2017). Le
genre Citrus s’est structuré autour de 4 taxons originaires d’Asie de 1’est. Le cédratier (Citrus
medica), le pamplemoussier (Citrus maxima), le mandarinier (Citrus reticulata Blanco), et le
Micrantha (Citrus micrantha). Ces espéces seraient a I’origine de nombreuses espéces connues
de nos jours, regroupées sous les appellations : orangers, bigaradiers, citronniers, pomelos
(Barkley et al, 2006).

Les agrumes sont des petits arbres d’environ 4 a 12 m de hauteur avec un feuillage d’un
vert généralement trés foncé, dense, et persistant a I’exception de quelques variétés hybrides
dont les feuilles sont caduques ou semi-persistantes (Fra et al., 2009). Les fleurs, de 1,5
centimetres de long et groupées par 2-3 a I’aisselle des feuilles, sont d’un blanc pur, trés
odorantes et a saveur aromatique. Les fruits des agrumes se caractérisent par une diversité
morphologique importante. Avec des formes qui peuvent étre rondes, oblongues ou aplaties.
Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique
correspondant a une baie plus au moins sphérique, multiloculaire, et composés de deux parties
distinctes : le péricarpe ou écorce qui représente la partie nom comestible du fruit, et la pulpe
ou endocarpe qui correspond a la partie comestible du fruit. Les Citrus sont des fruits constitués
de plusieurs segments, dont le nombre varie entre les especes. Ces segments proviennent d’ un
seul ovaire et contiennent des sacs a jus riches en pigments, sucres et citrates. (Dugrand-Judek,
2015).

Les arbres d’agrumes sont composés de deux parties : une partie souterraine formée par
le porte-greffe qui assure a la fois 1’ancrage de 1’arbre au sol ainsi que son alimentation en eau
et en sels minéraux, et une partie aérienne constituée par la variété (Figure 1). Cette derniére

porte les fruits et constitue la partie productive de 1’arbre (Barboni, 2006).

Les plantules d’agrumes issues de germination des graines possédent une phase juvénile
relativement longue, généralement entre 5 a 8 ans, avant d’étre capables d’émettre des fleurs et

produire des fruits (Iglesias et al., 2007).



Chapite I. Revue bibliographique

Partie
variété

Ligne de
greffe

Partie
porte-greffe

Figure 1. Shéma d'un arbre d'agrumes greffé (Jacquemond et al. 2013)

Les agrumes sont tres sensibles aux basses températures (inférieures a 0°C). Cependant
ils peuvent supporter des températures élevées, supérieures a 30°C, a condition qu’ils soient
bien approvisionnée en eau (Loussert, 1985). La température moyenne annuelle favorable pour
la culture des agrumes est de I’ordre de 14°C. La température admise comme zéro de végétation

pour les agrumes est de 12,8°C (Praloran 1968).

L’agrumiculture fait partie des cultures qui demandent des quantites élevees en eau. Les
besoins annuels varient entre 1200 a 1500 mm, dont 600 mm pendant I’été. D’ou la nécessité
des apports d’eau (irrigation) pour combler le déficit dans les régions ou les précipitations sont
inférieures a 600 mm par an (Bertin et al., 1993). Un approvisionnement déficitaire en eau met
la culture sous stress hydrique pouvant impacter négativement le rendement et la qualité de la
production (Maatala et al., 2018).

Les agrumes préfeérent les sols dont le pH est compris entre 6 et 7 (Loussert, 1985), a
texture dominante grossiére et a drainage satisfaisant, les sols trop argileux, trop lourds ou trés

limoneux ne conviennent pas a cette culture (Walali Loudyi et al., 2003).
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1. IMPORTANCE SOCIO-ECONOMIQUE DU SECTEUR AGRUMICOLE
1. A P’échelle internationale

A Téchelle de la production fruitiere mondiale, la production agrumicole
(161,8 Mt) occupe la deuxieme place apres la production de bananes (170,3 Mt)
(FAO, 2021). La Chine, le Brésil, les Etats-Unis, I'lnde, le Mexique, et I'Espagne
sont les pays qui dominent le secteur des agrumes produisant environ deux tiers de
la production mondiale (Liu et al., 2012). La surface mondiale réservée a la culture
des agrumes est denviron 10,2 millions d'hectares, produisant en moyenne 161,8 Mt
millions tonnes par an dont les oranges (76,57 millions de tonnes), les mandarines
(41,95 millions de tonnes), les citrons et les limes (20,83 millions de tonnes) et les
pamplemousses (9,56 millions de tonnes) sont les plus récoltés (Figure 2) ( FAO,
2021; Gonzatto et al. 2023).
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Figure 2. Production mondiale des principaux groupes d’agrumes commercialisés (FAO,
2021).

2. Au Maroc

Au Maroc, la filiere des agrumes joue un réle socio-économique remarquable, d’ou son
classement parmi les secteurs piliers de 1’économie agricole nationale. Ces deux dernieres
décennies, la filiere agrumicole nationale a connu un épanouissement important grace aux
efforts déployés dans le cadre du Plan Maroc Vert. En effet, la superficie de 1’agrumiculture
s’est ¢levée aux environs de 128 000 hectares (ha) avec une production moyenne de I’ordre de

3 millions de T/an (Mechchate, et al., 2021). Au niveau économique et social, I’importance des
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agrumes marocains n’est plus a démontrer. En effet, les exportations des agrumes estimées a
environ 700 000 T géneérent des revenus d’environ 4 milliards de DH par an (Ministere de
I’agriculture, 2019). En outre, le secteur agrumicole marocain assure plus de 20 millions de

journées de travail par an pour environ 50 000 ouvriers (Hadria et al., 2019)

I1l.  ETAT DES LIEUX ET STRATEGIES DU DEVELOPPEMENT DE
L’AGRUMICULTURE MAROCAINE

La filiere agrumicole Marocaine a connu une croissance significative entre 2008 et
2019, aussi bien en termes de surface de culture qu’en termes de production. La superficie
consacrée a la culture des agrumes a augmenté de 52%, passant de 84 000 a 128 000 hectares
(Ministere de I’ Agriculture, 2019). La production a également connu une amélioration notable,
avec une augmentation de 84%. En moyenne, entre 2015 et 2019, la production annuelle
d’agrumes était d’environ 2,4 millions de tonnes, contre 1,3 million de tonnes seulement entre
2003 et 2007. Les exportations d’agrumes ont également augmenté de 22%, atteignant une
moyenne annuelle de 644 000 tonnes au cours des quatre derniéres années. La filiere agrumicole
est ainsi devenue la deuxiéme source des exportations agricoles du Maroc et offre des
perspectives prometteuses en termes de développement économique et de création d’emplois
(Ministere de I’ Agriculture, 2019). Cependant, le secteur agrumicole national est confronté a
plusieurs contraintes qui entravent son potentiel de croissance a savoir I’irrégularité des
précipitations aggraveée par les changements climatiques globaux et 1’inadéquation des
infrastructures d’irrigation qui affectent le rendement et la qualité de la production (Bensbahou
et al., 2020). C’est ainsi que dans certaines régions du royaume, le rendement des agrumes a
chuté de 22.000 a 15.000 tonnes par hectare en 2021-2022 et jusqu’a 8.000 tonnes a I’hectare
pour la campagne 2022-2023 (ASPAM, 2023). De méme, la lutte contre les maladies et les
ravageurs représente un défi majeur pour la filiere agrumicole, en particulier la mouche
méditerranéenne des fruits (Ceratitis capitata) qui est capable d’engendrer des pertes
économiques considérables, atteignant des millions de dollars chaque année (Benmessaoud et
al., 2021; Khfif et al., 2022). De plus, I’infestation des agrumes par les nématodes
phytoparasites et leur association a d’autres pathogenes tels que le Fusarium et le Phytophthora
causent également des pertes economiques considérables qui s’élévent a environ 34 millions de
dollars (Duncan, 2009; Ezrari et al., 2022). Malheureusement, les agriculteurs ne sont pas
toujours conscients de I’ampleur de ces parasites sur leurs cultures, en particulier des nématodes
phytoparasites, ce qui peut compromettre leur gestion efficace. Les infrastructures post-récolte,

telles que le conditionnement, le stockage et le transport, doivent étre améliorées pour réduire
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les pertes dues au pourrissement, aux dommages mécaniques et aux variations de température
(la chaine du froid). Les normes de qualité et les exigences des marchés internationaux ajoutent
une pression supplémentaire aux producteurs d’agrumes marocains (Aloui and Kenny, 2005).
Pour surmonter ces défis et favoriser le développement durable de la filiere agrumicole, le
Maroc a lancé en 2008 le Plan Maroc Vert (PMV). Cette stratégie nationale avait pour objectif
de moderniser et dynamiser le secteur agricole dans son ensemble, y compris la filiére
agrumicole. Des mesures spécifiques ont été mises en place pour soutenir la filiere agrumicole,
en mettant 1’accent sur la durabilité environnementale, la compétitivité €économique et
I’amélioration des conditions de vie des agriculteurs. Tout d’abord, des investissements et
subventions importantes ont été déployés pour moderniser les infrastructures d’irrigation en
adoptant des technologies plus efficaces telles que I’irrigation goutte a goutte. En 2018, le
secteur agrumicole affichait un taux d’équipement en goutte a goutte supérieur a 80%,
atteignant pres de 100% dans certaines régions telles que la région de Souss-Massa (Ministere
de L’agriculture, 2018). De plus, des efforts ont été entrepris pour améliorer les infrastructures
post-récolte, incluant le conditionnement, le stockage et le transport, afin de réduire les pertes
et de maintenir la qualité des produits. De méme, un intérét particulier a été accordé a la
diversification des marchés d’exportation et a valorisation industrielle des agrumes a travers
I’incitation au développement des produits a plus forte valeur ajoutée (jus, huiles essentielles,
produits transformés, et autres produits dérivés a base d’agrumes) afin d’augmenter ’offre
exportable, notamment dans le cadre du contrat-programme de 1’agro-industrie (2017-2022)
(Ministere de L’agriculture, 2018). En parallele & ces mesures importantes en faveur du
développement et la croissance de la filiere agrumicole, le Maroc a encourageé la recherche
scientifique dans ce domaine a travers la mise en place et le financement des programmes de
recherche et de développement, notamment en matiére d’amélioration génétique pour
développer des variétés et porte-greffes d’agrumes adaptés aux conditions marocaines. Dans ce
sens, ’INRA a développé plusieurs variétés de mandarines telles que la Mahdia (2009), la
Gharbaoui (2010), la Maamora (2011), la Hana (2015) et I’Aya (2015).
IV. NEMATODES
1. Géneralités

Les nématodes (Némathelminthes) ou "vers ronds", forment un groupe zoologique
d’organismes vermiformes a symétrie bilatérale recouverts d’une cuticule souple mais trés
résistante. Ils sont dépourvus de membres et de squelette et ont la forme d’un fuseau. Cependant
chez certaines espéces le corps de la femelle adulte peut prendre une structure plus arrondie et

sphérique (Ali, 2015). La majorité des nématodes telluriques sont de taille microscopique
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mesurant entre 0,6 et 0,8 mm de longueur et 0,025 a 0,5 mm de diamétre (Sumenkova, 1989),
mais certains comme les Longidoridae peuvent atteindre 4 mm de longueur (Coyne et al.,
2010). Un examen du sol a I'eeil nu ne permet donc pas de les observer et sont par conséquent
largement inconnus du grand public, quoiqu’ils sont ubiquistes et les plus abondants dans le sol
apres les protozoaires. En effet, les nématodes occupent des niches écologiques tres
diversifiées, ils sont rencontrés au niveau de toutes les latitudes, sous les différents climats, dans
les différents types de sols, dans les eaux continentales et dans les eaux océaniques (salées et
douces) ( Ali 2015).

Les nématodes telluriques se trouvent généralement dans les couches superficielles
du sol (horizon A). Mais peuvent également se trouver dans les zones de prospection racinaire

plus profonde, notamment chez les espéces ligneuses ( Ali 2015).

De point de vue taxonomique, le phylum des nématodes est I’'un des plus grands du
regne animal (Lee, 2002). En effet, environ 27 000 especes ont été décrites a ce jour. Cependant,
un grand nombre d’espéces, estimé entre 300 000 a 500 000 especes, reste encore a décrire
(Hugot et al., 2001). Les nématodes sont les organismes les plus abondants dans le sol apres
les protozoaires. Leur densité peut aller de 100 a 1000 individus par gramme de sol, ce qui
représente entre 1 et 30 millions d'individus par métre carré de sol, soit une biomasse d’environ
1-30 g/m? (Floyd et al., 2002). Les nématodes ont des régimes alimentaires trés diversifiés.
Certains, sont bactériophages, mycophages, saprophages, zooparasites, et phytoparasites, alors
que d’autres sont prédateurs d’invertébrés (Yeates et al., 1993). D’un point de vue écologique,
les nématodes bactérivores et omnivores sont particulierement importants pour leur capacité a
réguler la croissance des populations de pathogénes. Ils jouent un réle essentiel dans le cycle
des ¢éléments minéraux, notamment le cycle du carbone et de I’azote, et dans la dégradation de

la matiére organique ( Ingham et al., 1985; Ferris et al., 2004; Briar et al., 2007).

2. Nématodes phytoparasites

Les nématodes phytoparasites (NPP) se trouvent genéralement dans le sol ou a
I’intérieur des cellules végétales racinaires, caulinaires, parfois foliaires, voire méme dans les
semences. Ils sont caractérisés par la présence d une pi¢ce buccale spécialisée : le stylet. Il s’agit
d’un organe creux qui ressemble fortement a une aiguille hypodermique (Figure 3), qui sert a
perforer les cellules végétales et a y injecter des enzymes lytiques afin d’en extraire la séve

végétale, de maniere similaire aux aphidés (pucerons) (Coyne et al., 2010).
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Figure 3. Nématode phytoparasite des agrumes T. semipenetrans.
A : forme général ; B : stylet (Photo originale). Grossissement 400 X.

En fonction de leur stratégie parasitaire, on distingue les nématodes ectoparasites,
endoparasites, ou semi-endoparasites. Le stylet peut également avoir une forme et une longueur
différente chez ces trois types de nématodes. En effet, les ectoparasites possédent des stylets
longs et fins pour piquer les cellules végétales et atteindre la séve depuis I'extérieur de la racine,
tandis que les endoparasites ont plutdt recours a des stylets courts et robustes pour détruire

mécaniquement les cellules végétales et pénétrer la racine.

La diversité des nématodes, qui s'éléve a pres de 27 000 especes répertoriées a I'heure

actuelle, peut s'expliquer par plusieurs facteurs :

e lls ont trois origines évolutives distinctes (Blaxter et al. 1998)

e lIs ont des modes trophiques variés.

e |ls peuvent parasiter les plantes en se nourrissant de leur tissus et en limitant leur
croissance en pratiquant différents modes parasitaires: ectoparasites, semi-
endoparasites (migrateurs/sédentaires) ou endoparasites (migrateurs/sédentaires)
(Siddigi, 2000).

e lls ont la capacité de se reproduire par amphimixie, parthénogenése et
hermaphrodisme (Perry and Moens, 2013).

Les nématodes phytoparasites sont répartis dans trois clades (I, 11 et 1V) et classés
dans 4 ordres : Les Dorylaimida, Triplonchida, Aphelenchida et les Tylenchida (figure 4). Ce

dernier regroupe les NPP qui causent le plus de dégats sur les végétaux. Il est composé de 9
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familles dont la famille des Tylenchulidae qui contient le nématode T. semipenetrans, auquel
nous allons accorder plus d’attention puisque c’est le nématode parasite le plus important sur

agrumes.
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Figure 4. Phylogénie du phylum des nématodes (Blaxter et al. 1998).

Les nématodes phytoparasites peuvent attaquer différentes cultures, y compris les
cultures céréaliéres, maraicheres, florales et fruitiéres (Djian-Caporalino et al., 2009). lls se
nourrissent des cellules végétales, en particulier des cellules racinaires, detruisant ainsi les
racines et entrainant une dégradation de leurs fonctions vitales, notamment la capacité a
absorber I'eau et les nutriments, se traduisant par une perte de vigueur et de productivité de la
plante. Les blessures racinaires causées par ces phytoparasites constituent également une porte
d’entrée facilitant la pénétration d’autres champignons et bactéries phytopathogenes

(Phytophthora, Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, Pseudomonas, Agrobacterium) et de certains
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virus (Powell, 1971), entrainant des pertes importantes de rendement et de qualité des produits
agricoles. Globalement, les dégats occasionnés par les nématodes phytoparasites s'élevent a
environ 60% de la production agricole mondiale (Nicol et al., 2015), représentant des pertes
annuelles de récoltes estimées a plusieurs millions de tonnes (Agrios, 2005). Face a ces impacts
agronomiques et économiques considérables, il est impératif d’élaborer des stratégies
permettant la gestion et la maitrise de la propagation de ces parasites. Par ailleurs, les
producteurs ne sont pas enclins a soupconner que les NPP sont la cause des dégats observés,
d’autant plus que les NPP n’induisent généralement pas de symptomes spécifiques. En outre,
le contrle de ces parasites est ardu, car ils sont enfermés dans le sol ou a l'intérieur des tissus
vegétaux, et leurs capacités physiologiques variées leur permettent d'adapter leurs défenses

voire méme devenir résistant a de nombreuses méthodes de lutte.

3. Nématodes phytoparasites des agrumes

Les agrumes sont cultivés, sur des arbres greffées, sous les climats méditerranéens et
subtropicaux (Verdejo-Lucas and McKenry, 2004). lls sont confrontés a une combinaison de
contraintes d’ordre abiotiques tels que les vents chauds et secs, le gel, les fortes quantités d’eau,
la sécheresse, la salinité, et I'alcalinité des sols (Dambier et al., 2011; Nehela and Killiny, 2020)
et biotiques tel que les maladies virales, bactériennes, cryptogamiques, les ravageurs et les
nématodes. La bibliographie relative aux ennemis des agrumes, entrainant des pertes
économiques considérables dans de nombreuses régions agrumicoles du monde, révele
I’importance de nombreuses espéces et genre de NPP associées a la rhizosphére des agrumes
tels que Radopholus similis, Tylenchulus semipenetrans, Meloidogyne spp, Pratylenchus spp,
Criconema spp, Hemicriconemoides spp, Tylenchorhynchus spp., Rotylenchus spp.,
Helicotylenchus spp., Longidorus spp., Trichodorus spp. et Xihinema spp., (Van Gundy and
Meagher, 1977; Pretorius et al., 2002; Ibrahim et al., 2010). Les infestations peuvent atteindre
60% des vergers agrumicoles de par le monde, notamment aux Etats—Unis d’Amérique
(Keshari et al., 2022), au Brésil, en Espagne (Shokoohi and Duncan, 2018a), et dans différents
pays méditerranéens ( Mokrini et al., 2018a ; Abd-Elgawad, 2020).

Parmi ces NPP, T. semipenetrans est largement connu comme l'une des especes les
plus menagantes pour les agrumes dont I’importance des dégats varie en fonction des conditions
environnementales et édaphiques (Parvez et al., 2003). Ce semi-endoparasite, qui attaque les
racines causant la maladie de dépérissement lent des agrumes, est largement distribué dans le

monde entier, et particulierement dans le bassin mediterranéen. Les pertes de rendement dues
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a T. semipenetrans sont de I'ordre de 10 & 30 % selon le niveau d'infection (Verdejo-Lucas et
al., 2004). Le développement des symptémes dépend des conditions générales de la culture.
Les symptébmes en surface comprennent le rabougrissement, la croissance lente, le
jaunissement, la réduction de la taille des arbres et la perte de la productivité (Bélair, 2005). En
ce qui concerne les symptdmes souterrains, les racines nourriciéres lourdement infectées par le
nématode sont légerement plus épaisses et ont un aspect sale en raison de I’adhérence des
particules de sol a la matrice gélatineuse déposée par la femelle a la surface de la racine. Les
dommages causés par le nématode au systeme racinaire nuisent a la capacité de I’arbre a
absorber 1’eau et les nutriments nécessaires a une croissance normale, les dégats deviennent
plus intenses lorsque d’autres contraintes sont présentes, tels que les infections par d’autres
parasites fongiques et/ou bactériens. Les dommages causés varient selon le niveau d’infestation
qui fait référence a la destruction graduelle et a la détérioration conséquente de l'arbre. Les
arbres matures peuvent tolérer un grand nombre de ces nématodes avant que les symptomes
apparaissent (Duncan, 2005).
a. Tylenchulus semipenetrans
. Historique et systematique

T. semipenetrans (Figure 5) est une espece cosmopolitede la famille des
Tylenchulidae (Tableaul), originaire de I'Extréme-Orient. Il a été découvert pour la premiére
fois en Californie (Thomas, 1913). Plus tard, Nathan Cobb (1913) a décrit ce nématode comme
une nouvelle espece, Tylenchulus semipenetrans, qui a ensuite été identifiée comme l'agent
causal du slow décline des agrumes (Vilardebo and Luc, 1961). Depuis sa découverte,
Tylenchulus semipenetrans a été retrouvée dans toutes les régions agrumicoles du monde
(Figure 6) (Duncan, 2005). Ce nématode attaque également d'autres plantes cultivées comme

la vigne, l'olivier, le kaki, et le lilas ( Thorne, 1962; Baines et al., 1969).
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Figure 5. T. semipenetrans cobb. A. L’cesophage du male. B et C queues du male. D et E la
queue et cesophage de la femelle immature. F. cesophage de J2. G. femelles attachées aux
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femelle (Siddigi, 2000).
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Tableau 1. Classification de nématode des racines des agrumes T. semipenetrans cobb,1913

Domaine Biota
Regne Animalia
Sous-Regne Eumetazoa
Clade Bilateria
Infra-Régne Protostomia
Phylum Nematoda
Classe Chromadorea
Sous-Classe Tylenchida
Sous-Ordre Criconematina
Super-Famille Tylenchuloidea
Famille Tylenchulidae
Genre Tylenchulus
Espéce Tylenchulus semipentrans Cobb, 1913

Figure 6. Distribution de Tylenchulus semipenetrans (CABI, 2021).
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ii. Cycle biologique

Tylenchulus semipenetrans est une espéce dimorphe qui présente un dimorphisme

sexuel accentué a la fois au stade juvénile et au stade femelle adulte (Duncan, 2000).

La femelle mature de T. semipenetrans est attachée a la racine de I’arbre. La partie
antérieure du corps s'insere entre les cellules du parenchyme radiculaire, alors que la partie
postérieure reste a I'extérieur de la racine (Figure 7). Les ceufs sont déposés sur une couche
gélatineuse recouvrant la zone postérieure et éclosent dans le sol. Les larves qui en sortent ont
déja subi une mue a l'intérieur de 1'ceuf comme il est de régle chez le groupe Tylenchida auquel
appartient cette espece. Aprés ce stade, 1'ceuf commence a se transformer pour passer au
deuxiéme stade juvénile (J2), puis commence a chercher des racines hdtes pour se nourrir
(Pretorius and Le Roux, 2017). Le stade J2, mobile et vermiforme, se transforme en J3 et J4, et
finalement se transforme en adulte sédentaire (Figure 8). Le développement des femelles
juvéniles en adultes nécessite de se nourrir de I'épiderme et des couches superficielles du
parenchyme cortical des racines. La femelle immature commence d’abord par pénétrer la
surface externe de la racine visant les couches corticales profondes, généralement sans atteindre
le cylindre central (ou exceptionnellement I'endoderme). Elle devient alors sédentaire en
établissant un site d'alimentation permanent constitué de cellules spécialisées. Avec la
maturation, la partie postérieure de son corps gonfle et fait saillie a la surface des racines, alors

que la partie antérieure reste enfoncée dans le cortex (Vilardebo and Luc, 1961).

Le cycle de vie dure de 6 a 8 semaines a des températures entre 24 et 26°C (Duncan,
2009). Les femelles adultes déposent de 75 a 100 ceufs dans une matrice gélatineuse sur la
surface de la racine (Pastor Audi et al., 2005). Le développement embryonnaire dure de 12 a
14 jours pour donner lieu au premier stade juvénile qui mue en deuxieme stade juvénile (J2),
qui émerge de I’ceuf. C’est a ce moment que la différenciation des sexes se produit ; le J2 male
se développe pendant les premiers 7 jours sans se nourrir, et le J2 femelle nécessite environ 14
jours pour infecter la racine. Pendant ce temps, il se nourrit des cellules superficielles des jeunes
racines. Par la suite, il pénetre partiellement dans la racine, et établit un site d’alimentation
constitué de 4 a 6 cellules nourriciéres autour de la région céphalique, moment ou il devient

sédentaire et subit trois mues supplémentaires pour donner lieu au stade de femelle adulte
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Figure 7. Cycle de vie de T. semipenetrans (Pretorius and Le Roux 2017).

Figure 8. Partie postérieure du corps de femelle de T. semipenetrans a I'extérieur de racine des
agrumes ou elle se nourrit. (a) microscope a dissection, (b) microscope électronique a balayage
(Pretorius and Le Roux 2017).
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iii.  Ecologie de T. semipenetrans

L’écologie de T. semipenetrans est fortement influencée par sa coévolution étroite et
prolongée avec les agrumes. Cette coévolution a conduit a une relation parasitaire tres
spécialisée entre T. semipenetrans et les agrumes (CABI, 2021). Dans cette relation, T.
semipenetrans infecte les racines des agrumes, ou il se nourrit et se reproduit. Les agrumes, en
retour, ont développeé diverses stratégies pour tolérer la présence du nématode, bien que cela
puisse souvent entrainer un déclin de la santé de 1’arbre. Cette coévolution a conduit a ce que
T. semipenetrans ait une gamme d’hotes trés limitée - il infecte principalement les agrumes et
peu d’autres plantes.

T. semipenetrans a adapté son mode de vie pour tirer le meilleur parti de sa relation avec

les agrumes.

v' Structure des cellules infirmiéres trés développée : Les cellules infirmiéres sont des
cellules spéciales formées dans les racines de 1’hdte par le nématode. Ces cellules
fournissent des nutriments au nématode et sont essentielles a sa survie et a sa
reproduction (Jaiman et al., 2022).

v" Nombre exceptionnellement élevé de nématodes supportés par les arbres : Méme
lorsque les arbres présentent un declin léger & modéré, ils peuvent supporter un grand
nombre de ces nématodes (Reynolds and O’bannon, 1963).

v Survie en I’absence de racines hotes : Les juvéniles de T. semipenetrans peuvent
survivre sans racines hétes pendant une période allant de plusieurs mois a des années,
en fonction de la température (Baines, 1950), sans pour autant épuiser leurs réserves
lipidiques nécessaires a leur motilité et a leur infection (Van Gundy et al., 1967).

T. semipenetrans est particulierement sensible a la salinité, au pH et a la température du
sol. Il prospere idéalement dans des conditions ou le pH du sol varie entre 6 et 8 (Shokoohi and
Duncan, 2018), et lorsque la température est comprise entre 20°C et 30°C, avec un optimum a
25°C (O’bannon et al., 1966). Cependant, ce nématode a du mal & survivre dans les sols secs.
En effet, on observe une diminution rapide de sa population sur les arbres stressés par la
sécheresse (Tsai and Van Gundy, 1989, Sorribas et al., 2000).
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V. METHODES DE LUTTE CONTRE LE NEMATODE DES AGRUMEST.
SEMIPENETRANS

Des méthodes variées ont été mises en place pour contrdler le nématode des agrumes T.
semipenetrans, notamment des pratiques culturales (utilisation des porte greffes résistants,
cultures associées, etc.), des méethodes physiques (solarisation des sols et/ou désinfection a la
vapeur), biologiques (utilisation d’antagonistes microbiens et des extraits de plantes), et des

méthodes chimiques (application des nématicides).

1. Pratiques culturales

Plusieurs pratiques culturales peuvent étre utilisées pour limiter les populations de T.

semipenetrans :

Exclusion : Cette approche emploie des techniques préventives telles que la culture

dans des sols vierges ou non infestés et 1’irrigation avec de 1’eau non infestée (Ghaderi and

Hosseinvand, 2022).

Incorporation d’amendements organiques au sol : L’ajout d’acide humique au sol
est une approche efficace pour la gestion de T. semipenetrans (Ennab, 2016). Cet amendement
peut non seulement améliorer la structure du sol et augmenter sa capacité de rétention d’eau et
de nutriments, favorisant ainsi la croissance des plantes et les rendant moins susceptibles aux
infestations de nématodes, mais aussi stimuler la biodiversité microbienne dans le sol (Abd-
Elgawad, 2020). En effet, certains de ces microbes peuvent étre antagonistes des nématodes,

contribuant ainsi a contréler leurs populations.

Gestion de Dl’irrigation : Une bonne gestion de l'irrigation contribuerait a limiter la
propagation des nématodes, car les excés d'eau facilitent leur dissémination (Djian-Caporalino
etal., 2009).

2. Méthodes physiques

Il existe plusieurs techniques physiques efficaces et plus respectueuses de
I’environnement pour lutter contre les NPP en générale et donc contre T. semipenetrans aussi.
Il s’agit de méthodes impliquant un processus hydrothermal qui consiste a augmenter la
température du sol pour le désinfecter des phytopathogénes soit par solarisation (couvrir le sol
saturé d'eau avec un plastique fin et transparent) (Djian-Caporalino et al., 2009) soit par

injection de vapeur d’eau a 45 °C pendant environ 25 minutes a une profondeur de 25
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cm contribuant ainsi & réduire la densité de T. semipenetrans dans le sol sans effet néfaste sur

les agrumes ( Kim et al., 2022).

Cependant, en raison de leurs modes d’application, des gros moyens financiers et
matériels qu’elles nécessitent et des faibles surfaces qu’elles peuvent concernées, ces

techniques ne peuvent s’appliquer aux vergers des agrumes.

3. Lutte chimique

La lutte chimique contre le nématode T. semipenetrans, basée sur 1’application des
produits nématicides industriels, reste la méthode la plus employée. Elle consiste a traiter les
cultures en place avec des produits systémiques qui seront véhiculés par la séve ce qui permet
de contréler les NPP. En effet, Les nématicides organophosphorés et carbamates, tels que
Rugby et Cartap, sont particulierement efficaces (Choudhary et al., 2023). Ces produits
chimiques désactivent I’enzyme acétylcholinestérase, perturbant ainsi le systeme nerveux du
nématode (Hammam et al., 2016). D’autres produits chimiques, comme le Lufenuron
(également connu sous le nom de Match), suppriment la production de chitine, empéchant ainsi
la larve de T. semipenetrans de développer une enveloppe externe dure (Hammam et al., 2016).
L’Oxamyl est un autre produit chimique utilis¢ pour supprimer la population de
T. semipenetrans (Sorribas et al., 2008; Khalil et al., 2018). Le Carbofuran est également utilisé
pour contrdler la population de T. semipenetrans, réduisant sa population jusqu’a 55,60% et
augmentant le rendement en fruits jusqu’a 33,27% (Nagachandrabose et al., 2022). Enfin,
I’ Azadirachtine et 1’ Acide Humique sont également utilisés pour contrdler T. semipenetrans en
les délivrant par une méthode d’irrigation goutte a goutte dans la racine et le sol de la plante
(Nagachandrabose et al., 2022). L’utilisation d’Ozone en association avec du sulfate de cuivre
ou du sulfate de calcium peut également servir a réguler la population de T. semipenetrans. Ces
deux combinaisons, a savoir Ozone + CuSO4 et Ozone + CaSO4, permettent non seulement de
réduire la population de T. semipenetrans, mais aussi d’améliorer le rendement et la valeur
nutritionnelle de I’arbre a citron, tout en augmentant le diameétre et le poids du fruit (Abdel-

Sattar and Hammad, 2022).

Cependant, malgré qu’elles sont plus efficaces et plus simples a utiliser, les
nématicides de synthese sont progressivement interdits a cause de leurs effets néfastes sur la
santé humaine et I'environnement (résidus dans les denrées alimentaires, pollution des sols et

des nappes phréatiques, etc.) (Zhao et al., 2023). En plus, leurs actions sont de courte durée et
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leur utilisation répétées affectent considérablement le prix de revient de la récolte et risque de

provoquer 1’apparition d’espéces résistantes (Desaeger et al., 2020).
4. Lutte biologique

Les conséquences dommageables des nématicides sur la santé humaine et
I'environnement ont été largement documentées, d’ou la nécessité de chercher des produits
naturels pour controler les NPP, protéger les cultures et maintenir les rendements.
Actuellement, la culture des agrumes fait face a un double défi: résoudre les divers problémes
de gestion agronomique et répondre a l'augmentation de la demande en fruits aux attributs
sensoriels améliorés et exempts de résidus agrochimiques. Pour atteindre cet objectif, des
stratégies de gestion respectueuses de I'environnement doivent étre mises en ceuvre. Dans le but
d’apporter une solution efficace et durable aux problémes des nématodes, plusieurs alternatives
ont été mises en ceuvre afin d’éradiquer ces ravageurs ou de minimiser leur densité. Il s’agit de
I’utilisation de porte-greffes résistants, de microorganismes antagonistes (bactéries,
champignons, champignons mycorhiziens, etc), ou de traitement par des nématicides d’origine

biologiques (extraits de plantes, huiles essentielles, etc).

a. Utilisation de porte-greffes résistants

L’utilisation des porte-greffes résistants offre une alternative précise et efficace pour
la lutte biologique contre T. semipenetrans. lls représentent une solution durable pour les
agriculteurs et les producteurs, et peuvent aider a réduire les colts de production associés aux
traitements avec des nématicides chimiques (Abd-Elgawad, 2020). Leur mode de
fonctionnement est assez simple, ils attirent ces phytoparasites des couches profondes grace a
leurs exsudats racinaires puis les bloquent a DI’intérieur de la racine par une réaction
d’hypersensibilité, due a I’expression d’un géne de résistance, qui entraine la mort spontanée et
localisée des cellules racinaires autour des nématodes. Cette réaction est soit précoce et
empéche la migration des larves profondément dans la racine, les privant donc de nourriture ;
soit tardive et prévient le développement du site nourricier nécessaire au développent et a la
prolifération des nématodes (Djian-Caporalino et al., 2009). Parmi les porte-greffes ayant été
démontrés résistants au T. semipenetrans on cite le Citrange Carrizo (Castillo et al., 2017),
Forner-Alcaide 5 (Verdejo-Lucas et al., 2023b), Certaines sélections de Poncirus trifoliata et
le porte-greffe hybride Swingle citrumelo (Citrus paradisi x P. trifoliata) (Verdejo-Lucas et
al., 2003; Uludamar et al., 2021). Cependant, Il est important de noter que 1’utilisation continue

de porte-greffes résistants peut conduire au développement de nouvelles populations de
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nématodes qui sont capables de surmonter cette résistance (Verdejo-Lucas et al., 2003). Par
conséquent, il est crucial de surveiller réguliérement les populations de nématodes et d’adapter
les stratégies de gestion en conséquence pour assurer une lutte antiparasitaire durable et

efficace.

b. Utilisation des microorganismes telluriques

Pour une gestion durable de T. semipenetrans, la recherche explore 1’utilisation de
microorganismes telluriques, comme les bactéries, les champignons et les CMA. Ces
organismes montrent un potentiel significatif pour la régulation biologique de T. semipenetrans,

offrant une solution respectucuse de 1I’environnement pour contrdler ces parasites.

i. Champignons

Certains Champignons (mycetes) ont développé plusieurs tactiques pour s'attaquer aux
différents stades de développements des NPP, a la fois mobiles et sédentaires. Des structures
specifiques, comme des anneaux de constriction, des réseaux d’hyphes tridimensionnels et des
spores adhésives, sont utilisées pour capturer les nématodes et les empécher de s'évader ( Jiang
etal., 2017; Al-Ani et al., 2022). Les champignons saprotrophes opportunistes visent plutot les
stades non mobiles, telles que les ceufs (Liu et al., 2009). Les champignons nématophages sont
spécialisés pour s'alimenter des nématodes, en les attirant et en formant une cheville de
pénétration qui permet aux hyphes de se développer et de coloniser le pseudocoélome (Figure
9), entrainant ainsi la rupture des organes et des tissus de nématode (Soares et al., 2018).

A cet égard les champignons filamenteux offrent une alternative biologique aux
méthodes de lutte conventionnelles et constituent une méthode prometteuse pour lutter contre
les NPP des agrumes. Les principaux groupes étudiés et utilisés comme agents de biocontréle
sont : Trichoderma spp., Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia, Arthrobotrys
oligospora, Drechslerella dactyloides, Dactylaria brochopaga, Dactylellina ellipsospora,
Catenaria anguillulae, Monacrosporium spp. et Myzocytzum (Kumar and Arthurs, 2021). Ces
champignons peuvent réduire les degats causés par les nematodes, 1) directement par
parasitisme, antibiose, paralysie et par la production d'enzymes lytiques (Figure 9), et 2)
indirectement, soit a travers la compétition pour I'espace et les nutriments, soit en favorisant
I'absorption de nutriments et d'eau, en modifiant la morphologie des racines, et en régulant les
interactions au niveau de la rhizosphere. Ils sont egalement capables d'activer les mécanismes
de défense de la plante en produisant des hormones comme I'acide salicylique et jasmonique,

ainsi que des strigolactones. De plus, les champignons filamenteux peuvent modifier la synthése
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et le transport a travers la plante d’enzymes, de métabolites secondaires, et des composés
chimiques de défense ce qui contribue a renforcer la protection de la plante (Poveda et al.,
2020).
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Figure 9. Modes d'action des champignons nématophages (Sasanelli et al. 2021).

ii. Champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA)

Il existe d'autres microorganismes qui peuvent produire et libérer des composés
nématicides ou nématostatiques dans le sol (Li et al., 2015). Les mycotoxines sont fréquemment
utilisées par les champignons producteurs de toxines pour immobiliser ou tuer les nématodes
(Degenkolb and Vilcinskas, 2016). Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA),
peuvent améliorer la nutrition hydrique et minérale des plantes hotes, et réduire leur sensibilité
aux NPP en agissant comme des antagonistes intra-racinaires des nématodes (Schouteden et al.,
2015). Les mécanismes déployés par les CMA pour le biocontréle de ces parasites peuvent étre
résumés en deux catégories principales : des effets directs et des effets indirects (Figurel0).
Les effets directs comprennent la compétition pour I'espace et les nutriments entre les CMA et
I'agent pathogéne, tandis que les effets indirects sont médiés par les plantes et incluent
Iinduction de la défense des plantes et les modifications des interactions rhizosphériques
(changements des exsudats racinaires). Ces mécanismes ne sont pas completement
indépendants et le biocontréle résulte probablement d'une combinaison des deux (Schouteden
etal., 2015; Weng et al., 2022).
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Figure 10. Mécanismes possibles par lesquels les champignons arbusculaires mycorhiziens
peuvent contrdler les nématodes phytoparasites (Schouteden et al. 2015).

iii. Bactéries

Plusieurs bactéries, y compris des especes de Bacillus, Pseudomonas et Streptomyces,
Pasteuria et Serratia marcescens, ont été testées contre les nématodes phytoparasites des
agrumes ( Kumar and Arthurs, 2021). Ces bactéries utilisent divers mécanismes pour lutter
contre ces parasites, notamment la production d'endospores, d'enzymes hydrolytiques, de
protéines Cry (toxines formant des pores) et de composés organiques volatils (VOC), qui sont
tres utiles pour attirer les nématodes. Une fois que ces derniers entrent dans les racines, les
bactéries sécretent des protéases ou des toxines qui les tuent finalement (Khan et al., 2022;
Topalovi¢ et al., 2020; Wei et al., 2003) (Figure 11). La colonisation de la rhizosphére par de
telles bactéries peut également induire une résistance systémique et améliorer la santé des
plantes (Tian et al., 2007). Certaines de ces bactéries sont susceptibles d'étre des
bionématicides, car ils peuvent étre aisément cultives et appliqués par trempage ou lors du

traitement des graines (Siddiqui and Shaukat, 2003).
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Figure 11. Mode d’action des bactéries contre les nématodes phytoparasites (Sasanelli et al.

2021).

Tableau 2. Bionématicides homologués contre les nématodes des agrumes dans différents

pays (Kumar and Arthurs 2021).

Concentration

Microorganismes Souche Produit Type Pays (Spores/UFC)
. Inde (KN BioSciences 8
NA Paci-N-Power  PM/LF PV, Ltd.) 10° /ml
NA Bio-Nematon ~pm/LF  nde(T.Stanesand 10° /ml
Company Ltd.)
Inde (International
Purpureocillium NA Nematofree PM Par(1acea Ltd) 2x10%/g
lilacinum
(=Paecilomyces 251 BioAct® Prime  CD Spain (Bayer) 10%%/g
0 lilacinus) .
S 251 Melocon® GM USA (Certis USA) -
c
(@]
= Afrique du Sud
% 251 PI Plus PM (Biological Control -
ey
@) Products)
IIHR-PL2 Paecilo® P/SP Inde (Agri Life) 2 x 108 /g
Pochonia Inde (International 6
chlamydosporia NA NematoFree+ PM Panacea Ltd.) 2x10°/g
Trichoderma RSTH - 6
harzianum 9999 Ecosom®-TH P/SP Inde (Agri Life) 2x10°/g
Trichoderma viride RSTV1111 Ecosom®-TV P/SP Inde (Agri Life) 2 x10% /g
Bacillus firmus MCC0086 BioNemagon™  P/SP Inde (Agri Life) 108 UFC/g

Bactéries

Bacillus
megaterium

BioArc™
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Burkholderia A396 (heat Maiestine Liquide USA (Marrone Bio 1500
rinojensis killed) J a Innovations) BAWKU/mg
Serratia marcescen MCC0090  BioNemoff™ P/SP Inde (Agri Life) 108 UFCg
Pseudomonas  popeqnss  SheathGuard™  PISP Inde (Agri Life) 108 UFC/g

fluorescens

PM : Poudre mouillable ; LF : Liquide-fluide ; CD : Concentré dispersible ; GM : Granules
mouillable ; P : Poudre ; SP : Poudre soluble.

c. Plantes aromatiques et médicinales (PAM)

Au cours de ces dernieres années, plusieurs produits et dérivés végétaux ont été étudies
pour leurs propriétés nématicides (Chagas, 2015; Miralrio and Espinoza Vazquez, 2020) dont
certains ont été transformés en formules nématicides industrielles hautement efficaces (Nile et
al., 2018). Les huiles essentielles provenant des familles de Brassicacées, Astéracées, Fabacées
et Lamiacées sont considérées comme les plus efficaces pour combattre les pathogénes et
ravageurs des plantes, notamment les NPP, grace a leurs propriétés nématicides reconnues
(Venkatesh et al., 2000; Avato et al., 2017; Hernandez-Carlos and Gamboa-Angulo, 2019).
Ainsi, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) pourraient offrir une protection biologique
contre les ravageurs en produisant des composés présentant des propriétés répulsives et
attractives similaires a celles des pesticides. Ces composés peuvent inclure des métabolites tels
que des alcaloides, des phénols, des diterpenes, des glucosinolates, des acides gras, des
isothiocyanates, des tanins, des stéroides des thiényles et des polyphénols (Chitwood, 2002).
Ces produits phytochimiques peuvent offrir de nombreux avantages pour I'agriculture s'ils sont
utilisés de maniére responsable et raisonnée. lls peuvent aider a améliorer la productivité des
exploitations agricoles et a reduire leurs colts en stimulant la croissance des plantes, en
renforgant la protection des cultures, et minimisant 1’utilisation des intrants chimiques (Hikal

etal., 2017).

Les huiles essentielles issues de plantes telles que le thym, la cannelle, le clou de girofle
et l'ail se sont révélées hautement toxiques pour T. semipenetrans (Montasser, El-wahab, et al.,
2012; Saadoon et al., 2022). En outre, certaines plantes telles que Tagetes erecta L., Datura
stramonium L., Nerium oleander L., Ipomea palmata L., Santolina chamaecyparissus L. et M.
canadensis ont montré la capacité de réduire la population de larves de T. semipenetrans

lorsqu'elles sont intercalées avec certaines variétés d'agrumes (Kumari and Singh, 2023).

Divers extraits végetaux tels que I'extrait d'ail, I'extrait de Ziziphus et I'extrait de chou

sont également connus pour leur efficacité contre T. semipenetrans, contribuant ainsi a
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augmenter le rendement des orangers en réduisant la population de nématodes dans le sol et les
racines (Saadoon et al., 2022). Plusieurs études ont également démontré une forte mortalité de
T. semipenetrans lorsqu'il est expose a des extraits aqueux de cormes et de rhizomes de Cyperus
esculentus. De plus, I'Azadirachta indica (Neem) a montré une efficacité maximale dans la
mortalité des larves de T. semipenetrans (Igbal, Mukhtar, and Ahmad, 2005). D'autres plantes
telles que Datura metal, Nerium oleander, Calotropis procera, Acacia baileyana et Eucalyptus
(Wajid et al., 2020) ont également présenté des effets similaires. Cependant, 1’efficacité des
huiles essentielles et des extraits de plantes peut varier en fonction de divers facteurs, y compris
la concentration utilisée, le mode d’application et les conditions environnementales spécifiques
(Montasser et al., 2012).
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l. INTRODUCTION

Les agrumes (Citrus spp.) sont des arbres fruitiers largement cultivés dans les régions
tropicales et subtropicales du monde entier. Le Maroc bénéficie d'un climat méditerranéen
propice a la culture des agrumes, de sols fertiles, de programmes de réforme agricole efficaces
et d'une position géographique avantageuse, ce qui lui a permis de se hisser parmi les dix plus
grands producteurs d'agrumes dans le monde (Harbouze et al., 2019). Cependant, le secteur des
agrumes est confronté a plusieurs contraintes qui impactent sa production, en particulier, les
nématodes phytoparasites (NPP) qui peuvent nuire a la qualité et au rendement des agrumes
(Abd-Elgawad, 2020). Plusieurs especes de NPP comme Tylenchulus semipenetrans,
Radopholus similis, Pratylenchus coffee, Longidorus elongatus, Hoplolaimus mucronatus,
Helicotylenchus multicinctus, Belonolaimus longicaudatus, Meloidogyne javanica et
Meloidogyne incognita ont été identifiées dans la rhizosphére des agrumes et sont responsables
de pertes économiques significatives dans de nombreuses régions du monde (Badii et al., 2015;
Mokrini et al., 2018b). D'autres nématodes sont considérés comme des ravageurs moins
importants, car ils causent généralement des dommages limités a des zones géographiques
specifiques, tels que Hemicycliophora arenaria, H. nudata, Paratrichodorus lobatus, P. minor,
Pratylenchus brachyurus, P. vulnus, Xiphinema brevicolle et X. index (Duncan, 2005).

Le nématode des agrumes T. semipenetrans est un nématode semi-endoparasite
sédentaire qui attaque plus de 75 especes de rutacées, principalement des agrumes (Duncan,
2000; Sorribas et al., 2008). Il a été trouvé dans la plupart des régions productrices d'agrumes
du monde et dans une grande variété de types de sol (Milne and De Villiers, 1977; Duncan,
2005). Les arbres infestés présentent une réduction de la vigueur, une chlorose foliaire, une
chute des feuilles, un dépérissement et une réduction de la qualité et de la quantité des fruits
(Cohn, 1969). Ce nématode représente 99,1% de la communauté totale des nématodes en
Egypte (Hammam et al., 2016), 89% dans le nord de I'lran, 26% en Floride et en Californie
(USA), et 70-90% en Espagne (Shokoohi and Duncan, 2018). Au Maroc, T. semipenetrans a
été trouvé associé a divers porte-greffes dans de nombreuses régions productrices d'agrumes
(Mokrini et al., 2018a).

L'infection des racines des agrumes par les nématodes affecte gravement la capacité des
racines a absorber I'eau et les nutriments mineraux (Duncan, 2005). De plus, la pénétration des

nématodes dans le systeme racinaires provoque des lésions qui peuvent faciliter leur invasion
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par différents autres agents pathogénes, tels que les champignons, les virus et les bactéries, qui

sont a l'origine d'un complexe de maladies chez les arbres d’agrumes (Nasiri et al., 2014).

Actuellement 1l existe peu d'informations sur la distribution et la densité des NPP
associées aux agrumes au Maroc. Seules deux études ont ét¢ menées a ce sujet, I’'une par
Vilardebo en 1964 et 1’autre par Mokrini et al. en 2018. Compte tenu de ce manque de données
et d'informations, 1’objectifs de cette partie de travail est d’actualiser et de fournir plus
d'informations sur les NPP associés aux agrumes au Maroc. Il s’agit d’étudier leur distribution
géographique au niveau de principales zones de culture d’agrumes. Cela comprendra (i)
I’établissement de 1’inventaire des NPP associés a la rhizosphére des agrumes, leur
identification morphologique et la caractérisation moléculaire de ceux qui ont une importance
économique, (ii) I’étude de leur distribution (détermination de leur prévalence, intensité
d’infestation et densité dans le sol rhizosphérique et les racines) dans les principales régions
agrumicoles du Maroc, et (iii) ’examen des corrélations entre la distribution des nématodes et
les propriétés physico-chimiques du sol des agrumes au niveau des principales régions

agrumicoles marocaines.

Les questions scientifiques formulées lors de ce chapitre sont : Les vergers agrumicoles
marocains sont-ils infestés par les NPP et a quel degré ? Comment sont distribués les NPP a
travers les régions agrumicoles marocaines ? et quels sont les principaux facteurs gouvernant

cette distribution ?

1. MATERIEL ET METHODES
1. Sites d’étude

Les prospections ont été effectuées en décembre 2020 et février 2021, dans les
principales régions agrumicoles du Maroc (Souss-Massa, Marrakech-Safi, Beni-Mellal-
Khenifra, et Gharb et Berkane). Un total de 250 échantillons de sols et de racines ont été
collectés des régions étudiees sous différents types de porte-greffes (Tableau 3). Les sites
échantillonnés sont répartis entre plusieurs régions géographiques (Figure 12) : Au niveau de
la région de Souss-Massa (3 sites); au niveau de la région de Marrakech-Safi (3 sites); au niveau
de la région de Beni-Mellal (2 sites) ; au niveau de la région de Gharb (4 sites) ; et au niveau

de la région de Berkane (2 sites).
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Figure 12. Distribution des régions d’échantillonnage des agrumes.

Tableau 3. Répartition des échantillons analysés par zone de prospection et par porte-greffe
d'agrumes.

Région Echantillons Porte greffe

Citrange carrizo
Souss -Massa 30 Citrus aurantium
Citrus macrophylla
Citrus aurantium
Citrange Troyer
Marrakech-Safi 60 Citrange carrizo
Citrus volkameriana
Citrange C-35
Citrus aurantium

Beni Mellal- Citrange carrizo

Khenifra 60 Citrus volkameriana

Citrange C-35
Citrange troyer
Gharb 45 Citrus aurantium
Citrange carrizo
Citrus aurantium
Berkane 55 Citrange Carrizo
Citrus volkameriana

Total 250
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2. Echantillonnage

Au niveau de chaque site prospecté, les arbres ont été choisis pour 1’échantillonnage.
Cing échantillons de sols rhizosphériques et de racines ont été prélevés a I’aide d’une tariere, a
50 cm du tronc et a une profondeur située entre 0 et 40 cm. Les échantillons ont été ensuite
mélangés et homogénéisés afin d’obtenir un seul échantillon représentatif de chaque arbre. Les
prélevements des échantillons de sol et de racines ont été effectués en Zig Zag en évitant les
extrémités des vergers ou les interventions humaines sont fréquentes. La densité des arbres
varie en fonction de la variété de greffon, celle-ci pouvant étre de 6x4 ou 6x2 (Figure 13).
Chaque arbre a été considéré comme une répétition statistique. L’ensemble des échantillons
collectés ont été conserves au laboratoire pour analyse des paramétres nématologiques
(effectués au laboratoire de nématologie a 'INRA de Rabat) et des propriétés physico-

chimiques des sols.

E4V4 ESV4

5 échantillons de
chaque variété

j échantillons
de référence
par chaque site

5 sous échantillons
de chaque arbre

Figure 13. Procédures d’échantillonnage suivies dans les vergers d’agrumes.
VX : variété porte greffe x.

3. Analyses nématologiques
a. Extraction des nématodes

L’extraction des nématodes a été réalisée selon la méthode de Baermann (1917)
modifiée par Flegg and Hooper, (1970), qui consiste a la quantification des nématodes

phytoparasites présents dans les échantillons de sol en se basant sur leur capacité a migrer a

33



Chapitre I1. Diversité des NPP

travers un filtre (25-30 um). Pour ce faire 100 g de sol sont placés sur le filtre placé sur cuvette
contenant de I’eau. Au cours des 48 heures qui suivent, les nématodes traversent le filtre au
fond des cuvettes ou ils sont récupérés, dénombrés et observeés sous la loupe binoculaire.

Une technique similaire a été utilisée pour 1’extraction des nématodes a partir des
racines. En effet, 20 g de racines ont été preéalablement nettoyés et réduits en fragments de
moins de 1 cm de longueur. Ces fragments ont été mélangés avec une solution d’hypochlorite
de sodium a 0,5% et broyés pendant 30 secondes. Le mélange résultant a été placé sur un filtre
et laissé reposer pendant 48 heures, permettant ainsi aux nématodes de migrer hors des
fragments de racines.

Les nématodes ont été ensuite identifiés au rang de 1’espéce, au laboratoire de
nématologie a ’INRA de Rabat, sous un stéréomicroscope en utilisant des caractéristiques
morphobiométriques fiables et en se référant a des clés d’identifications (Taylor and Netscher
1974; Mai and Mullin 1996).

Les suspensions de nématodes obtenues ont été fixés dans du formaldéhyde 4% chaud
conformément a la méthode De Grisse (1969). Ensuite, les nématodes ont été transférés dans
un verre de montre carré de 7 cm rempli d'une solution a 99% de formaldéhyde et 1% de
glycérol pur (solution I). Le verre de montre a été placé dans un dessiccateur contenant plus de
2/3 de son volume d'éthanol a 96% et incubé a 40 °C pendant 12 heures. Le verre de montre a
été par la suite transféré dans un incubateur a 37 <C et traité avec 3 ml d'une solution composée
de 95% d'éthanol et de 5% de glyceérol pur (solution II), partiellement recouvert d'une lame de
verre pour ralentir I'évaporation. Enfin, 2 ml d'une solution contenant 50% d'éthanol et 50% de
glycérol pur (solution I11) ont été ajoutés, et le verre de montre a été laissé dans I'incubateur
pendant une nuit a 37 °C. Les nématodes ont été montés sur des lames de verre et examinés
sous un microscope optique (Grossissement x1000) pour leur identification, selon la méthode
décrite par Taylor and Netscher (1974). La prévalence, I’intensité d’infestation et la densité des

nématodes ont été déterminées selon les formules suivantes :

E
Prévalence = N x 100

Oou

E = nombre d’échantillon ou le nématode est présent,

N = nombre total d’échantillons prélevés.

. {
Intensité = T
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Oou

Xi = nombre de nématodes du genre/espéce considéré par 100 g de sol ou 20 g de racines,
E= nombre d’échantillons ou le nématode est présent.

Densité = Nombre maximal d’'un genre/espéce de nématode particuliere
Densité totale = Nombre total des NPP trouves dans les différents échantillons de sol ou

de racines observeés par région.

b. Diversité taxonomique des NPP
La diversité des nématodes phytoparasites en communautés a été décrite avec

plusieurs indices de diversité :

i. Nombre total de nématodes

Le nombre total de NPP (N) : il s’agit du nombre total d’individus dans une
communauteé.

ii. Indice de biodiversité Shannon-Winner

L'indice de biodiversité Shannon-Winner (diversité locale) est une mesure de la diversité
biologique d'un écosystéeme ou d'une communauté écologique (Di Bitetti, 2000). Cet indice est
calculé en prenant en compte a la fois la richesse (nombre total de différentes espéces) et I'équité
(ou égalité) de la répartition des individus entre ces especes. Plus précisément, il permet de

quantifier I’hétérogénéité de la diversité. Il est calculé selon la formule suivante (Krebs 1985) :

S
H = —Zpi Ln (pi)
i—1

H’ : Indice de biodiversité Shannon-Winner,

Pi : Nombre d'individus de I’espéce i divisé par le nombre total d'individus (ni/N),
S : le nombre total de genres et d’espéces formant le peuplement,

Ln (pi) : le logarithme népérien de pi.

Plus la valeur de l'indice de biodiversité Shannon-Winner est élevée, plus la

diversité biologique de la communauté écologique est considérée comme importante
(Omayio et al., 2019). H’ varie de 0 a In(S).

iii. Indice de biodiversité Evenness
L'indice de biodiversité Evenness, également connu sous le nom de l'indice de

régularité ou d’équitabilité de Pielou, mesure la diversité spécifique relative a I'équité de
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la distribution des individus entre les espéces. Il permet d'obtenir une mesure de I'équité
de la répartition des individus parmi les différentes espéces dans I'échantillon. (Marcon,
2018). L'indice de Pielou varie de 0 (échantillon ou toutes les especes ont la méme
abondance/répartition inégale) a 1 (échantillon avec une répartition parfaitement
équitable des individus entre les différentes especes/ répartition équitable). L'indice de
biodiversité Evenness est souvent utilisé en combinaison avec l'indice de Shannon-

Wiener pour évaluer la diversite et la régularité des communautés biologiques. Cet indice
H/
Ln(s)

est calculé par la formule suivante (Pielou, 1969) : E =

Ou
H’: Indice de biodiversité Shannon-Winner,

S : le nombre total de genre et d’especes formant le peuplement.

4. Caracterisations moléculaires des NPP
a. Extraction de L’ADN, amplification PCR et séquencage

L’extraction de I’ADN, la PCR et le séquencage pour I’identification moléculaire des
nématodes ont été effectuées au sein de 1’école nationale d’agriculture de Meknes (ENA). Seuls
les nématodes ayant un intérét économique ont €té pris en considération pour la caractérisation
moléculaire. En effet, ’ADN a été extraite a partir d’un seul nématode, en suivant le protocole
décrit par Holterman et al. (2006). La région D2-D3 a été amplifiée avec les amorces directes
D2a (5'-ACA AGTACC GTG AGG GAA AGT TG-3') et les amorces inverses D3b (5'-TCG
GAA GGA ACCAGC TAC TA-3") selon la méthode de De Ley et al., (1999). Pour chaque
réaction PCR, 1 ul d’ADN a été ajouté au mélange de réaction PCR contenant 22 pl ddH20,
25 ul 2 x DreamTaq PCR Master Mix (Fermentas Life Sciences, Leon-Rot, Allemagne), et 1
uM des deux amorces. Le programme du thermocycleur consistait en 5 min a 95 °C ; 35 cycles
de I min a 94 °C, 45 s a 49 °C, et 1 min a 72 °C, suivis d’une étape d’¢longation finale de 8
min a 72 °C. Aprés la PCR, 5 ul de chaque produit PCR ont ét¢ mélangés avec 1 pl de tampon
de charge 6x (Fermentas Life Sciences, Allemagne) et chargés sur un gel d’agarose standard
tamponné a 1,5%. Apres électrophorése (100 V pendant 40 min), le gel a été coloré avec du
bromure d’éthidium (0,1 pg ml™*) pendant 20 min, visualisé et photographié sous lumiére UV.
Le reste du produit PCR a été conservé a -20 °C. Les produits PCR purifiés ont ensuite été
séquencés dans les deux sens, Les séquences obtenues ont été récupérées sous forme de

chromatogrammes, puis corrigées, alignées et analysées avec les logiciels Chromas 2.00 et
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BioEdit 7.0.4. Les séquences alignées ont été « blastées » sur GenBank afin de déterminer
I’espece. Ensuite, les données ont été analysées a nouveau avec I’alignements des séquences en
utilisant le programme MEGA 11 version 11.0.13 pour 1’élaboration de 1’arbre

phylogénétiques.
5. Analyses physico-chimiques du sol
a. PHeau

Apres tamisage de sol (2 mm), dix grammes de chaque échantillon ont été mélangés
avec 25 ml d’eau distillée, le mélange a été agité pendant 30 min a 1’aide d’un agitateur
mécanique puis laissé au repos pendant 2 heures. Apres décantation et filtration sur un filtre
quantitatif type N° 42 Whatman. Le pHeau de chaque sol a été mesuré par un pH-metre

étalonné.

b. Conductivité électrique (CE)

La conductivité électrique permet d’évaluer la teneur globale en sels dissous dans le sol.
Elle consiste a préparer une suspension de 20 g de sol dans 100 ml d’eau distillée, le mélange
est agité pendant 1 heure puis laissé reposer a température ambiante. La conductivité électrique

a été¢ mesurée a I’aide d’un conductimeétre étalonné par une solution de KCl1 (0,01N).

¢. Humidité du sol

L’humidité du sol dépend de la qualité du sol et de sa capacité a retenir I'eau. Elle a été
déterminée la pesée (MH) puis le séchage (MS) de 100 grammes de sol a 1’étuve pendant 24
heures a 105°C. Le taux d'humidité est ensuite calculé par la formule suivante :

(MH — MS)

H(%) :TX 100

H : Taux d’humidité,
MH : Masse de sol humide,
MS : Masse de sol sec.

d. Calcaire total

Le taux de calcaire total est defini comme étant la totalit¢ du calcaire dosé par
destruction a I’HCI. 1l a été réalisé en utilisant la méthode du calcimétre de BERNARD qui
repose sur la décomposition du carbonate de calcium par 1’acide chlorhydrique et la mesure du

volume de CO2 obtenu. La mesure a été réalisée en utilisant un calcimetre étalonné par 1’action
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d’HCI dilué & ¥2 sur le calcaire pur (Michel-Dewez and Ek, 1982). La teneur en CaCO3 est

calculée selon la formule suivante :

Masse de témoin x volume de CO2 dans I’échantillon

CaC03(%) =
a (%) Masse de sol x volume de CO2 dégagé dans la réaction de témoin

e. Carbone organique total

Le dosage du carbone a été réalisé selon la méthode d’Anne décrit par Aubert (1978)
qui est basée sur I’oxydation du carbone de la matiére organique par un mélange de bichromate
de potassium et d’acide sulfurique a 135 °C. L’excés de bichromate de potassium (K2Cr207)
formé, qui est proportionnel a la quantité de carbone présente dans le sol, est ensuite titré avec
le sel de Mohr. Pour ce faire, 1g de sol bien broyé et tamisé a été ajouté de 10 ml de bichromate
de potassium 8% et 15 ml d’acide sulfurique concentré qu’on a mis en agitation pendant une
minute. Aprés décantation, la suspension a été titrée par 1’ajout de 10 ml d’acide phosphorique
et 2 gouttes de diphénylamine. Le dosage a été fait par le sel de Mohr N/2 jusqu’au virage du
bleue-violet au vert clair. Le carbone organique total est calculé selon la formule suivante :

_ (VT - VE)

C.0.T= M VT x3,9

COT% : carbone organique total,

VT : Volume de titrage du témoin en ml,

VE : Volume de titrage de I’échantillon en ml,
M : Masse de la prise d’essai en g,

3,9 : Nombre de mg de C par ml de bichromate.

La teneur en matiére organique et calculé ensuite selon la formule suivante :

MO(%) = COT%x 1,72
1,72 = le coefficient de Waksman

f.  Phosphore assimilable

Le dosage du phosphore assimilable a été effectué selon la méthode d’Olsen et al. (1983)
qui consiste a extraire les orthophosphates par une solution de bicarbonate de sodium. Ce
dosage est basé sur les propriétés des molybdates qui, en milieu acide et en présence du
phosphore, donnent naissance a un complexe phosphomolybdique qui s'accompagne d'une
coloration bleu ciel dont I'intensité est proportionnelle a la quantité du phosphore présent dans
le milieu considéré. Ainsi, 1 g de sol a été additionné de 20 ml de bicarbonate de sodium 0,5 M
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(NaHCO3), agiteé pendant 1 heure puis filtré. Un volume de 1 ml du filtrat a été additionné de
4 ml d'eau distillée et 5 ml du réactif AB (Annexe 1), porté & ébullition pendant 10 min, et laissé

refroidir. Une lecture au spectrophotometre 820 nm a été effectuée.

g. Azote total

La mesure de I’azote total a été réalisée selon la méthode de Kjeldahl modifiée par
Barbano et al. (1990) résumée en trois étapes. Tout d’abord, 1’étape de minéralisation qui s’est
étalée pendant 30 min a 125° pour le premier cycle, et 2h a 400°C pour le deuxiéme cycle. Pour
cela 10 ml d’acide sulfurique concentré ont été mélangés avec 1g d’échantillon dans un tube en
présence du catalyseur Kjeldahl. Ensuite le mélange a subi une étape de distillation ou on a
ajouté la soude (40%) qui déplace ’ammoniac formé. Enfin I’étape de titrage ou 1’ammoniac
entrainé par la vapeur d’eau et fixé par 1’acide borique et titré avec I’acide sulfurique. Ce qui

permet de calculer la teneur en ammonium de I'échantillon.
N(%) = (VE — VB) x [H2S04]x10 — 3 x M(N) x masse d’échantillon x 100

VE = Volume de I’échantillon,
VB = Volume du blanc M,
(N)= Masse molaire d’azote.

h. Dosage de Na+, K+, Ca2+ et du phosphore total

L’¢évaluation de la teneur en éléments minéraux a été réalisée par calcination, ainsi 2 g
du sol ont été mis dans un four a 600°C pendant 6 heures en présence de 2 ml d’acide sulfurique.
Apres I’étape de minéralisation, 3 ml d’HCI ont été ajoutés au substrat et le mélange a été
chauffé jusqu’ébullition. Ensuite, 100 ml d’eau distillée ont été ajoutés au substrat, apres la
suspension a été bien agitée pendant 60 minutes puis filtrée. Pour le dosage du phosphore total,
1 ml de filtrat a été prélevé dans un tube auquel ont été ajoutés 4 ml d'eau distillée et 5 ml du
réactif AB (Annexe 1), enfin on a effectué une lecture spectrophotométrique a une longueur
d’onde de 720 nm. D’autre part les teneurs en K+, Na+, Ca2+ ont été déterminées suivant la
méthode de (Brown and Lilleland, 1946) a I’aide d’un spectrophotométre a flamme, a partir du

méme filtrat utilisé pour le dosage de phosphore total.

6. Analyses statistiques

Les donneées quantitatives ont été exprimeées en tant que moyennes d'expériences triples
+ écart-type standard. La signification de la différence entre les moyennes a été testée par

analyse de la variance. Les tests a plages multiples de Tukey a p < 0.05 ont éte réaliseés a l'aide
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du logiciel SPSS (Version 25). Les tests de corrélations ont été réalisés a l'aide du logiciel
GraphPad Prism 8.0.2.

I1l. RESULTATS
1. Diversité taxonomique morphologique des NPP

La liste des NPP identifiés morphologiquement dans tous les vergers d'agrumes étudiés
est présentée dans les Tableau 4-6. Onze genres et dix espéces de NPP ont ainsi été identifiés
dans les différents échantillons de sol et de racines examinés. Globalement, les résultats
montrent que certaines especes de nématodes comme T. semipenetrans et certains genres
comme Helicotylenchus sont omniprésents dans tous les sites et régions d’agrumes examinés.
Cependant, d’autres espéces semblent étre spécifiques a une certaine région donnée voire méme
a un site donné comme les nématodes de Iésions racinaires Pratylenchus thornei et P. neglectus
qui n’ont été observées que dans la région de Berkane et le genre Hemicycliophora qui n’a été
détécté que dans le site de Souihla (région de Marrakech-Safi). En revanche, les especes
Xiphinema diversicaudatum, X. americanum et X. pachtaichum n'ont été détectées dans aucun

site des régions du Gharb et de Marrakech-Safi.

2. Parametres nematologiques

L'utilisation des paramétres nématologiques quantitatifs tels que la densité totale
(Figure 14), la prévalence (Tableau 4), l'intensité d’infestation (Tableau 5) et la densité
maximale (Tableau 6) est cruciale pour mieux comprendre la distribution de ces genres et

especes de nématodes dans les différentes régions étudiées.
a. Densité totale

La densité totale correspondant au nombre total de NPP noté par région a été plus élevée
dans la région de Beni Mellal Khenifra, avec 2451 nématodes/100 g de sol et 20 g de racines
(Figure 14), suivie par la région de Marrakech-Safi (2064 nématodes/100g de sol et 20g de
racines) et de Berkane (1935 nématodes/100g de sol et 20g de racines). Tandis que la région de
Souss Massa a montré la densité totale la plus faible, avec seulement 207 nématodes/100 g de

sol et 20 g de racines.
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Figure 14. Densité totale de NPP dans les sols rhizosphériques (100 g) et les racines (20 g) de
différentes régions agrumicoles Marocaines étudiées.

b. Prévalence

L’espéce T. semipenetrans s’est avérée étre la plus fréquente dans tous les sites des
différentes régions étudiées. A 1’exception des sites de Balfa (région de Sous-Massa), de Souk
Sebt (Région de BéniMellal), Sidi Slimane (région de Gharb) et Zegzel (région de Berkane) qui
ont enregistré une prévalence de T. semipenetrans de 50%, tous les autres sites ont présenté des
prévalences supérieures a 66,7%. Ce nématode a méme atteint une prévalence de 100% dans
les sites de Taroudant (région de Souss) et M’nasra (région de Gharb) (Tableau 4). Le genre
Pratylenchus s ’est classé au deuxieme rang a Souihla (66,7 %), Es saada (61,1%) et Agafai
(53,3%) dans la région de Marrakech, ainsi qu’a Souk sabt (46,7%) et Guettaya (33,3%) dans
la région Beni-Mellal, et a Sidi Kacem (42,9%) et a M’nasra (40%) dans la région de Gharb
(Tableau 4). Le genre Helicotylenchus a également occupé le deuxiéme rang a Belfa (62,5%)
et & Taroudant (50%) dans la région de Sous-Massa, ainsi qu’a, Sidi Slimane (50%) et M’nasra
(40%) dans la région de Gharb et a Agafai (53,3%) dans la région de Marrakech.

c. Intensité d’infestation
L’espéce T. semipenetrans a enregistré I’intensité d’infestation la plus élevée, aussi bien
au niveau du sol rhizosphérique (75 nématodes/100g de sol) qu’au niveau des racines (27

nématodes/20g de racines), a Guettaya (Beni-Mellal), alors que la plus faible infestation par ce

nématode (2 nématodes/100g de sol et 2 nématodes/20g de racines) a été notée a Biogra (Souss)
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(Tableau 5). Le genre Helicotylenchus a affiché I’intensité d’infestation la plus élevée (13
nématodes/100g de sol et 1 nématodes /20g de racines) & M’nasra (Gharb). A I’inverse, la plus
faible intensité d’infestation a été observée a Biogra (Souss) et Sidi Slimane (Gharb) avec
seulement 2 nématodes/100g de sol et 0 nématode/20g de racines (Tableau 5). En revanche,
pour le genre Pratylenchus, I’intensité d’infestation la plus élevée a été observée a Guettaya
(Gharb) avec 10 nématodes/100g de sol et 8 nématodes/ 20g de racines, tandis que Taroudant
(Souss) a été la moins infesté, avec un seul nématode/100g de sol et 0 nématode par 20g de
racines (Tableau 5).

d. Densité maximale

La valeur la plus élevée de densité maximale, correspondant au nombre le plus élevé
d’individus d’une espéce ou d’un genre particulier observé parmi I’ensemble des échantillons
analysés a été attribuée a ’espece T. semipenetrans. Cette espece a enregistré la valeur la plus
élevée aussi bien au niveau du sol rhizosphérique (213 nématodes/100g de sol) que dans les
racines (59 nématodes/20g de racines) a Guettaya (Beni-Mellal), alors que les valeurs les plus
faibles (4 nématodes/100g de sol et 2 nématodes/20g de racines) ont été notées a Biogra (Souss)
(Tableau 6). Le site de Guettaya (Beni-Mellal) a enregistré également les densités maximales
des genres Helicotylenchus (14 nématodes/100g de sol et 7 nématodes/20g de racines) et
Pratylenchus (avec 27nématodes par 100g /sol et 16 nématodes/ 20g de racines). En revanche,
les plus faibles densités maximales des ces deux genres ont été enregistrées respectivemement
a Belfa (3 nématodes par 100g/ sol et 1 nématodes/ 20g de racines) et a Taroudant (1

nématodes/100g de sol et 0 nématodes par 20g de racines) (Tableau 6).

D’autres genres de nématodes, tels que Tylenchorhynchus, Paratylenchus, Trichodorus,
Longidorus et Rotylenchus, ont également été repérés dans toutes les régions étudiées.
Cependant, leurs prévalences, leurs intensités d’infestation et leurs densités totale se sont

révelées nettement inférieures par rapport aux genres précédemment mentionnés.
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Souss-Massa Marrackech-Safi Beni Mellal-Khenifra Gharb Berkane
Balfa Biogra Taroudant Souihla EsSaada Agafai Souk Sebt Guettaya M’nasra Allal Tazi Sidi Slimane Sidi Kacem Zegzel Aglmine

Tylenchulus semipenetrans (TS) 50 80 100 86,7 83,3 73,3 50 66,7 100 66,7 50 85,7 50 81,8
Pratylenchus spp. (Pra) 31,3 70 16,7 66,7 61,1 53,3 46,7 33,3 40 - - 42,9 37,5 54,5
Pratylenchus vulnus (Pv) - - - 13,3 111 20 10 10 20 - - - 6,3 22,7
Pratylenchus coffeae (Pc) - - - 26,7 27,8 - 1,0 20,0 13,3 40 - - 12,5 27,3
Pratylenchus thornei (Pt) - - - - - - - - - - - - - 4,5
Pratylenchus neglectus (Pn) - - - - - - - - - - - - 3,1 18,2
Paratylenchus spp. (Par) 25 - 16,7 - 444 12,5 13,3 13,3 - - - 6,3 6,3 -
Helicotylenchus spp. (Hel) 62,5 30 50,0 15,2 33,3 53,3 26,7 26,7 40 5 50 14,3 34,4 50
Tylenchus spp. (Tyl) 37,5 - - 20 27,8 33,3 20 30 20 - 50 - 25 27,3
Xiphinema spp. (Xip) 12,5 30 - 46,7 16,7 26,7 16,7 23,3 20 15,4 - 28,6 18,8 91
Xiphinema diversicaudatum (Xd) - - - 13,3 10,0 - 16,7 13,3 - - - - 3,1 13,6
Xiphinema. americanum (Xa) - - - 13,3 22,2 20 10 6,7 - - - - 3,1 -
Xiphinema pachtaichum (Xp) - - - - - - - 6,7 - - - - 6,3 -
Hoplolaimus indicus (Hi) - - - 6,7 5,6 8,3 6,7 13,3 - 20 50 - 94 9,1
Scutellonema bradys (Sb) - - - - - - - 3,3 - - 20 - - 2,0
Rotylenchus spp. (Rot) 6,3 20 40 13,3 16,7 6,7 16,7 10 - - - 14,3 15,6 4,5
Tylenchorhynchus spp. (Tyle) 12,5 10 - 13,3 22,2 13,3 20 16,7 20 50 25 - 18,8 13,6
Meloidogyne spp. (Mel) - - 33,3 33,3 38,9 33,3 26,7 16,7 20 20 - 31,3 15,6 4,5
Trichodorus spp. (Tri) - - - 13,3 - 20 10 3.3 - 1,7 - 18,8 3,1 4,5
Criconemoides spp.(Cri) - - - 20 - 12,5 - - - - - - 3,1 -
Hemicycliophora spp. (Hem) - - - 20 - - - - - - - - - -
Longidorus spp. (Lon) - - - 13,3 22,2 20 13,3 20,0 6,7 20 - - 3,1 13,6

- : Absence de NPP
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Tableau 5. Intensité des NPP des sols rhizosphériques (100 g) et de racines (20 g) des différentes régions agrumicoles étudiées.

Souss-Massa Marrackech-Safi Beni Mellal-Khenifra Gharb Berkane

Allal Sidi Sidi

Balfa Biogra Taroudant Souihla Es Saada Agafai Souk Sebt Guettaya M’nasra Zegzel Aglmine

Tazi Slimane Kacem

S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R
Tylenchulus semipenetrans (TS) 3 2 2 2 7 3 4 12 38 11 14 6 36 23 75 27 5 1 2 3 4 5 17 2 47 12 64 18
Pratylenchus spp. (Pra) 1 1 5 2 1 - 4 4 4 3 2 5 4 10 8 3 2 - - - - 3 2 4 6 3 5
Pratylenchus vulnus (Pv) - - - - - - 3 2 1 2 3 3 3 4 5 2 5 - - - - - - 3 4 - 2 3
Pratylenchus coffeae (Pc) - - - - - - 3 3 3 4 - 1 5 3 4 4 3 1 2 - - - - - 3 4 3 5
Pratylenchus thornei (Pt) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -3 -
Pratylenchus neglectus (Pn) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5 - 4 -
Paratylenchus spp. (Par) 2 2 2 - 2 - - 4 4 2 3 2 3 3 3 2 - 1 - - - - 3 2 3 2 - 3
Helicotylenchus spp. (Hel) 2 1 2 - 4 2 4 3 5 4 5 3 8 7 6 4 13 1 2 1 2 - 1 - 6 3 5 7
Tylenchus spp. (Tyl) 5 3 - - - - 8 - 9 - 6 - 10 3 8 5 4 - - - 6 2 - - 11 4 6 6
Xiphinema spp. (Xip) 1 - 2 - - - 3 - 3 - 5 - 3 - 5 5 4 - 2 1 - 3 3 - 5 - 4 -
Xiphinema diversicaudatum (Xd) - - - - - - 2 - 4 - - - 3 - 5 - - - - - - - - - 3 - 3 -
Xiphinema. americanum (Xa) - - - - - - 4 - 2 - 2 - 2 - 2 - - - - - - - - - 3 - - -
Xiphinema pachtaichum (Xp) - - - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - - - 6 - - -
Hoplolaimus indicus (Hi) - - - - - - 2 - 3 - 2 - 3 - 4 - - - 2 -2 - - - 2 - 3 -
Scutellonema bradys (Sh) - - - - - - - - - - - - - - 7 - - - - - 3 - - - - - 2 -
Rotylenchus spp. (Rot) 3 - 2 - 2 - 2 - 4 - 1 - 4 - 4 3 - - - - - - 2 - 4 - 4 -
Tylenchorhynchus spp. (Tyle) 3 - 1 - - - 7 - 3 - 4 - 3 - 6 - 3 - - -1 - - - 5 - 7 -
Meloidogyne spp. (Mel) - - - - 2 - 3 4 4 2 3 3 6 4 4 5 3 - 1 1 - - 3 - 5 2 3 -
Trichodorus spp. (Tri) - - - - - - 1 - - - 3 - 4 - 3 - - - 1 - - - 1 - 1 - 1 -
Criconemoides spp.(Cri) - - - - - - 4 - - - 3 - - - - - - - - - - - - -2 - - -
Hemicycliophora spp. (Hem) - - - - - - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Longidorus spp. (Lon) - - - - - - 2 - 2 - 2 - 3 6 4 7 3 - 1 - - - - - 5 - 4 -

S :Sol ; R : Racines ; - : Absence de NP
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Tableau 6. Densité des NPP des sols rhizosphériques (100 g) et de racines (20 g) des différentes régions agrumicoles etudiées.

Tylenchulus semipenetrans (TS)
Pratylenchus spp. (Pra)
Pratylenchus vulnus (Pv)
Pratylenchus coffeae (Pc)
Pratylenchus thornei (Pt)
Pratylenchus neglectus (Pn)
Paratylenchus spp. (Par)
Helicotylenchus spp. (Hel)
Tylenchus spp. (Tyl)
Xiphinema spp. (Xip)
Xiphinema diversicaudatum (Xd)
Xiphinema. americanum (Xa)
Xiphinema pachtaichum (Xp)
Hoplolaimus indicus (Hi)
Scutellonema bradys (Sb)
Rotylenchus spp. (Rot)
Tylenchorhynchus spp. (Tyle)
Meloidogyne spp. (Mel)
Trichodorus spp. (Tri)
Criconemoides spp.(Cri)
Hemicycliophora spp. (Hem)
Longidorus spp. (Lon)

Beni Mellal-

Souss-Massa Marrakech-Safi - Gharb Berkane
Khenifra
Balfa Biogra Taroudant Souihla EsSaada Agafai Ssc;lélt( Guettaya M’nasra Allal Tazi SIiSrLC:ne Sidi Kacem  Zegzel Aglmine
S RS R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R
17 5 4 2 9 4 107 29 121 36 34 12 79 58 213 59 16 6 169 34 7 16 152 6 134 19 203 26
2 1 8 3 1 - 7 11 5 5 6 4 8 6 27 16 4 3 - 3 - - 6 4 8 17 5 9
-1 - - - - 5 2 - 2 4 4 5 9 8 2 2 - - - - - - 3 4 3 4
-1 - - - - 3 4 13 4 - 5 3 8 5 4 1 6 - - - - - 3 5 5
- ]_ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 -
31 - - 2 - - 4 5 2 3 2 5 5 4 3 - - - - - 4 4 3 2 - 3
3 1 5 - 5 2 13 4 6 9 7 7 11 11 14 7 3 2 5 2 3 - 7 - 1 7 13 11
7 1 - - - - 2 - 15 - 7 - 15 5 12 5 7 - - - 11 12 - - 17 6 12 8
11 2 - - - 5 - 3 - 11 - 5 - 13 5 2 - 2 2 - 3 3 - 11 - 4 -
-1 - - - 2 - 4 - - - 3 - 9 - - - - - - - - - 3 - 5 -
-1 - - - - 5 - 2 - 3 - 3 - 2 - - - - - - - - - 3 - - -
-1 - - - - 2 - 3 - 2 - 3 - 5 - - - 5 - 2 - - - 2 - 4 -
-1 - - - - - - - - - - - - 7 - - - - - 4 - - - - - 2 -
3 1 4 - 2 - 2 - 4 -1 - 7 - 7 3 - - - - - 3 - 7 - 4 -
31 2 - - - 9 - 5 - 4 - 3 - 8 - 2 - 1 - - - - 9 - 6 -
-1 - - 3 - 4 5 6 2 6 5 12 7 5 6 2 - 2 3 - 3 - 5 4 5 -
1 - - - - 1 - - - 4 - 4 - 3 - - 2 - - - 2 - 2 - 1 -
-1 - - - - 4 - - - 3 - - - - - - - - - - - - - 2 - - -
-1 - - - - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
-1 - - - - 2 - 2 - 2 - 6 6 7 3 - - - - - - - 5 -

S : Sol ; R : Racines ;

- : Absence de NPP
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3. Caractérisation moléculaire des NPP

Afin de confirmer I'identification morphologique des especes de NPP isolées dans
le cadre de cette étude, la région D2D3 de I'ADNr 28S a été séquencée. Cette méthode
est largement utilisée pour I'identification moléculaire des espéces et permet de fournir
une preuve plus solide de l'identification des organismes étudiés. Les séquences D2D3
obtenues ont ensuite été comparées a des références de la base de données GenBank a
l'aide du test BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Les résultats obtenus ont
révelé que toutes les especes isolées de NPP du méme genre sont étroitement liées les
unes aux autres en fonction de leur région D2D3 de I'ADNr 28S (Figure 15). Cela
comprend les espéces de Pratylenchus (P. vulnus, P. coffeae, P. thornei et P. neglectus),
Scutellonema (S. bradys), Hoplolaimus (H. indicus) et les espéeces de Xiphinema (X.
diversicaudatum, X. americanum et X. pachtaichum). Les résultats sont présentés dans
le Tableau 7 et la Figure 15, ou il est possible d'observer une concordance étroite entre
les différentes séquences D2D3 des NPP isolées.

Tableau 7. Numéro d’accession GenBank des nématodes identifiés.

Codes de collection des

Numéro d’accessions

Nématode Region séquences d'ADN GenBank
MOR-Bel-Pratylenchus OM514901
MOR-MS1-Pratylenchus OM514898
Pratylenchus vulnus D2b3 MOR-BK1-Pratylenchus OM514899
MOR-Gh1-Pratylenchus OM514900
MOR-MS2-Pratylenchus OM514902
MOR-BK2-Pratylenchus OM514903

Pratylench ff D2D3
ratylenchus cofleae MOR-Gh9-Pratylenchus OM514904
MOR-Be2-Pratylenchus OM514905
Pratylenchus thornei D2D3 MOR-Be4-Pratylenchus OM514906
Pratylenchus neglectus D2D3 MOR-Be6-Pratylenchus OM514907
MOR-BK15-Scutellonema OM514920
Scutellonema bradys D2D3 MOR-Gh10-Scutellonema OM514921
MOR-Be7-Scutellonema OM514922
MOR-MS6-Hoplolaimus OM514916
Hoplolaimus indicus D2D3 MOR-BK13-Hoplolaimus OM514917
MOR-Gh14-Hoplolaimus OM514918
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MOR-Be10-Hoplolaimus OM514919
MOR-MS9-Xiphinema OM514908
Xiphinema _

diversicaudatum D2D3 MOR-BK3-Xiphinema OM514909
MOR-Be5-Xiphinema OM514910
MOR-MS7-Xiphinema OMb514911
Xiphinema americanum D2D3 MOR-BK8-Xiphinema OM514912
MOR-Be16-Xiphinema OM514913
e . MOR-BK5-Xiphinema OMb514914

Xiphinema pachtaichum D2D3
MOR-Bell-Xiphinema OM514915
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OM514899 Pratylenchus vulnus MOR-BK1
66! MG372808 Pratylenchus vulnus
OM514898 Pratylenchus vulnus MOR-MS1
100
OM514900 Pratylenchus vulnus MOR-Gh1

OM514901 Pratylenchus vulnus MOR-Be1
53

MT160082 Pratylenchus coffeae
5 OM514902 Pratylenchus coffeae MOR-MS2
100 OM514905 Pratylenchus coffeae MOR-Be2
= OM514903 Pratylenchus coffeae MOR-BK2
“ OM514904 Pratylenchus coffeae MOR-Gh9

- ’r OM514906 Pratylenchus thornei MOR-Be4
MH359160 Pratylenchus thornei
OM514907 Pratylenchus neglectus MOR-Be6
100 4‘7
100
JX261951 Pratylenchus neglectus

OM514920 Scutellonema bradys MOR-BK15

0OM514921 Scutellonema bradys MOR-Gh10

OM514922 Scutellonema bradys MOR-Be7

© KY639288 Scutellonema bradys

OM514918 Hoplolaimus indicus MOR-Gh14

OM514917 Hoplolaimus indicus MOR-BK13

100
OM514916 Hoplolaimus indicus MOR-MS6

B MN462843 Hoplolaimus indicus
OM514919 Hoplolaimus indicus MOR-Be10
OM514908 Xiphinema diversicaudatum MOR-MS9

KF292280 Xiphinema diversicaudatum

OM514910 Xiphinema diversicaudatum MOR-Be5(2)

OM514910 Xiphinema diversicaudatum MOR-Be5

OM514909 Xiphinema diversicaudatum MOR-BK3

0OK?356811 Xiphinema pachtaicum

OM514915 Xiphinema pachtaicum MOR-Be11

OM514914 Xiphinema pachtaicum MOR-BK5

7% KX263172 Xiphinema americanum

OM514913 Xiphinema americanum MOR-Be16

e OM514911 Xiphinema americanum MOR-MS7

OM514912 Xiphinema americanum MOR-BK8

0.050

Figure 15. Arbre phylogénétique des NPP isolés de différentes régions agrumicoles
marocaines obtenue par I’analyse des séquences nucléotidiques de la région D2D3 d’ADNr
28S a l'aide de la méthode du maximum de vraisemblance.
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4. Analyse de la diversité des nématodes phytoparasites
a. Diversité taxonomique

La diversité des NPP en communautés a été évalué en utilisant I’indice de diversité
Shannon-Winner (H’), I’indice de régularité Evenness (E) et le nombre total de nématodes
(N) dans chacune des cing régions agrumicoles étudiées (Tableau 8).

Les résultats ont montré des différences significatives (p < 0,05) entre les
différentes régions agrumicoles étudiées en ce qui concerne l'indice de Shannon-Wiener
(H”). Cependant, I'indice de régularité (Evenness) (E) n'a pas significativement varié entre
les régions étudiées (p > 0,05). La région de Beni Mellal-Khenifra a enregistré le nombre
le plus élevé de NPP avec une moyenne de 18,05, suivie par Marrakech-Safi (12,65),
Berkane (3,69), Gharb (3,3), et enfin Souss-Massa (2,91). En ce qui concerne I’indice de
Shannon, les valeurs les plus élevées sont observées a Marrakech-Safi (2,09), Gharb (2,05),
et Beni Mellal-Khenifra (2,03), tandis que Berkane (1,4) et Souss-Massa (1,36) ont
présenté des valeurs de diversité plus faibles. En termes d’équitabilité, les régions de
Marrakech-Safi, Beni Mellal-Khenifra, Gharb et Berkane présentent des valeurs similaires,
suggeérant une distribution équilibrée des nématodes phytoparasites avec E = 0,84 ou 0,89.

Tableau 8. Diversité Shannon-Wiener (H”), Evenness (E) et nombre de NPP dans
chacune des cing régions d'agrumes étudiées.

Parametres de diversité

Regions Nombre de NPP * Sha(r}lln,c))Q—Wmner Evenness (E) *
Souss-Massa 291c 1,36b 0,7a
Marrakech-Safi 12,65b 2,09 a 0,84 a

Beni Mellal-

Khenifra 18,05a 2,03a 0,88a
Gharb 3,3¢c 2,05a 0,89a
Berkane 3,69¢ 14b 0,84 a
p <0,05 <0,05 >0,05

Les moyennes suivies des mémes lettres dans la méme colonne ne sont pas significativement
différentes (tests de Tukey a p < 0,05).

5. Caractérisation physico-chimique de sol

Les résultats des analyses physicochimiques des sols rhizosphériques des agrumes
au niveau des différentes régions étudiées sont présentés dans les tableaux 9 et 10.

L’analyse granulométrique des échantillons du sol a montre que la texture des sols
a varié en fonction des régions étudiées et des différents sites au niveau de la méme région.

Une texture sablo-limoneuse a été observée dans divers sites de la région de Marrakech-
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Safi, ainsi qu’a Balfa (Souss), Aglmine (Berkane) et Guettaya (Beni-Mellal). Une texture
argilo-sableuse a été notée a Taroudant (Souss) et Zegzel (Berkane). Un sol limono-sablo-
argileux a été observé a Biogra (Souss) et Sidi Slimane (Gharb). Enfin, une structure
sableuse a caractérisé le sol a M’nasra et Allal Tazi (Gharb). (Tableau 9).

Le pH des sols varie entre 7,42 a Agafai (Marrakech) et 8,32 a Taroudant (Souss),
indiquant que les sols sont légérement alcalins a alcalins au niveau des différentes régions
étudiées (Tableau 9).

L’humidité du sol a significativement varié en fonction des régions (P < 0,05). Le
sol rhizosphérique de la région de Beni Mellal-Khenifra a présenté le taux d’humidité le
plus élevé (28, 45%) au niveau de tous les sites étudiés, soit 3,41, 3,01let 2,02 fois plus
¢levé qu’au niveau des régions de Berkane (Zegzel), Gharb (Allal Tazi) et Souss (Balfa et
Taroudant), respectivement (Tableau 9).

L’analyse statistique a montré que la conductivité électrique (CE) des sols
rhizosphériques a varié significativement entre les différentes régions (p < 0,001) étudiées.
Ainsi, la conductivité électrique la plus élevée a été notée au niveau de la région de Gharb

Sidi Slimane (602,71us/cm), soit environ 2,98 fois plus élevée que la plus faible CE

(202,37us/cm) notée au niveau de la région Beni Mellal (Souk Sebt) (Tableau 9).

Tableau 9. Texture, pH, humidité (H) et conductivité électrique (CE) des sols

rhizosphériques des différentes régions agrumicoles étudiées.

Régions Sites Texture pH H (%) CE (ps)
Balfa Sablo-limoneux 7, 65 14,49+0,1 ] ¢def 317,43 +10,67"
Souss-Massa Taroudant Argilo-sableux 8,32 14,08+1,740%f 228,33+23,12
Biogra Loam sablo-argileux 7,86 15,29+1,12¢def 290,87+8,65"
Souihla Sablo-limoneux 8,57 17,70+1,80bcd 545+ 19,30°
Marrakech-Safi Es saada Sablo-limoneux 8,27 23,78 +4,29° 520,5+7,87°
Agafai Sablo-limoneux 7,42 18,51+ 2,71bcd 538+2,94°
Beni Mellal- Souk Sebt Limono-argileux 7,89 28,45 +3,352 202,37+0.67
Khenifra Guettaya Sablo-limoneux 7,03 21,39+1,32° 212,6+1,86'
M’nasra Sableux 7,43 17,73+1,40bP 473,5+8,62¢%
Gharb AI_IaI _Tazi Sableux _ 8,05 9,43+1,47¢ 443,29+7 55¢f
Sidi Slimane  Loam sablo-argileux 7,81 16,47+0,64° 602,71+21,352
Sidi Kacem Sablo-limoneux 8,23 18+2,16° 411,45+8,621
Berkane Zeg;el Argilo-_sableux 8,13 8,33+0,98" 314,67+ 5,85"
Aglmine Sablo-limoneux 7,59 12,14 +1,35%f 373,43+2,389

Les moyennes suivies des mémes lettres dans la méme colonne ne sont pas significativement

différentes (tests de Tukey a p < 0,05).

Les teneurs en carbone organique total (COT) et en matiére organique (MO) ont

varié significativement entre les différentes régions (p < 0,001). En effet, la teneur la plus
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élevée en COT (3,21%) a été enregistrée au niveau de Taroudant région de Souss-Massa,
soit environ 13,95 fois plus que le taux de COT le plus faible noté a Es saada au niveau de
Marrakech- Safi (Tableau 10). De méme, la teneur la plus élevée en MO (5,53%) a
également éte observée a Taroudant, soit environ 14,19 fois supérieure a la teneur la plus
faible observée a Es Saada, Marrakech

Des variations significatives (p < 0,003) de la teneur en phosphore total (PTo) ont
été observeées entre les différentes régions étudiées et entre les différents sites au sein de la
méme région. Les sites Balfa de la région de Souss, Souihla de la région de Marrakech,
Sidi Slimane de la région de Gharb et Aglmine dans la région de Berkane ont présenté des
teneurs élevées en PTo par rapport aux autres sites (Tableau 10). La teneur la plus élevée
en phosphore total a été enregistrée au niveau de la région du Gharb a Sidi Slimane (26, 33
mg/g de sol), alors que la teneur la plus faible a été enregistrée a Souihla dans la région de
Marrakech (11,92 mg/g de Sol).

L’analyse de la teneur en phosphore assimilable des différents échantillons de sol
ont montré que les teneurs en phosphore assimilable ont varié d’une maniére significative
en fonction de la région (P <0,005). En effet, la région de Gharb a présenté la teneur la plus
élevée en phosphore assimilable (8,85g /kg) au niveau de Sidi Kacem et la teneur la plus
faible (0,94 g/kg) au niveau d’M’nasra.

L’analyse des autres éléments nutritifs a montré que les teneurs en potassium (K+),
calcium (Ca), sodium (Na), et Azote (N) ainsi que la teneur en calcaire total ont varié de
maniére significative en fonction de la région et des sites étudiés (P <0,005). En effet, la
région de Gharb a présenté les teneurs les plus élevées en K* (> 118 g/kg) sauf au niveau
des sites de M’nasra et Allal Tazi. La teneur la plus élevée en Ca?* a été notée au niveau
de la région du Gharb (525,87 g/kg), soit environ 5,69 fois plus élevée que la teneur la plus
faible (92,3 g/kg) qui a été notée au niveau de Souihla a Marrakech. En ce qui concerne le
Na*, sa teneur a varié entre 82,81g/kg a Taroudant dans la région de Souss-Massa et 27,63
g/kg & Zegzel au niveau de la région de Berkane. Quant a 1’azote (N), sa teneur a oscillé
entre 10,27g/kg a Taroudant dans la région de Souss-Massa et 4,67g/kg a Zegzel dans la
région de Berkane. (Tableau 10). La region du Gharb a enregistré le taux de calcaire le
plus éleve, soit 61,40% et 57,89% au niveau de Sidi Slimane et Sidi Kacem,
respectivement. En revanche, la région de Souss Massa a présenté le taux de calcaire le

plus faible, soit 15,57% au niveau de Biogra et 19,74% au niveau de Belfa (Tableau 10).
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Tableau 10. Teneurs en carbone organique total, matiere organique, en éléments nutritifs et en calcaire des sols étudieés.

Régions Sites COT (%) MO (%) P To.(mg/g) P As.(mg/g) K (g/kg) Ca (9/Kq) Na (9/Kg) N (%) Calcaire (%0)
Balfa 24+0080  414+013b 24,45:0,80abc  8,61+1,12a 82t¢124e  220,33+519b  35.2+1,16e 8,4£1,74ab  19.74%0,62c
Souss-Massa  Taroudant 321+003a  553+010a 1325:051d  5124025b  90,1#4,38cd  107,77+44lef  82,81#039%  10,274190a  2149%2,79C
Biogra 165:£0,02bcd  2,54+0.17d  14,03+0,83cd  3,17#127ab  92,5¢1,22d  112,67+3,83¢  58,1+6,60cd  7,94+1,01p 1957159
Souihla 0,6+0,34ghi  1,06+0,0def 11,92 +2,98¢ 1,33:029c  66,30+2,98fg 92+7,03f 28+2,62¢ 6,54+2,6bc 19,73+2,84c
Marsrgzecr" Es saada 0,230,08i  0,39:0,10h 14,78+142cd  4,17+1,09b 71,4+2,41f  10533:33lef  31,13t544e  1027+1,90a  S0.879.75C
Agafai 0,31 +0,08i 203+0,16d 1562+418cd  1,84+049c  58,47+0,629  139+8,21d 82,43+0,72a  7,003+349p  S8:99+2,17bc
Beni Mellal.  SOuk Sebt  1,47+003cd  253+005d 16,50+1,95bcd  4,010,03b 72,242,33f 100,3 1,4ef 80,4+344a  888+166ab  S0o3tls8be
Khenifra Guettaya 1,99+107b  343+01lc 19,39+16labcd  3,19+024ab  90,63:t2,29cd  114+294e  70,67+11lab 9,81+l 74ab  29:38%6.2c
M’nasra 089+005fg 153+015¢  14,7+142cd 0,94+0,11c 35,6+049h  219,72+#4.65b  60,97+3.25bcd  6,54+2,68bc  32:09+1,89bc
Allal Tazi 0,87£0,1fgh  150+012 14,26+05lcd  1,27+014c  4357+382h  17567+8.84c  67,07t047bc  7,001+066b  o/+/2%318bC
Gharb o : 61,40+1,99a
Sidi Slimane  0,46+0,32hi  0,8:040fg  26,33+3,60a 79+2,19a  201,37+2,29a 52587+3,02a  5529+471d 9,8+l 74ab A0£1,
Sidi Kacem  162+005bcd  279+0,15d  25+2,82ab 8,85:0,22a  118,96+5,28b 130,61#101de  81,87+0,75a  7,94#231p  °7:89£2,23ab
Zegzel 104£011de  18+0,14de  20,53t3.87abc  825+457a  37,2+1,32h 100,3ef 27,631,806 4,67+2,49c  2368+223b
Berkane : 29,38+2,17h
Aglmine 1,81:0,12bc  2,03:026d  14,36£120c  3,77¢093ab  352+396h  136,63351d  79,37+187a  561+3,30c 382,

Les moyennes suivies des mémes lettres dans la méme colonne n'indiquent aucune différence significative (tests de Tukey a p < 0.05).
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6. Interactions entre les parametres physico-chimiques et nématologiques de sol

Les résultats de 1’analyse des corrélations entre les caractéristiques physico-chimiques
et nématologiques des différents sols étudiés sont consignés dans la Figure 16.

Les résultats de lI'analyse en composantes principales ont révélé que les deux premiers
axes expliquent respectivement 24,90 % et 21,84 % de la variance totale (valeurs propres).
L'axe 1 est associé principalement au sodium (Na) ainsi qu'aux nématodes Longidorus spp.,
Helicotylenchus spp. et T. semipenetrans, tandis que lI'axe 2 est davantage lié au calcium (Ca)
et au nématode Tylenchorhynchus spp. Le graphique de chargement des facteurs du sol a
montré que I’axe PC1 est positivement corrélé au pH et a ’humidité et négativement corrélé a
I’azote et a la conductivité électrique (EC). De son c6té, I’axe PC2 est positivement corrélé aux
éléments minéraux, notamment le calcium (Ca), le sodium (Na), le potassium (K) et la matiéere
organique (OM), alors qu’il est négativement corrélé a I’EC et a I’azote. L’analyse bi-plot des
facteurs du sol en interaction avec les communautés de nématodes des agrumes a clairement
montré que Trichodorus spp., H. indicus, Longidorus spp. et Tylenchus spp. sont associés a
I’humidité et au pH, tandis que T. semipenetrans, X. americanum, Pratylenchus spp. et
Helicotylenchus spp. sont particuliérement associés au calcium, au sodium et au potassium.
Enfin, les genres Meloidogyne, Pratylenchus (P. thornei, P. coffeae, P. vulnus et P. neglectus)
et Xiphinema sont associés a la texture et a la teneur en phosphore (P) du sol. Dans 1’ensemble,

la plupart des NPP ont montré une association négative avec le carbone et la matiére organique.
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Figure 16. Analyse en composante principale des parametres physico-chimiques de sols en
interaction avec les nématodes phytonématologiques des agrumes des différentes régions
étudiées.
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IV. DISCUSSION
1. Distribution et diversité des NPP

Pour mieux comprendre la distribution des NPP associés a la rhizosphére des agrumes
au Maroc, des enquétes approfondies ont été menées dans les principales régions productrices
d'agrumes du pays. Sur la base des caractéristiques morphologiques et morphobiométriques,
onze genres et dix especes de NPP ont été identifies. T. semipenetrans était I’espéce la plus
commune et la plus abondante dans tous les vergers d'agrumes étudiés, confirmant ainsi les
résultats d’autres travaux réalisés au niveau d'autres régions productrices d'agrumes au Maroc
(Mokrini et al. 2018) et dans le monde entier, notamment en Iran (Eisvand et al., 2019), en
Egypte (Abd-Elgawad et al., 2016; Abu Habib et al., 2020) et en Espagne (Sorribas et al.,
2008). En effet, T. semipenetrans a été le nématode le plus prédominant dans les régions de
Souss-Massa (Taroudant) (100%), Gharb (M’nasra) (100%), Marackech-Safi (Souihla)
(83,3%), Berkane (Aglmine) (81,8%) et Beni et Mellal-Khenifra (Guettaya) (66,7%). Cette
espéce est remarquable non seulement pour son association étroite avec les agrumes,
mais aussi pour la capacité des agrumes a supporter des populations trés élevées sans
entrainer immédiatement de symptémes. La large distribution de T. semipenetrans
pourrait étre attribuée & de nombreux facteurs dont, I’irrigation et la mécanisation facilitant
le déplacement du sol ainsi que des résidus végétaux infestés d’un endroit a un autre
(Abd-Elgawad et al., 2016). En outre, la grande variabilité des genres de NPP observée
dans cette étude peut étre attribuée a la variation des facteurs écologiques et édaphiques
entre et au sein des différentes régions étudiées (Abu Habib et al., 2020).

Apres T. semipenetrans, Helicotylenchus s’est révélé étre le genre le plus répandu,
avec une variabilité allant jusqu’a 80% a Souihla dans la région de Marrakech-Safi. Ce
nématode a été largement observé au Maroc, infectant diverses cultures. 1l a été trouvé dans
les tunnels de culture de framboise (Rubus idaeus) (Mokrini, et al., 2019), les vignobles
(Vitis vinifera) (Mokrini, 2019), les champs de safran (Crocus sativus) (Mokrini, et al.,
2019), et les vergers d’agrumes (Mokrini et al., 2018b). La prévalence de ce genre a été plus
¢élevée dans les vergers d’agrumes marocaines par rapport a I'Espagne (Sorribas et al., 2008)
et I'Egypte (Abu Habib et al., 2020). Par ailleurs, Kumar and Das (2019) ont signalé une
prévalence plus élevée d' Helicotylenchus dihystera (80%) a Tinsukia. Quatre especes du
genre Pratylenchus spp. (P. vulnus, P. thornei, P. neglectus, P. coffeae) ont été identifiées
dans les regions éetudiées. La densité de population de ce genre dans le sol rhizosphérique
a varié de 5 a 11 nématodes par 100 g de sol a Gharb et Beni Mellal-Khenitra,
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respectivement, alors que celle des racines a varié de 7 a 11 nématodes par 20 g de racines
a Berkane et Souss-Massa, respectivement. Plusieurs études ont signalé la présence de ces
especes de nématodes dans les vergers d'agrumes du monde entier. Au Brésil, I'espece P.
coffeae infeste environ 1% des pépinieres et des vergers d'agrumes (De Campos et al., 2002),
alors qu’elle est considérée comme un probléme majeur en Floride et aux Etats-Unis
(O’Bannon and Tomerlin, 1973). D'autres espéces de nématode de Iésions racinaires ont été
décrites comme importantes, telles que Pratylenchus vulnus et P. neglectus en Israél (Bucki
et al., 2020) et en France (Garcia et al., 2022), et P. coffeae au Maroc. Ces especes peuvent
réduire de maniere significative la biomasse racinaire, ce qui se traduit par des pertes
importantes du rendement (Abd-Elgawad 2020; Mokrini et al. 2019 a, b).

Le genre Xiphinema est considéré comme l'un des dix NPP les plus importants
économiquement (Jones et al., 2013). Ce genre pose des problémes majeurs a l'agriculture
biologique en Egypte (Adam et al., 2013), ainsi qu'a la production de framboises et
d'agrumes au Maroc (Mokrini et al., 2014; Mokrini et al., 2019), et de cultures maraicheres
en Arabie Saoudite (Al-Hazmi et al., 1983). Ce nématode ectoparasite migrateur est
particulierement problématique car il peut abriter et transmettre des virus végétaux (Jones
et al., 2013) tels que le virus de la mosaique de I'Arabis (ArMV) (Jha and Posnette, 1961) et
le virus des taches en anneaux du tabac (Tobacco ring spot virus, TRSV) (McGuire, 1973).
Ainsi, méme a faible densité, ces especes de nématodes peuvent causer des dommages
significatifs aux plantes (Hewitt et al., 1958; Fisher and Raski, 1967). Les différentes espéces
de Xiphinema identifiées dans cette étude présentent une répartition variable selon les
régions productrices d'agrumes étudiées. X. pachtaichum a été observée a Beni Mellal-
Khenifra (6,7 %) et a Berkane (6,3%), tandis que X. diversicaudatum a été rencontré dans
les régions de Marackech-Safi (13,3%), Beni Mellal-Khenifra (16,7%), et Berkane
(13,6%). Cette espece de nématode a été signalée pour la premiére fois au Maroc en mai
2012 dans la région du Gharb par Mokrini et al. (2014). Ce nématode est capable de
transmettre le virus de la mosaique Arabis, qui est principalement associé a la maladie de
la dégénérescence des feuilles de la vigne (Mokrini et al. 2014). Enfin, X. americanum a été
détectée dans les régions de Marrakech-Safi (20 %), Beni Mellal-Khenifra (10%) et
Berkane (3,1%). Cette espéce de nématode n'avait jamais été signalée auparavant comme
parasite des agrumes. L’identification moléculaire a permis de détecter et d'identifier avec

précision cette espéce de nématode. Cette découverte souligne l'importance de la
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surveillance continue et de l'utilisation de méthodes de diagnostic précises pour identifier
les parasites émergents et prévenir leur propagation dans les cultures agricoles.

Le nématode a galles Meloidogyne spp. attaquant les agrumes n'a pas été
fréguemment obsorvé lors de la présente étude. En effet, seuls quelques vergers d'agrumes
ont été trouvés infestés par ce genre, avec des taux de prévalence de 38,9 %, 33,3 %, 26,7%
20 % et 15,6% dans les régions de Marrakech-Safi (Es Saada), Souss (Taroudant), Beni
Mellal-Khenifra (Souk Sebt), Gharb (M’nasra et Allal Tazi) et Berkane (Zegzal),
respectivement. La prévalence du genre Meloidogyne au niveau de ces vergers d'agrumes
était inférieure a celle observée dans les vergers d'agrumes égyptiens cultivés avec des
plants de tomates en intercalaire ( Hammam et al., 2021). Plusieurs études a Taiwan et en
Inde ont signalé que Meloidogyne spp. pouvait provoquer des galles allongées sur les
racines des agrumes (Duncan, 2009). En outre, certaines especes de Meloidogyne par
exemple, M. incognita, M. javanica et M. arenaria ont été trouvées au niveau de la
rhizosphére de Citrange Troyer et de bigaradier, provoquant de petites galles sans activité
de reproduction de nématode ( Baines et al., 1959).

Les résultats de cette étude ont révelé la présence de divers autres types de
nématodes dans les vergers d’agrumes examinés, en particulier, les genres Longidorus,
Trichodorus, Tylenchorhynchus, Criconemoides, et Rotylenchus qui ont également été
détectés dans d'autres plantations d'agrumes a travers le monde, notamment en Egypte (
Hammam et al., 2021), en Espagne (Sorribas et al., 2008), a Tinsukia (Kumar and Das, 2019)
et au Maroc (Mokrini et al., 2018a).

Lors de cette étude, les espéces Scutellonema bradys et Hoplolaimus indicus ont
été trouvées a de faibles densités variant entre 2 et 4 nématodes/100 g de sol et entre 2 et 5
nématodes/ 100 g de sol, respectivement. Kumar and Das (2019) ont rapporté que I’espéce
Hoplolaimus indicus a été trés abondante dans les vergers d'agrumes a Tinsukia, tandis
qu’elle a été la moins abondante dans la région de Marackech-Safi (Souihla) (6,7%). Par
ailleurs, le genre Hemicycliophora n'a été observé que dans 5% des parcelles d'agrumes
échantillonnées, avec une densité moyenne de 2 nématodes/100 g de sol. Ces résultats
concordent avec les recherches de Shanmugam et al. (2021), qui ont constaté que ce genre
était moins répandu dans certaines mauvaises herbes, arbustes et herbes indiens. L'ampleur
des dommages causés par ce nématode aux cultures d'agrumes n'a pas encore éteé
documentée (Abd-Elgawad, 2020).
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Les résultats obtenus a partir de 1'analyse des indices de diversité de Shannon (H”)
et de régularité (E) ont permis de constater que les régions de Marrakech-Safi, Gharb et
Beni Mellal-Khenifra ont présenté les valeurs les plus élevées, indiquant une plus grande
diversité et une répartition plus équitable des especes de nématodes. En revanche, la région
de Souss Massa a présenté les indices les plus faible. Ces résultats suggerent que la
répartition des especes de nématodes pourrait étre influencée par des facteurs
environnementaux et agricoles spécifiques a chaque région. Cette observation est cohérente
avec I'étude menée par Nisa et al. (2021), qui a démontré que les sols des zones forestiers
sont plus propices aux nématodes et affichent un niveau de santé du sol supérieur a celui
d'autres zones de sol.

2. Interaction entre les communautés de NPP et les facteurs physico-
chimiques du sol

La compréhension de l'interaction entre les propriétés physicochimiques du sol et
les NPP est essentielle pour une gestion efficace et respectueuse de I'environnement. La
population de T. semipenetrans a été positivement corrélée avec les teneurs en éléments
minéraux du sol (K, Ca, Na et C). Une forte corrélation a été trouvée entre ces parametres
et la prévalence de T. semipenetrans dans les zones de culture des agrumes en Espagne
(Sorribas et al., 2008). La teneur en phosphore était positivement corrélée a la présence
de Meloidogyne spp, Xiphinema spp et Pratylenchus spp. (P. thornei, P. vulnus, et P.
neglectus). Les résultats concordent avec une étude antérieure de Nisa et al. (2021) qui
ont également signalé une corrélation positive entre I'abondance des nématodes et la
teneur en phosphore du sol. Dans cette étude, la plupart des NPP identifiés ont montré
une corrélation négative avec la matiére organique et le carbone du sol. Le pH du sol a
été identifié comme un facteur important dans I'abondance des nématodes des agrumes.
Des études antérieures, telles que celles menées par Wang et al. (2009) et Spann and
Schumann (2010), ont montré que les sols a faible pH favorisent une augmentation de
I'abondance et de la diversité des nématodes. Cependant, des recherches telles que celles
de Norton (1989), Cadet et al. (1994) et Korthals et al. (1996) ont révélé que les sols a
pH acide encouragent la prolifération du nématode a galles Meloidogyne spp. D'autre
part, Salahi Ardakani et al. (2014) ont observé une plus grande abondance de T.
semipenetrans dans les sols a pH alcalin. En outre, Van Gundy and Martin (1962) ont
constaté que la densité de T. semipenetrans dans le sol des agrumes était quatre fois plus

élevée dans les sols neutres que dans les sols acides.
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La texture et la structure du sol ont un impact important sur la distribution et la mobilité
des nématodes du sol. D'apres nos résultats, les sols de texture sablo-limoneux ont une
influence positive sur la répartition de la plupart de nématodes phytoparasites des
agrumes. Dans une étude récente, Laasli et al. (2022) ont constaté que certains
nématodes, tels que Aphelenchoides spp, Merlinius spp et Pratylenchus spp, étaient
associés aux sols sableux et limoneux dans les champs de blé, tandis que d'autres, tels
qgue Longidorus spp. et Xiphinema spp., étaient plus fréquents dans les sols riches en
argile. Les résultats de Mokrini et al. (2019a) ont également montré que I'abondance de
plusieurs nématodes phytoparasites affectant les framboises était étroitement liée a la
granulométrie du sol. De plus, Kim et al. (2017) ont suggéré que les sols sableux
favorisent la croissance des nématodes tels que M. incognita en stimulant leur mobilité
et leur activité alimentaire.

V. CONCLUSION

Ce chapitre met en évidence la diversité des NPP au niveau des principales régions
productrices d'agrumes au Maroc. Nos résultats ont montré que Tylenchulus semipenetrans
est I'espece la plus abondante dans les matrices du sol et des racines des différentes régions
étudiées. Ceci est probablement di au fait que les conditions environnementales et
pédologiques locales sont plus propices a sa croissance. D'autres espéces de nématodes
économiguement importantes ont été détectées telles que Pratylenchus vulnus, Pratylenchus
thornei, Scutellonema bradys, Helicotylenchus indicus, et Xiphinema diversicaudatum ainsi
que X. Americanum, signalé pour la premiére fois dans les vergers d'agrumes marocains. Cette
espece de NPP est connue pour étre un vecteur de virus et sa présence dans les vergers
d'agrumes marocains pourrait avoir des conséquences graves sur la production agrumicole
nationale. Les résultats ont révélé une interaction étroite entre les parametres
physicochimiques et nématologiques du sol. L’analyse des indices de diversité des NPP
dans les différentes régions étudiées a révélé que les régions de Marrakech-Safi, Beni
Mellal et Gharb présentent une diversité de nématodes plus élevée que celle de Souss et
Berkane. Ces résultats indiquent que la diversite des nématodes est influencée par le facteur
site. Cependant, il est important de noter que d'autres facteurs tels que la saison, les variéetés
porte-greffes et la présence de cultures associées aux agrumes pourraient également avoir

une incidence sur la diversité des nématodes phytoparasites.
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Chapitre I11. Variations saisonniére des NPP

l. INTRODUCTION

La variation saisonniére des populations des NPP a été largement documentée chez
diverses cultures végétales. Il a été montré que les caractéristiques du sol tels que le pH
(Kawanobe et al. 2020), I’humidité (Daramola et al., 2021), ainsi que la teneur en matiere
organique et en éléments minéraux (Dabiré et al., 2007. Nisa et al. 2022) ont une influence
considérable sur la communauté des NPP. 1l a aussi été révélé que les variations des parametres
physico-chimiques des sols au fil des saisons ont un impact significatif sur la densité et la
structure de la communauté des nématodes phytoparasites ( Dabiré et al., 2007; Dababat et al.
2019; Kawanobe et al. 2020; Daramola et al. 2021).

Les rares études dédiées a l'investigation des populations des NPP associées aux cultures
d'agrumes se sont surtout intéressées a 1’étude de leur distribution et de leur impact négatif sur
la croissance et le rendement de ces arbres fruitiers (Abokorah and Elsebaay, 2022; Ahmed et
al., 2022). Cependant, on ne trouve pas dans la littérature de données sur la dynamique des
populations des NPP associés a la rhizosphére des agrumes en fonction des saisons de I’année
et des parameétres physicochimiques et biologiques du sol. 1l est donc nécessaire de développer
les connaissances sur la bioécologie de ces parasites, en particulier sur les fluctuations des
populations des NPP et les principaux facteurs qui les régulent, afin de pouvoir raisonner et
orienter les programmes de lutte contre ces phytoparasites. Ces programmes de lutte doivent
prendre en compte les conditions agronomiques, pédoclimatiques et les pratiques culturales,
telles que le site de culture, la présence et le type des cultures associées, etc. Dans ce contexte,
I'objectif de cette étude est d'analyser la dynamique saisonniere des populations de NPP associés
a la rhizosphére des agrumes en relation avec les variations saisonnieres, les conditions
agronomiques et les pratiques culturales au niveau des principaux vergers agrumicoles de la
région de Marrakech. Les travaux seront orientés vers 1’é¢tude de I’effet des conditions
pédoclimatiques (variations saisonnieres) et des pratiques culturales (irrigation, fertilisation,
cultures associées, etc) sur la densité et la diversité des NPP chez différentes variétés porte-
greffes au niveau de trois sites de la région de Marrakech, domaine Graoua, domaine
Benkebboura, et jardin Arsat Moulay Abdessalam. Ceci nous permettra de mieux comprendre
comment ces facteurs peuvent influencer la densité et la répartition des NPP au fil des saisons

afin de développer des stratégies de gestion des NPP adaptées a ces environnements.

Les questions scientifiques qu’on s’est posées dans ce chapitre sont : Les variations

saisonniéres et les pratiques culturales impactent-elles la diversité et la distribution des

59



Chapitre I11. Variations saisonniéres des NPP

NPP dans le sol et leur capacité a infester les racines des agrumes ? Cet impact s’exercerait-il

a travers 1’action sur les propriétés physico-chimiques du sol ?

Il. MATERIELS ET METHODES

L’organigramme général de la méthodologie suivie dans cette étude est comme suite :

Choix des sites

v
Prospections saisonniéres et collecte
des échantillons de sol et racines |==p >
(2021-2022)

\ 4
Variation saisonniére des propriétés Variation de la
physico-chimiques des sols. communauté des NPP

Figure 17. Organigramme général des procédures suivies au cours de ce chapitre.

1. Site et période d'étude

La présente étude a été menée au niveau de trois sites agrumicoles utilisant des pratiques
culturales différentes dans la région de Marrakech-Safi, Domaine Graoua, Domaine
Benkebboura, et jardin Arsat Moulay Abdessalam (Figure 18). Les échantillons de sol
rhizosphériques et de racines ont été collectés pendant les saisons du printemps (Avril 2022),
d’été (Juillet 2022), et d’automne (Novembre 2022), chez quatre espéces de porte greffes

différentes, Bigaradier, Citrange Troyer, Volkameriana et Citrange Carrizo.

Le domaine Graoua (31°35'17.0"N 7°55'08.8"W) est un verger qui s’¢tale sur une
surface de 254 hectares comportant des arbres de 4 a 5 m de hauteur et un écartement de
6mx4m. Les pratiques culturales consistent entre autres en I’application des fertilisants et des
traitements phytosanitaires particuliers. L’irrigation est menée par goutte a goutte, servant
¢galement a I’application des fertilisants (fertigation). Il n’y a pas de cultures associées au sous-

bois des agrumes dans cette station. Les porte-greffes utilisés dans ce domaine comprennent
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Citrus aurantium (Bigaradier), Citrus volkameriana (Volkameriana), ainsi que les variétés de

Citrange : Troyer, Carrizo et Citrange-35.

Le domaine Benkebboura (31°35'16.1"N 7°44'11.3"W) abrite des agrumes de 3a 5 m
de hauteur et plantés sur une surface de 8 ha. Avec un écartement de plantation de 6mx4m. Le
verger est aussi conduit d’une maniére moderne ou les arbres regoivent des traitements
phytosanitaires et amendement. L’irrigation est menée par goutte a goutte servant également a
I’application du plan de fertilisation. Certaines cultures annuelles comme 1’oignon et la pomme
de terre, bénéficiant également des traitement fertilisants et sanitaires, sont souvent associées
aux agrumes dans ce verger ou Citrus aurantium (Bigaradier) et Citrus volkameriana

(Volkameriana) sont utilisés comme porte-greffes.

Le jardin Arsat Moulay Abdessalam (31°37'37.8"N 8°00'01.1"W), s’étend sur une
superficie de 8 ha, ou les arbres d’agrumes plantés avec un espacement de 6m. Ce verger est
conduit d’'une maniére traditionnelle, sans aucune application de fertilisants, traitements
phytosanitaires, ou d'amendements. L'irrigation est effectuée selon les saisons, une a deux fois
par semaine, de la méme maniére pour les diverses plantes du jardin sans tenir compte des
besoins spécifiques des agrumes. Aucune culture n'est associée aux sous-bois des arbres
d’agrumes dans ce verger. Le porte-greffe utilisé est exclusivement le Citrus aurantium

(Bigaradier).

Casablanca -
Settat

. Jardin Arsat Moulay Abdessalam

Domaine Graoua

9 Domaine Benkebboura

Draa - Tafilalet

Béni Mellal - Khénifra

Souss - Massa

Figure 18. Localisation des sites agrumicoles étudiés
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2. Parametres phytonématologiques

La méthode d'échantillonnage des sols et des racines utilisées dans cette étude est la
méme que celle décrite en détails dans le premier chapitre (voir sous-section 2). Les nématodes
ont été extraits des sols et des racines en utilisant la technique de Baerman (1917) (voir chapitre
I, sous-section 3, a), et leur identification a été réalisée au laboratoire de nématologie a I'INRA
de Rabat (voir chapitre I, sous-section 3, a). La prévalence, l'intensité et la densité des NPP
associés aux racines et aux sols rhizosphériques des agrumes dans les différents sites prospectés

ont été déterminées (voir chapitre I, sous-section 3, a).

3. Parametres physico-chimiques du sol

Les caractéristiques physico-chimiques des sols rhizosphériques des agrumes collectés
des différents sites prospectés, notamment leurs teneurs en carbone et en matiére organique
(méthode d’Anne décrite par Aubert, 1978), en azote (méthode de Kjeldahl modifiée par
Barbano et al., 1990), ainsi qu’en phosphore total et assimilable (méthode d’Olsen et al. 1983)
ont été déterminées. Ces différentes analyses ont été réalisées au laboratoire
d’Agrobiotechnologie et de Bioingénierie a la FST, Marrakech, comme décrit dans la sous-

section 5 du chapitre 1.

4. Analyses statistiques

Les données quantitatives ont fait 1’objet d’une analyse de variance (ANOVA) et d’une
comparaison de moyenne (tests a plages multiples de Tukey au seuil de 5%). De méme, les
corrélations entre différents paramétres ont été déterminées en calculant les coefficients de
corrélation de Pearson. Les logiciels informatiques utilisés sont GraphPad Prism 8.0.1 et SPSS
(Version 25).

I1l. RESULTATS
1. Inventaire taxonomique de la nématofaune phytoparasite des agrumes

L’¢étude menée sur les NPP associés aux racines et aux sols rhizosphériques des agrumes
au niveau des trois sites étudiés a permis d’établir un inventaire global de 18 genres et 6 especes
de NPP appartenant a I’embranchement des Nematoda, classes des Chromadorea, Secernentea,
Tylenchoidea, Enoplea et Dorylaimea. La diversité des NPP a nettement varié en fonction des
saisons et des sites étudies. En effet, la saison printaniére a enregistré la diversité la plus élevés
au domaine Graoua avec 16 especes et/ou genres de NPP suivi du domaine Benkebboura avec

12 espéces/genres de NPP contre respectivement 12 et 8 espéces/genres de NPP en été (Tableau
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11). En revanche, c’est en automne qu’Arsat Moulay Abdesslam a présenté la diversité la plus
élevées (13 espéces/genres de NPP), alors que la divesité la plus faible (9 especes/genres de
NPP) a été notée en été (Tableau 11). L'ordre des Tylenchida est le plus représenté dans tous

les sites quelle que soit la saison étudiée.

Certains NPP sont présents pendant les trois saisons au niveau de tous les sites tels que
T. semipenetrans, Helicotylenchus spp., Pratylenhus et Xiphinema spp. En revanche, au cours
des saisons (du printemps a 1’été), on observe la disparition de certains NPP dans certains sites
et I'apparition d'autres. Par exemple, Tylenchus spp. et Ditylenchus dipsaci sont rencontrés
pendant les trois saisons au niveau du domaine Graoua, alors qu’ils ne sont observés qu'au
printemps et en automne au domaine Benkebboura et a Arsat Moulay Abdesslam.
L’espéce Pratylenchus coffeae est uniquement observée au printemps en automne au domaine
Graoua et au printemps au domaine Benkebboura. Le genre Tylenchorhynchus est absent durant
I’été dans ces mémes domaines et en automne a Arsat Moulay Abdesslam. Cependant, il est
présent au printemps et en automne dans les domaines de Graoua et Benkebboura, ainsi qu’au
printemps et en été a Arsat Moulay Abdesslam. En ce qui concerne le genre Meloidogyne spp,
il est présent dans tous les sites et pendant toutes les saisons, a 1’exception de 1’été au domaine
Benkebboura. De méme, certains NPP ne sont présents que pendant une seule saison et au
niveau d’un site donné, c’est le cas par exemple de 1’espéce Hoplolaimus indicus qui n’est

rencontré que pendant le printemps exclusivement dans le Domaine Graoua.
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Tableau 11. Inventaire taxonomique de la nématofaune phytoparasite des agrumes.

Taxon Domaine Graoua Domaine Benkebboura Arsat Moulay

Abdessalam
Classe Ordre Famille Genre/ espece Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne
Tylenchida  Tylenchulidae  Tylenchulus semipenetrans + + + + + + + + +
Chromadorea . )
Rhabditida  Tylenchidae Tylenchus spp. + + + + - + + - +
Hoplolaimus indicus + - - - - - - - -
Rotylenchus spp. + + + - + - - + +
Hoplolaimidae Pratylenchus spp. + + + + + + + + +
Pratylenchus coffeae + - + + - - - - -
Secernentea _ Helicotylenchus spp. + + + + + +
Tylenchida  Tylenchulidae Paratylenchus spp. + + + - + +
Belonolaimidae Tylenchorhynchus spp. + - + + - + + -
Heteroderidae Meloidogyne spp. + + + + - + +
Heteroderidae Heterodera spp. + - - + - - - -
Hoplolaimidae Haplolaimus spp. - + + - - - - - -
Tylenchoidea Anguinidae Ditylenchus dipsaci + + + + - + -
Xiphinema spp. + + + + + +
Enoplea Dorylaimida Longidoridae  Xiphinema diversicaudatum + + - + ) + i )
Xiphinema pachtainchum - - + - - + - - +
Triplonchida Trichodoridae Trichodorus spp. + + + - + + - + +
Dorylaimea Dorylaimida Longidoridae Longidorus spp. + + - - - - - - +

+ : Présence de nématode
- 1 Absence de nématode
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2. Variation de la densité, I’intensité d’infestation et la prévalence des NPP en
fonction des saisons et des sites prospectés
Les résultats de la variation de la densité totale des NPP exprimée en nombre total de
nématodes par 100g de sol et 10g de racines au niveau des domaine Graoua, Benkebboura et
Arsat moulay Abdessalam sont représenté sur la Figure 19. Les analyses des données ont révélé
une variation hautement significative de la densité totale des NPP dans les racines et le sol

rhizosphérique des agrumes en fonction des saisons (p < 0,0001) et des sites (p < 0,0001)

étudiés.
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Figure 19. Variation de la densité des nématodes phytoparasites (NPP) au niveau des racines
(10g) et de sol (100g) rhizosphérique des agrumes dans différents sites de la région de
Marrakech en fonction des saisons. Les moyennes (x erreur standard) indiquées par des lettres
différentes montrent une différence significative selon les tests a intervalles multiples de Tukey

ap<0,05.

Au niveau du sol rhizosphérique des agrumes, la densité des NPP la plus élevée a été
observée au niveau du domaine Graoua pendant les trois saisons, avec un effectif total de 222
individus/100 g de sol au printemps, 213 individus/100 g de sol en automne et 154
individus/100 g de sol en eté. Le domaine Benkebboura occupe le deuxieme rang avec une
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densité de 99 individus/100 g de sol au printemps et en été contre 63 individus/100 g de sol en
automne. Alors que le nombre le plus faible de nématodes a été enregistré au niveau d’Arsat
Moulay Abdeslam, avec 81 individus/100 g de sol recensés au printemps et en automne contre
43 individus/100 g de sol en été.

Au niveau des racines, la densité la plus élevée en NPP a été enregistrée au printemps
au niveau du domaine Graoua (45 individus/10 g de racines), tandis que le nombre le plus faible
en nématodes a été enregistré en été au niveau d’ Arsat Moulay Abdeslam (8 individus/10 g de
racines). Par ailleurs, la densité des NPP au niveau des racines n’a pas significativement varié
au printemps entre le domaine Benkebboura et Arsat Moulay Abdeslam, ni pendant 1’automne
entre les trois sites.

D’autre part, nos résultats montrent que les variations saisonniéres de la densité des NPP
dépendent significativement de I’espéce et/ou genre de NPP et du site étudi¢. Globalement,
I’espéce T. semipenetrans a enregistré la densité cumulée la plus élevée au niveau du domaine
Graoua (398 nématodes/100g de sol et 53 nématodes/10g de racines), suivie du domaine
Benkebbourra (99 nématodes/100g de sol et 12 nématodes/10g de racines) et de Arsat mly
abdessalam (62 nématodes/100g de sol et 11 nématodes/10g de racines). De méme, la densité
de T. semipenetrans a été la plus élevée au printemps au niveau des trois stations, soit 157
nématodes/100g de sol et 21 nématodes/10g de racines recensés au domaine Graoua au
printemps, contre 100 nématodes/100g de sol et 16 nématodes/10g de racines enregistré dans
le méme site en été et 141 nématodes/100g de sol et 16 nématodes/10g de racines en automne
(Tableaux 12 et 13). Arsat Moulay Abdessalam a présenté les plus faibles densités de T.
semipenetrans au cours des trois saisons, mais avec une densité plus élevée au printemps (23
nématodes/100g de sol et 2 nématodes/10g de racines) qu’en été (18 nématodes/100g de sol et
6 nématodes/10g de racines). Pendant 1’¢été, seules deux NPP ont été détectées dans les racines
des agrumes au niveau d’Arsat Moulay Abdessalam, a savoir T. semipenetrans (6
nématodes/10g de racines) et Trichodorus spp. (2 nématodes/10g de racines).

En automne, la densité la plus élevée a été enregistrée chez T. semipenetrans au niveau du
domaine Graoua (141 nématodes/100g de sol et 16 nématodes/10g de racines), suivi du
domaine Benkebboura (44 nématodes/100g de sol et 3 nématodes/10g de racines) et d’Arsat
Moulay Abdessalam (21 nématodes/100g de sol et 5 nématodes/10g de racines). Les genres
Helicotylenchus et Pratylenchu ont occupé le 2°™ rang (11 nématodes/100g de sol et 7

nématodes/10g de racines) au niveau du domaine Graoua, suivi du genre Tylenchus (15
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nématodes/100g de sol et 0 nématodes/10g de racines) et de Xiphinema (7 nématodes/100g de

sol et 2 nématodes/10g de racines).

Tableau 12. Densité des nématodes phytoparasites au niveau du sol (100 g) des agrumes dans
différents sites de la région de Marrakech pendant les saisons de printemps, d’été et
d’automne.

Densité

Domaine Graoua

Domaine Benkebboura

Arsat Moulay Abdessalam

Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne
Tylenchulus semipenetrans 157 100 141 36 19 44 23 18 21
Pratylenchus spp. 14 8 11 1 - 3 1 1
Pratylenchus coffeae 4 - - - 3 - -
Paratylenchus spp. 4 4 1 - - 6 - 3
Helicotylenchus spp. 11 9 11 5 - 5 3 3 3
Tylenchus spp. 4 15 5 - 2 3 - 3
Xiphinema spp. 3 7 1 - - - 4 -
Xiphinema diversicaudatum - - 3 3 - - - - -
Xiphinema pachtainchum - - 2 - - - - - -
Hoplolaimus indicus 4 - - 4 - - - - -
Rotylenchus spp. 4 5 4 2 - - 3 - 1
Tylenchorhynchus spp. 5 4 - 6 - 2 1 9 -
Meloidogyne spp. 7 6 3 3 - 6 1 6 1
Trichodorus spp. 5 3 2 1 - 3 - 2 1
Longidorus spp. 1 2 4 - - 1 - - -
Heterodera spp. - - - - - - - - -
Ditylenchus dipsaci 3 2 2 3 1 - - - 1
Haplolaimus spp. - - 4 - - - - - -

- : Absence de nématodes

Tableau 13.Densité des nématodes phytoparasites au niveau de racines (10g) des agrumes
dans différents sites de la région de Marrakech pendant les saisons de printemps, d’été et
d’automne.

Densité

Domaine Graoua

Domaine Benkebboura

Arsat Moulay Abdessalam

Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne
Tylenchulus semipenetrans 21 16 16 8 1 3 2 6 5
Pratylenchus spp. 7 7 7 2 2 - 2 - 2
Pratylenchus coffeae - - - 5 - - 3 - -
Paratylenchus spp. 3 2 2 9 - - 5 - 3
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Helicotylenchus spp.
Tylenchus spp.
Xiphinema spp.
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Meloidogyne spp.
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- : Absence de nématode

En ce qui concerne I’intensité d’infestation du sol rhizosphérique et des racines, elle a
varié entre les saisons, les sites et les especes de NPP. Le printemps a enregistré les valeurs de
I’intensité d’infestation des sols et des racines les plus élevées chez la plupart des NPP et au
niveau de tous les sites étudiés. L’espéce T. semipenetrans a présenté I’intensité d’infestation
la plus élevée au niveau du sol du domaine Graoua indépendamment du site et de la saison, soit
52 nématodes/100g de sol au printemps, 41,3 nématodes/100g de sol en été et 39,9
nématodes/100g de sol en automne (Tableau 14). Arsat Moulay Abdessalam a enregistré
I’intensité d’infestation par T. semipenetrans la moins élevée quelque soit la saison avec 2,8 ;
8 et 16,8 nematodes/100g de sol respectivement au printemps, en été et en automne. De méme,
I’infestation des racines par T. semipenetrans a €té plus élevée en été au domaine Graoua avec
12 nématodes/10 g de racines, comparé aux autres saisons et aux autres sites (Tableau 15).
Tandis qu’au printemps au niveau d’Arsat Moulay Abdessalam, le genre Paratylenchus a
présenté 1’intensité la plus élevée dans le sol et racines avec 4 nématodes/100g de sol et 12
nématodes/10g de racines.

En été, T. semipenetrans a présenté la plus forte intensité au niveau des trois sites
étudiés, atteignant respectivement 41,30 nématodes/100 g de sol et 12 nématodes/ 10 g de
racines au domaine Graoua, 10 nématodes/100 g de sol et 1 nématodes /10 g de racines au
domaine Benkebboura et 8 nématodes/100 g de sol et 6 néematodes /10 g de racines a Arsat
Moulay Abdessalam (Tableaux 14 et 15).
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Tableau 14. Intensité des NPP au niveau du sol rhizosphérique (100 g) des agrumes dans
différents sites de la région de Marrakech pendant les saisons de printemps, d’été et
d’automne.

Intensité

Domaine Graoua

Domaine Benkebboura

Arsat Moulay Abdessalam

Printemps Et¢ Automne Printemps Et¢é Automne Printemps Eté Automne
Tylenchulus semipenetrans 52 41,30 39,91 36 10 28 2,8 8 16,8
Pratylenchus spp. 2 6,25 1,89 0,33 4 - 1,33 1 1
Pratylenchus coffeae 2,50 - 2,33 3 - 2,5 -
Paratylenchus spp. 2,33 1,67 1,67 1 - - 4 - 2
Helicotylenchus spp. 6,75 7 2,60 3,5 - 3,5 1,33 2 2
Tylenchus spp. 4 11 4 5 - 2 3 - 3,5
Xiphinema spp. 1 5,33 1,09 1 - - - 4 -
Xiphinema diversicaudatum - 3 - 1 - - - -
Xiphinema pachtainchum 4 2 5 - 1 - - - -
Hoplolaimus indicus 4 - 3,50 2 - - - - -
Rotylenchus spp. 3 3 3 6 - - 3 - 1
Tylenchorhynchus spp. 5,5 - 1,50 3 - - 1 5,67 -
Meloidogyne spp. 1 3 0,50 1 - 6 1 5 1
Trichodorus spp. 1 2 - - - 1,5 - 1 1
Longidorus spp. - 3,33 - - - - - -
Heterodera spp. - - - - - - - -
Ditylenchus dipsaci 3,57 2 1,67 1,5 1 - - - 1
Haplolaimus spp. 3 2 - - - -

- : Absence de nématodes

Tableau 15.Intensité des NPP au niveau de racines (10g) des agrumes dans différents sites de
la région de Marrakech pendant les saisons de printemps, d’été et d’automne.

Intensité

Domaine Graoua

Domaine Benkebboura

Arsat Moulay Abdessalam

Printemps

Eteé

Automne Printemps

Ete

Automne Printemps

Et¢  Automne

Tylenchulus semipenetrans
Pratylenchus spp.
Pratylenchus coffeae
Paratylenchus spp.
Helicotylenchus spp.
Tylenchus spp.

Xiphinema spp.
Xiphinema diversicaudatum
Xiphinema pachtainchum
Hoplolaimus indicus
Rotylenchus spp.
Tylenchorhynchus spp.
Meloidogyne spp.
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Trichodorus spp. 5 - 2 4 - 1 - 3
Longidorus spp. - - 1 - - - - -
Heterodera spp. 3 - - - - - , -
Ditylenchus dipsaci - - - - - - - -
Haplolaimus spp. - - - - - - 3 -

- Absence de nématodes

En termes de prévalence, il est observé que globalement, les NPP sont moins prévalent
en €té au niveau des trois sites. Cependant, leur prévalence est plus €élevée au printemps qu’en
automne au niveau des domaines Graoua et Benkebboura, alors qu’elle enregistre des valeurs
plus faibles & Arsat moulay abdessalam (Tableau 16).

Au cours de la saison printaniére, 1’espéce T. semipenetrans a été la plus prévalente
dans les domaines Benkebboura (100%) et Graoua (70,83%), suivi de genre Pratylenchus avec
une prévalence de 70% dans le domaine Benkebboura et 50% dans le domaine Graoua (Tableau
17). Toujours au printemps et en termes de prévalence, le genre Xiphinema a occupé le
troisiéme rang dans le domaine Graoua (45,83%) tandis que 1’espéce Pratylenchus coffeae a
été classee la troisieme dans le domaine Benkebboura (50%). Cependant, au niveau d’Arsat
Moulay Abdeslam, le genre Paratylenchus a été le plus fréquent (50%), suivi des especes
Pratylenchus coffeae (40%) et T. semipenetrans (25,83%).

Pendant la saison estivale, T. semipenetrans et Pratylenchus spp demeurent les NPP les
plus prévalent au niveau des domaines Graoua et Benkebboura. En effet, I’espece T.
semipenetrans a présenté une prévalence de 60% dans le domaine Benkebboura et de 45% dans
le domaine Graoua, tandis que le genre Pratylenchus a affiché une prévalence de 45,83% et
45% respectivement dans les domaines Graoua et Benkebboura. Par ailleurs, au niveau d’Arsta
Moulay Abdessalam, les genres Tylenchorhynchus (30%) et Trichodorus (30%) sont les plus

prévalent durant 1’été, suivis de Meloidogyne avec une prévalence de 20%.

Au cours de la saison d’automne, I’espéce T. semipenetrans et les genres Xiphinema,
Pratylenchus et Helicotylenchus sont les plus fréequent dans les domaines Graoua et
Benkebboura. En effet, T. semipenetrans présente une prévalence de 83,33% et 58,33%
respectivement au niveau de domaines de Bekaboura et Graoua. Le genre Xiphinema a affiché
une prévalence de 33,33% et 45,83% respectivement dans les mémes domaines. Quant au genre
Helicotylenchus, sa prévalence est de 33,33% et 20,83% respectivement dans les domaines de
Bekaboura et Graoua. A Arsat Moulay Abdessalam, les NPP les plus prévalent sont
Paratylenchus (40%), T. semipenetrans (30%) et Pratylenchus (20%).
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Tableau 16. Prévalence (Pr) des nématodes phytoparasites des agrumes dans différents sites
de la région de Marrakech pendant les saisons de printemps, d’été et d’automne.

Prévalence (%)

Domaine Graoua

Domaine Benkebboura

Arsat Moulay Abdessalam

Printemps Eté Automne Printemps  Eté  Automne Printemps Eté  Automne
Tylenchulus semipenetrans 70,83 45 58,33 100 60 83,33 25,83 14,29 30
Pratylenchus spp. 50 45,83 37,5 70 45 29,16 10,71 3,57 20
Pratylenchus coffeae 8,33 - 12,5 50 - - 40 - -
Paratylenchus spp. 29,17 12,5 12,5 25 3,57 16,67 50 - 40
Helicotylenchus spp. 16,67 8,33 20,83 7,14 - 33,33 10,71 10,71 20
Tylenchus spp. 4,17 8,33 4,17 7,14 - 16,67 7,14 - 20
Xiphinema spp. 45,83 25 45,83 25 7,14 33,33 10,71 10 10
Xiphinema diversicaudatum 8,33 4,17 - 25 3,57 - 3,57 - 10
Xiphinema pachtainchum 4,17 417 - - 25 - - - -
Hoplolaimus indicus 4,17 - - 25 - - 10 - -
Rotylenchus spp. 12,5 8,33 417 3,57 - - 3,57 - 10
Tylenchorhynchus spp. 16,67 - 8,33 3,57 - 16,67 7,14 30 -
Meloidogyne spp. 20,83 8,33 12,5 75 - 16,67 - 20 10
Trichodorus spp. 4,17 417 16,67 - 33,33 - 30 7
Longidorus spp. 12,5 16,67 3,57 - 16,67 - - -
Heterodera spp. 3,57 12,5 - 7,14 - - 3,57 - 10
Ditylenchus dipsaci 3,58 417 12,5 7,14 - - 3,57 - 10
Haplolaimus spp. - 8,33 8,33 - - - - - -

- : Absence de nématodes

3. Variation des parametres physicochimiques des sols étudiés en fonction des

saisons et des sites

Les données relatives a 1’analyse des parametres physico-chimiques du sol des différents
sites prospectés et pendant les différentes saisons étudiées sont présentées dans le Tableau 17.
Les différents paramétres physico-chimiques évalués, la conductivité électrique (p < 0,05), le
taux d’humidité (p < 0,05), ainsi que les teneurs en carbone organique (p < 0,001), matiére
organique (p < 0,001), phosphore total (p < 0,001), phosphore assimilable (p < 0,001), azote (p
<0,03), Na(p <0,05) et K (p <0,001) ont présenté des variations significatives en fonction des
sites et des saisons. En revanche, la teneur en Ca et en CaCO3 (p > 0,05) n’ont pas
significativement varié entre les saisons et les sites étudies.

La conductivité électrique (CE) a été plus élevée en automne et plus faible en été au
niveau des trois sites étudiés. En effet, la CE a été 3,13 ; 1,9 et 1,3 fois plus élévée en automne
qu’en été respectivement au niveau du domaine Benkebboura et Arsat Moulay Abdessalam et

au domaine Graoua. La valeur la plus élevée de la CE a été observée au niveau du domaine
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Benkebboura durant I’automne (784,67us/cm), soit environ 3,16 fois supérieure a la valeur
minimale (248,25 ps/cm) observée au niveau d’Arsat Moulay Abdeslam pendant 1°été
(Tableau 17).

Le pH a été plus elevé au printemps au niveau du domaine Graoua (7,85) et a Arsat
moulay Abdessalam (8,27), alors qu’il n’a pas significativement varié entre 1’été et I’automne
au niveau trois sites étudiés. Les valeurs du pH du sol ont fluctué de 7,15, observeé en été au
domaine Benkebboura, a 8,27, noté au printemps a Arsat Moulay Abdeslam. Ces données
indiquent une nature de sol allant de l1égerement alcaline (pH 7,15) a alcaline (pH 8,27) durant
les trois saisons étudiées, et ce dans 1I’ensemble des régions examinées (Tableau 17).

Le taux d’humidité maximal a été observé au niveau du domaine Graoua au printemps,
avec une valeur de 44,51%, tandis que le taux minimal a été observé au niveau d’ Arsat Moulay
Abdessalam pendant la saison d’été, avec une valeur de 12,47%. Aucune variation significative
du taux d’humidité n’a été observée entre les saisons de printemps et d’automne pour
I’ensemble des sites étudiés (p > 0,05) (Tableau 17).

La teneur en carbone organique (CO) des sols a enregistré les valeurs les plus élevée en
automne et les valeurs les plus faible au printemps, mais ces valeurs ont été respectivement
similaires dans les trois sites. En effet, en automne, la CO a été au moins 3 fois et 1,5 fois plus
élevée que celle enregistrée respectivement au printemps et en été au niveau de tous les sites
(Tableau 17).

Concernant la matiére organique (MO) du sol, sa teneur a été plus élevée en automne
qu’en été et qu’au printemps quelque soit le site etudié. Ainsi, la teneur automnale en MO a été
14,2 fois, 3,25 fois et 2,94 fois plus élevée que celle printaniére respectivement a Arsat Moulay
Abdessalem, au domaine Graoua et au domaine Benkebboura. La teneur la plus élevée en
matiere organique (1,99%) a été observée au niveau d’Arsat Moulay Abdessalam, suivi du
domaine Benkebboura (0,47%) et Graoua (0,39%) en automne, contre respectivement (0,14%,

0,16% et 0,12% pendant la saison printaniére (Tableau 17).

La teneur en Azote a enregistré les valeurs les plus élevées en été et les valeurs les
plus faibles au printemps au niveau des trois sites d’étude. La teneur la plus élevée en azote
(10, 94%) a été enregistrée au niveau de domaine Graoua pendant la saison estivale, soit
environ 3,25 fois plus que la teneur mesurée dans le méme site au printemps et 3,5 fois
plus que le taux d’azote le plus faible noté au niveau d’Arsat Moulay Abdeslam au

printemps (Tableau 17).
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Les teneurs des autres éléments minéraux (phosphore total, phosphore assimilable,
sodium, et potassium) ont été nettement plus élevees au printemps et globalement moins élevee
en été. Les teneurs les plus élevées en phosphore total et assimilable ont été observées au niveau
du domaine Benkebboura au printemps, avec des valeurs respectives de 115,38 mg/g et 68,81
mg/g. En revanche, les teneurs les plus faibles en phosphore total (27,97 mg/g) et en phosphore
assimilable (11,38 mg/g) ont été observées a Arsat Moulay Abdessalam en automne et en été
respectivement (Tableau 17). De méme, la teneur maximale en Na+ (592,67mg/g) a été
observée au niveau du domaine Benkebboura au printemps, soit 2,4 fois supérieure a la teneur
minimale en Na+ (226,27mg/g), enregistrée au niveau d’Arsat Moulay Abdeslam en été
(Tableau 17).

En ce qui concerne la teneur en potassium, la teneur la plus élevée (142,37 mg/g) a été
observée au domaine Graoua au printemps contre 120,27 mg/g enregistrée dans le méme site
en automne. En revanche, la teneur la plus faible en K (79,16 mg/g) a été observée a Arsat
Moulay Abdessalam au printemps. Par ailleurs, aucune différence significative n’a été observée
dans les teneurs en calcium et en calcaire entre les différentes saisons étudiées au niveau des
différents sites (p > 0,05) (Tableau 17).

La texture du sol est similaire dans les trois sites €tudiés, il s’agit d’un sol sablo-

limoneux (Tableau 17).
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Tableau 17.Variation des propriétés physicochimiques des sols rhizosphériques des agrumes des différents sites prospectés en fonction des saisons.

Domaine Graoua Domaine Benkebboura

Arsat Moulay Abdeslam

Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne Printemps Eté Automne
Conductivité (us/cm)  340,85+3,74% 391,63+ 154¢0 512,06+7,28P  732,33+0,5°  417,6748,76 4  784,67+7,09% 707,625,342 24825+ 1,239 777,880,082
pH 7,85+ 0,12 7,31+ 0,9 7,52+ 0,35° 7,61+ 0,45° 7,15+ 3,86° 7,51+ 0,35° 8,27+ 0,452  7,49+0,60°  7,68+0,76°
Humidité (%) 44,51+7,422 19,95+2,02¢ 44,2+11,562 19,9+0,19¢ 12,950,469 23,03+2,26°  32,77+0,93°  1247+#1,179  33,81%4,19°
Calcaire (%) 26,17+8,78%  22.87+11,28%  22,56+8,70° = 21,52+#853%  17,85#3,77%  17,12#3,77%  30,53+4,84%  29,21+11,21 29,96+11,412
C. Organique (%) 0,07+0,01° 0,16+0,02° 0,22+0,032 0,09+0,02¢ 0,17+0,02° 0,26+0 ,012 0,08+0,01¢ 0,16+0,01° 0,27+0,012
M. Organique (%) 0,120,02° 0,28+0,01° 0,39+0,04° 0,16+0,07° 0,25+0,03" 0,47+0,05° 0,14+0,09®  0,32+0,01°  1,99+1,122
Azote (%) 4,48+0,13°  10,94+0,43%  471£321° 4,43+0,18° 6,49+1,43" 572+¢0,12°°  3,124125°  522+0,06°  4,9620,12°
P. Total (mg/g) 108,91+ 6,33%  60,99+8,76° 41,29+320P  11538+4,90° 66,20+832°  4858+555°  96,15+3,120  40,11+7,65P  27,97+7,47¢
P. Assimilable (mg/g) 52,79+ 6,31%°  19,09+5,91¢ 23,03+6,16°  68,81+13,10° 18,466,799  39,91+251°° 57,69+9,76%°  11,38+1,439  23,91+8,78°
Sodium (g/kg) 475,93+14,27%  234,14+9,76° 372,97+12,36"° 592,67+11,52% 276,42+9,45° 326,28+ 6,02°C 465,368,142 226,27+16,21¢ 358,53+6,87"
Potassium (g/kg) 142,37 +7,84%° 12991 +7,47% 120,27 +8,70% 173,61 +10,55% 103,25+3,73° 130,25+2,42%® 79,16 +546° 98,69 +5,78° 90,82 +8,50°
Calcium (g/kg) 308,76+11,89% 292,20+2,45%  318,34+12,79%  320,65+1,70®  324,87+1,42%  333,78+1,93%  324,09+1,932 312,43+10,89% 326,93+4,892

Texture sablo-limoneux sablo-limoneux

sablo-limoneux

Les moyennes suivies par des lettres différentes, dans la méme ligne sont significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.
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4. Corrélation entre les parametres physicochimiques du sol, les saisons, et les

parameétres nématologiques

Les résultats des analyses de corrélation entre les paramétres physico-chimiques du sol,
les saisons, et les paramétres nématologiques des différents sites étudiés sont présentés dans la
Figure 20. Les résultats obtenus démontrent que la densité des nématodes phytoparasites et
négativement corrélée a la teneur en matiére organique (r=-0,42), en carbone organique (=-
0,32) et en azote (=-0,30) alors qu’elle est positivement corrélée au pH (r=0,004), a I’humidité
(r=0,59), et aux teneurs en sodium (r=0,10), en calcium (r=0,09) et en potassium (r=0,38).
Concernant les saisons, la densité des nematodes phytoparasites est positivement corrélé avec

le printemps (r=0,96), I’automne (r=0,92) et négativement avec corrélé avec 1’été (r=-0,64).
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Figure 20. Matrice de corrélation entre les parametres physico-chimiques du sol, les saisons,
les pratiques agricoles (porte-greffes) et parametres nématologiques des trois sites durant les
trois saisons (Printemps, Eté, Automne). Coefficients de corrélation de Pearson sont indiqués
par des couleurs et aussi par chiffres pour faciliter I’interprétation.
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Les résultats de I'analyse en composantes principales (ACP) présentés dans la Figure
21 montrent que le carbone organique (COT) et la matiere organique (MO) constituent le
groupe le plus négativement corrélé avec le printemps et avec la densité des nématodes
phytoparasites des agrumes (DN). La teneur en éléments minéraux, I'numidité et le pH du sol
sont positivement corrélés avec le printemps et constituent le groupe le plus positivement

corrélé a la densité des NPP.
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Figure 21. Corrélations statistiques par analyse en composantes principales (ACP) des
parameétres physicochimiques et nématologiques des sols des trois sites (I : Domaine Graoua ;
I1 : Domaine Benkebboura ; 111 : Arsat Moulay Abdeslam), durant les trois saisons d’études.

IVV. DISCUSSION

Pour mieux comprendre la dynamique saisonniére des populations de NPP associés aux
agrumes, des prospections saisonniéres ont été menées dans les différents sites prospectés au
niveau de la région de Marrakech, domaine agricole Graoua, domaine agricole Benkebboura et

Arsat Moulay Abdessalam. Les résultats obtenus ont montré que globalement la saison
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printaniére a été la plus favorable au développement des NPP, suivie de I’automne, tandis que
la saison d’¢été a été la moins propice au développement de ces nématodes. Néanmoins, la
dynamique des populations des NPP en fonction des saisons a significativement variée avec les
espéces de NPP. Tenant compte de sa densité dans le sol rhizosphérique et dans les racines, le
nématode des agrumes T. semipenetrans a été le plus prévalent quelque soit la saison et le site
étudié. En effet, ce nématode représente a lui seul plus de 66% des NPP totaux dans le sol du
domaines Graoua, plus de 51% au domaine Benkebboura et plus de 50 % a Arsat Moulay
Abdessalam quelque soit la saison. En plus, T. semipenetrans a enregsitré les prévalences
maximales, soit 100% au printemps, 83% en automne, et 60% en été. Ces résultats suggerent
que les populations de NPP sont fortement influencées par la succession de saisons, enregistrant
les effectifs les plus élevés au printemps et en automne. En effet, selon plusieurs études (
Sorribas et al., 2000; Saeed et al., 2019; Abokorah and Elsebaay, 2022) la densité des
populations des NPP des agrumes suit une évolution bimodale avec deux pics, I’un au printemps
et I’autre en automne, probablement en réponse au développement de nouvelles racines
fibreuses sur lesquelles les nématodes se développent et se nourrissent. Cependant, selon
Duncan and Eissenstat (1993) la disponibilité de nouvelles racines fibreuses n'est pas suffisante
a elle seule pour expliquer la variation de la densité des NPP. En effet, ces auteurs ont constaté
un déclin de la population de nématodes en été, alors que la biomasse racinaire des agrumes a
augmenteé de 75 % pendant cette période. La diminution des niveaux d’amidon dans les cellules
nourriciéres infestées par les nématodes par rapport aux cellules corticales adjacentes indique
que I’amidon peut servir de source de nutriments pour les nématodes phytoparasites des
agrumes (Cohn, 1965). En effet, les travaux de Duncan and Eissenstat, (1993) ont rapporté que
la teneur des racines en hydrates de carbone est ’'un des facteurs principaux déterminant la
dynamique des NPP, comme démontré par la faible densité de ces nématodes en été coincidant
avec un contenu en carbohydrates des racines relativement faible en cette saison. D’autre part,
la température et I’humidité du sol sont également des facteurs clés affectant la dynamique
saisonniére des populations de nématodes phytoparasites (Verschoor, 2002 ; Nisa et al., 2021).
Ces facteurs peuvent influencer directement la survie, la reproduction et 1’activité des
nématodes. Plusieurs études, notamment celle de Verschoor (2002) et Nisa et al., (2021), ont
affirmé que 1’abondance et la structure des populations de nématodes changent en fonction de
la température et I’humidité du sol qui elles méme varient avec la saison. En ét¢é, I’augmentation
de la température du sol peut entrainer des conditions de sécheresse, ce qui peut entrainer une

baisse de la population de nématodes dans les couches supérieures du sol due a leur migration
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en profondeur a la recherche de I’humidité. En revanche, en automne et au printemps, la
combinaison d’une température et d’une humidité du sol adéquates peut étre responsable de la
ré-augmentation de la population de nématodes dans les couches supeérieures du sol.

Parmi les trois sites étudiés, le domaine Graoua est celui qui présente la plus forte
infestation de nématodes (663 individus/100g de sol au printemps, 579 individus/100g de sol
en automne et 414 individus/100g de sol en été), suivi du domaine Benkebboura (170
individus/100g de sol au printemps, 100 individus/100g de sol en été et 116 individus/100g de
sol en automne), tandis que le jardin Arsat Moulay Abdeslam est le site le moins infesté (80
individus/100g de sol au printemps, 56 individus/100g de sol en été et 80 individus/100g de sol
en automne). Cette différence du degré d’infestation entre les trois sites peut étre attribuée aux
pratiques agricoles adoptées dans chaque site. En effet, le domaine Graoua est équipé de
systéme moderne permettant le pilotage de I’irrigation et la fertilisation assurant de meilleures
conditions en eau et fertilisants pour les cultures en place. Le domaine Benkeboura utilisent
également le systéme de goutte a goutte qui sert en méme temps pour fertiliser les cultures mais
le pilotage reste manuel et moins perfectionné qu’au domaine Graoua. Par ailleurs, a Arsat
moulay Abdessalam I’irrigation reste conventionnelle, il n’y a pas de programme de fertilisation
sinon par addition de fumure organique. Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux de Liu
et al. (2016), qui ont également observé une augmentation de la densité des nématodes dans les
cultures de riz et de blé fertilisées par rapport aux témoins non fertilisés, avec une variation
allant de 15% a 90%. Cette augmentation peut étre expliquée par I'effet bénéfique des engrais
sur la croissance des cultures, ce qui entraine une augmentation de la quantité de rhizodép6ts
ou de résidus qui servent de substrats pour les micro-organismes et les nématodes. Toutefois,
I'ajout d'azote dans le sol peut également favoriser l'infestation par certaines espéces de
nématodes, telles que Pratylenchus brachyurus et Tylenchorhynchus martini, comme l'ont
observé Traoré et al. (2012). Cependant, I'ajout de la matiére organique au sol peut avoir des
effets bénéfiques en réduisant la densité et la survie des nématodes (Verdejo-Lucas and
McKenry, 2004), ce qui pourrait expliquer le faible taux d'infestation dans le jardin Arsat
Moulay Abdeslam, ou le taux de matiere organique est le plus élevé (1.99%). En effet, la
décomposition de la matiere organique peut libérer des produits toxiques pour les nématodes
ou stimuler la croissance des champignons qui sont leurs ennemis naturels (Moosavi, 2022;
Jabbar and Abedulridah, 2023).

L'utilisation de cultures associées peut également étre une pratique efficace pour réduire

les populations de NPP. Les cultures associées peuvent fournir un habitat pour les prédateurs
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de nématodes, tels que les acariens, qui peuvent réduire les populations de nématodes
phytoparasites en les utilisant comme source de nourriture (Krueger and McSorley, 2008). En
effet, les acariens exploitent les produits chimiques émis par les nématodes, tels que le dioxyde
de carbone, pour localiser leurs hotes (Banerjee and Hallem, 2020). Aprés avoir détecté un
nématode, ils sont capables de 1’attaquer et de s’en nourrir (Krueger and McSorley, 2008) . Elles
peuvent également produire des exsudats racinaires qui sont toxiques pour de nombreux types
de nématodes phytoparasites, tels que le nématode des lésions radiculaires (Pratylenchus spp.)
et le nématode a galles (Meloidogyne spp.) (Li et al. 2018). Cette stratégie a été mise en ceuvre
avec succes dans le domaine Benkebboura, ou 1’utilisation de 1’oignon comme culture de
couverture a permis de réduire considérablement la densité des NPP. Les racines d'oignon
liberent des exsudats favorisant la prolifération de micro-organismes utiles tels que les
champignons mycorhiziens et les bactéries PGPR, qui peuvent contribuer a la réduction des
populations de nématodes ( Zhou et al., 2011; Vives-Peris et al., 2020). L’effet bénéfique de
I'utilisation de I'oignon comme culture de couverture pour réduire les nématodes a également
été démontré chez d'autres cultures, telles que la betterave a sucre. En effet, Abdel-Baset, (2020)
a montré gue l'intercalage d'oignon avec la betterave a sucre a permis de réduire les populations
de nématodes a galles dans les racines de la betterave. Ces chercheurs ont identifié le 4-
hydroxy-benzéneéthanol comme un composant majeur des exsudats racinaires de l'oignon qui
inhibe I'activité des juvéniles et diminue la capacité d'éclosion des ceufs des nématodes a galles
des racines. Le 4-hydroxy-benzeneéthanol a été confirmé comme un nématicide naturel efficace
(Ali and Saifullah, 2019).

Les différences de la résistance des porte greffes utilisés au niveau de chaque site
pourrait également étre avancée comme élément explicatif de la différence de la distribution
des NPP et leur dynamique en fonction des saisons. En effet, 1’utilisation des porte-greffes
résistants constitue aussi une stratégie importante pour la gestion de NPP. Des études récentes
(Duncan et al.1994;Verdejo-Lucas and Kaplan ,2002) ont montré que les porte-greffes
résistants aux nématodes, tels que les hybrides de P. trifoliata comme le Citrange Carrizo
(Washington’ x Poncirus trifoliata), crée une barriere physique et/ou une réaction de défense
chimique qui limite I’infection et la reproduction des nématodes. Cela confeére une bonne
résistance ou tolérance au nématode des agrumes T. semipenetrans. D’autres études (Castillo
etal., 2017; Abd-Elgawad, 2020; Bowman and Joubert, 2020) ont indiqué que les porte-greffes
Cléopatre et Bigaradier (Citrus aurantium) sont sensibles. Cependant, le Citrus aurantium est

largement utilisé comme porte-greffe pour les agrumes amers tels que les oranges ameéres et les
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citrons, en raison de sa tolérance aux conditions de sol variées et de sa compatibilité
satisfaisante avec les grandes variétés commerciales, ce qui permet une production abondante
de fruits de qualité (Castle et al., 2016).

V. CONCLUSION

Dans cette partie de notre étude, nous avons évalue la diversité des populations de NPP
au niveau du sol rhizosphérique et des racines des agrumes au niveau de trois vergers
agrumicoles de la région de Marrakech, Domaine agricole Graoua, Domaine Benkebboura et
Arsta moulay Abdessalam, en fonction des fluctuations saisonniéres, des pratiques agricoles
(fertilisation, présence ou absence de cultures associées) et des caractéristiques
physicochimiques du sol. Nous avons recensé onze genres et sept especes de nematodes
phytoparasites dans les différents sites étudiés. Les résultats montrent qu'en général, les NPP
sont plus abondants au printemps au niveau du domaine Graoua, suivi par le domaine
Benkebboura et d'Arsat Moulay Abdeslam. T. semipenetrans, Helicotylenchus spp. et
Xiphinema spp. ont été rencontrés dans les trois sites et pendant toutes les saisons. T.
semipenetrans a été le plus abondant, en particulier au printemps. L'analyse des corrélations
entre les paramétres physicochimiques et phytonématologiques montre une étroite relation
entre la dynamique des nématodes et les propriétés du sol, la succession des saisons et les
pratiques agricoles adoptées dans chaque site. Les agrumes sont plus infestés par les nématodes
phytoparasites au printemps lorsqu'ils sont cultivés dans un sol sableux-limoneux, humide
(44,51%), avec un pH variant entre 7,52 et 7,85, pauvre en matiére organique (0,07%), en
absence de culture associée et avec des traitements fertilisants. 1ls sont moins infestés en été
lorsqu'ils sont cultivés dans un sol sableux- limoneux, moins humide (12,47%-33,81%), avec
un pH variant entre 7,49 et 8,27, riche en matiére organique (1,99%), en présence de cultures
associees et sans traitements fertilisants. En tenant compte des divers facteurs que nous avons
précedemment discutés, I’effet porte-greffes pourrait également s’avérer étre un des facteurs
explicatifs de la différence des degrés d’infestations et de 1’abondance des NPP observés entre
les différents sites. C’est exactement le théme que nous allons examiner minutieusement dans
le chapitre suivant, dans le but de fournir une perspective exhaustive de cette tactique de combat

contre T. semipenetrans.
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EVALUATION DE LA RESISTANCE DE
CERTAINS PORTE-GREFFES D’ AGRUMES
AU NEMATODE T. SEMIPENETRANS



Chapitre IV. Résistance de certains porte-greffes d’agrumes contre T. semipenetrans

l. INTRODUCTION

L’agrumiculture est confrontée a des défis majeurs pour répondre aux besoins
alimentaires de la population croissante tout en assurant la durabilité des ressources naturelles
(Alzubi et al., 2023). Les NPP, notamment T. semipenetrans peuvent causer des dégats
considérables sur les arbres d’agrumes, entrainant une réduction conséquente du rendement et
par voie de conséquence des pertes économiques importantes (Bozbuga et al., 2022). La
résistance variétale est 1’une des méthodes prometteuses contribuant au contrble de ces
ravageurs. En effet, la sélection de variétés résistante/tolérantes peut constituer un moyen
efficace et durable pour réduire la population des NPP, limiter leur capacité d’infester les
agrumes et minimiser les pertes de rendement causé par T. semipenetrans (Verdejo-Lucas et
al., 2023c).

Dans la région mediterranéenne, en particulier au Maroc, la plupart des vergers
agrumicoles sont greffés sur le Bigaradier (Citrus aurantium) en raison de ses capacités
d’adaptation aux différents types de sol et de sa bonne compatibilité avec la plupart des variétés
utilisées (Beniken et al., 2011). Cependant, ce porte-greffe est connu pour étre sensible a
I’infestation par le nématode phytoparasite T. semipenetrans, qui constitue alors une menace
sérieuse et permanente pour les vergers agrumicoles méditerranéens (Igbal et al. 2005). Par
conséquent, la recherche de variétés porte-greffes résistantes a T. semipenetrans est désormais
une nécessité voire méme une urgence. En général, parmi les principales caractéristiques
recherchées dans les nouveaux porte-greffes figurent la résistance et/ou la tolérance aux NPP
et aux maladies virales et cryptogamiques, et le large potentiel d’adaptation aux condition
climatiques (la sécheresse, températures extrémes, etc) et édaphiques (pH, salinité, etc)
(Beniken et al., 2011; Roberto et al., 2022). Plusieurs études ont montré que I’infestation des
agrumes par le nématode T. semipenetrans affecte négativement la croissance des plantes via
’altération de plusieurs processus tel que la réduction de I’activité photosynthétique, la
perturbation de 1’équilibre hormonal, ’altération de la physiologie des racines et du statut
hydrique et minéral des arbres (Forner-Giner et al., 2020). Dans ce contexte, la sélection de
porte-greffes d’agrumes résistants & T. semipenetrans permettrait de limiter la multiplication de
ce parasite et minimiser les dégats qu’il peut engendrer contribuant ainsi a la sauvegarde des
vergers agrumicoles du bassin méditerranéen et le développement d’une agrumiculture
productive et durable. L’utilisation de porte-greffes appropriés et performants permettrait
¢galement d’améliorer la vigueur, la productivité, la précocité et le rendement des arbres

d’agrumes et de renforcer leur tolérance aux contraintes du milieu tout en minimisant les
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intrants chimiques (Roberto et al., 2022). Cependant, les études réalisées dans ce contexte sont
rares et aucune étude a ce propos n’a encore ¢té réalisée au Maroc. L’objectif du présent travail
est donc d’évaluer la résistance des sept porte-greffes d’agrumes les plus utilisées au Maroc
contre le nématode T. semipenetrans a travers 1’é¢tude de leur réaction, évaluée en termes de

parametres agronomiques, physiologiques et biochimiques, suite a I’inoculation par ce NPP.

Dans ce chapitre on cherche a apporter des éléments de réponse aux questions
suivantes : les porte-greffes d’agrumes utilisés au Maroc sont-ils résistants ou sensibles a T.
semipenatrans ? Est-il possible que certains d’entre eux puissent étre utilisés comme moyen de

lutte biologique dans la stratégie de gestion de ce nématode ?

1. MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal
Sept porte-greffes d’agrumes couramment utilisées au Maroc, a savoir Citrus aurantium
(Bigaradier et Bigaradier australian), Citrus volkameriana, Citrus macrophylla et les Citrange
‘Troyer’, ‘Carrizo’ et ‘C-35’ont été évalués pour leur résistance au nématode des agrumes T.
semipenetrans. Les plantules de ces porte-greffes agés de 12 a 14 mois nous ont été fournies

par la pépiniére du domaine agricole de Taroudant.

2. Inoculum de T. semipenetrans

L'inoculum du nématode T. semipenetrans (ceufs et J2) a été préparé a partir des racines
d’arbres d'agrumes adultes infestés. Les fragments de racines ont été lavés délicatement et
coupés en segments de 0,5 cm. Les segments de racines ont été plongés dans une solution
aqueuse d’hypochlorite de sodium a 0,5 %, puis broyés a 1’aide d’un mixeur pendant 30
secondes pour libérer les ceufs des sacs d’ceufs des nématodes femelles et dissoudre la matrice
gélatineuse (Greco and D’Addabbo, 1990). La suspension résultante a été filtrée
successivement a travers des tamis de pores de différentes tailles (100, 60, 45, 30, 20 et 5 um).
Le résidu a éte rincé avec de I'eau distillée sterile pour éliminer les traces de NaOCI et pour
séparer les nématodes des débris de racines. Les ceufs qui n'ont pas été utilisés immédiatement
ont été collectés et placés dans de I'eau distillée stérilisée pendant une période de trois jours
pour permettre leur éclosion, conformément a la méthode décrite par Hussey and Barker (1973).
Les J2 ainsi obtenues, qui représentent le deuxieme stade de développement des juveéniles, ont

été récoltées et stockees a une température de 4°C jusqu'a leur utilisation ulterieure ( Seo, 2012).
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3. Essai de la résistance des porte-greffes d’agrumes

L’expérience a ét¢ menée sous serre a la Faculté des Sciences et Techniques (FST) de
Marrakech pendant 9 mois, de février a septembre 2021. La température journaliere moyenne
pendant cette période a varié entre 18 et 34°C. Les plantules issues de différents porte-greffes
ont été transplantées dans des pots en plastique contenant un substrat composé d’un mélange
de 2/3 de sable stérile et 1/3 de sol agricole stérile (texture sablo-limoneuse, faible teneur en
Carbone organique, et pH légérement alcalin (pH 7,42) collecté du domaine Benkebboura
(31°35°16.1"N 7°44°11.3"0). Apres une période d’adaptation de 15 jours, quatre trous ont été
disposés autour des racines dans chaque pot, dans lesquels un inoculum de T. semipenetrans
composé de 350 juvéniles a été déposé (Campos and Campos, 2005), les trous ont été ensuite
recouverts de sol stérilisé pour éviter leur desséchement. Les pots ont été disposés dans la serre
de maniere aléatoire et ont été arrosés tous les 2 ou 3 jours selon les besoins. Les plantules non
inoculées ont servi de témoins. Chaque traitement a été répété cing fois. Aprés 225 jours
d’incubation, les plantules ont été récoltées et leurs réponses a 1’inoculation avec T.
semipenetrans ont été évaluées a travers la mesure de leurs paramétres agronomiques et des

parameétres nématologiques.

4. Parametres mesurés
a. Parametres nématologiques

La densité de la population de nématodes de T. semipenetrans a été évaluée en mesurant
le nombre de femelles par systéme racinaire et le nombre de J2 par 100g de sol. Les racines de
chaque porte-greffe ont été collectées soigneusement, lavées a 1’eau du robinet, puis colorée
avec une solution de floxin B. Aprés 1-2 heures, le nombre de femelles de T. semipenetrans par
centimétre de racine a été compté sous un microscope optique (Sunartoi and Ntasasmita, 2011).
De méme, les J2 de T. semipenetrans ont été extraits a partir du sol de chaque pot en utilisant
la méthode de Baermann modifiée par Flegg and Hooper, (1970), puis leur nombre a été compté

a I’aide d’un microscope optique.

Le niveau de résistance des plantes d’agrumes a T. semipenetrans a été déterminé en
fonction du nombre de femelle par cm de racine, selon une classification modifiée de Mani et

al., (1989) et citée par Muhammad Azhar, (2003). Quand le nombre des nématodes est :

- Compris entre 0 et 1 nématode par cm de racine, il indique une résistance

- Compris entre 1 et 2 nématodes par cm de racine, il indique une resistance modérée,
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- > 2 nématodes par cm de racine, il indique une susceptibilité.

Le facteur de reproduction des nématodes (FR) a été calculé en utilisant la formule
suivante (Oostenbrink, 1966) :

Pf(Population finale)
Pi(Population initiale

Facteur de reproduction (%) =

b. Parametres Agronomiques

A la fin de I’expérience, les racines ont été séparées de la tige pour chaque variété porte-
greffe. La longueur relative de la tige, le diameétre du tronc ainsi que la longueur des racines ont
été mesurés. La biomasse fraiche des racines et des parties aériennes a été déterminée par pesée
immédiate. Ensuite, la biomasse séche des parties aériennes et des racines a été déterminée

apres un séjour de 72h dans une étuve a 80°C.

Les variations (%) des parametres de croissance des porte-greffes d’agrumes (longueur
relative de la partie aérienne, longueur des racines, la biomasse fraiche et séche des racines et

tiges, etc) ont été calculées en utilisant les formules suivantes (Abbott 1925) :

(Controle — Traitement)

R 4 r 0 = 1 X
éduction (%) 00 Controle

) Traitement — Controle
Augmentation (%) = 100 X

Controle

c. Analyses Biochimiques
I. Teneur en proline

La teneur en proline a été déterminée selon la méthode de Bergman and Loxley (1970).
Une quantité de 200 mg de matériel végétal (3°™ feuille a partir de I’apex) a été broyée dans
2,5 ml d’éthanol a 95% suivie de trois rincages et lavages avec 2,5 ml d’éthanol a 70%, la
solution résultante du lavage a été ensuite centrifugée a 12 000 x g a 25 °C pendant 15 min. Le
surnageant a été prélevé et mélangé avec 2 ml de ninhydrine et d’acide acétique glacial. La
réaction a été effectuée a 100 °C pendant 1 heure dans un bain-marie bouillant et arrétée en
placant les tubes a essai sur la glace. Du toluéne (4 ml) a été ajouté au mélange réactionnel et
laissé reposer apres agitation. La couche de toluéne contenant le chromophore a été séparée,
portée a la température ambiante et I’absorbance a été mesurée a 520 nm. Une courbe étalon a

été établie en utilisation des concentrations connues de proline.
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ii. Extraction et dosage des activités enzymatiques des peroxydases et
polyphénoloxydases
Le matériel végétal frais (50 mg) a été broyé en présence de 1 ml de tampon phosphate
0,1 M & pH 6 contenant 5% de PVP insoluble. Le mélange est ensuite centrifugé a 12000 g
pendant 30 minutes. Le surnageant est récupéré et utilisé comme extrait enzymatique des

polyphénoloxydases et des peroxydases.

L’activité de la peroxydase (PO) a été mesurée en utilisant le gaiacol comme donneur
d’hydrogéne selon la méthode de Hori et al., (1997). Le milieu réactionnel comprend 100 pl
d’extrait enzymatique, 300 puL de gaiacol (20 mM) et 2 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6).
La réaction a été initi¢e par I’ajout de 200 pl d’eau oxygénée (H202 a 0,3%) et la formation de
tétragaiacol a été suivie par spectrophotométrie a 470 nm. L’activité a été calculée en utilisant
le coefficient d’extinction &€ = 26,6 mM™ cm™. L’unité enzymatique de la PO a été définie
comme la quantité d’enzymes qui entraine la formation de 1 mmole de tétragaiacol par minute

par gramme de matiére fraiche (mmol min g protéine).

L’activité de la polyphénoloxydase (PPO) a été mesurée selon le protocole de Hori et
al., (1997). Le milieu réactionnel contient 500 pl de catéchol a 1,6 % (v/v) préparé dans le
tampon phosphate (100 mM, pH 6). La réaction a été initiée par addition de 100 pl d’extrait
enzymatique et incubée pendant 3 min & température ambiante. L’absorbance a été lue a 410
nm. L’unité enzymatique de la PPO a été définie comme étant la quantité d’enzymes utilisée

pour I’augmentation d’une unité d’absorbance (475 nm) min™* mg? de protéines.
iii. Malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation des lipides membranaires est estimée par la détermination de la teneur
en MDA selon la méthode décrite par Savicka and Skute (2010). Des feuilles (0,5 g) ont été
homogénéisées dans un volume égal (1,5 ml) d’acide trichloroacétique (TCA) a 0,1% et d’acide
thiobarbiturique (TBA) a 0,5%, puis 2,5 du TCA a 20 % a été ajouté. Le mélange a été incube
a 95 °C pendant 30 min et la réaction a été arrétée en placant les tubes dans la glace. Le mélange
a ensuite été centrifugé a 10 000 x g pendant 15 min et I’absorbance du surnageant a été lue a
532 nm. La concentration en MDA a été calculée en utilisant son coefficient d’extinction € =155

mMtem™,
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Iv. Catalase (CAT)

L’activité de la CAT a été déterminée selon la méthode de Chance and Maehly (1957).
200 mg de matériel végétal ont été broyés a froid en présence de 4 ml de tampon phosphate 0,1
M a pH 6 contenant 5% de PVPP et 2 mM d’EDTA. Le mélange a ensuite été centrifugé a
12000 g pendant 30 minutes pour obtenir I’extrait enzymatique. Pour un volume final de 2,2
ml, le mélange réactionnel est constitué de 200 ul d’extrait enzymatique et de 2 ml de H202
(10 mM) préparé dans le tampon phosphate (100 mM, pH 7). La réaction est initiée par addition
de I’extrait enzymatique, et la vitesse de décomposition de ’H202 a été déterminée en mesurant
la diminution de I’absorbance a 240 nm pendant 3 min. Les calculs de 1’activité ont été réalisés
en utilisant un coefficient d’absorption molaire de 39,6 mM™ cm™ pour H202. L’activité

enzymatique est exprimée en mmol H202 réduit mint mg? de protéines.

5. Analyses statistiques

Les données quantitatives ont été exprimées en tant que moyennes d'expériences +
erreur standard. La signifiance de la différence entre les moyennes a été testée par analyse de
la variance (ANOVA). Les tests a plages multiples de Tukey a p < 0,05 ont été réalises a I'aide
du logiciel SPSS (Version 25).

I1l. RESULTATS
1. Effet de I’inoculation par T. semipenetrans sur les paramétres nématologiques

Les résultats de I’effet de I’inoculation avec T. semipenetrans sur les parameétres
nématologiques chez les porte-greffes d’agrumes étudiés sont reportés sur les Tableaux 18 et
19. Les résultats obtenus montrent que la densité de la population de T. semipenetrans a
augmenté significativement (P < 0,03) a la fois dans les sol rhizosphériques (Pfs) et les racines
(Pfr) chez toutes les variétés porte-greffes testées. L analyse statistique a classé les porte-greffes
en quatre groupes significativement différents (p < 0,05) en ce qui concerne la densité finale
des NPP dans leurs sols rhizosphériques. Le premier groupe comprend le Bigaradier, le
Bigaradier Australien et le Volkameriana avec plus de 1030,67nématodes/100g de sol. Le
deuxiéme groupe est représenté par Macrophylla et Citrange C-35 avec respectivement 979 et
873,67 nématodes/100g de sol, le troisieme groupe est compose de Citrange Troyer, compte
moins de 782,43 nématodes par 100g de sol, alors que le quatriéme groupe est constitué de
Citrange Carrizo présente la densité la plus faible, avec moins de 541,56 nématodes par 100g
de sol (Tableau 18).
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En termes de capacité de reproduction, T. semipenetrans a présenté le taux de
reproduction (FRS) le plus élevé (91,1) dans le sol rhizosphérique du Bigaradier, suivi de pres
par celui de Volkameriana (90,32) de Bigaradier Australien (88,39), et de Citrange C-35
(74,92), tandis que les sols rhizosphériques de Citrange Troyer (67,1), et de Citrange Carrizo
(46,44) ont montré les FRs les plus bas (Tableau 18).

Tableau 18. Population finale (Pf) de T. semipenetrans (Ts) dans 100g de sol rhizosphérique
(Pfs) et par 10g de racines (Pfr) et facteur de reproduction de Ts dans le sol rhizosphérique
(FRs) et dans les racines (FRr) chez les porte-greffes d’agrumes les plus utillisés au Maroc,
Bigaradier, Bigaradier Australien, Citrange Troyer, Citrange Carrizo, Citrange C-35,
Volkameriana et Macrophylla, inoculés avec T. semipenetrans et cultuvés sous serre.

Porte-greffes Pfs/ 100g de sol FRs Pfr/ 10g de racines FRr
Bigaradier 1062,23+ 45,722 91,1 466,26+2,842 40,19
Big Australien 1030,67+ 32,072 88,39 250,48 +1,63° 21,48
Citrange  Troyer 782,43+15,29° 67,1 184,1146,41°¢ 15,78
Citrange  Carrizo 541,56+23,15°¢ 46,44 105,01 +1,894 9,54
Citrange C-35 873,67+ 51,882 74,92 251,88+1,04° 21,6
Volkameriana 1053,17+ 48,332 90,32 237,27+14,42° 20,34
Macrophylla 979,00+ 22,682 83,96 188,16+3,76° 16,13

Les moyennes dans une colonne suivie de la/les méme(s) lettre(s) ne sont pas significativement
différentes selon Tukey (P < 0,05).

De méme, 1’analyse de variance a révélé une différence significative (p < 0,0001) entre
les différents porte-greffes en termes de capacité de T. semipenetrans a se reproduire (FRr) dans
leurs racines. T. semipenetrans a démontré une forte capacité a se reproduire dans les racines
du Bigaradier, avec 466,26 nematodes/10g de racines, ainsi que sur le Bigaradier Australien
(250,48 nématodes/10g de racines) et Citrange C-35 (251,88 nématodes/100g de sol). En
revanche, ce NPP s’est reproduit faiblement sur le Citrange Troyer (188,16 nématodes/10g de
racines), le Citrus Macrophylla (188,16 nématodes/10g de racines) et le Citrange Carrizo
(105,01 nématodes/10g de racines) (Tableau 18).

En outre, Citrange Carrizo a également présenté le nombre le plus faible de femelles par
cm de racines, soit environ 0,33 femelles par cm de racine, traduisant une réaction de résistance
a T. semipenetrans selon la classification de Mani et al. (1989), tandis que les autres porte-
greffes ont abrité plus d’une femelle par cm de racine (Tableau 19). Le Bigaradier, le
Bigaradier Australien et le VVolkameriana ont montré le plus grand nombre (> 3) de femelles
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par cm de racines ce qui constitue une réaction de sensibilité & T. semipenetrans selon la
classification de Mani et al. (1989).

Tableau 19. Nombre de femelles de T. semipenetrans (Ts) par cm de racines et type de réaction
des porte-greffes d’agrumes les plus utilisés au Maroc, Bigaradier, Bigaradier Australien,
Citrange Troyer, Citrange Carrizo, Citrange C-35, Volkameriana et Macrophylla, inoculés avec
T. semipenetrans et cultivés sous serre.

T. semipenetrans femelles par cm

Porte greffes Réaction de porte-grefte

de racines
Bigaradier 3,33+0,02* Sensible
Big australian 3+0,12* Sensible
Citrange Troyer 1+0,07¢ Tolérant
Citrange Carrizo 0,33+0,03¢ Résistant
Citrange 35 1+0,00¢ Tolérant
Volkameriana 3+0,25% Sensible
Macrophylla 2:|:0,04b Tolérant

Les moyennes dans une colonne suivie de la/les méme(s) lettre(s) ne sont pas significativement
différentes selon Tukey (P < 0,05).

2. Effet de I’inoculation par T. semipenetrans sur les paramétres agronomiques des
plantes
Les résultats de la réponse a I’inoculation avec T. semipenetrans, exprimée en termes
de variation des parametres agronomiques, chez les différents porte-greffes d’agrumes étudiés
sont reportés sur le Tableau 20. La masse fraiche (P < 0,0001), la masse seche (P < 0,0001), et
la longueur (P < 0,0001) des racines, ainsi que la longueur s (P < 0,0001), et la masse seche (P
< 0,0001) de la partie aérienne, et le nombre de branches (P < 0,05) ont significativement varié

en fonction de I’inoculation avec T. semipenetrans et de la variété porte-greffe inoculée.

L’inoculation avec T. semipenetrans a entrainé une réduction significative de la masse
fraiche (MFR) et de la masse seche (MSR) des racines chez tous les porte-greffes comparés aux
témoins non-inoculés (Tableau 20). La plus grande reduction de MFR a été enregistrée chez le
Bigaradier Australien (67,6 %) suivie de Volkameriana (50,6 %), tandis que les taux de
réduction les plus faibles ont été enregistrés chez Citrus Macrophylla (29,8 %) et Citrange
Carrizo (34,47 %). Le Bigaradier (67,20 %) et le Bigaradier Australien (65,74 %) ont présenté
les taux de réduction de MSR les plus éleves, alors que Citrange C-35 (8,9 %) et Macrophylla
(20,34 %) ont enregistré les taux de reduction de MSR les plus faibles.
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En outre, lalongueur (LR) et le diameétre (DR) des racines ont été significativement réduits chez
tous les porte-greffes inoculés comparés a leurs témoins respectifs (Tableau 20). La plus grande
réduction de LR a été observée chez Citrange Troyer (33,75 %) suivie de Citrange Carrizo (26,1
%). En revanche, les taux de réduction les plus faibles ont été observés chez Citrange C-35
(1,48 %) et Orange aigre (2,08 %). La réduction du diamétre des racines a été plus élevée chez
le Bigaradier (58,26 %) et le Bigaradier Australien (45,08 %) et plus faible chez VVolkameriana
(5,47 %) que chez Macrophylla (17,76), Citrange Carrizo (15,3), Citrange Troyer (12,72) et
Citrange C-35 (12,7%).

La masse fraiche (MFPA) et la masse seche (MSPA) des parties aériennes (MFPA) ont
été significativement réduites chez tous les porte-greffes inoculés par rapport aux témoins
(Tableau 20). La plus grande réduction de MFPA a été observée chez le Bigaradier (56,6 %),
tandis que les taux de réduction les plus faibles ont été enregistrés chez Macrophylla (3,5 %) et
Citrange Carrizo (7,9 %). La plus grande réduction de MSPA a été enregistrée chez
Macrophylla (58,5%) et Bigaradier (54,8%), tandis que les taux de réduction les plus faibles
ont été notés chez Citrange C-35 (4,59%) et Citrange Carrizo (5,05%).

L’inoculation avec T. semipenetrans a significativement réduit la longueur de la partie aérienne
(LPA) et le nombre de branches (NB) par rapport au témoin chez tous les porte-greffes étudiés
(Tableau 20). Le Bigaradier Australien (53,06%) et le Bigaradier (42,80%) ont présenté la plus
grande réduction de LPA, tandis que les taux de réduction les plus faibles ont été enregistrés
chez Citrange Carrizo (16,9%) et C-35 Citrange (17,83%). Le taux de réduction de NB le plus
élevé a été enregistré chez Citrange Carrizo (53,4 %), suivi du Bigaradier Australien (46,14 %),
tandis que la réduction de NB la plus faible a été enregistrée chez le Bigaradier (23,63 %) et
Volkameriana (33,25 %).
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Tableau 20. Effet de I’inoculation avec T. semipenetrans sur la masse fraiche (MFR) et seche (MSR), la longueur (LR) et le diamétre (DR) des racines, sur la
masse fraiche (MFPA) et seche (MSPA) et la longueur (LPA) des parties aériennes et sur le nombre de branche(NB) chez les porte-greffes d’agrume les plus
utilisés au Maroc, Bigaradier, Bigaradier Australien, Citrange Troyer, Citrange Carrizo, Citrange C-35, Volkameriana et Macrophylla inoculés ou non avec T.

semipenetrans et cultivés sous serre.

Racines L’allongement aerienne
Porte-greffes d,initcalff;ﬁon MFR (g) MSR (g) LR (cm) DR (cm) MFPA (g) MSPA(g)  LPA (AL cm) NB (AB)
Inoculé 17,37%2,67° 8,86+ 0,71°  20,230,64% 9,6+0,81 46,3746,70°  12,66£3,74° 26,5+ 6,544 4,33£0,33
Bigaradier Témoin 33,86£0,24  27,01+1,05  20,66+0,54¢ 230,812 106,86+0,8120  28,01+0,94%¢  46,33+4 832 5,672,722
Réduction (%) 48,70 67,20 2,08 58,26 56,61 54,80 42,80 23,63
o Inoculé 10,780,40°  11,82:0,049  23,33%0,72% 11,831,179 93,35:0,71°  252110,76%  12,83£2,31% 4,67+1,66°
i‘f;';iﬂfr: Témoin 61,04+4,96 3450 40,62 30,6740,27%  2154+0,41%¢  117,38+1,08%  37,48£0,322 27,33+ 3,60 b 8,671,482
Réduction (%) 67,60 65,74 23,93 45,08 20,47 32,74 53,06 46,14
Inoculé 22,72+ 0,270 12,62¢1,419  18,33%0,72° 20,66£0,47%  936740,33"  1508+2,20" 4,36 +0,047 2+1,15°
Citrange Troyer Témoin 30,51+2,4100  2170%0,28°  27,670,14%  2367+0,81%  107,53+3,29%  3270£0,32% 567+ 1,44¢ 3,330,660
Réduction (%) 42,50 41,84 33,75 12,72 12,89 51,13 23,10 30,94
Inoculé 21,33:0,660  12,43+0239  22,67+0,27¢ 17,5+0,40° 85,06£0,28"  32,69£0,53%  10,66+0,72% 2,332,18
Citrange Carrizo Témoin 32,5542,03¢  3102+0,81%  30,67+027%  20,33%0,54%  0241+041%  3443+271% 12,83+ 2,520 5+1,00%
Réduction (%) 34,47 61,06 26,08 15,30 7,95 5,05 16,91 53,40
Inoculé 21,79+ 0,069  10,23+0,49¢ 22+0,04% 23,67£0,96%  87,6240,13%  21,6+0,77%¢ 6,0+ 5,50° 2,330,66°
Citrange C-35 Témoin 4198+1,02°  11,24%0320  22,33+0,10% 20,67£0,1%  10567+10,56% 22,644527¢% 567+ 5 10¢f 420,575
Réduction (%) 48,09 8,99 1,48 12,67 17,08 4,59 17,83 41,75
Inoculé 21,61+ 0539 10,660,531 300,06 23 +1,45 @ 7504+2,669  2507+2,92%9 29,33 £2,59° 2,670,33"
Volkameriana Témoin 43744178 21,03+0,97°  33,33%0,54° 2433t5658  110,744510%  32,18+0,773 15334279k 420,575
Réduction (%) 50,59 49,31 9,99 5,47 31,42 22,09 47,73 33,25
Inoculé 2352+ 0,799 11,08+1550  24,33%0,27% 20£3,27"¢ 70,85¢8,637  1565t258 18,5 +4,40% 3,330,66°
Macrophylla Témoin 3352+ 0,56 13,91+0,769  29,33+0,36 24,322,867 73,44+2,.800  37,75:0212 23,66 +1,65% 5,67+1,76%
Réduction (%) 29,83 20,34 17,05 17,76 3,51 58,54 21,81 41,27

Les moyennes dans une colonne suivie de la/les méme(s) lettre(s) ne sont pas significativement différentes selon Tukey (P < 0,05).

90



Chapitre IV. Résistance de certains porte-greffes d’agrumes au nématode T. semipenetrans

3. Effet du T. semipenetrans sur les parametres physiologiques et biochimiques

Les résultats de ’analyse de la teneur en proline et en malondialdéhyde (MDA), ainsi que de
I’activité des enzymes antioxydantes, catalase (CAT), polyphénoloxydase (PPO) et peroxydase
(PO), chez les différents porte-greffes inoculés ou non avec T. semipenetrans sont reportés sur
le Tableau 21. Les résultats indiquent que les teneurs en proline (P<0,0001) et en MDA
(P<0,0001) ainsi que les activités CAT (P<0,004), PO (P<0,0001) et PPO (P<0,0001) ont
significativement varié¢ en fonction de I’inoculation avec T. semipenetrans et de porte-greffe.
En effet, les teneurs en proline (Pro) et en MDA et les activités CAT, PO et PPO, ont
significativement augmenté chez les porte-greffes inoculés avec T. semipenetrans comparés a
leurs témoins respectifs. Les trois Citranges ont montré une faible accumulation de proline (<
4umol /g MF) comparés aux Bigaradier et Volkameriana qui ont montré les teneurs en proline
les plus élevees, soit respectivement 83,3 et 53,5umol /g MF (Tableau 21). Le taux
d’accumulation de MDA a ¢été le plus élevé chez le Bigaradier (398,15 %) et Citrus
Volkameriana (394,24 %), et le plus faible chez Citrange C-35 (65,43 %), Citrange Carrizo
(41,65 %) et Citrange Troyer (30,23%).

L’activité PO la plus élevée a été observée chez le Bigaradier (16,22 pmol min™ mg*
Prot), suivie de Volkameriana (12,3 umol min-1 mg-1 Prot), représentant une augmentation
respective de 382,7 % et 225,4 % par rapport aux témoins. En revanche, la plus faible
augmentation de I’activité PO a été enregistrée chez Citrange Carrizo (56,6 %) et Citrange C-
35 (81,3 %). L’activité PPO la plus élevée a été observée chez Volkameriana (285,6 %), le
Bigaradier (256,9 %) et le Bigaradier australien (221,1 %). En revanche, la plus faible
augmentation de I’activité PPO a été enregistrée chez le Citrange Carrizo (237,5 %). En outre,
I’augmentation la plus ¢élevée de ’activité CAT a été enregistrée chez le Citrange Troyer
(17100%), suivie de la Volkameriana (7420 %), du Bigaradier (6233,33 %) et du Bigaradier
australien (3183,3 %). Cependant, le taux d’augmentation le plus faible de I’activit¢ CAT,
comparé au témoin, a été noté chez le Citrange Carrizo (70,37%).
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Tableau 21. Teneur en proline, activités de la peroxydase, de la polyphénol oxydase et de la catalase, et accumulation de MDA chez les porte-
greffes d’agrumes les plus utilisés au Maroc Bigaradier, Bigaradier Australien, Citrange Troyer, Citrange Carrizo, Citrange C-35, Volkameriana
et Macrophylla, inoculés ou non avec T. semipenetrans et cultivés sous serre.

Porte greffes Statut Proline Peroxydase Polyphenoloxydase Catalase MDA
d’inoculation (umol /g PF) (umol, min?!,mg* Prot) ( pmol min** ,mg* Prot) (umol H202/mg Prot,min) (umol/g PF)
Bigaradier Inoculé 27,22 +2,76¢ 3,36%1,24¢ 5,29 +1,008¢ 0,09+0,003¢ 4,8620,42¢
Témoin 49,89 +5,852 16,22+1,52 18,88+1,562 5,7+1,122 24,21+2,672
Augmentation (%) 83,3 382,74 256,90 6233,33 398,15
Bigaradier Inoculé 30,77 +1,37% 3,83+1,25¢ 4,69+0,47¢ 0,12+0,03¢ 8,26+0,39%
Australien Témoin 47,11 £0,72% 8,91+1,79° 15,061,322 3,94+1,752% 19,48+3,232%
Augmentation (%) 53,10 132,6 221,1 3183,3 135,8
Citrange Troyer Inoculé 22,11 +0,77¢ 3,62+0,22¢ 3,72+2,14¢ 0,01+0,02¢ 8,4+0,30%
Témoin 23 +1,18¢ 7,70+£2,51° 10,27+2,55% 1,72+1,045¢ 12,04+1,37b¢d
Augmentation (%) 4 112,71 63,78 17100 30,23
Citrange Carrizo Inoculé 24,67% 3,96° 4,4+0,46° 5,02+3,31¢ 0,24+0,14% 6,65+0,18¢f
Témoin 25,33 £1,77¢ 6,89+0,66" 6,89+0,63¢ 0,81+1,43% 9,42+1,26%
Augmentation (%) 2,7 56,6 37,25 237,5 41,65
Citrange C-35 Inoculé 24,22 +2,65¢ 3,91+0,27¢ 4,432 ,45° 0,14+0,06¢ 6,45+1,75°
Témoin 25,11 £0,92¢ 7,09+2,07%¢ 10,01+2,27¢4 2,44+0,05% 10,67+0,66%
Augmentation (%) 3,67 81,33 125,96 1642,86 65,43
Volkameriana Inoculé 30+ 2,01% 3,780,459 3,19+0,56¢ 0,05+0,01¢ 3,82+0,14f
Témoin 40,66+ 1,51° 12,30+1,27% 12,3+1,27% 3,761,642 18,88+0,89%°¢
Augmentation (%) 53,5 225,4 285,6 7420 394,24
Macrophylla Inoculé 28,67 +3,20% 3,58+0,06¢ 4,78+2,30° 0,07+0,01¢ 3,09+0,42°
Témoin 33,22 +1,27¢ 10,91+0,8420¢ 10,91+0,842¢d 1,12+0,115cd 8,23+0,26%
Augmentation (%) 15,9 204,7 128,2 1500 166, 3

Les moyennes suivies par des lettres différentes, dans la méme colonne sont significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.
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IV. DISCUSSION

Les agrumes sont vulnérables & une gamme de stress biotiques et abiotiques qui peuvent
affecter leur développement, leur croissance et leur rendement. L’un des principaux stress
biotiques qui affecte la croissance et la productivité des agrumes est I’infestation par les
nématodes phytoparasites, en particulier le nématode des agrumes T. semipenetrans. Le niveau
de résistance a T. semipenetrans varie selon les porte-greffes. Cette étude vise a sélectionner
des porte-greffes d’agrumes ayant un potentiel élevé de résistance a T. semipenetrans en termes
de capacité a prévenir la reproduction du nématode a la fois dans le sol et dans les racines, et a
limiter I’infestation des racines par ce ravageur. Elle a également pour objectif de contribuer a
une compréhension approfondie des changements morphologiques et biochimiques qui se
produisent chez ces plantes d’agrumes en réponse a 1’inoculation par ce phytoparasite. Les
résultats obtenus montrent que I’inoculation avec T. semipenetrans a négativement affecté la
croissance et la production de biomasse chez toutes les variétés porte-greffes étudiées. En effet,
comparé aux témoins, des diminutions significatives de la longueur des parties aériennes (LPA),
la longueur des racines (LR), du diamétre des pousses (DPA), de la néoformation de nouvelles
pousses (NB), de la biomasse fraiche aérienne (MFPA) et des racines (MFR), ont été observées
chez tous les porte-greffes étudiés. De plus, chez toutes les variétés porte-greffes, 1’inoculation
avec T. semipenetrans a induit un stress oxydatif mis en évidence par 1’augmentation de
I’accumulation du malondialdéhyde (MDA) et par 1’augmentation des activités des enzymes
antioxydantes, pour lutter contre ce stress oxydatif, telles que la catalase (CAT), la peroxydase
(PO) et la polyphénol oxydase (PPO), comparé aux témoins. Nos résultats montrent que la
réaction a I’inoculation avec T. semipenetrans, a significativement varié entre les variétés porte-
greffes utilisée. En effet, le Citrange Carrizo inoculé a présenté la croissance et la production
de biomasse les plus élevées et le nombre le plus faible de femelles (0,33) par cm de racines,
démontrant sa grande capacité a limiter la multiplication de ce NPP a la fois dans son sol
rhizosphérique (541,56 nématodes /100g de sol) et dans ses racines (105,01 nématodes/ 10g de
racines). Ces résultats mettent en évidence le potentiel élevé de ce porte greffe pour limiter
I’infestation de ses racines par ce nématode (FRr=9,54). En revanche, le Bigaradier, le
Bigaradier Australien et le Citrus Volkameriana ont été les plus sensibles a I’infestation ((FRs
> 88,39), les plus favorables a la reproduction de T. semipenetrans, (FRr > 20,34 ; FRs > 88,39)
aussi bien dans leurs sols rhizosphériques (FRs) que dans leurs racines (FRr) engendrant des

populations finales respectives dans le sol (Pfs) de 1062,23 nématodes /100g de sol pour le
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Bigaradier, 1030,67 nématodes/100g de sol pour le Bigaradier Australien et
1053,17nematodes/100g de sol pour le Citrus Volkameriana. Les populations finales de T.
semipenetrans dans les racines (PFr) étaient significativement élevées, atteignant 466,26 par
10g de racines chez le Bigaradier, 250,48/ 10g de racines chez le Bigaradier Australien et
237,27/ 10g de racines chez le Citrus Volkameriana. Ces variétés porte-greffes ont également
présenté une diminution importante de leurs parametres de croissance et de production de

biomasse.

Le Citrange Troyer, le Citrange C-35 et le Citrus macrophylla ont présenté une
tolérance modérée, avec une population de T. semipenetrans femelle allant jusqu’a 1 femelle
par cm de racine. En effet, I’infestation par T. semipenetrans affecte la croissance et la
fonctionnalité du systéme racinaire des plantes d’agrumes en raison de I’augmentation de la
population des NPP et de leurs sites d’alimentation engendrant une succion forte et continue
des nutriments compromettant la capacité du systéme racinaire a absorber et a transloquer 1’eau
et les nutriments vers les différents organes de la plante affectant ainsi négativement sa
croissance et son développement (Afzal et al., 2021). L’infestation des agrumes par T.
semipenetrans est ainsi, généralement, associée a une forte réduction de la croissance et de la
production de biomasses racinaires et aériennes (Deka et al., 2003; Ayazpour et al., 2010;
Montasser et al., 2012).

La réponse différentielle des porte-greffes d’agrumes a I’infestation par le nématode T.
semipenetrans se manifeste également par des différences de changements physiologiques et
métaboliques, en particulier le degré de stimulation du métabolisme antioxydant, notamment
I’activation d’enzymes telles que la catalase, la polyphénol oxydase et la peroxydase, connues
pour étre impliquées dans 1’atténuation des dommages oxydatifs causés par I’infestation des
nématodes ( Mateille, 1992; Bali et al., 2020; Saranya et al., 2021). En effet, les porte-greffes
tels que le Bigaradier, le Bigaradier Australian et Citrus volkameriana, considérés sensibles a
I’infestation par T. semipenetrans (tenant compte des résultats des parametres nématologiques
et de la classification de Mani et al. (1989)), ont tendance a développer des activités
enzymatiques antioxydantes (PO, PPO et CAT) significativement plus élevées que les porte-
greffes résistants tel que Citrange Carrizo. Ces observations suggeérent que les plantes sensibles
a I’infestation par T. semipenetrans peuvent étre plus sensibles au stress oxydatif et présenter
une activité métabolique accrue en réponse a I’attaque par ce nématode parasite des plantes.

Cela implique que chez les porte-greffes sensibles, I’infestation par T. semipenetrans entraine
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une production accrue de radicaux libres et d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) qui sont
nocives pour les cellules végétales. Ces molécules sont extrémement réactives et perturbent
gravement le métabolisme et les structures cellulaires (Bartels and Sunkar, 2005; Franca et al.,
2007). Pour combattre ce stress, les plantes développent plusieurs mécanismes de défense
impliquant des enzymes et des composés antioxydants capables de protéger les cellules
végétales des dommages oxydatifs en activant les processus d’¢limination des ROS (Mittler,
2002; Gill and Tuteja, 2010). Ces résultats sont cohérents avec ceux de Romuald (2009), qui a
montré que I’induction des activités des peroxydases et des polyphénol oxydases a été plus
élevée chez les variétés de bananes sensibles a Pratylenchus coffeae chez les variétés
résistantes. Cependant, la stimulation du métabolisme antioxydatif exprimé en termes
d’accumulation d’antioxydants non enzymatiques et d’augmentation des activités des enzymes
impliquées dans 1’¢limination des ROS est parfois interprété comme signe de résistance et non
de sensibilité. En effet, selon Mateille (1994) et Damodaran et al. (2009) I’activité des enzymes
antioxydantes a été plus élevée chez les variétés résistantes que chez les variétés sensibles aux
NPP.

L’accumulation de MDA est généralement utilisée comme indicateur de la peroxydation
des lipides membranaires (Smirnoff, 1995). Des niveaux élevés de ce métabolite indiquent une
augmentation de la peroxydation des lipides membranaires, reflétant des dommages oxydatifs
significatifs au niveau cellulaire (Demiral et Turkan, 2005). Nos résultats montrent que le MDA
a été fortement accumulé chez les porte-greffes d’agrumes sensibles tels que le bigaradier, le
bigaradier australian et Volkameriana par rapport aux porte-greffes résistants tel que Citrange
Carrizo, suggérant que cette variété n’a pas subi de stress oxydatif significatif di a T.
semipenetrans. Cela pourrait étre expliqué par la décomposition des ROS suite a I’augmentation
des activités CAT et PO chez cette variété (Mirzaei et al., 2013). Des études antérieures de
Zacheo et al., (1987, 1983) ont montré que chez les variétés de plantes résistantes aux NPP
(variétés de tomate résistantes a M. incognita et variétés de pomme de terre résistantes a
Globodera pallida et a G. rostochiensis) I’activité des enzymes antioxydantes diminuait avec

le temps, alors qu’elle restait constamment élevée chez les variétés sensibles a ces nématodes.

Il apparait que la réaction des plants d’agrumes a T. semipenetrans impliquent plusieurs
compartiments et divers processus métabolique et physiologique, probablement en relation avec
les différents niveaux d’intervention de T. semipenetrans sur ces plantes. Les différents

mécanismes mis en ceuvre, vraisemblablement liés, sont trop vastes pour établir une régle
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générale sur la réponse des agrumes a 1”’action des NPP. Les mécanismes peuvent étre pré ou
post-infectieux. Les mécanismes pré-infectiecux ont pour but d’empécher T. semipenetrans de
pénétrer dans les racines, soit en raison de la barriere mécanique de certains épidermes
racinaires, soit en raison de la synthese d’exsudats racinaires non attractifs, répulsifs ou méme
contenant des substances allélochimiques toxiques aux nématodes (Kaplan, 1981). Dans les
mécanismes post-infectieux, la plante réagit a la pénétration profonde des nématodes en
produisant des substances toxiques, telles que les phytoalexines, ou en déclenchant une réponse
d’hypersensibilité qui se traduit par la production de divers composés cellulaires et I’activation
du systéme de défense dans les minutes qui suivent I’infestation (Kaplan, 1981). Enfin, les
tissus para-corticaux peuvent dévier leur métabolisme pour rétablir I’intégrité anatomique des
tissus 1ésés ou pour arréter la progression du parasite par intoxication ou en lui offrant un
environnement inadéquat. Une résistance médiée par des génes peut également étre impliquée.
En effet, plusieurs études ont montré que la résistance des porte-greffes a T. semipenetrans est
probablement due a un gene principal ou a plusieurs genes agissant en tandem. Ces genes
pourraient coder pour des protéines impliquées dans la défense des plantes contre les
nématodes, telles que des enzymes de détoxification ou des protéines de reconnaissance des
pathogenes (Verdejo-Lucas et al. 2003; Javed et al. 2008).

V. CONCLUSION

D'apres les résultats obtenus dans cette partie de notre travail, ’infestation des porte-
greffes d’agrumes par T. semipenetrans a entrainé une diminution significative de leur
croissance et des changements importants de leur statut physiologique et biochimiques,
notamment une accumulation accrue de MDA et une activité renforcée des enzymes

antioxydantes pour lutter contre le stress oxydatif induit par ce nématode.

Les sept porte-greffes d’agrumes testés ont présenté des niveaux de résistance variables
a l’infestation par T. semipenetrans. Le Citrange Carrizo a montré une forte résistance a
I’infestation et & la reproduction de T. semipenetrans, tandis que le Citrange Troyer, le Citrange
C-35 et le Macrophylla ont présenté une tolérance modérée. En revanche, le Bigaradier, le
Bigaradier Australien et le VVolkameriana se sont avéreés étre les plus sensibles a ce nématode,
montrant des taux d’infestation et de reproduction élevés. De plus, nos expériences ont réveélé
que les porte-greffes sensibles, Bigaradier, Bigaradier Australien et VVolkameriana sont plus

sensibles au stress oxydatif et présentent une activité métabolique antioxydante accrue en
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réponse a l’attaque par ce nématode phytoparasite. Cependant, les porte-greffes résistants tels
que le Citrange Carrizo ont montré un taux d’infestation plus faible, et une moindre sensibilité
au stress oxydatif induit par 1’attaque de T. semipenetrans et des performances de croissance
relativement élevées. Cela implique que le Citrange Carrizo pourrait constituer un outil
judicieux et efficace, en tant que porte-greffe d’agrumes résistant, pour lutter durablement

contre le nématode des agrumes T. semipenetrans.

97



CHAPITRE V
EVALUATION DU POTENTIEL NEMATICIDE
DU MICROBIOME RHIZOSPHERIQUE DES
AGRUMES



Chapitre V. Potentiel nématicide du microbiome rhizosphérique des agrumes

l. INTRODUCTION

Tylenchulus semipenetrans est une espéce semi-endoparasite qui est, parmi les NPP qui
attaquent les racines des agrumes, celle qui leur inflige les dommages les plus considérables
(Rumiani et al., 2023). Elle est omniprésente dans toutes les régions productrices d’agrumes du
monde, y compris au Maroc ( Mokrini et al., 2018a; Abd-Elgawad, 2020; Rumiani et al., 2023).
La pression parasitaire exercée par ce nématode sur 1I’agrumiculture est en nette augmentation
et se manifeste par différents types de symptdémes sur la plante, tels que le flétrissement, le
jaunissement, les carences nutritives et les nécroses racinaires, ouvrant également la voie a
d’autres organismes phytopathogeénes. En conséquence, ces NPP entrainent des pertes de
rendement de plus en plus significatives, de 1’ordre de 10 a 30% (Philis, 1989; Taylor,
2019;Jaiman et al., 2022). Les ceufs et les juvéniles de T. semipenetrans sont les stades les plus

sensibles ou on peut agir pour contrdler efficacement ces NPP (Rumiani et al., 2023).

Les Méthodes de lutte appliquées contre les NPP des agrumes sont souvent basées sur
I’utilisation des nématicides a base de produits chimiques extrémement nocifs pour
I’environnement et le consommateur. Leur action est de courte durée et elles affectent
considérablement la qualité et le prix de revient de la récolte (Ali et al. 2022; Feng et al. 2022).
Pour cette raison, I’intégration d’agents de lutte biologique dans les stratégies de gestion des

NPP constitue désormais une alternative durable prometteuse pour controler ces phytoparasites.

Nous avons montré dans les chapitres précédents que les caractéristiques pédologiques,
le type de porte-greffes et les pratiques culturales (cultures associées, etc.) affectent
considérablement la dynamique des populations des NPP et leur capacité d’infester les racines
et les sols rhizosphériques des agrumes. Cette action serait due, entre autres, a leur effet sur le
microbiome rhizosphériques (Hunt and Handoo, 2009), en privilégiant le développement des
populations des microorganismes antagonistes présents naturellement dans le sol. L'utilisation
des biopesticides, notamment 1’utilisation de certains microorganismes et leurs métabolites
(pesticides et régulateurs de croissance d'origine microbienne), constitue des outils efficaces
dans la lutte intégrée contre les ravageurs (Ayilara et al., 2023). Ces communautés
microbiennes, habitants naturels du sol, sont de véritables agents de biocontrdle qui suppriment
les populations de nématodes et déterminent I’effet suppressif des sols (Rashidifard et al.,
2022). La suppression des PPN par ces communautés microbiennes est obtenue grace a

différents mécanismes basés sur leur capacité a rivaliser efficacement pour une niche
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écologique, a coloniser la surface des plantes, a produire des composés nématicides
(antibiotiques, toxines, sidérophores, enzymes hydrolytiques, etc.). et a renforcer les
mécanismes de défense de I’hdte, provoquant une résistance systémique induite (ISR)
(Migunova and Sasanelli, 2021). Parmi ces micro-organismes, on trouve : des bactéries telles
que Bacillus spp., Pseudomonas fluorescens, Streptomyces avermitilis et Pasteuria spp., qui
produisent des substances antimicrobiennes et des enzymes qui tuent ou inhibent la croissance
des NPP ; des myceétes tels que Trichoderma spp. et Purpureocillium lilacinum qui agissent
contre les nématodes en produisant des enzymes qui les dégradent et en parasitant leurs ceufs ;
et des champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA), tels que Glomus spp., qui améliorent
le statut physiologique de leurs plantes hotes leur offrant une meilleure protection contre le
stress causé par les nématodes. L'utilisation des micro-organismes antagonistes offrirait des
perspectives prometteuses dans la lutte biologique contre les NPP des agrumes (Migunova and
Sasanelli, 2021). Cependant, rares sont les travaux qui se sont intéressés a 1’évaluation de I’effet
nématicide de ces microorganismes, la sélection des plus performants et leur utilisation pour
controler le nématode des agrumes T. semipenetrans. Ainsi, I’objectif du présent chapitre est
d’évaluer ’efficacité nématicide du microbiome des sols rhizosphériques des agrumes contre
T. semipenetrans. Cela implique de: 1) faire I’inventaire, d’isoler et d’identifier les
microorganismes (bactéries, mycetes et champignons mycorhiziens arbusculaires) associés a la
rhizosphére des agrumes, et 2) d’évaluer leur performance en tant qu’agents de biocontrdle

contre T. semipenetrans a travers des tests de confrontation in vitro et in vivo.

Les interrogations scientifiques posées dans ce chapitre sont: Quelle est la structure du
microbiome associé a la rhizosphere des agrumes ? Existe-t-il des microorganismes spécifiques
dotés d’activité nématicide contre T. semipenetrans ? Et est-ce que certains d’entre eux
pourraient étre exploités comme une modalité de lutte biologique dans la stratégie de gestion

de T. semipenetrans ?

1. MATERIEL ET METHODES
1. Collecte des échantillons de sols et de racines des agrumes
La méthode de collecte des echantillons de sol et de racines des agrumes est comme
décrite dans le chapitre | (section 2). Les mémes échantillons de sols et de racines ont été utilisés

pour I’isolement des bactéries, des champignons et des CMA ainsi que pour 1’extraction des
NPP.
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2. lIsolement des bactéries et champignons rhizosphériques
a. Préparation des milieux d’isolement

Les milieux de culture utilisés pour I’isolement des bactéries (milieu Luria Bertani, LB)
et des champignons (milieu Extrait de Malt gélosé, EMG) ont été enrichis avec 1’extrait de sol
a 7 % (v/v) pour I’isolement a partir de sol et avec 1’extrait de racines a 7 % (v/v) pour

I’isolement a partir de racines :

L’extrait de sol ou de racines a été préparé la veille par broyage de 20 g de sol ou de
racines dans 100 ml d’eau de puit. Le broyat obtenu a été hydrolysé a 1’autoclave pendant 1 h

a 120 °C. L’hydrolysat est ensuite filtrée par un systéme de filtration.

Le milieu LB solide enrichi avec I’extrait de sol ou de racines (7 % Vv/v) a été utilisé
pour I’isolement des bactéries a partir de sol ou de racines (Annexe I1). Alors que, le milieu
LB liquide additionné de 1’extrait de sol ou de racines (7 % Vv/v) a été utilisé pour les cultures

liquides des bactéries (Annexe 11).

Pour I’isolement des champignons (myceétes) a partir du sol et de racines, le milieu (EM)
Extrait de Malt a été enrichi avec 1’extrait de sol ou de racines (7 % v/v). Apres autoclavage a
120°C pendant 15 min et refroidissement a environ 80°C, le milieu a été additionné d’une
solution de sulfate de streptomycine a 0,075% (masse/volume physiologique stérile) a raison
de 4% (v/v) (Annexe I1). Le milieu (EM) Extrait de Malt liquide enrichi avec I’extrait de sol

ou de racines (7 % v/v) a été utilisé pour les cultures liquides des champignons (Annexe I1).
b. Préparation d’homogénéisat

Pour la préparation des homogénéisat a partir du sol ou de racines, 10 g de racines
découpées en petits morceaux ou 10 g de sol tamisé ont été broyés dans une quantité suffisante
d’eau de puit stérile pour réaliser la suspension-dilution 10-. Le broyage a été effectué avec un
mixeur a pied, pendant 5 périodes d’une minute, espacées de 10 secondes, dans des conditions
aseptiques. Les suspensions ont ensuite été agitées pendant 2 heures pour libérer le maximum

de charge microbienne (Iraqi, 2001).

c. Préparation des différentes suspension-dilutions

L homogénéisat initial obtenu a partir de sol ou de racines correspond a la dilution 10

!, Des suspension-dilutions en série, allant de 107 a 10°°, ont ensuite été réalisées en ajoutant a
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chaque fois 1 ml de la suspension-dilution 10" @ 9 ml d’eau physiologique stérile pour obtenir

la suspension-dilution 10", conformément aux normes standard en microbiologie.

d. Ensemencement et incubation

Un volume de 0,1 ml de chaque dilution (10! a 10°°) de sol ou de racines a été déposé
au centre d’une boite de Pétri (90 mm de diamétre) contenant le milieu de culture gélosé¢ (LB
pour les bactéries et EM pour les champignons). Cing répétitions (boites) ont été utilisées par
dilution. Les boites ont ensuite été étalées et incubées a 30°C, a I’obscurité, pendant 48 heures

pour les bactéries et 7 jours pour les champignons.

e. Purification des isolats bactériens et fongiques

Les isolats bactériens ont été purifiés par la méthode des stries sur le méme milieu
d’isolement. Alors que, les isolats fongiques ont été purifiés en repiquant un inoculum de la
partie apicale du mycélium au centre de la boite en position retournée sur le méme milieu
d’isolement. Les boites repiquées ont été incubées a 30 °C pendant 48 heures pour les bactéries

et pendant 7 j pour les champignons.

f. Stockage et conservation des isolats bactériens et fongiques

Les isolats bactériens et fongiques ainsi obtenus, ont ensuite été conservés dans le
glycérol 30% a 20°C dans le but de les identifier ultérieurement et d’évaluer leur potentiel

nématicide.

3. ldentification des isolats bactériens et fongiques
a. ldentification morphologique et biochimique des bactéries nématicides

Les bactéries isolées ont éte purifiées par des repiquages, les bactéries qui ont montré
une activité nématicide prometteuse ont été identifiées selon le protocole décrit par Prévot
(1973) (Annexe 111). Ainsi ont été révélés, pour chaque isolat bactérien présentant une activité
nématicide les caractéristiques suivantes : la coloration Gram, le test de motilité, les endospores,
la pigmentation, la croissance des bactéries a des pH de 3,7 et 10 le pH a été ajusté par KOH
(N) ou H3PO4 (N)), la croissance a différentes températures (4, 25, 37, 45 et 65 °C) et la
croissance a différentes concentrations de NaCl (NaCl : 5%o, 65%o, 200%o).

Le test de catalase et le test de I’oxydase ont été aussi réalisés.
Les isolats bactériens ont été évalués in vitro pour leur potentiel a promouvoir la

croissance des plantes a travers leur capacité a produire 1’acide indolacétique (AIA) et
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solubiliser le phosphate et le potassium. La production de I’AIA a été évaluée dans du TSB
(bouillon de soja tryptique) supplémenté en L-tryptophane (100 mg/L) et a été mesurée dans le
surnageant aprés incubation a 28 °C avec agitation continue pendant 72 h. Le test de
solubilisation de phosphate a été effectué sur le milieu NBRIP (National Botanical. Research
Institut's Phosphate) solide et liquide en utilisant le phosphate tricalcique (Lebrazi et al., 2020).
Le test de solubilisation du potassium a été effectué sur le milieu Aleksandrov (Meena et al.,

2013), un indice de solubilisation est calculé (ISK= Diamétre de lyse/ Diamétre de colonie).

b. Identification morphologique des isolats fongiques

Pour identifier chaque colonie fongique isolée puis purifiée, nous avons adopté la

méthode classique basée sur les caractéristiques macroscopiques et microscopigues.

i. Examens macroscopiques

L’examen macroscopique a concerné les caractéres suivants :

v' Sur le recto : la couleur, la consistance (glabre, duveteuse, poudreuse, platreuse,
soyeuse, etc.), la surface (plane, dome, plissé, cérébriforme, etc.), et la présence de
rayons fins ou larges.

v" Sur le verso : Couleur, arborisation en profondeur, pigment, etc.

v" La croissance exprimée en cm par jour ou en nombre de jours qu’il a fallu pour envahir
la boite de Pétri.

ii. Examens microscopiques

L’observation microscopique des isolats fongiques a été réalisée par la technique de
coloration au lactophénol bleu de coton qui consiste a prélever un fragment de la colonie a
’aide d’une anse de platine et a le déposer sur une lame porte-objet dans une goutte de colorant.
Ensuite, on recouvre la préparation avec une lamelle couvre-objet qui écrase la préparation
(Lachapelle, 2004). Cette technique permet de visualiser les structures fongiques qui seront
colorées en bleu clair (Botton et al. 1990; Bovio et al., 2017).

Les critéres microscopiques étudiés :
v’ Ladescription du mycélium :
» Diametre des filaments,
» Présence ou non de cloison,
« Pigmentation des hyphes (granulations),

« Ramifications et leur mode : banal ou dichotomique,
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v' L’appareil sporifére :
« Sporangiophore avec un sporange,
« Conidiophore avec des colonnes de spores ramifié ou non ramifié.
v’ Les spores :
» Internes : Sporangiosphores dans sporange,
« Externes : Conidies ou conidiospores disposés sur conidiophore.
Pour déterminer le genre de chaque colonie fongique obtenue, nous avons adopté le systéme de
classification de Saccardo (Barnett and Hunter, 1972). L'identification des espéces a été
effectuée par référence a différentes clés d’identification (Botton et al., 1990; Hoffmann et al.,
2009).

4. Préparation des inoculums bactériens et fongiques
a. Préparation de I’inoculum bactérien

Les isolats bactériens ont été cultivés en trois répétitions dans des erlenmeyers (250 ml)
contenant chacun 100 ml de milieu d'isolement et incubés sous agitation (150 tr/min) & une
température de 30°C et a I'obscurité. Aprés 48h, les cellules bactériennes ont été récupérées par
centrifugation a 5000 trs/min pendant 10 min, puis rincées trois fois avec le tampon phosphate
0,1 M (pH 7) pour éliminer les contaminants du milieu ainsi que les métabolites libérés dans le
milieu (El-Bendary, 2006; Wajid et al., 2020). Trois échantillons de 1,5 ml de cellules
bactériennes provenant de chaque isolat ont été introduits individuellement dans des tubes
Falcon stériles de 15 ml, chacun contenant 2 ml de tampon phosphate 0,1 M (pH 7). Par la suite,
1 ml de 2,3,5-triphenyl-tétrazolium-chloride (TTC) a une concentration de 0,5 % (m/v) dans de
I’eau distillée stérile a été ajouté a chaque tube. Ces tubes ont été incubés a 30 °C pendant 2
heures sur un agitateur rotatif a une vitesse de 200 tours par minute. Le contenu de chaque tube
a ensuite été centrifugé pendant 5 minutes a 8000 trs/min a une température de 4 °C. Apres
I’¢limination du surnageant, les cellules viables, identifiables par la formation d’un précipité
rouge, ont été soigneusement remises en suspension dans le tampon phosphate 0,1 M (pH 7)
(Defez et al., 2017) et ajustées pour atteindre respectivement 3,6 x 10°, 2,5 x 104, 3,6 x 10° et
1,2x 102 cellules viables par ml. Les inoculums bactériens ainsi préparés ont été conservés a 4

°C pour une évaluation ultérieure de leur activité nématicide (Elbanna et al., 2011).

b. Preéparation de I’inoculum fongique

Apreés leur identification morphologique et I'éelimination des morphotypes répétitifs, les

isolats fongiques ont été cultivés dans des boites de Pétri contenant le milieu EMG et incubés
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pendant une semaine a 25°C dans I'obscurité. Ensuite, une suspension de conidies a été préparée
en inondant les boites avec 5 ml d'eau physiologique stérilisée, et en grattant délicatement la
surface de I'agar de chaque boite avec des tiges de verre stériles pour récupérer les conidies.
Ensuite, les concentrations des conidies ont été ajustées a 108, 107, 10° et 10° conidies/ml a l'aide
de la cellule de Thoma (Youssef et al., 2020). Les inoculums fongiques ainsi préparés ont été

conservés a 4 °C pour une évaluation ultérieure de leur activité nematicide.

5. Préparation de I’inoculum du nématode Tylenchulus semipenetrans

L'inoculum du nématode (ceufs et juvéniles J2) a été préparé a partir de racines

d'agrumes infestées (voir sous-section 2. Chapitre 1V).

6. Criblage sélectif des microorganismes nématicides

Tous les isolats bactériens et fongiques ont subi un criblage sélectif, via des tests de

confrontation in vitro et in vivo, par rapport a leur activité nématicide contre T. semipenetrans.

a. Activité nématicide in vitro

Pour le test de confrontation in vitro impliquant les isolats bactériens ou fongiques, un
volume de 1 ml d'une suspension aqueuse de nématodes contenant 50 ceufs ou 50 juvéniles J2
de T. semipenetrans a été déposé dans une boite de Pétri stérile d'un diamétre de 3 cm. Chaque
boite recgoit un autre volume (1 ml) de I’un des inocula bactériens (3,6 x 10°, 2,5 x 10%, 3,6 x
10% et 1,2 x 103 cellules/ml) ou fongiques (108, 107, 108 et 10° spores/ml) a tester (inoculation
individuelle). Deux traitements combinés (co-inoculation), I’un avec une inoculation mixte des
cinq isolats bactériens et ’autre avec une inoculation mixte des trois isolats fongiques, aux
mémes concentrations ont également été utilisés. Les boites témoins contenant les juvéniles ou
les ceufs de T. semipenetrans additionnées de 1 ml du tampon phosphate 0,1 M (pH 7) (témoin
bactérien) ou 1 ml d’eau physiologique stérile (ttémoin fongique) ont servi de témoins. Les
boites de Pétri ont été incubées a 25 + 2 °C pendant une période de 96 heures pour les tests
bactériens et 168 h pour les tests fongiques (Ahmad et al., 2010). Cinq réplicas ont été fournis
pour chaque traitement. Un suivi quotidien du taux de mortalité des J2 a été effectué, tandis
qu’un suivi des ceufs éclos a été réalisé toutes les 48 heures. Le pourcentage de mortalité de J2

et d’inhibition d’éclosion des ceufs a été calculé en utilisant les formules d'Abbott (1925) :

Mortalité (%) = =™ « 100
* 7100 —n
o . (Im — In)
Inhibition d’eclosion(%) = ———— x 100
100 —In
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Ou ; m et n indiquent la mortalité dans les traitements et le contrdle, respectivement.
Et; Im et In représentent les pourcentages d'ceufs non éclos dans le traitement et le contréle
respectivement.

b. Activité nématicide in vivo

L’expérimentation a été réalisée au niveau de la Faculté des Sciences et Techniques
(FST) de Marrakech entre aout et décembre 2022 (24.7- 44.4-C). Elle avait comme objectif
d'évaluer les propriétés nématicides des isolats bacteriens et fongiques, seuls ou combinés,
contre le nématode des agrumes T. semipenetrans. Des plants de portes greffes d'agrumes
Citrange Carrizo et Citrus aurantium &gés de deux ans ont été transplantés individuellement
dans des pots en plastique contenant environ 6 kg de substrat stérilisé composé de sable, de
tourbe et de sol de texture sablo-limoneuse, faible teneur en Carbone organique, et pH
légérement alcalin (pH 7,42) collecté du domaine Benkaboura (31°35°16.1"N 7°44°11.3"0). A
la transplantation, chaque pot a été inoculé avec une population initiale de 500 juvéniles de T.
semipenetrans. Les pots ont été disposés selon un plan complétement randomisé et
régulierement arroses. Aprés une période de 60 jours, des volumes de 20 ml de suspensions
bactériennes (3,6 x 10° cellules viables /ml) ou fongiques (10 spores/ml) ont été préparés et
ajoutés individuellement a chaque pot. Deux types de témoins ont été utilisés dans cette
expérience. Les pots témoins négatifs ont été additionnés des mémes volumes d’eau
physiologique stérile pour les champignons et de tampon phosphate 0,1 M (pH 7) stérile pour
les bactéries et les pots témoins positifs ont été exposé a la méme population initiale de T.
semipenetrans sans aucun traitement bactérien ou fongique. Les traitements ont été divisés en
dix groupes différents, chacun avec cing répétitions.

Apres trois mois, les plants d'agrumes ont été soigneusement retirés du sol et des
échantillons de sol (100 g) et de racines (5g) ont été prélevés de chaque pot pour 1’analyse
nématologique selon le protocole d'écrit par Flegg and Hooper (1970) et Macaron (1972).
L’accroissement (%) des paramétres agronomiques a savoir la longueur relative de la partie
aerienne (LPA), la longueur des racines (LR), la masse séche de la partie aérienne (MSPA) et
la masse séche des racines (MSR) ont été aussi mesurées selon la formule suivante ( Khalil and
Algadasi, 2019):

. (Traitement — Témoin)
Acroissement(%) = — x 100
Témoin

La réduction (%) des nématodes a été calculée a l'aide de la formule suivante (Abbott, 1925) :
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) . (Témoin — Traitement)
Réduction(%) = x 100

Témoin

Figure 22. Evaluation, in vivo, de I’effet nématicides des isolats bactériens et fongiques
contre T. semipenetrans chez les porte-greffes d’agrumes Citrange carrizo (A) et Citrus
aurantium (B) cultivés sous serre.

7. Caractérisation moléculaire des isolats bactériens et fongiques ayant une
importante activité nématicide

Pour confirmer les résultats des méthodes d'identification classiques, nous avons
également procédé a l'identification moléculaire des isolats ayant montré les activités
nématicides les plus importantes.

Pour les isolats bactériens, la PCR a été réalisée directement a partir des colonies sans
passer par I’extraction d’ADN (Kai et al. 2019). L’identification moléculaire des isolats
bactériens a été effectuée au sein du laboratoire Africain génomique centre (AGC) de

I'Université Mohammed VI Polytechnique de Benguerir.

Pour les isolats fongiques, I’extraction de I’ADN a été effectuée selon le protocole
décrit par Doyle and Doyle (1987). Les éléments essentiels du protocole incluent la lyse du
mycélium fongique, qui est facilitée par I’introduction d’une bille de verre ou de sable stérile,
destinée a aider a la décomposition de la paroi hyphale. Cette étape se déroule en présence du
détergent bromure de hexadécyltriméthylammonium (CTAB), qui joue un rdle crucial dans la

lyse cellulaire et la libération de I’ADN. Apres une période d’incubation dans le tampon
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d’isolement, I’ADN est extrait dans la phase aqueuse grace a un traitement au chloroforme-
isoamyl alcool, puis est précipité avec de I’isopropanol. Par la suite, I’ ADN précipité est lavé a
I’é¢thanol a 70%, séché a l’air et réhydraté dans un tampon TE pour une utilisation
ultérieure. L’identification moléculaire des isolats fongiques a été effectuée au sein de I’Ecole

Nationale d’Agriculture de Meknés.

a. Amplification d’ADN extrait par PCR
I. Amorces utilisées
Pour les bactéries, la PCR consiste a multiplier la séquence du géne de ’ADNr 16S
(Tableau 22) a I’aide d’amorces spécifiques (PA et 926R) encadrant la séquence de ce gene et

générant un amplicon de 1500bp.

Pour I’amplification de I’ADN du champignon, les amorces universelles (Tableau 22)
amplifiant la région ITS (ITS1 et ITS4) ont été utilisées.

Tableau 22. Séquences d’amorces pour I’amplification d’ADN bactérien et fongique.

Région Amorces  Direction Séquences

Isolats bactériens 16S PA Forward S-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
926R Revers 5-CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3'

Isolats fongiques ITS ITS1 Forward S-TCCGTAGGTTATTGATATGC-3'
ITS4 Revers 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

ii. Mélange réactionnel de la PCR

Les compositions des mélanges réactionnels utilisés pour I’amplification de I’ADN
bactérien et fongique sont détaillées sur le Tableau 23 et 24.

Tableau 23. Composition du mélange réactionnel pour I’amplification de I’ADN bactérien.

Réactifs (Platinum™ Direct PCR) Quantité pour 1 tube
Universal Master Mix, 2X 10 pl
Forward Primer (Pa) 0,5 ul
Reverse Primer (926R) 0,5 ul
ADN (100 ng) 0,5 ul
Nuclease-free Water g.s.p Vt=20ul
Total 20pl
Tableau 24. Composition du mélange réactionnel pour I’amplification de I’ADN fongique.
DreamTaq Green PCR Master Mix Quantité pour 1 tube
DreamTaq Green PCR Master Mix, 2X 25 pl
Forward Primer (ITS1) 1l
Reverse Primer (ITS4) 1l
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ADN 1l
Nuclease-free Water g.s.p Vt=50ul
Total 50ul

iii. Révélation de ’ADN amplifié par électrophorése

Les ADN amplifiés par les amorces spécifiques utilisées ont été visualisés par la
technique d’électrophorése et coloration au Bromure d’Ethidium (BET). L’électrophorese
effectuée pour les produits PCR par migration de ces derniers sur un gel d’agarose a 1 % en
présence du marqueur de poids moléculaire de 1 Kb. Le gel obtenu aprés migration est coloré
a I’aide du BET (0.02 pg/ml) pendant 25 min, puis rincé a I’eau distillée stérile pendant 10 min,
ensuite visualisé par le systeme de photo documentation ¢’ Ibright”’.

Iv. Dosage de ’ADN

La qualité et la quantité de I'ADN ont été estimées par dosage au spectrophotomeétre
Nanodrop 2000c (Biospectrometer) en utilisant les ratios A:260/280 (rapports ADN/Protéines)
et A:260/230 (rapports ADN/ARN). Ces ratios sont calculés en divisant I'absorbance mesurée
a la longueur d'onde 260 nm par celle mesurée a la longueur d'onde correspondante (280 nm ou
230 nm). Le ratio A:260/280 est souvent utilisé comme indicateur de la pureté de I'ADN, car il
permet de déterminer la présence de contaminants tels que les protéines. Un ratio élevé (entre
1,8 et 2,0) indique une pureté élevée de I'ADN, tandis qu'un ratio plus faible peut indiquer la
présence de contaminants. Le ratio A:260/230, quant a lui, permet de vérifier la présence de
composés organiques tels que les polysaccharides ou les phénols, qui peuvent interférer avec
les analyses ultérieures. Un ratio supérieur a 2,0 indique une pureté élevée de I'ADN, tandis
qu'un ratio inférieur a 1,8 peut indiquer la présence de contaminants organiques

V. Le séquencage

Tous les produits PCR obtenus avec les différentes étapes détaillées précédemment ont
été séquencés par utilisation des mémes amorces.

Vi. Analyses bio-informatiques des séquences nucléotidiques

Les données de séquencage ont été coupées et assemblées a 1’aide du programme
Geneious Prime 2022.1.1. Les séquences assemblées ont été blastées avec les données
génomiques enregistrées dans NCBI (National Centrer for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Certaines séquences nucléotidiques qui sont le
résultat du BLAST des especes les plus proches et des souches types de chaque espéce ont été

prises dans les données de la banque de genes du NCBI. Ensuite, les données ont été analysées
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a nouveau avec I’alignements des séquences en utilisant le programme MEGA 11 version

11.0.13 pour I’¢élaboration de 1’arbre phylogénétiques.

8. Cinétigue de croissance et activité nématicide des filtrats bactériens et
fongiques

Les antagonistes microbiens ayant montré des activités nématicides prometteuses contre
le nématode des agrumes T. semipenetrans ont été cultivés en trois répeétitions dans des
erlenmeyers (250 ml) qui contiennent chacun 150 ml de milieu d'isolement pour chaque
antagoniste. Les erlenmeyers ont été incubés a 27°C dans I'obscurité pendant 10 jour pour les
bactéries et 27 jours pour les champignons. Les suspensions ont été centrifugées a 5000 trs/min
pendant 10 min, puis filtrées a travers du papier wattman et des filtres millipore (0,45 et 0,22
pum) dans des conditions aseptiques. Les filtrats ont été testés pour leur activité nématicide en
effectuant des prélévements quotidiens et en les confrontant avec les juvéniles de Tylenchulus
semipenetrans. Le taux de mortalité journaliére a été calculé jusqu'a ce que le maximum de

mortalité soit atteint.

9. lIsolement, identification morphologique et préparation des inoculums des
champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA)
a. lIsolement et déenombrement des spores des CMA
La méthode de tamisage humide définit par Gerdemann and Nicolson (1963) a été
effectuée pour I’extraction des spores de CMA a partir des mémes échantillons de sol utilisés
pour I’isolement des bactéries et des autres champignons. Ainsi une quantité¢ de 100 g de sol a
été mise en suspension dans 1 litre d’eau, bien agitée puis laissée décanter pendant 2 heures. Le
surnageant a été récupéré et tamisé a travers une série de tamis de mailles décroissantes (500
um, 250 um, 63 um, 45 um) sous filet d’eau. Cette procédure a été répétée plusieurs fois afin
de récupérer le maximum de spores possible. Les spores retenues par les trois derniers tamis
ont été récupérées dans des tubes avec de 1’eau et centrifugées a 3000 tr/min durant 10 min. Le
culot contenant les spores a été récupéré dans une solution de saccharose 68% et centrifugé a
3000 tr/min pendant 15 min. le surnagent a été ensuite filtré sur du papier wattman et les spores
ont éte observées et dénombrées sous loupe binoculaire. Les spores ont été ensuite conservées

a4 °C pour I’identification.
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b. Identification morphologique des souches de CMA

Les spores de CMA isolées de chaque échantillon du sol ont été séparées, selon leurs
caractéeres morphologiques (taille, couleur, forme, taille et ornementation des spores, présence
ou absence d'hyphe suspenseur et de bouclier de germination, etc.), en différents morphotypes.
Une caractérisation plus poussée des spores de CMA, montées entre lame et lamelle puis
colorées au réactif Melzer (Pérez and Schenck 1990; Blaszkowski et al. 2012), a été effectuée
a l'aide d'un microscope optique afin d'observer la structure et les principales caractéristiques
taxonomiques des parois sporales (le nombre de parois, la présence et le type d'ornementation
sur la paroi sporale, la réaction au Melzer, 1'épaisseur, etc.). L’identification morphologique a
¢été faite a 1’aide d’un microscope en utilisant le « Mycorrhizas in Forestry and Agriculture
guidebook » (Merryweather and Moyersoen, 1997) et le site Web de la collection internationale

de culture des endomycorhizes arbusculaires (INVAM).

c. Préparation des inoculums des CMA

Deux souches de CMA ont été utilisés dans cette expérimentation, Rhizophagus
irrigularis (C. Walker et A. SchuRler, n° BGCBJ09) et Funneliformis mosseae (Gerd. et Trappe,
BEG n° 12) multipliées dans notre laboratoire selon les méthodes décrites précédemment
(Baslam et al., 2014; Fouad et al., 2014; Essahibi et al., 2019). Les inocula des CMA avaient
des caractéristiques infectieuses similaires, avec une infection de racines de 75% et une densité
sporale d’environ 20 spores par gramme d’inoculum.

d. Evaluation de la mycorhization naturelle
Le taux de mycorhization est un indicateur de la présence des champignons mycorhiziens a
arbuscules dans les racines et donc de la mycorhization naturelles des arbres d’agrumes. Il
permet d’estimer le pourcentage des racines endomycorhizées. La fréquence de mycorhization
(F%) et ’intensité¢ de colonisation (% M) des racines des agrumes ont été évaluées selon la
méthode de Philips et Hayman (1970). Des fragments de racines ont été lavés
précautionneusement et coupes a une longueur de 1-2 cm, puis éclaircis avec la potasse 10 %
au bain-marie a4 90° C durant 20 min. Cette opération détruit le contenu des cellules végétales
et décolore les tanins des racines ligneuses. Les racines éclaircies ont été ensuite lavées pour se
débarrasser de I’exces de KOH, apres elles ont été trompées dans une solution de bleu de Trypan
(0,05%) diluée dans du lacto-glycerol (1/3 eau, 1/3 glycérol et 1/3 acide lactique) durant 15 min
a 90°C. Les fragments de racines ainsi colorées ont été observés au microscope optique. Les

parameétres de mycorhization sont calculés suivant les formules suivantes :
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(N — n0)

Fréquence de mycorhization (F%) = N x 100

N : Nombre de fragments observés n0 : Nombre de fragments sans trace de mycorhization
10. Activité nématicide des CMA

L’activité nématicide des CMA a été réalisée comme décrit dans la section 6, b de ce
chapitre, sauf qu’apres une période d’infestation de 60 jours par T. semipenetrans, un inoculum
(20 g de sol contenant des fragments de racines mycorhizées, des spores et des hyphes du
champignon mycorhizien correspondant) a été ajouté a chaque pot. Les plantes (témoins) non
inoculées par les CMA ont regu la méme quantité d’inoculum autoclavé.

11. Analyses statistiques

Les données quantitatives ont été exprimées en tant que moyennes d'expériences +
erreur standard. La signifiance des différences entre les moyennes a été testée par analyse de la
variance (ANOVA). Le test a plages multiples de Tukey a été réalisés a I’aide du logiciel SPSS

(version 25).
I1l. RESULTATS

1. Isolement et screening de I’activité nématicide des isolats

A partir des différents échantillons de sols et de racines d’agrumes collectés des
principales régions agrumicoles nationales, un total de 106 bactéries et 127 champignons ont
été isolés et purifiés. Dans un premier temps, un screening initial a été réalisé pour caractériser
macroscopiquement et microscopiquement les différents isolats fongiques (voir Annexe 1V)
afin de faire I’inventaire des groupes fongiques présents dans les sols et d’éliminer les
morphotypes répétitifs. Par la suite, un deuxieme screening des isolats a été effectué par
I’évaluation de leur activité nématicide contre T. semipenetrans, évaluée en termes de réduction
de la densité des juvéniles. Ce screening a concerné les morphotypes de champignons non
répétitifs résultant du premier dépistage et tous les isolats bactériens (106). Les résultats obtenus
a partir des tests de confrontation in vitro indiquent que trente isolats bactériens et trente-deux
isolats fongiques ont démontré une activité nématicide significative (p<0,0001) par rapport au
témoin aprés 72 heures d’incubation a des concentrations de 3,6 x 10° Cellules/ml pour les
bactéries et de 108 Spores/ml pour les champignons (Tableau 25). Parmi ces isolats bactriens
et fongiques testés, cinq isolats bactériens (BR21, B1, B6’, BM12, BM7) et trois isolats
fongique (BK7, M23, SBK5) ont présenté des activités nématicides notables, exprimées en

termes d’une réduction significative du nombre des juvéniles. Ainsi, I’étude s’est concentrée
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sur ces isolats pour la suite des analyses. L’activit¢ nématicide des isolats fongiques et
bactériens varie en fonction de la souche fongique et bactérienne utilisée. En effet, la mortalité
des juvéniles J2 de T. semipenetrans, aprés 72h d’incubation, a varié entre 12,03% et 63,12%
avec les isolats bactériens BR32 et BM7, respectivement. De méme, en présence des isolats
fongiques M76 et M23, la mortalité a varié entre 10,31% et 31,64%, respectivement (Tableau
25).

Tableau 25. Taux de Mortalité cumulé des juvéniles J2 de T. semipenetrans aprés72h
d’incubation a une concentration de 3,6 x 10° Cellules/ml pour les bactéries et 108 Spores/ml
pour les champignons.

Taux de mortalité apres 72H

Isolats fongiques Isolats bactériens
Témoin 9,34+1,24K Témoin 10,3+1,24°P
BK22 12,21+1,759" BBK6 30,24+9,279hi
BK4 15,49+1,28fdhi BM7 63,12+0,912
BK12 15,84+1,28fdni BBK12 26,805,121k
BK51 13,78+0,979" BB18 18,21+7,161Kmn
BK34 28,53+2,70% B6' 47,81+0 ,78%
BK7 27,55+1,812b BR32 12,03+4,93"P
R7 21,99+1,28¢d BR72 27,21+0,841k
R24 27,56+2,112b BR15 17,87+9,39iKImn
R23' 12,71+2,951 BR41 17,53+7,841KImn
R23 25,84+0,48P BR9 27,901,281k
R33 11,370,841 Bl 49,49+ 2 31°¢
R13 17,21+2,95° BM23 33,09+1,68¢f
R37 18,93+1,28¢ef BM43 21,00+2,123KIm
R10 11,394,151 BM8 31,68+2,11fh
M43 18,59+2,57df BM6 15,12+4,31mn°
M23 31,63+1,28? BM28 20,65+3,79iKIm
M12 15,800,849 BM1 14,78+4,63Mn°
M9 17,52+2,11°¢f BM87 16,15+4,15Kmn
M52 16,83+0,97¢" BM12 51,51+1,51P
M45 17,18+1,28°f BR21 36,70+1,67¢
M21 13,74+3,369 BS91 31,68+4,93fh
M76 10,313,501 BS43 21,65+4,31Km
S5 16,86+2,70°" BS13 22,37+3,661Km
S12 22,34+1,28° BS22 26,87+1,75k
S23 18,90+1,75¢%f BS6 26,84+1,281k
S11 18,90+1,28¢%f BS11 19,93+1,28iKImn
S26 24,05+2,11¢ BN6 24,40+1,751
S3 17,87+3,97¢ BN13 30,58+1,289M
SBK5 25,18+1,54° BN81 26,80+5,891k
BN17 20,27+2,11¢d BN43 21, 3242 3KIm
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BN2 26,12+1,28P -
BN10 18,21+1,68%f -

Les moyennes suivies par des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement
differentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

2. Caractérisation des isolats bactériens ayant une activité nématicide
a. Caractéristiques morphologiques, microscopiques et biochimiques des

isolats bactériens a activité nématicide

Les caractéristiques morphologiques culturelles, microscopiques et biochimiques des
bactéries a activité nématicides sont rassemblées dans le Tableau 26. La majorité de ces
bactéries nématicides sont des bacilles a Gram positif, capsulés, en forme de batonnets, groupés
en paires et en chaines, constituant des endospores, et manifestant des réactions positives aux
différents tests biochimiques effectués. En outre, ces bactéries ont été capables de se développer
a une large gamme de température, entre 4 °C et 50 °C, et une large gamme de pH, de 4 a 9,
ainsi qu’a des concentrations de NaCl allant jusqu’a 5. L'isolat B1 qui est identifié comme étant
Bacillus sp., est une bactérie a Gram positive, en forme de bacilles simples ou appariées. Sa
température de croissance est comprise entre 25°C et 45°C, avec un optimum a 37°C. Il peut
pousser en milieu supplémenté par des concentrations élevées en NaCl allant jusqu’a 5%o
(masse/volume). 1l tolére un pH de 7 et il manifeste des réactions positives aux tests de la

catalase et oxydase.

Les capacités des isolats bactériens sélectionnés de promouvoir la croissance des
plantes, en particulier leur aptitude a synthétiser des auxines et a solubiliser du phosphate et du
potassium sont représentées dans le Tableau 26. Les cing bactéries isolées de la rhizosphere
des agrumes ((B6’), (B1), (BM12), (BM7), (BR21)) (Annexe V) ont été évaluées pour leurs
traits PGPR, lesquels ont révélé des variations significatives (p < 0,05). Tous les isolats ont
montré une capacité a produire de l'auxine et a solubiliser le phosphate, sans pour autant
solubiliser le potassium. L’isolat B6’ s'est distingué en solubilisant plus de phosphore
(885,01ug/l) parmi toutes les bactéries étudiées, suivie des isolats BR21, BM12, B1, BM7et.
Quant a la production d'acide indole-3-acétique (AIA), I’isolat B1 a été le plus performant, alors
que I’isolat BR21 a montré une production d'AIA relativement faible.

Tableau 26. Caractéristiques morphologiques culturaux, microscopiques et biochimiques des
isolats bactériens a activité nématicide contre T. semipenetrans.

Bactérie a activité nématicide

B6’ Bl BM7 BM12

BR21
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Type de Gram - + + + +
Endospore - + + -
Mobilité + - + + -
Pigmentation + - + + +
Croissance a Température

65 °C - - - - -
45 °C + + + + -
37 °C + + + + +
25°C + + + + +
4°C - - - - -
Croissance a pH

3 - - - - -
7 + + + +

10 - - - -

Croissance en NaCl (%o)

5 + + + +

65 - - - -

200 - - - - -
Caracteéristiques biochimiques

Oxydase + + + + +
Catalase + + + + +
Production d’auxine (pg/ml) 65,74+8,57b  94,38+540a 60,43+6,41b  54,44+9,73b 30,33+ 3,83c

Solubilisation de phosphate (ug/1) 885,01+ 14,69a 417,74+4,67e 361,09+5,51d 774,38+14,73c 815,02+13,87b

Solubilisation de potassium - - - - -

- Bacillussp.  Bacillussp.  Bacillus sp. -

Les moyennes suivies par des lettres différentes dans la méme ligne sont significativement
différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

3. ldentification morphologique des isolats fongiques a activité nématicide

Les caractéristiques macro et microscopiques des isolats fongiques a activité nématicide
sont rassemblees dans le Tableau 27.

L’isolat SBK5 (Tableau 27, a et b) est caractérise par un thalle a croissance
rapide (3.2 cm/jour), a mycélium blanc jaunatre avec des pigments jaune-claires, des
tétes conidiennes bisériées, globuleuses, conidiophores hyalins de 2 a 3 mm, et des
conidies globuleuses de 2 a 3 pm de diamétre (Tableau 27, d). D’aprés ces
caractéristiques l'isolat SBK5 est identifié en tant que Aspergillus terreus.

L’isolat M23 (Tableau 27, eet f) est caractérise par un thalle a croissance

modérée (2.3 cm/jour), plus au moins cotonneux a revers jaune, a mycélium gris
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brun a brun olive avec des pigments jaunes foncés, des conidiophores sinueux de
400 um, et des conidies sphériques et globuleuses de 3 a 4 um de diameétre
(Tableau 27, h). D’aprés ces caractéristiques l'isolat M23 est identifié en tant que

Aspergilus ustus.

L’isolat BK7 (Tableau 27, i et j) est caractérise par un thalle velouté,
poudreux, a croissance rapide (3.4 cm/jour), une structure sporiferes simples ou
agrégées constitué de conidiophores ramifiés portant des phialides solitaires ou en
groupe de 10 a 12 um de long et des conidies subglobuleuses a ellipsoidales de 4 a 5
um de diamétre (Tableau 27, 1). D’aprés ces caractéristiques l'isolat BK7 est

identifié en tant que Paecilomyces lilacinus.

Tableau 27. Caractéristiques macro et microscopiques des isolats fongiques a activité
nématicide.

SBK5

M23

Caractéristiques macroscopiques

Caractéristiques microscopiques

Aspergillus terreus

Aspergilus ustus
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BK7

Paecilomyces lilacinus

4. Caractérisation moléculaire des antagonistes bactériens et fongiques

Apres I’évaluation de l'activité nématicide des différentes bactéries et champignons
isolées, et leur caractérisation biochimique et culturelle, nous avons procédé a I’identification
moléculaire des isolats bactériens et fongiques ayant exhibé une activité nématicide
prometteuse. Le dosage de la quantité et de la qualité de I'ADN en utilisant les ratios A:260/280
(rapports ADN/Protéines) et A:260/230 (rapports ADN/ARN) (Figure 22) sont consolidés dans
le Tableau 28.

Les résultats obtenus ont révélé que l'isolat BR21 a donné la plus grande quantité
d’ADN, avec une valeur de 376,2 ng/ul, suivi de l'isolat M12 avec 316 ng/ul. L'isolat B1 a
montré la plus faible quantité d’/ADN, soit une valeur de 119,1 ng/ul. En ce qui concerne la
pureté de I'ADN, tous les échantillons ont présenté des valeurs acceptables de rapport
A260/A280, variant de 1,48 a 1,79, indiquant une pureté adéquate de I'ADN extrait. Les
résultats de I’amplification de la séquence du gene de ’ADNr 16S des isolats bactériens sont

présentés dans la Figure 24.
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Figure 23. Quantification de I'ADN bactérien a l'aide des ratios A:260/280 et A:260/230.
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Tableau 28. Détermination de la concentration et de la pureté de I'ADN extrait de chaque
isolat bactérien en utilisant les ratios 260/280 (ADN/Protéines) et 260/230 (ADN/ARN).

Isolats bactériens Quantité ng/ul A260/A280 A260/A230
B6’ 301,6 1,48 0,70
Bl 119,1 1,79 1,44
BM12 316 1,52 0,75
M7 1754 1,79 1,02
BR21 376,2 1,74 1,31

RB21 M7 MI2 Bl

1500 Pb

Figure 24. Amplification du gene ADNTr 16S des différents isolats bactériens.

Les isolats antagonistes ont été identifiés par séquencage du géne de I’ADNr 16S pour
les espéces bactériennes et par séquencage de la région ITS pour les espéces fongiques. Les
différentes séquences acquises ont ensuite été soumises a une recherche BLAST dans la base
des données NCBI avant d'étre déposées dans la banque des génes sous leurs numéros
d'accession : 0Q651063 0Q652044 , 0Q651985, 0Q651999, 0Q659014, OR250916 et
OR250163 pour Variovorax paradoxus, Bacillus pseudomycoides, Bacillus simplex, Bacillus
cereus et Paracoccus speluncae, Aspergillus terreus et Aspergillus ustus, respectivement. Les
données du Tableau 29 présentent les résultats des analyses BLAST de NCBI des isolats
bactériens et fongiques ayant montré une activité nématicide. Selon Il'arbre phylogénétique
(Figure 25), I’isolat B6” a été identifié comme étant Variovorax paradoxus, la comparaison
nucléotidique de la séquence du géne de ’ADNr 16S et d'autres souches similaires provenant
du NCBI a révélé que notre souche de Variovorax paradoxus présente 99.42% de similarité
avec Variovorax paradoxus KP686135, et Variovorax paradoxus OP986254. L'isolat B1 a été
identifié comme étant Bacillus pseudomycoide et présente une similarité de 99,64 % avec
Bacillus pseudomycoide MT071726 et Bacillus pseudomycoide MK616817. L'isolat BM12 a
été identifié comme étant Bacillus simplex et présente une similarité de 99,42 % avec Bacillus
simplex MF977326, Bacillus simplex MN559451 et Bacillus simplex KY323321. L'isolat BM7

a été identifié comme étant Bacillus cereus et présente une similarité de 99,06 % avec Bacillus
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cereus MF972895, Bacillus cereus MK640804 et Bacillus cereus KP729612. L'isolat BR21 a

été identifié comme étant Paracoccus speluncae et présente une similarité de 99,06 % avec

NR149253 et Paracoccus speluncae MN816899. Selon l'arbre phylogénétique (Figure 26),

I’isolat SBK5 a été identifié comme étant Aspergillus terreus OR250916 et présente une
similarité de 97,57% avec Aspergillus terreus ON231660 et Aspergillus terreus ON231659. Et
enfin I’isolat M23 a été identifié comme étant Aspergillus ustus OR250163 et présente une

similarité de 97,33% avec Aspergillus ustus MH559498 et Aspergillus ustus MH865327.

Tableau 29. Origine et localisation géographique ainsi que le numéro d’accession GenBank

des isolats identifiés.

Numéro

0 -
Espéces identifiées & d/(:n tité d’accession éoorrfl?l?sue Coordonnées
entite GenBank geograpniq
B6>  Variovorax paradoxus 99,42% 0Q651063
B1  Bacillus pseudomycoides 99,64% 0Q652044 Berkane 34°58'19.2"N 2°22'47.4"W
BR21 Paracoccus speluncae 99,63% 0Q659014
BM7 Bacillus cereus 99,06% 0Q651999
_ ) Marrakech-Safi 31°36'59.9"N 8°07'07.9"W
BM12 Bacillus simplex 99,42% 0Q651985
SBK5 Aspergillus terreus 97,57% OR250916 Souss-Massa  30°02'35.7"N 9°33'21.6"W
M23  Aspergilus ustus 97,33% OR250163 Marrakech-Safi 31°36'59.9"N 8°07'07.9"W
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B Paracoccus speluncae 0Q652010

Paracoccus speluncae NR 149253

Paracoccus speluncae MN818699

’, Variovorax paradoxus 0Q651063

Variovorax paradoxus KP686135

[ Variovorax paradoxus OP986254
Variovorax paradoxus AB622222
[ Bacillus pseudomycoides 0Q652044
Bacillus pseudomycoides MG651367
Bacillus pseudomycoides MK618617

Bacillus pseudomycoides MT071726

B Bacillus cereus 0Q651999
Bacillus cereus KP729612

Bacillus cereus MF972895

Bacillus cereus MK640804
[ Bacillus simplex 0Q651985

Bacillus simplex KY323321

Bacillus simplex MF977326

Bacillus simplex MN559451

—_—

0.02

Figure 25. Arbre phylogénétique obtenue par I’analyse des séquences nucléotidiques de la
région 16S d’ADNr de Variovorax paradoxus OQ651063, Bacillus pseudomycoides
0Q652044, Bacillus simplex 0Q651985, Bacillus cereus OQ651999 et Paracoccus

speluncae OQ659014.
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‘ B Aspergillus terreus OR250916

L Aspergillus terreus ON231660
Aspergillus terreus ON231659

B Aspergillus ustus OR250163

Aspergillus ustus MH559498

Aspergillus ustus MH865327

Figure 26. Arbre phylogénétique obtenue par I’analyse des séquences nucléotidiques de la
région ITS d’ADNTr 18S d’Aspergillus terreus OR250916 et d’Aspergilus ustus OR250163.

5. Effet de la concentration des isolats fongiques et bactériens et du temps
d’incubation sur leur activité nématicide in vitro

a. Effet des bactéries sur la mortalité des juvéniles

Les résultats du criblage in vitro, basé sur l'activité nématicide contre T. semipenetrans,
de 106 isolats bactériens ont montré qu’une trentaine d’isolats bactériens ont manifesté une
activité nématicide (Tableau 25, section 1 de ce chapitre) dont cing, (V. paradoxus
(0Q651063) (B6”), B. pseudomycoides (0Q652044) (B1), B. simplex (0Q651985) (BM12), B
cereus (0Q651999) (BM7) et P. speluncae (0Q652010) (BR21)) possédent un pouvoir
nématicide tres éleve (figure 27 a, b, ¢, d). En effet, les 5 isolats ont provoqué une mortalité
significative chez les J2 de T. semipenetrans (p < 0,0001). L’activité nématicide des isolats
bactériens augmente significativement avec 1’augmentation de leurs concentrations (p < 0,001)
et de la durée d'incubation (p <0,001). En effet, au cours des premicres heures d’incubation, la
majorité des bactéries ont été faiblement actives sur les J2 de T. semipenetrans quelle que soit
leurs concentrations. En revanche, aprés 96 heures d’incubation, une importante activité
nématicide a été observée et le taux de mortalité des J2 a significativement varié avec la souche
bactérienne (p <0,05) et sa concentration (p < 0,001). En effet, le taux de mortalite le plus élevé
a été enregistré avec le traitement combiné (co-inoculation) des cing bactéries (100% de
mortalite) et avec la bactérie B. cereus (98.98%) aprés 96 h d’incubation a la concentration 3,6
x 10° (Cellules/ml) (figure 27 a). Les bactéries V. paradoxus et B. pseudomycoides ont entrainé
les pourcentages de mortalité le plus faibles 58.58% et 65.99%, respectivement a la méme durée
d’incubation (96h) et la méme concentration (3,6 x 10° Cellules/ml). Par ailleurs, en présence

d’une faible concentration bactérienne (1,2 x 10° Cellules/ml), I’activité nématicide a été
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significativement plus faible (figure 27 d). En effet, le taux de mortalité des J2 aprés 96 heures
d’incubation n’a été que de 51,85% chez le traitement combiné et de 46,42% chez B. cereus,
soit une mortalité respectivement 2 fois et de 2,13 fois inférieure par rapport aux taux de

mortalité enregistrés a la méme durée d’incubation (96 h) mais a une concentration plus élevée

(3,6 x 10° Cellules/ml).

100 - 2 2 @ 100 (b)
& 90 - b & 907 a a
3 80 - c g 80 1 b
§ 70 4 cd cd cd q‘:; 70 1
= C
= 60{ % . = 604 g E o de
3 0 e e é 50 cd cd
2 > f . & el
£ " l¢f f g : gl & g 0] enifll| enfl| e ef ﬁ'f
- O -1
2 g el | . g 3015 Bl | hi i enfl|° 5
3 20 A L h 8 20 - ) i j
2 10 2 r
E iii g 107 kki
0 - 0 A
$ ¥ &S F & & £ & & & &
‘b-bo 4500\ . \,&Q & N . &‘b\ <8 ‘bbo“v & . \&QQ QO@ \0‘\0 . Q‘b\% &*@&Q
&5 S & &S
Q- %@Qb ¢ < %@Q,b oy
Q
< m24h m48h m72h @96h o W24h m4sh m72h B96h
. © 100 - (@
N 90 5 %07
P 8 80 -
E 2 70 A
= o 60 -
n % a
% @ 50 - b b ab C
2 g 404 ¢ q cd :
I S f =
£ 2 304 fg e fg g efl
= © hij hi 1 .
k] | | j .
s S 20 - " J. ]
< = k ik ) k jk
S - 10 A 1
= 0
3 &

m24h m4gh m72h O96h ®24h m4sgh m72h 96N

Figure 27. Taux de Mortalité cumulé des juveniles J2 de T. semipenetrans aprés 24h, 48h, 72h et 96h
heures d’incubation in vitro a différentes concentrations bactériennes, 3,6 x 10° (a), 2,5 x 10* (b), 3,6 x 10°
(c) et 1,2 x 102 (d) (Cellules/ml). Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement
différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.
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b. Effet des bactéries sur I’éclosion des (Eufs

Les résultats ont montré que tous les traitements ont entrainé une inhibition compléte de

1'éclosion des ceufs de T. semipenetrans (Figure 28). Ces résultats sont nettement visibles sous

microscope. En effet, Aprés 96 heures de traitement avec V. paradoxus (OQ651063) et B.

pseudomycoides (0Q652044) on observe la présence d'ceufs morts ou non viables (colorés
foncé) (Tableau 30, A et B). En revanche, le traitement avec B. cereus (0Q651999), conduit

a la mort des ceufs embryonnés et des nématodes préts a éclore (Tableau 30, D), tandis que
I'application de P. speluncae (0Q652010) et de B. simplex (OQ651985) entraine la mort et la

dégradation des ceufs embryonnés et des nématodes préts a éclore (Tableau 30, E). Ces

observations différent nettement de celles faites dans le groupe témoin (Milieu LB), ou l'on

observe une mortalité trés faible voire nulle, ainsi qu'une forte éclosion des ceufs qui présentent

un contenu embryonnaire non coloré (Tableau 30, F).
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Figure 28. Taux d’inhibition d’éclosion des ceufs de T. semipenetrans apres 48H, 96H et 144H
de traitement avec différents isolats bactériens, V. paradoxus et B. pseudomycoides, B. cereus,
P. speluncae, B. simplex, ou avec le traitement combiné (inoculation mixte des 5 isolats
bactériens) a des concentrations de 3,6 x 10°, 2,5 x 10% 3,6 x 10% et 1,2 x 10 Cellules/ml. Les
moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test de
Tukey a p < 0,05.
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Tableau 30. Aspect des ceufs et des juvéniles de T. semipenetrans observés sous un microscope optique a 400X. A-B : ceufs embryonnés colorés
foncés (non viables) et non dégradés ; C: ceuf non viable et dégradé ; D : ceuf prét a éclore mort ou non viable; E : ceuf prét a éclore coloré et
dégrade ; F : ceuf viable (clair) non coloré embryonné (Témoin) ; G, H, I, J, K : juvéniles non viables ; L: juvénile non traité (Témoin).

V. paradoxus B. pseudomycoides B. simplex B. cereus P. speluncae
0Q651063 0Q652044 0Q651985 0Q651999 0Q652010

- ™ A 4 d F — -
> &3 . o - _ . ’ v T
/ L : A S ’ y -‘ o AT E
¥

Témoin

Eufs

Juvéniles
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c. Effet des isolats fongiques sur la mortalité des juvéniles J2 de T.
semipenetrans

Les résultats du criblage sélectif in vitro, basé sur l'activité nématicide contre T.
semipenetrans, menée sur 84 isolats fongiques (identifiés morphologiquement et
sélectionnés pour leur non-repétitivité) ont montré que parmi les 84 isolats fongiques testes,
32 ont démontré une activité nématicide dont trois, A. terreus (OR250916), A. ustus
(OR250163), et P. lilacinus possedent une activité nématicide particulierement élevée
contre T. semipenetrans. Les analyses statistiques ont révélé une variation significative de
I'activité nématicide en fonction de la souche fongique (P<0.05), de la concentration en
conidies (P<0.001), de la durée d'incubation (P<0.001) et du stade de développement du
nématode (P<0.0001).

En présence de faible concentration fongique (10° spores/ml), la mortalité des
juveéniles J2 de T. semipenetrans, aprés 24h d’incubation, a été assez faible et a varié entre
6,06% pour le traitement par A. ustus et 8,42% pour le traitement par P. lilacinus (Figure
29, d). L’activit¢ nématicide des différents isolats fongiques a augmenté avec
I’augmentation de la concentration fongique et de la durée d’incubation, atteignant plus de
93% pour A. terreus et P. lilacinus a la concentration la plus élevée (108 spores/ml) aprés
168h d’incubation (Figure 29, a).

Comparé¢ a I’inoculation individuelle, le traitement par la combinaison des souches
fongiques a entraine des taux de mortalité plus faibles, notamment & des courtes périodes
d’incubation, soit 9,33%, 32,99% et 70,98% obtenus avec la concentration fongique la plus

élevée (108 spores/ml) aprés respectivement 24h, 96h et 168h d’incubation (Figure 29, a).
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Figure 29. Taux de Mortalité cumulé des juvéniles J2 de Tylenchulus semipenetrans aprés 24h, 48h,
72h, 96h, 120h, 144h et 168h d’incubation in vitro en présence de suspension sporale fongique de
Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, Paecilomyces lilacinus, ou du traitement combiné (suspension
mixte des trois isolats fongiques a des concentrations de 108 (a), 107 (b), 10° (c) et 10° (d) Spores/ml.
Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test de Tukey

ap<0,05.

d. Effet des isolats fongiques sur I’éclosion des ceufs

Les résultats de la Figure 30 montrent que les différents isolats fongiques testés ont

réduit significativement (P<0,001) 1'éclosion des ceufs de T. semipenetrans. En effet, une
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inhibition totale d'éclosion des ceufs a été provoquee par tous les isolats fongiques aux
concentrations de 108, 107 et 10° spores/ml, et ce indépendamment de la durée d’incubation.
Tandis qu’une faible éclosion a été enregistrée a la concentration de 10° spores/ml. En effet, P.
lilacinus et la combinaison des trois champignions ont causé les pourcentages d'inhibition
d'éclosion des ceufs le plus élevé (>85%) apres 144 h d’incubation, suivi de A. ustus (82,66%)
et de A. terreus (75,66%). Ces résultats sont nettement visibles sous microscope, car apres 144
heures de traitement avec A. terreus, P. lilacinus et A. ustus on observe la présence d'ceufs morts
ou non viables (colorés fonce) (Tableau 31, A, B et C). Ces observations différent nettement
de celles faites chez le témoin (milieu EM), ou I'on observe un contenu embryonnaire non coloré
(Tableau 31, D).

100 1

Taux d'mhibition d'eclosion des oeufs
(%)

A. terreus A. ustus P. lilacinus  Combinaison Témoin

B48H E9H m144H

Figure 30. Taux d’inhibition d’éclosion des ceufs de T. semipenetrans apres 48h, 96h et 144h
d’incubation in vitro en présence de suspension sporale fongique de Aspergillus terreus,
Aspergillus ustus, Paecilomyces lilacinus, ou du traitement combiné (suspension mixte des trois
isolats fongiques) a la concentration de 10° spores/ml. Les moyennes suivies par des lettres
différentes sont significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.
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Tableau 31. Aspect des ceufs et des juvéniles de T. semipenetrans observés sous microscope
optique & 400X apres traitement par les suspensions sporales fongiques. A, B : ceufs
embryonnés, colorés foncés (non viables) et non dégradés entourés par les spores de
I’antagoniste fongique ; C: ceuf embryonné, coloré foncé (non viable) et lysé; D : ceuf viable
non coloré (clair) embryonné (témoin) ; E, F, G : juvéniles non viables ; H : juvénile non traité
(ttmoin).

Paecilomyces lilacinus Aspergillus ustus Aspergillus terreus

(Eufs

Juvéniles

Témoin

OR250163 OR250916

@ SN ”.""»43 ;
-"‘\ 1y SN A s
Y O

N

6. Activité nématicide in vivo
a. Effet des isolats bactériens sur les paramétres phytonématologiques

Les résultats de I'étude in vivo ont montré que tous les agents bactériens testés, V.
paradoxus (0Q651063), B. pseudomycoides (0Q652044), B. simplex (0Q651985), B cereus
(0Q651999), P. speluncae (0Q652010) et leur combinaison ont provoqué une réduction
significative des populations de T. semipenetrans aussi bien dans le sol rhizosphériques
( P<0,001) que dans les racines (P<0,001) chez les deux variétés porte-greffes d'agrumes, Citrus
aurantium et Citrange Carrizo, soient des taux de réduction respectifs de plus de 84% et de
62%. L’activité nématicide contre T. semipenetrans a significativement varié en fonction des

isolats bactériens (p <0,001) et du porte-greffe d’agrumes (p <0,001). En effet, les taux de
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réduction des populations de nématodes dans le sol rhizosphérique ont varié entre 94,89% en
présence de B. cereus et 84,85% en présence de V. paradoxus chez le Citrus aurantium et entre
94,79% et 86,98% chez Citrange Carrizo inoculés avec B. simplex et V. paradoxus
respectivement (Figure 31 a, c). Cependant, dans les racines, le pourcentage de réduction le
plus éleve (96,30%) a été induit par P. speluncae et B. simplex chez Citrange Carrizo, et par B.

cereus et la combinaison des cing bacteéries (90,77%) chez Citrus aurantium (Figure 31 b, d).
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Figure 31. Effet des isolats bactériens sur la population de Tylenchulus semipenetrans dans le
sol rhizosphérique (a) et dans les racines (b) et sur le taux de réduction de cette population dans
le sol rhizosphérique (c) et dans les racines (d) chez Citrus aurantium et Citrange carrizo sous
serre. Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon
le test de Tukey a p < 0,05.
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b. Effet des isolats fongiques sur les parametres phytonématologiques

Les résultats de I'étude in vivo ont montré que tous les traitements fongiques utilisés ont
significativement réduit les populations de T. semipenetrans au niveau des sols (P < 0,0001) et
des racines (P < 0,0001) par rapport au témoin chez les deux variétés porte-greffes d'agrumes,
Citrus aurantium et Citrange Carrizo. Cependant, 1’activité nématicide a significativement
varié entre les différents isolats fongiques (p <0,001). En effet, au niveau du sol rhizosphérique
et en présence d’A. terreus, une réduction significative de la population de T. semipenetrans a
été observée, atteignant 94,89% chez Citrus aurantiumet de 97,14% chez Citrange Carrizo
(Figure 32 a, c). Au niveau des racines, les taux de réduction ont fluctué entre 96,30% et
74,07%, respectivement en présence d’A. terreus, et la combinaison des trois champignons chez
Citrange Carrizo. Tandis que pour Citrus aurantium, les taux de réduction ont oscillé entre
84,32% avec A. ustus et 68,94% avec P. lilacinus (Figure 32 b, d).
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Figure 32. Effet des isolats fongiques sur la population finale de T. semipenetrans, dans le sol
rhizosphérique (a) et dans les racines (b), et sur le taux de réduction de cette population dans le
sol rhizosphérique (c) et dans les racines (d) chez Citrus aurantium et Citrange carrizo sous
serre. Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon
le test de Tukey a p < 0,05.

130



Chapitre V. Potentiel nématicide du microbiome rhizosphérique des agrumes

c. L’effet des isolats bactériens sur les paramétres agronomiques des plantes

Les résultats de la Figure 33 montrent que l'utilisation des bactéries, V. paradoxus
(0Q651063), B. pseudomycoides (0Q652044), B. simplex (0Q651985), B. cereus
(0Q651999), P. speluncae (0Q652010) ou d’une combinaison de ces isolats bactériens a une
concentration de 3,6 x 10° Cellules/ml, améliore de maniére significative la croissance,
allongement aérien (p < 0,0001) et racinaire (p < 0,0001), et la production de biomasse seche
des racines (p < 0,05) et des pousses (p <0,05) chez les porte-greffes d'agrumes Citrus
aurantium et Citrange Carrizo inoculés par T. semipenetrans par rapport a leurs témoins |
(inoculé par T. semipenetrans seulement) respectifs. En effet, les isolats bactériens testés ont
induit un accroissement aérien et racinaire et une accumulation de biomasse séche aérienne et
racinaire au moins 10,42%, 31,18%, 2,45% et 5,22% respectivement plus élevés comparés au
témoin | chez les des deux porte-greffes inoculés avec T. semipenetrans. L’amélioration de la
croissance des pousses et des racines des plants d’agrumes inoculés avec T. semipenetrans a
significativement varié en fonction des souches bactériennes utilisées (Figure 33). En effet,
I’accroissement de la longueur des pousses a varié entre 95,82% en présence de la combinaison
des cing bactéries et 40,17% en présence de B cereus chez Citrange Carrizo (Figure 33 a, c).
Chez Citrus aurantium, cette augmentation a varié entre 55,73% en présence de P. speluncae
et 10,42% en présence de B cereus. Par ailleurs, 1’accroissement de la longueur des racines le
plus élevé par rapport au témoin | a été induit par la combinaison des cing bactéries, avec 67,9%

chez Citrus aurantium et 72,04% chez Citrange Carrizo (Figure 33 a, ).

La masse seche des pousses a été significativement influencée par les différents
traitements. Elle a augmenté d’environ 36,38% et 2,45% par rapport au témoin I,
respectivement avec le traitement combiné des cing bactéries et avec V. paradoxus chez
Citrange Carrizo. Pour Citrus aurantium, les meilleurs résultats ont été obtenus avec le
traitement combiné (89,12%), suivi de P. speluncae (65,37%) et B. pseudomycoides (63,80%)
(Figure 33 b, d).

La masse seche des racines a également augmenté Chez Citrange Carrizo atteignant
14,579 avec le traitement combiné des cinq bactéries et 9,2g avec le traitement par V.
paradoxus, soit des augmentations respectives de 94,22% et 22.67% par rapport au témoin .
Pour Citrus aurantium le traitement combiné a engendr¢ le taux d’accroissement de la biomasse
seche des racines le plus élevé (33,73%), suivi de B cereus (23,69%) et de B. pseudomycoides
(17,67%) (Figure 33 b, d).
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Figure 33. Effet des isolats bactériens sur I’allongement des pousses et des racines (a), la
production de biomasse seéche des pousses et des racines (b), et sur le taux d’accroissement de
la longueur aérien et racinaire (c) et des biomasses aérienne et racinaire (d) chez Citrange
carrizo et Citrus aurantium inoculées (1) ou non (NI) avec T. semipenetrans et cultivées sous
serre. Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon
le test de Tukey a p < 0.05.

d. L’effet des isolats fongiques sur les parametres agronomiques des plantes

L’inoculation avec chacune des trois souches de champignons, A. terreus (OR250916),

A. ustus (OR250163) et P. lilacinus, seuls ou en combinaison, a une concentration de 108 /ml,

a significativement amélioré la croissance de I’allongement aérien (p < 0,0001) et racinaire (p
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< 0,0001), ainsi que de la production de biomasse seche des racines (p < 0,05) et des pousses
(p < 0,05) chez les porte-greffes d’agrumes Citrus aurantium et Citrange Carrizo inoculés par
T. semipenetrans, comparés a leurs témoins | (inoculés uniquement par T. semipenetrans)
respectifs (Figure 34). L’amélioration de la croissance des pousses et des racines des plants
d’agrumes inoculés avec T. semipenetrans a significativement varié en fonction des souches
fongiques utilisées (p <0,001) (Figure 34). En effet, I’augmentation de la longueur des pousses
a oscillé entre 67,36% et 38,15% en presence de P. lilacinus et A. terreus, respectivement, chez
Citrange Carrizo, et entre 31,77% et 2,24% en présence de P. lilacinus et A. ustus
respectivement chez Citrus aurantium. Par ailleurs, 1’augmentation la plus notable de la
longueur des racines a été observée avec A. terreus (43,95 %) chez Citrus aurantium et avec la

combinaison des trois champignons (36,34 %) chez Citrange Carrizo (Figure 34 a, c).

La masse seche des pousses a été améliorée de plus de 57% avec P. lilacinus ou la
combinaison des trois champignons chez Citrus aurantium, et de plus 50% avec P. lilacinus
chez Citrange Carrizo. L’accroissement de la masse seche des racines le plus élevé a été
observé lors de I’application de P. lilacinus, soit une augmentation de 52,01% chez Citrange
Carrizo et de 28,11% chez Citrus aurantium (Figure 34 b, d).
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Figure 34. Effet des isolats fongiques sur 1’allongement des pousses et des racines (a), la
biomasse seche des pousses et des racines (b), et sur le taux d’accroissement de la longueur
aérien et racinaire (c) et des biomasses aérienne et racinaire (d) chez Citrange carrizo et Citrus
aurantium inoculées (I) ou non (NI) avec T. semipenetrans et cultivées sous serre. Les
moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test de
Tukey a p < 0,05.

7. Cinétique de I'activité nematicide des filtrats de cultures liquides bactériennes
et fongiques, en conjonction avec la cinétique de croissance bactérienne et
fongique associée

a. Etude de la cinétique de I'efficacité nématicide des filtrats issus de cultures
liquides bactériennes testées ainsi que la cinétique de la croissance
bactérienne associée

Des échantillons de la culture liquide de chaque antagoniste bactérien ont été prélevés
quotidiennement et filtrés. Ces filtrats ont ensuite été utilisés pour 1’étude de la cinétique de la
croissance des isolats bactériens et de 1’activité nématicide de leurs filtrats contre le nématode
phytoparasite T. semipenetrans. Les resultats présentés sur la Figure 35 montrent un effet
significatif des filtrats bactériens sur la mortalité des juvéniles de T. semipenetrans. En effet,
chez toutes les souches bactériennes, 1’activité nématicide augmente rapidement au cours des
trois premiers jours pour atteindre des taux qui dépassent 48% chez B. cereus, 45% chez
Bacillus pseudomycoides, 40% chez Bacillus simplex, 35% chez Variovorax paradoxus, et 30%
chez Paracoccus speluncae, (Figure 35). Chez Bacillus cereus (0Q651999), le taux de
mortalité a continué a augmenter rapidement et affiche un maximum de 55 % aprés 4 jours
d’incubation, il diminue légérement par la suite pour se stabiliser a des valeurs supérieures a

30%. En revanche, I’activité nématicide a continué a augmenter doucement au cours des deux
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ou trois jours suivants chez les quatre autres souches pour atteindre des valeurs maximales et a

des périodes d’incubation qui ont varié avec les souches :

Le filtrat de la souche Variovorax paradoxus (OQ651063) a montré une activité
nématicide maximale (46,55%) aprés 5 jours d'incubation. Cette activité a diminué rapidement

au cours du 6°™ jour, puis doucement au cours des 5 jours suivants a la valeur de 16,33%.

En ce qui concerne Bacillus simplex (0Q651985), le filtrat de la culture liquide a donné
I’activité nématicide la plus élevée (67,58%) apres 6 jours d'incubation. Cette activité a
rapidement diminué au cours des deux jours suivants, puis doucement par la suite pour atteindre

une valeur de 33% aprés 10 jours d'incubation.

Le filtrat de la souche Bacillus pseudomycoides (OQ652044) a montré une activité
nématicide maximale (63%) apres 6 jours d’incubation. Cette activité a diminué rapidement au
cours du 6°™ jour, puis doucement au cours des 5 jours suivants pour afficher un taux de

mortalité de 17,03% aprés 10 jours d'incubation.

Le filtrat de la culture liquide de Paracoccus speluncae (0Q652010), a démontré une
activité nématicide élevée (60,69%) apres 7 jours d'incubation. Cette activité a diminué
rapidement au cours du 8°™ jour, puis doucement par la suite pour atteindre la valeur de 23%

au 10°™ jours d'incubation.

Le dénombrement quotidien des cellules viables pour chaque souche bactérienne a
révélé que la cinétique de croissance des bactéries suit une allure similaire a celle de I’activité
nématicide de leurs filtrats. Chez la plupart des souches, Variovorax paradoxus, Bacillus
pseudomycoides, Paracoccus speluncae et Bacillus cereus, le pic d’activité nématicide coincide
avec le pic de croissance bactérienne. En effet, pour la souche Variovorax paradoxus, I’activité
nématicide maximale du filtrat (atteinte aprés 5 jours d’incubation) coincide avec le pic de
croissance cellulaire (4,6x10° Cellules/ml) observé au 4°™ et 5°™jours d’incubation. De méme,
pour Bacillus pseudomycoides, le pic d’activité nématicide du filtrat atteint aprés 5 jours
d’incubation est concomitant au pic de croissance cellulaire observé ente 4-6 jours d’incubation
(5,77x10° Cellules/ml) d’incubation. En revanche, pour Bacillus simplex, le pic de croissance
cellulaire observé aprés 4 jours d’incubation (3,67x10°Cellules/ml) est décalé de 2 jours par

rapport au pic d’activité nématicide du filtrat atteint au 6°™ jours d’incubation (figure 35).
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Figure 35. Cinétiques de production des nématicides et évolution de la biomasse (cellules
viables) des bactéries Variovorax paradoxus (a), Bacillus pseudomycoides (b), Paracoccus
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b. Etude de la cinétique de I'activité nématicide des filtrats issus de cultures
liquides fongiques conjointement avec la cinétique de croissance des
champignons associée

Des prélevements quotidiens ont éte effectués a partir des cultures fongiques, puis filtres
et testés pour leur activité nématicide contre le nématode phytoparasite T. semipenetrans afin
d’étudier la cinétique de leur activité nématicide et de déterminer le moment optimal de la
production des nématicides. Les résultats sont présentés dans la Figure 36. La biomasse
fongique a été mesurée pour identifier la quantité de biomasse responsable de I’activité
nématicide maximale (Figure 37).

Le filtrat de la culture liquide de Paecilomyces lilacinus a entrainé un taux de mortalité
de 100% apreés 25 jours d'incubation coincidant avec une biomasse fongique maximale de
104,02 mg/ml (Figure 37). L’activité nématicide diminue ensuite a 66% de mortalité apres 27

jours d'incubation, alors que la biomasse fongique demeure stable jusqu’au 30°™ jours.

En ce qui concerne d’Aspergillus terreus (OR250916), le filtrat de la culture liquide a
donné I’activité nématicide la plus élevée (82,66 %) apres 24 jours d'incubation coincidant avec
une biomasse fongique maximale de 153,16 mg/ml (Figure 37). L’activité nématicide a ensuite
diminué, atteignant un taux de mortalité de 30 % apres 27 jours d’incubation, tandis que la

biomasse fongique reste stable jusqu’au 30€éme jour.

Le filtrat de la culture liquide d’Aspergillus ustus (OR250163) a montré une activité
nématicide maximale (77,03%) aprés 20 jours d'incubation de la culture concomitante a une
biomasse fongique de 108,79 mg/ml (Figure 37). Cette activité nématicide a ensuite diminug,
atteignant un taux de mortalit¢ de 32,65 % apres 27 jours d’incubation. Parallelement, la
biomasse fongigque a connu une augmentation rapide au cours des deux jours consécutifs, suivie

d'une stabilisation jusqu'au 30eme jour.
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Figure 36. Cinétiques de production des nématicides des souches fongiques Aspergillus
terreus (a), Aspergillus ustus (b) et Paecilomyces lilacinus(c).
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8. Distribution et caractérisation morphologique des spores de champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA)

Le test de piégeage a fourni des spores fraiches et saines pour l'identification des
différentes especes contenues dans les sols des principales régions agrumicoles nationales. Les
spores ont été separées en fonction de leurs caractéristiques morphologiques. L’observation des
spores sous la loupe binoculaire et au microscope a révélé la présence d’au moins sept
morphotypes différents (Figure 38).

Morphotype 1 : taille : 50 um, de couleur subhyaline a jaune pale, avec une forme
globose/subglobose (Figure 38 a), identifié comme étant Acaulospora sp 1.

Morphotype 2 : taille : 63 pum, de couleur orange a orange brunitre avec une forme
globose/subglobose (Figure 38b), identifié comme étant Glomus sp 1.

Morphotype 3 : taille : 63 um, de couleur brune-rougeatre avec une forme globose/irréguliére
(Figure 38 ¢), identifié comme étant Acaulospora sp 2.

Morphotype 4 : taille : 63 um, rouge-jaunatre avec une forme ronde/globose avec la présence
d’un hyphe d’attachement (Figure 38 d), identifié comme étant Rhizophagus sp.

Morphotype 5 : taille : 45 um, de couleur rouge claire ou foncée avec une forme globose avec
un contenu tres riche en réserves lipidiques sous forme de gouttelettes (Figure 38 e), identifié
comme étant Glomus sp.2.

Morphotype 6 : taille : 63 um, de couleur orange clair a orange foncé, avec une forme
ronde/globose (Figure 38 f), identifié comme étant Glomus sp.3

Morphotype 7 : taille : 120 um, de couleur rouge foncé, avec une forme ronde/globose (Figure

38 @), identifié comme étant Funneliformis sp.
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Figure 38. Spores de CMA observées sous un microscope optique a 400X. a : Acaulospora
sp.1, b : Glomus sp.1, ¢ : Acaulospora sp.2, d : Rhizophagus sp. e : Glomus sp.2 f : Glomus
sp.3, g : Funneliformis sp.

L’analyse de I’abondance relative des spores de CMA (Tableau 32) montre que le genre
Funneliformis sp. est le plus abondant, avec une densité relative de 62,5% a Beni Mellal-
Khenifra et d’environ 48,8% au niveau de la région de Souss-Massa et de Berkane.. Le genre
Rhizophagus sp. est également assez abondant, avec une densité de 77,15% au niveau de la
région de Gharb, 48% au niveau de la région de Souss-Massa et19,7% au niveau de la région
de Beni Mellal. Ce qui nous a conduit a tester 1’efficacité de ces genres vis-a-vis du nématode
des agrumes T. semipenetrans.

Tableau 32. Diversité et abondance des spores de CMA au niveau des sols rhizosphériques au
niveau des principales régions agrumicoles marocaines.

Site Reference Taille (um) Abondance relative

(%)
Glomus sp.1 63um 25,18
Funneliformis sp. 120 ym-250 pm 48,82

Souss-Massa Rhizophagus sp. 63 um 48
Acaulospora sp.2 63 um 8,22
Acaulospora sp. 1 63 um 8,66
Acaulospora sp.1 63 um 13,56
kech-Safi Glomus sp.1 63 um 25,78
Marrakech-Safi &) omus sp.2 45,m-63 um 23,40
Glomus sp.3 63 um 32,70
Glomus sp.1 63 um 24,11
Beni Mellal-Khenifra  Funneliformis sp. 120 um-250 pm 62,52
Rhizophagus sp. 63um 197
Rhizophagus sp. 63 um 77,15

Gharb

Glomus sp. 1 63um 15,67

Glomus sp. 1 63 um 9,89
Funneliformis sp. 120 um-250 pm 48,71
Berkane Glomus sp.2 45um- 63um 14,12
Glomus sp.1 63um 7,33
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9. Effet de CMA sur T. semipenetrans
a. Analyse de la mycorhization des porte-greffes d’agrumes

L'observation microscopique des fragments de racines des deux porte-greffes Citrange
carrizo et Citrus aurantium réalisées aprés 12 semaines de 1’essai en conditions semi-controlées
ont montré que les souches de CMA Funneliformis mosseae et Rhizophagus irrigularis ont été
capables de coloniser les racines des deux porte-greffes d’agrumes étudiés. En effet, la présence
des structures mycorhiziennes (hyphes, arbuscules, et/ou vésicules) a été notée chez toutes les
plantes inoculées par les CMA (Figure 39). Par ailleurs, aucune structure mycorhizienne n’a
été observée au niveau des racines des plantes non-inoculées (Figure 39). La fréquence de
mycorhization (%F) a été de 100% pour tous les plants d’agrumes inoculés par Funneliformis

mosseae et Rhizophagus irrigularis.

Figure 39. Observation microscopique des structures mycorhiziennes (hyphes, arbuscules et
vésicules) au niveau des racines des porte-greffes d’agrumes Citrange carrizo et Citrus
aurantium inoculées avec Funneliformis mosseae et Rhizophagus irrigularis. Grossissement
x40.

b. Effet des CMA sur les paramétres phytonématologiques

Les résultats ont montré que les deux souches de champignons mycorhiziens,
Funneliformis mosseae et Rhizophagus irrigularis, ont significativement réduit la population
de T. semipenetrans dans le sol rhizosphérique (P< 0,001) et dans les racines (P< 0,001) des
deux porte-greffes d’agrumes étudiés. Au niveau du sol, les taux de réduction enregistrés ont
été respectivement de 95,44 % et 86,5 % chez le bigaradier, et de 95,57 % et 80,47 % chez
Citrange Carrizo (figure 40 a, c). Au niveau des racines, comparé au témoin non mycorhizé,
les taux de réductions de la population de T. semipenetrans respectifs ont été de 81,55 % et
63,10 % chez le bigaradier, et de 88,89 % et 77,78 % chez Citrange Carrizo (figure 40 b, d).

141



Nombre de nématodes/100 g de sol

Réduction (%) du nombre de

Chapitre V. Potentiel nématicide du microbiome rhizosphérique des agrumes

1000 7 a 14 7 a3
@ g
800 - g ) a
b = 10 -
4 o
600 ERE
400 - 2 6 b
S 4
200 A d ¢ g (o
e - f 'S 2 1 i cd
0 A o = 2 0 - i
c [«5) [%2] c [«5) w
slelels]8]¢ s [ s[ale]s] e
S|l 8| 2| 5| 8| 3 £ e | 2| 2| £ | &
|1 | €| F | E|E 5 - - - -
w = w = =z . = .
Citrus aurantium Citrange carrizo Citrus aurantium Citrange carrizo
100 - (C) 100 -

nématodes dans le sol

Réduction (%) du nombre de
nématodes dans les racines

90 H
80 -
70 A
60 -
50 +
40 A
30 A
20 A
10 -
0 -

F. mosseae |R. irrigularis| F. mosseae [R. irrigularis F. mosseae |R. irrigularis| F. mosseae |R ir

Figure 40. Evaluation de I’effet de Funneliformis mosseae et Rhizophagus irregularis, sur la
population finale de Tylenchulus semipenetrans dans le sol rhizosphérique (a) et dans les
racines (b) sur le taux de réduction de cette population dans le sol rhizosphérigue (c) et dans les
racines (d) chez les porte-greffes d’agrumes Citrus aurantium et Citrange Carrizo sous serre.
Les moyennes suivies par des lettres différentes dans la méme sont significativement différentes
selon le test de Tukey a p < 0,05.

c. Effet des CMA sur les paramétres agronomiques des plantes

L’analyse statistique a révélé que 1’inoculation des porte-greffes d’agrumes Citrus
aurantium et Citrange Carrizo infestés par T. semipenetrans par les deux souches de CMA,
Funneliformis mosseae et Rhizophagus irrigularis a amélioré de maniere significative
I’allongement aérien (p < 0,0001) et racinaire (p < 0,0001) ainsi que la biomasse seéche des
racines (p < 0,05) et des pousses (p < 0,05) en comparaison avec le témoin | (inoculés
uniquement par T. semipenetrans) (Figure 41 a, b, ¢, d). L’infestation des porte-greffes
d’agrumes par T. semipenetrans a affecté les paramétres agronomiques des plantes, mais 1’effet
négatif a été plus prononceé chez les plantes non mycorhizées des deux porte-greffes, comparées

aux plantes mycorhizées. L’amélioration des paramétres de croissance (longueur des pousses
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et des racines), ainsi que la production de biomasse (masse seche des pousses et des racines) a

varié significativement en fonction de la souche de CMA utilisée (P<0,001). En effet, Par

rapport aux témoins I, Funneliformis mosseae a induit une amélioration de la longueur des

pousses de 85,87% et 23,46%, respectivement chez Citrange Carrizo et Citrus aurantinum. En

revanche, Rhizophagus irregularis a entrainé une amelioration de la longueur des pousses de

7,47% et 4,59% respectivement chez Citrus aurantinum et Citrange Carrizo (Figure 41 a, c).

Par ailleurs, 1’accroissement le plus élevé de la longueur des racines (65,25%) a été observé

chez Citrange Carrizo colonisé par Funneliformis mosseae. De méme, une croissance

maximale de la longueur des racines, évaluée a 11,3%, a été observée chez Citrus aurantinum

lorsqu’il a été colonisé par la méme souche, Funneliformis mosseae (Figure 41 a, c).

En ce qui concerne la masse seche des pousses, toujours en comparaison avec le Témoin

I, les porte-greffes Citrus aurantinum et Citrange Carrizo colonisées par Funneliformis

mosseae ont accumulé la plus grande masse séche des pousses, avec des taux d’accroissement

respectifs de 69,08% chez Citrus aurantinum et 27,58% chez Citrange Carrizo (Figure 41 b,

d).
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Figure 41. Effet des CMA, Funneliformis mosseae et Rhizophagus irregularis, sur
I’allongement des pousses et des racines (a), la biomasse séche des pousses et des racines (b),
et sur le taux d’accroissement de la longueur aérienne et racinaire (c) et des biomasse aérienne
et racinaire (d) chez les porte-greffes d’agrumes Citrange carrizo et Citrus aurantium inoculés
() ou non (NI) avec T. semipenetrans et cultivés sous serre. Les moyennes suivies par des
lettres différentes sont significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

IVV. DISCUSSION

L’exploration du réle du microbiome (bactéries, champignons et champignons
mycorhiziens) rhizosphérique dans la lutte contre les nématodes est un domaine de recherche
passionnant qui a des implications majeures pour 1’agriculture durable. Ces micro-organismes
offrent des alternatives biologiques prometteuses aux méthodes conventionnelles de lutte
chimique contre les nématodes. Cette étude a démontré I'efficacité de certains microorganismes
isolés de la rhizosphére des agrumes comme les bactéries Variovorax paradoxus (OQ651063),
Bacillus pseudomycoides (0Q652044), Bacillus simplex (0Q651985), Bacillus cereus
(0Q651999) et Paracoccus speluncae (0Q652010), les champignons Aspergillus terreus
(OR250916), Aspergillus ustus (OR250163) et Paecilomyces lilacinus et les champignons
mycorhiziens arbusculaires Funneliformis mosseae et Rhizophagus irregularis dans la lutte
contre le nématode Tylenchulus semipenetrans in vitro et in vivo chez les porte greffes

d’agrumes Citrange Carrizo (Citrange) et Citrus aurantium.

Les résultats des tests de confrontation in vitro ont montré que toutes les bactéries testées
ont presenté des activités nématicides contre T. semipenetrans qui deviennent de plus en plus
importantes avec 1’augmentation de la concentration bactérienne et du temps d’incubation. Le
pouvoir nématicide le plus élevé a été obtenu avec la concentration bactérienne de (3,6 x 10°
cellules/ml) pendant un temps d’incubation de 96h. En effet, une mortalité totale (100%) des

J2 a été provoquée par I’effet combiné des différentes bactéries (co-inoculation mixte avec les
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différentes bactéries) et par I’effet de I’inoculation simple avec B. cereus Les tests de
confrontation in vivo effectués sur les porte-greffes d’agrumes Citrus aurantium et Citrange
Carrizo ont non seulement validé I’efficacité nématicide considérable des Bacillus examinés,
mais ont également mis évidence le r6le de ces microorganismes dans la stimulation de la
croissance et la production de biomasse chez ces deux porte- greffes. Ces résultats sont en
accord avec I'étude de Labiadh et al. (2023) qui ont démontré que parmi cing especes
bactériennes testées contre T. semipenetrans, B. cereus a provoqué le taux de mortalité le plus
élevé (85%) chez les juvéniles (J2) apres 6 jours d'exposition. Montasser et al. (2012) et AL-
Khazraji and Hanawi (2022) ont également rapporté que I'exposition de T. semipenetrans a une
concentration de 3.108 UFC/ml de B. cereus a produit 99 % de mortalité aprés 72 heures
d’incubation. Des études sur les plantes en pot ont révélé que l'inoculation de B. subtilis et de
B. pumilus a eu un effet perturbateur sur le cycle de reproduction de Meloidogyne spp. (Dihingia
et al., 2017; EI-Nagdi and Abd-EI-Khair, 2019). D’autres essais expérimentaux ont été menés
en Egypte, ou I'application de B. subtilis (10 UFC/mI) sur des plants de Citrus volkameriana a
permis de réduire les populations de T. semipenetrans de 65-70 % apres trois mois d'application
(Hammam et al., 2016). Des résultats similaires ont été obtenus par EI-Mohamedy et al. (2016),
qui ont signalé une mortalité de 74 % de T. semipenetrans suite a I'application de B. subtilis
(10% CFU/ml) mélangé a du compost. Dans une étude en plein champ, Abd-Elgawad et al.
(2010) ont constaté que l'application de B. subtilis (107 cellules/ml) avec > 86 kg/arbre a permis
d'obtenir les populations les plus faibles de T. semipenetrans et un rendement plus élevé
d'orange douce par rapport aux témoins. B. pseudomycoides a également démontré un pouvoir
nématicide élevé contre T. semipenetrans. Cette bactérie colonisatrice du sol est capable de se
développer dans des milieux de culture pauvres en nutriments (Pandey et al., 2001). Des études
ont montré que cette souche bactérienne stimule significativement la croissance des racines, ce
qui la rend prometteuse pour une utilisation contre les micro-organismes phytopathogénes
(Labiadh et al., 2019).

Les résultats des tests in vitro indiquent que 1’utilisation de V. paradoxus a permis de
réduire considérablement le nombre de nématodes T. semipenetrans, notamment lorsqu’elle est
utilisée a une concentration de 3,6 x 10° cellules/ml, soit un taux de mortalité de J2 de 58,58%
apres 96 heures d’incubation. Cependant, 1’efficacité de V. paradoxus diminue avec la baisse
de la concentration, atteignant seulement 36,36% a une concentration de 1,2 x 10% Cellules/ml.
Les tests in planta ont également montré que V. paradoxus at permis de réduire les populations

de T. semipenetrans de plus de 84% dans le sol chez Citrus aurantium et Citrange Carrizo.

145



Chapitre V. Potentiel nématicide du microbiome rhizosphérique des agrumes

L’utilisation de V. paradoxus a également amélioré les parameétres agronomiques des plantes
d’agrumes, notamment I’allongement aérien et des racines ainsi que la masse séche des pousses
et des racines. Bien que l'utilisation de V. paradoxus en tant qu'agent de biocontréle de
nématodes phytoparasites ne soit pas courante, quelques études ont montré son efficacité, telles
que celles menées par Neipp and Becker (1999) qui ont rapporté ’efficacité de V. paradoxus
12 contre le nématode Heterodera schachtii et par Aballay et al. (2012) qui ont montré
I'efficacité du filtrat de V. paradoxus 1105 dans la suppression des dommages causes par le
nématode Xiphinema index sur le systéme racinaire de la vigne. Néanmoins, I'utilisation de V.
paradoxus pour lutter contre le nématode phytoparasite des agrumes Tylenchulus
semipenetrans est méconnue et peu étudiée jusqu'a present, ce qui fait de cette piste une avenue

prometteuse mais encore largement inexplorée.

Les résultats obtenus avec Il'utilisation de P. speluncae (0Q652010) dans la lutte contre
T. semipenetrans sont tres prometteurs. En effet, lorsqu'une suspension de P. speluncae a été
confrontée a des juvéniles de T. semipenetrans, un taux de mortalité de 61,95 % a été observé
aprés une exposition in vitro de 96 heures, & une concentration de 3,6 x 10° cellules/ml. De plus,
I'inoculation par P. speluncae a réduit la reproduction de T. semipenetrans de 91,79 % chez
Citrus aurantium et de 94,53 % chez Citrange Carrizo, tout en améliorant les parametres
agronomiques de ces deux types de plantes. Par ailleurs, le filtrat de la culture liquide de P.
speluncae a montré une forte activité nématicide entrainant une mortalité de plus de 60% des
juveéniles apres sept jours d'incubation. Il convient de noter que l'utilisation de P. speluncae
comme bionématicide était jusqu'a présent inconnue. Cette bactérie a été initialement isolée a
partir de I'air de la grotte de Cueva Del Tesoro en Espagne (Jurado et al., 2017). Toutefois,
notre étude a montré que cette souche a également été trouvée dans la rhizosphére des agrumes
de la région de Berkane, élargissant considérablement son champ d’application en tant que

bionématicide.

L'application d'une combinaison d'agents de biocontrdle est une stratégie efficace pour
améliorer I'efficacité de la lutte contre les NPP, comme I'ont démontré nos résultats. Apres une
exposition de 96 heures a une concentration de 3,6 x 10° cellules/ml, la combinaison de cing
bactéries a entrainé une mortalité totale des juvéniles de T. semipenetrans. De plus, I’application
combinée de bactéries a également réduit la reproduction des NPP dans les racines des plantes
inoculées. Ces constatations sont en accord avec les résultats d'autres études menées par des
scientifiques tels qu'El-Nagdi and Abd-El-Khair (2019) qui ont également montré que

I'utilisation combinée de différentes souches de Bacillus spp., B. subtilis et B. pumilus est plus
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efficace pour contréler les NPP, comme Meloidogyne incognita que l'utilisation individuelle.
De plus, Cruz-Magalhdes et al. (2022) ont observé une forte immobilité des J2 de Meloidogyne
spp. apres l'application d'un mélange de filtrats de différentes souches de Bacillus BMH et INV.
De méme Engelbrecht et al. (2022) ont montré que le mélange de filtrats de B. cereus, B.
megaterium, B. subtilis et B. thuringiensis a entrainé une immobilité d'environ 85-90% des J2
de Meloidogyne spp. aprés une période d’incubation de 96 heures.

Nos résultats ont egalement montré que toutes les souches bactériennes étudiées sont
capables d'inhiber totalement 1’éclosion des ceufs et ont engendré des taux de mortalité tres
élevés in vitro. Les Bacillus, notamment B. simplex (0Q651985) et B. cereus (0Q651999),
présentent des capacités de biocontrdle beaucoup plus importantes. 1l est possible que ces
souches produisent des métabolites secondaires (des nématicides) tels que, des enzymes
Iytiques, des toxines et des composés organiques volatils, ce qui en fait les meilleurs agents de
biocontrole de T. semipenetrans ( Viljoen et al., 2019; El-Ashry et al., 2023). Des recherches
récentes ont montré que B. cereus Bc-cm103 peut produire des composés organiques volatils
tels que le disulfure de diméthyle, I'isovalérate de méthyle et la 2-undécanone, qui présentent
une forte activité nématicide contre M. incognita (Yin et al. 2021). Une autre bactérie favorisant
la croissance des plantes, Bacillus mycoides R2, a été trouvée capable de produire du styréne
volatil pour tuer efficacement le nématode Meloidogyne. incognita. Cette bactérie a démontré
une activité nématicide supérieure a celle des nématicides couramment utilisés tels que le
thiaclopride et le cadusafos (Luo et al., 2018). Paracoccus speluncae (0Q652010) a mis en
évidence son efficacité en tant qu'agent de biocontréle contre T. semipenetrans. Cette bactérie
est capable de lyser les ceufs et les juvéniles des nématodes, ce qui suggere que cette souche
produit des enzymes hydrolytiques, en particulier des protéases, des collagénases et des
chitinases, qui jouent un réle important dans la dégradation des différents composants
chimiques de nématodes a différents stades de développement (Castaneda-Alvarez and Aballay,
2016). L application de différents traitements a permis d’améliorer la croissance des porte-
greffes de Citrange Carrizo et de bigaradier. Cela peut s'expliquer par la production de divers
composeés régulateurs tels que I'lAA, I'ammoniac, les polysaccharides et la solubilisation du
phosphate, qui agissent directement dans la rhizosphére comme des agents de biocontrdle en
modifiant les niveaux d'hormones végétales ou en réduisant le potentiel parasitaire des
pathogénes (Turatto et al., 2018). Parmi les molécules impliquées dans ce mécanisme, on
retrouve les sidérophores, I'lAA, les phénazines, les sessilines, les orfamides, les chitinases, les

glucanases et les protéases (Dimkic et al., 2022).
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L’¢évaluation de D’activit¢ nématicide des antagonistes fongiques a montré que les
différents antagonistes sélectionnés possedent une activité nématicide et ovicide prometteuse
vis-a-vis du nématode des agrumes T. semipenetrans a la fois in vitro et in vivo. En effet,
I’activité nématicide la plus élevée a été enregistrée chez P. lilacinus et A. terreus, avec une
activité nématicide supérieure a 93% a une concentration de 10® (spores/ml) aprés 168 h
d’incubation. Ces résultats sont en accord avec ceux d’EI-Marzoky et al. (2023) qui ont montre
que la souche de P. lilacinus (AUMC 10620) était trés efficace pour supprimer les larves de T.
semipenetrans aux concentrations 1,25, 2,5 et 5 x 107 spores/ml en conditions in vitro et in vivo.
De méme, Hanawi (2016) a montré que I’application de P. lilacinus a réduit de 50% le nombre
de T. semipenetrans, infestant 1’orange douce. Dans 1'étude menée par Walode et al. (2008),
I'ajout de P. lilacinus au sol entourant les citronniers (Citrus jambhiri) a entrainé une diminution
de 65% des niveaux de juvéniles (J2) et une réduction de 76% du nombre de femelles matures.
P. lilacinus a été rapporté par de nombreux auteurs comme étant efficace contre d’autres NPP.
Par exemple, Sarven et al. (2019) ont montré que I’application de P. lilacinus a une
concentration de 10° UFC/g au sol avant et aprés la transplantation d’aubergine a réduit I’indice
des galles racinaires de 72% et les masses d’ceufs de Megalaima incognita de 84%. De méme,
Leong et al. (2021) ont démontre que dix souches autochtones de P. lilacinus présentaient une
capacité ¢élevée d’infection (plus de 90%) et de parasitisme des ceufs (66% a 78,8%) de M.
incognita, avec une forte inhibition de 1’éclosion des ceufs (89%).

L’observation microscopique a révélé que P. lilacinus pénétre directement les ceufs de
T. semipenetrans et entre en contact avec les juvéniles. Le parasitisme des nématodes est dd a
I’invasion directe de la surface des ceufs par les hyphes, qui produisent des appressoriums a la
surface, infectant les ceufs aprés adsorption ( Chen and Hu, 2021). Au cours de I’infection, P.
lilacinus sécrete des enzymes, telles que la protéase de sérine et la chitinase, qui dégradent les
composants protéiques et chitineux de 1I’épiderme des nématodes, facilitant I’invasion fongique
et la destruction cellulaire. L’étude de I’effet du filtrat de culture de P. lilacinus a permis de
mieux comprendre les mécanismes impliqués dans son effet nématicide. En effet, le filtrat a
réduit le nombre de juvéniles de T. semipenetrans de 100% aprés 25 jours d’incubation
montrant que P. lilacinus tue les nématodes avec des toxines avant de les infecter. L’acide
acetique et les leucinostatines ont été identifiés comme principaux métabolites toxiques dans
les filtrats (La Mondia and Timper, 2016). Un autre mécanisme est la capacité du champignon
a induire des mécanismes de défense des plantes contre les nématodes par la production

d’¢liciteurs qui activent la voie de la résistance systémique acquise (RSA) chez les plantes,
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entrainant la production de protéines PR (Elsherbiny et al., 2019)., telles que les chitinases et
les B-1,3-glucanases, capables de dégrader les composants de la paroi cellulaire des nématodes,
provoquant ainsi leur mort.

Les espéces d’Aspergillus, notamment A. ustus et A. terreus, ont été largement étudiés
pour leurs propriétés biologiques. En effet, A. ustus a été étudié pour ses propriétés fongicides,
notamment pour lutter contre le champignon phytopathogene F. oxysporum, responsable de la
maladie du flétrissement du poivron (Yahia et al., 2023). Il a également été montré
qu’Aspergillus ustus peut solubiliser le phosphate, augmenter la biomasse végétale (Gharu et
al., 2023) et participer a la bioremédiation des sites/sols contaminés par I’arsenic (Kamal et al.,
2023). Aspergillus terreus a également été étudié pour ses activités antimicrobiennes
(Abdelaziz et al., 2023), et myco-insecticide (Ragavendran et al., 2018). Cependant, les études
sur I’effet nématicide d’A. terreus et A. ustrus sont rares jusqu’a présent. Seule une étude a été
réalisée sur A. terreus, soutenant ainsi nos résultats. Cette étude a été réalisée par Singh and
Mathur (2010). Ils ont montré que le traitement des tomates par A. terreus a une concentration
de 2,3 x 108 spores/ml a réduit de 76% et 73% respectivement le nombre d’ceufs/masse d’ceufs
et le nombre d’éclosions d’ceufs/masse d’ceufs du nématode Meloidogyne incognita infestant la
tomate. De méme, une étude sur A. ustrus a été réalisée par Eapen et al. (2005), ou ils ont
signalé sa capacité a parasiter les ceufs et les femelles des nématodes a galles Meloidogyne
incognita. Cependant, jusqu’a présent, aucune étude n’a été réalisée sur ’effet de ce
champignon sur le nématode des agrumes T. semipenetrans. Néanmoins, nos résultats indiquent
que ces deux espéces d’Aspergillus ont une activité nématicide significative contre ce
nématode. En effet, une application in vitro de ces champignons a révélé une activité nématicide
de 93,09% pour A. terreus et de 79,27% pour A. ustrus & une concentration de 108 spores/ml
apres 168 heures d’incubation. De plus, une inhibition totale de 1’éclosion des ceufs a été
observée aux concentrations de 108 107 et 10° spores/ml pour A. terreus et A. ustrus,
respectivement. En plus, D'utilisation in planta d’Aspergillus terreus (OR250916) et
d’Aspergillus ustrus (OR250163) a permis de réduire la population de Tylenchulus
semipenetrans de respectivement 94,89% et 85,40% chez Citrus aurantium, et 97,14% et
85,94% chez Citrange Carrizo. Ces résultats sont en accord avec des études récentes menées
par Bhat et al. (2023) et Yeon et al. (2023), qui ont montré 1’effet 1étal des espéces
d’Aspergillus, abondantes dans le sol, sur les populations de nématodes, notamment, 1’espéce

A. Luchuensis Hy-6 dans la lutte contre M. incognita chez le concombre (Wang et al., 2023),
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Aspergillus niger Tiegh contre Meloidogyne incognita chez la tomate (Ozdemir and Arici,
2023) et A. welwitschiae contre Meloidogyne graminicola chez le riz (Xiang et al., 2020).

Les observations microscopiques montrent qu’Aspergillus terreus (OR250916) et
Aspergillus ustrus (OR250163) sont capables de parasiter les ceufs de T. semipenetrans. En
effet, les spores produites par ces champignons adheérent aux ceufs du nématode et pénétrent a
I’intérieur, provoquant ainsi la dégradation de leur contenu et la destruction des ceufs. Ces
champignons peuvent également agir directement sur les nématodes adultes en produisant une
variété de métabolites bioactifs, tels que des enzymes (amylase, cellulase, lipase et protéase)
(Ahmed et al., 2020; Kazeem et al., 2021; Popova et al., 2021; Yao et al., 2022), des peptides
( Luo et al., 2019), et des composes volatils (Hung and Lee Rutgers, 2016). Ces métabolites
peuvent dégrader les tissus des nématodes, perturber leur physiologie et interférer avec leurs
processus biologiques.

Suite a la réalisation d’une étude sur I’effet des champignons mycorhiziens sur les
nématodes phytoparasites des agrumes, il a été constaté que ces derniers sont négativement
corrélés a la densité de nématodes. L’extraction des spores de CMA et leur dénombrement a
révélé que les genres Funneliformis et Rhizophagus sont les plus fréquents dans la rhizosphere
des citrus marocains. L’inoculation des porte-greffes d’agrumes Citrus aurantium et Citrange
Carrizo, préalablement infestés par T. semipenetrans avec Funneliformis mossea a entrainé une
réduction significative de la population de T. semipenetrans chez les deux porte-greffes
d’agrumes. En outre, une augmentation notable de la matiére séche des pousses et des racines
a été observée, démontrant ainsi les effets bénéfiques de l'inoculation avec Funneliformis
mosseae sur la croissance des plantes. Ces constatations sont en accord avec O’Bannon et al.
(1979) qui a montré que la biomasse des racines, des tiges et des feuilles de Citrus limona a
significativement augmenté suite a 1’inoculation avec F. mosseae. Une autre étude de Chandra
et al. (2022) a révélé que par rapport aux plantes non mycorhizées, les plantes de sorgho
inoculées avec une culture mixte de F. mosseae ont mieux poussé et ont produit plus de hauteur
de plante et de biomasse sous des sols salins et sodiques. Cela est dii a I’atténuation du stress
salin grace a une plus grande biomasse racinaire, un rapport racine/tige amélioré et un rapport
K+/Na+ amélioré. Cela pourrait étre le résultat de la manipulation de I’environnement
rhizosphériques via les CMA en fournissant une meilleure nutrition en P et une tolérance au
stress.

Nos résultats ont également révelé que les plantes inoculées avec Rhizophagus

irrigularis ont montré une augmentation de la biomasse séche des racines et des pousses chez
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les deux porte-greffes d’agrumes par rapport aux témoins. Ces résultats sont en accord avec
ceux de travaux de Essahibi et al., (2019), qui ont montré que I’interaction des CMA, tels que
Rhizophagus intraradices, Rhizophagus fasciculatus et Funneliformis mosseae, avec le
caroubier (Ceratonia siliqua L.) améliore I’absorption des nutriments et favorise la croissance
de la biomasse vegétale, en particulier dans des conditions de faible fertilisation phosphatée.
De plus,Essahibi et al. (2016) ont démontré que I’inoculation du caroubier par Funneliformis
mosseae, seul ou en combinaison avec d’autres CMA, améliore I’enracinement et la résistance
des boutures aux stress environnementaux. Par ailleurs, Fouad et al. (2014) ont mis en évidence
les effets protecteurs de Rhizophagus manihotis et Funneliformis mosseae contre le stress
oxydatif induit par la sécheresse chez I’olivier. Ces études mettent en avant la polyvalence des
CMA dans I'amélioration globale des performances des cultures, ouvrant ainsi des perspectives

prometteuses pour une agriculture plus résiliente et durable.

En ce qui concerne 1’essai de biocontrole de T. semipenetrans, il a été constaté que
I’infestation des portes greffes d’agrumes par T. semipenetrans a été réduite au niveau de
racines et de sol aprés 1’inoculation par Rhizophagus irregularis et Funneliformis mossea. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que 1’ajout de CMA modifie la composition des
exsudats racinaires, qui servent de signaux de reconnaissance et de pénétration pour les
nématodes (Vos et al., 2012). Cette modification peut entrainer une perturbation de la
communication entre les nématodes et les racines des plantes, limitant ainsi leur capacité a
s'établir et a causer des dommages. Les CMA peuvent induire des réponses systémiques dans
la plante, activant des mécanismes de défense dans tout le systéme racinaire, y compris dans
les zones ou les nématodes tentent de pénétrer. Cette modulation de la réponse de la plante peut
inclure des changements dans 1’expression des genes impliqués dans la défense et la régulation

de la croissance des racines (Jung et al., 2012).

V. CONCLUSION

Le présent chapitre porte sur I'évaluation de I'effet nématicide des micro-organismes
isolés de la rhizosphére des agrumes. De I’ensemble des isolats microbiens ( 190) testés, cinq
espéces bactériennes identifiés comme Variovorax paradoxus (0OQ651063) (isolat B6’),
Bacillus pseudomycoides (0Q652044) (isolat B1), Bacillus simplex (0Q651985) (isolat
BM12), Bacillus cereus (0Q651999) (isolat BM7) et Paracoccus speluncae (0Q652010)
(isolat BR21), et trois especes fongiques identifiés comme, Paecilomyces lilacinus (isolat Bk7),
Aspergillus ustus (OR250163) (isolat M23) et Aspergillus terreus (OR250916) (isolat SBKS5),
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ont exhibé une activité nématicide prometteuse contre le nématode phytoparasite des agrumes
Tylenchulus semipenetrans a la fois in vitro et in vivo.

Les tests de confrontation in vitro ont mis en évidence une importante activité
nématicide chez les huit espéces microbiennes (bactéries et champignons) étudiés. Cependant,
cette activité nématicide a significativement varié avec les especes bactériennes et fongiques,
leurs concentrations et le temps d’incubation. Le pouvoir nématicide bactérien le plus ¢élevé a
été enregistré avec 1’inoculation mixte combinant les cing bactéries (3,6 x 10° cellules/ml) qui
a provoqué la mort de toutes les juvéniles J2 (taux de mortalité del00%) aprés 96 h
d’incubation. Une performance quasi-similaire (un taux de mortalité de 98,98%) a été
enregistrée par B. cereus. En outre, tous les traitements bactériens testés ont provoqué une
inhibition totale de 1’éclosion des ceufs, quelle que soit la concentration et la durée d’incubation.
En ce qui concerne les champignons, la meilleure activité nématicide contre J2 (taux de
mortalité > 93%) a été obtenue avec Paecilomyces lilacinum et Aspergillus terreus apres 168 h
d’incubation & une concentration de 108 spores/ml. De méme, tous les champignons ont
provoqué une inhibition totale de 1’éclosion des ceufs a des concentrations supérieures ou égales
a 10° spores/ml.

D’autre part, une relation étroite a été mise en évidence entre les cinétiques de croissance
bactérienne et fongique et I’activité nématicide des filtrats de leurs milieux de culture liquide.
En effet, les activités nématicides maximales des filtrats, généralement atteintes entre le 4°™ et
le 6™ jour d’incubation chez les bactéries et entre le 20°™ et le 23°™ jour de culture chez les
champignons, coincidaient avec les pics de croissance correspondant aux biomasses
bactériennes et fongiques maximales. Ces résultats suggérent qu’au cours de leur cycle de
croissance normale ces bactéries et champignons produisent des molécules bioactives contre
les juvéniles J2 et les ceufs de T. semipenetrans.

Les résultats des tests de confrontation in vivo, chez les porte-greffes d’agrumes Citrus
aurantium et Citrange Carrizo, n’ont pas seulement confirmé le fort potentiel nématicide des
champignons et bactéries étudiés, mais ont en plus révélé le réle de ces microorganismes dans
la stimulation de la croissance et la production de biomasse chez ces deux porte-greffes. En
effet, en présence de B. cereus la population des nematodes a été réduite de plus de 93% dans
le sol rhizosphérique et de 85% dans les racines. De méme, I’inoculation avec A. terreus a reduit
la population des nématodes de plus de 94% dans le sol rhizosphérique et de 78% dans les
racines. En outre, les plants d’agrumes inoculés avec F. mosseae ont montré une croissance et

une production de biomasse des pousses respectivement 1,85 et 1,69 fois supérieures a celles
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du témoin inoculé uniquement avec T. semipenetrans, et de 0,8 et 0,84 fois supérieures a celles
du témoin non inoculé.

Ces résultats déemontrent que les microorganismes sélectionnés pour leur pouvoir
nématicide in vitro et in vivo contre T. semipenetrans offrent des opportunités tres importantes
dans la mesure ou ils peuvent aider au développement de produits biologiques dotés d’un fort
potentiel non seulement de protection contre T. semipenetrans mais également de stimulation

de la croissance des agrumes.
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Chapitre VI. Potentiel nématicide de certaines PAM de la région de Marrakech

l. INTRODUCTION

De nombreux nématicides chimiques sont utilisés avec succes pour réduire la population
de T. semipenetrans dans de nombreuses régions productrices d’agrumes de par le monde ( Liu
et al. 2014). Cependant, pour controler les populations des NPP et maintenir un rendement
satisfaisant, ces nématicides chimiques doivent étre appliqués a plusieurs reprises, ce qui
représente une menace sérieuse pour I’environnement et la santé des consommateurs. En plus,
leur application répétée peut engendrer I’apparition de souches résistantes. Aujourd’hui, la
culture des agrumes se retrouve confrontée au double défi, de résoudre les divers problémes de
gestion agronomique (attaques de ravageurs, maladies et problémes nutritionnels) et de
répondre a la tendance croissante a rechercher des fruits aux attributs sensoriels améliorés et
exempts de résidus agrochimiques. Pour atteindre ces objectifs, des stratégies de gestion
respectueuses de I’environnement doivent étre mises en place. Au cours des derniéres
décennies, de nombreux produits dérivés des plantes ont été étudiés pour leurs propriétés
nématicides (Javed et al., 2008). Certains d’entre eux, tels que les dérivés des Brassicaceae ou
de neem (Azadirachta indica), ont été transformés en formules nématicides industrielles
efficaces (Nile et al., 2018). De méme, I’effet nématicide des extraits de nombreuses autres
espéces de plantes a été testé contre plusieurs genres et especes des NPP, dont Meloidogyne
spp., Pratylenchus spp., Ditylenchus dipsaci, Bursaphelenchus xylophilus, ainsi que les
nématodes a kystes Heterodera spp. et Globodera spp (Avato et al., 2017; D’Addabbo et al.,
2023). Cependant, les données bibliographiques disponibles sur I’effet des extraits de plantes
sur le nématode des agrumes Tylenchulus semipenetrans restent limitées. Ainsi, la présente
étude a pour objectif de, (i) évaluer le potentiel nématicide des huiles essentielles et des extraits
aqueux de certaines plantes aromatiques et médicinales (PAM), Rosmarinus officinalis, Laurus
nobilis, Verbena officinalis, Foeniculum vulgare, Moringa oleifera, Chamaemelum nobile et
Thymus vulgaris, (ii) déterminer les profils chimiques de ces plantes par chromatographie en
phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) et chromatographie a haute performance-
spectrométrie de masse (HPLC-MS), et (iii) explorer les relations entre la composition
chimique de ces huiles essentielles et extraits et leur pouvoir nématicide contre T.
semipenetrans en termes d’inhibition de 1’éclosion des ceufs et de mortalité des juvéniles J2.

Dans ce chapitre, nous cherchons a répondre aux questions suivantes : les extraits de
PAM (EA/ HEs) peuvent-ils constituer un outil biotechnologique durable pour lutter contre T.

semipenetrans ? Existe-t-il des variations significatives dans 1’efficacité nématicide entre les
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différentes plantes testées ? Existe-t-il une relation entre la composition chimique des huiles

essentielles et des extraits et leur efficacité nématicide ?

. MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) utilisées, Rosmarinus officinalis (RO),
Thymus vulgaris (TV), Laurus nobilis (LC), Verbena officinalis (VO), Foeniculum vulgare
(FV), Moringa oleifera (MO) et Chamaemelum nobile (CN), ont été acquises aupres d’un
herboriste. (Tableau 33).

Les plantes de Citrus volkameriana utilisées dans I’essai In Vivo nous ont été fournies
par la pépiniére du domaine Agricole de Kénitra.

Tableau 33. Noms communs et scientifiques, les parties de la plante et la famille de plantes
aromatiques et médicinales utilisées.

Nom commun Nom scientifique Parties de la plante Famille Code
Romarin Rosmarinus officinalis Feuilles Lamiaceae RO
Laurier Laurus nobilis Feuilles Lauracées LN
Verveine Verbena officinalis Feuilles Verbenaceae VO
Fenouil Foeniculum vulgare Feuilles Apiaceae FV
Moringa Moringa oleifera Feuilles Moringaceae MO
Camomille Chamaemelum nobile Fleurs Asteraceae CN
Thym Thymus vulgaris Feuilles Lamiaceae TV

2. Préparation de I’inoculum de T. semipenetrans

L'inoculum du nématode (ceufs et juvéniles J2) a été obtenu a partir des racines

d'agrumes infestées (voir sous-section 2. Chapitre 1V).
3. Extraction des huiles essentielles et détermination de leur composition
chimique par GC-MS
Les huiles essentielles (HE) ont été extraites de sept plantes aromatiques et médicinales
(PAM), Rosmarinus officinalis (RO), Thymus vulgaris (TV), Laurus nobilis (LC), Verbena
officinalis (VO), Foeniculum vulgare (FV), Moringa oleifera (MO) et Chamaemelum nobile
(CN) (Tableau 33). Un échantillon de 150 g de feuilles de chaque PAM a été soumis a une

hydro-distillation avec un appareil de type Clevenger pendant 4h. L’étude qualitative et

154


https://fr.wikipedia.org/wiki/Verbenaceae
https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEA_enMA975MA975&sxsrf=ALiCzsYoYwgZkVaS_7lIVE4Mumvi2iF2tQ:1659725946960&q=Asteraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtWsTK5VhcklqUmJyamAoACE7DjhgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiHwfj7sLD5AhUCxIUKHYNyB3MQmxMoAXoECG8QAw

Chapitre VI. Potentiel nématicide de certaines PAM de la région de Marrakech

quantitative de la composition chimique des huiles essentielles a été realisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS). L’analyse a
été effectuée avec un systeme Agilent 5977A et un HP-SMSUI (Agilent) (30 m x 0,25 mm,
épaisseur de film de 0,25 pm). Les conditions chromatographiques ont été établies de la maniére
suivante : 20 ul d’huile essentielle diluée dans de 1’acétate d’éthyle ont été injectés a une
température de 280 °C en utilisant un mode de séparation par fractionnement. L hélium a été
utilise comme gaz vecteur avec un débit de 1 ml/min. La température de la colonne a été
maintenue a 60 °C pendant 2 minutes, puis augmentée de 60 °C a 320 °C a une vitesse de 20
°C/min. La température du détecteur était fixée a 250 °C. Les spectres de masse ont été obtenus
a une énergie d’ionisation de 70 eV, avec une plage de masse allant de 30 a 650 unités arbitraires
(u.a) et un taux de balayage de 1 balayage/s. Les composants des huiles essentielles ont été
identifiés en comparant leurs spectres de masse avec ceux de la base de données de I’institut

national des normes et de la technologie (NIST).

4. Préparation des extraits aqueux des PAM et détermination de leur
composition chimique par HPLC-MS

Pour chaque espéce de PAM, Rosmarinus officinalis (RO), Thymus vulgaris (TV),
Laurus nobilis (LC), Verbena officinalis (VO), Foeniculum vulgare (FV), Moringa oleifera
(MO) et Chamaemelum nobile (CM), une quantité (25 g) de poudre (masse seche) a été placée
dans un flacon en verre de 500 ml contenant 250 ml d’eau distillée (Ahmad et al., 2010). Les
flacons ont été placés sous agitation pendant 4 h a 500 tr/min. Le mélange de chaque flacon 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 pour éliminer les débris. L’eau de 1’extrait aqueux a €té évaporée a I’aide
d’un évaporateur rotatif & 60 °C. Les reliquats obtenus ont été ensuite récupérés dans 25 ml
d’eau distillée. Les solutions obtenues, considérées comme des solutions meres, ont été stockées
a 4 °C pour évaluer ultérieurement leurs teneurs en polyphénols et leurs activités nématicides
(Babaali et al., 2017). Les extraits ont éte analysés par chromatographie liquide de haute
performance (HPLC-DAD-ESIMS), équipée d’un détecteur a barrettes de diodes et d’une
source d’ionisation par électrospray (ESI) pour effectuer une analyse MS/MS. Les composés
phenoliques ont été identifiés selon la méthode décrite précédemment par Puigventos et al.
(2015). L’expérience a été menée sur un Dionex Ultimate 3000 (CA, USA) équipé d’une pompe
quaternaire (HPG 3400 RS), d’un échantillonneur automatique (WPS 3000 TSL) et d’un four
a colonne (TCC 3000). La méthode proposée utilise une colonne C18 a phase inverse Kinetex
(250 4,6 mm, particules de 2,6 m) fournie par Thermo Fisher Scientific (CA, USA). Un gradient
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de séparation a été établi a partir du solvant A (solution aqueuse d’acide formique a 0,1%) et
du solvant B (méthanol). Le processus commence avec 5% de solvant B et augmente
progressivement jusqu’a atteindre 95% de solvant B en 26 minutes. Ensuite, le gradient revient
aux conditions initiales & 5% de solvant B a 36 min minutes et reste a ce niveau pendant les
derniéres minutes de I’analyse. Le débit de la phase mobile était de 1 ml/min. Les données
spectrales UV-Vis pour tous les pics ont été accumulées entre 200 et 400 nm, tandis que les
profils chromatographiques ont été enregistrés a 280 nm. Le spectromeétre de masse était un
triple quadrupdle TSQ Endura (Thermo Fisher Scientific, CA, USA) avec une source
d’ionisation par électrospray chauffée (H-ESI) en mode négatif. L’azote (pureté >99.98%) a été
utilisé comme gaz de gaine, gaz balayeur d’ions et gaz auxiliaire a des débits de 65 ; 0 et 40
unités arbitraires (u.a). Les températures du vaporisateur H-ESI et du tube de transfert d’ions
étaient toutes deux réglées sur 350 °C. La tension d’électro spray était réglée sur 2,5 kV. En Q1
(résolution de masse de 0,7 m/z largeur & mi-hauteur (FWHM)), le mode d’acquisition MS en
balayage complet (m/z 50-1000) avec un temps de balayage de 0,5 s a été principalement utilisé

pour la caractérisation et 1’évaluation des composes présents dans I'échantillon.

5. Activité nématicide in vitro des HEs et des extraits aqueux

Pour évaluer ’effet des HEs et des extraits aqueux des PAM étudiées sur la mortalité
des juvéniles de seconde génération (J2) et sur I’éclosion des ceufs de T. semipenetrans, un
volume de 1 ml de suspension aqueuse contenant 50 juvéniles ou 50 ceufs (Montasser et al.,
2012) de T. semipenetrans a été distribué a 1’aide d’une pipette dans une boites de Pétri (3 mm)
a laquelle a été ajouté 1 ml d’une solution d’huile essentielle (5, 10, 15 ou 20 ul/ml) ou d’extrait
aqueux (1%, 4%, 8%, ou 10%). Les solutions d’huiles essentielles ont été préparées selon la
méthode décrite par Mc Donnell et al. (2016). Les quantités nécessaires des huiles essentielles
(5, 10, 15 et 20 pl/ml) ont été dissoutes dans du Tween 80 a un rapport de 1:2, le Tween 80
étant utilisé comme émulsifiant pour obtenir les concentrations d’huile désirées. Un volume de
1 ml d’eau distillée additionnée d’une solution de Tween 80 a 2% ou d’eau distillée seule ont
été utilisées pour les boites témoins. Les boites de Pétri ont été incubées pendant des durées de
24, 48, 72 et 96 heures pour 1’étude de leur effet sur les J2 et pendant 48, 96 et 144 h pour leur
effet sur I’éclosion des ceufs, & une température de 25 + 2 °C (Ahmad et al. 2010). L’expérience
a été menée selon un plan complétement aléatoire, avec cinq répétitions pour chaque
concentration et chaque durée d’incubation. La mortalit¢ des juvéniles a été surveillée

quotidiennement, tandis que I’éclosion des ceufs a été vérifiée bi-journalierement a 1’aide d’un
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microscope optique. Le pourcentage de mortalité des juveniles et le pourcentage d’éclosion des
ceufs dans chaque traitement ont été calculés selon la formule d’Abbott (voir sous-section 6, a
du chapitre V).

6. Activité nématicide in vivo

L’expérimentation a été menée sous serre a la Faculté des Sciences et Techniques (FST)
de Marrakech entre aodt et décembre 2022 (24.7- 44.4°C).

Les plantules de Citrus volkamariana agées d’un an ont ¢été transplantées
individuellement dans des pots en plastique contenant environ 6 kg de substrat stérilisé composé
de sable, de tourbe et de sol de texture sablo-limoneuse, faible teneur en Carbone organique, et
pH légerement alcalin (pH 7,42) collecté du domaine Benkaboura (31°35°16.1"N
7°44°11.3"0). Chaque pot a été inoculé avec une population initiale de 500 juvéniles de T.
semipenetrans, dans 4 trous dans le sol autour de la tige des plantules d’agrumes. Deux mois
aprés 1’inoculation, les plantules de Citrus volkameriana ont été arrosées avec 50 ml d’extraits
de différentes especes de PAM, Rosmarinus officinalis (RO), Thymus vulgaris (TV), Laurus
nobilis (LC), Verbena officinalis (VO), Foeniculum vulgare (FV), Moringa oleifera (MO) et
Chamaemelum nobile (CN), a une concentration de 4% (Montasser et al., 2012). Les pots ont
été disposés de maniere aléatoire. Les plantules non traitées par les extraits de PAM ont servi
de témoins. Trois mois apreés le traitement par les extraits de PAM, les plantules d’agrumes ont
été soigneusement retirés du sol et des analyses nématologiques et agronomiques ont été
effectuées (voir sous-section 4, a et 4, b du chapitre 1V).

7. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a I’aide d’un logiciel statistique IBM SPSS
(Version 25). Les données ont été soumises a une ANOVA pour tester la signifiance des
différences entre les traitements. Le test HSD de Tukey a 5% de probabilité (p < 0,05) a été
utilisé pour evaluer les différences significatives entre les traitements. Les valeurs DL50 et

DL90 ont été calculées par analyse PROBIT.
1. RESULTATS
1. Rendement et profils chimiques des huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles a varié significativement (P < 0,05) entre les
différentes especes de PAM étudiées, Rosmarinus officinalis (RO), Thymus vulgaris (TV),

Laurus nobilis (LC), Verbena officinalis (VO), Foeniculum vulgare (FV), Moringa oleifera
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(MO) et Chamaemelum nobile (CN). Le rendement en HE le plus élevé a été obtenu chez T.
vulgaris (3 %), suivi de R. officinalis (2,3 %). Tandis que les rendements les plus faibles ont
été enregistré chez L. nobilis (0,25 %) et V. officinalis (0,23 %) (Tableau 34).

Les sept huiles essentielles ont présenté des profils chimiques différents et des
composants majeurs distincts. Vingt-six constituants volatils ont été identifiés dans 1’huile
essentielle de C. nobile, parmi lesquels les hydrocarbures monoterpéniques et les monoterpénes
oxygenés ont constitué la classe la plus prédominante, représentant 50,5 % des constituants de
I’huile essentielle. Le 4-propan-2-ylsulfinylbenzaldéhyde (20,47 %) et le cyclohexane
méthanol, 4-hydroxy-a, a, 4-triméthyl (13,44 %) étaient les monoterpénes oxygénés les plus
abondants.

Concernant I’huile essentielle de R. officinalis, onze composants volatils ont été
identifiés, parmi lesquels 1’eucalyptol (44 %), le camphre (16,9 %) et le myrcéne (13,86 %)
étaient les plus abondants.

Dans I’huile essentielle de L. nobilis, quatorze constituants ont été identifiés, avec le
I’eucalyptol (35,82 %), 1’acétate d’a-terpinyle (12,35 %), naphtaléne (9,14 %), le linalol (9,3
%) et I’a-terpinéol (8,43 %), comme composés les plus représentés.

L’huile essentielle de V. officinalis a présenté seize composés identifiés, parmi lesquels
le monoterpéne oxygéné eucalyptol, les hydrocarbures sesquiterpéniques a-curcumene et le
sesquiterpéne oxygéné oxyde de caryophylléne, représentant respectivement 38 %, 12,69 % et
8,79 %, étaient les plus abondants.

Dans I’huile essentielle de F. vulgare, les phénylpropénes tels que 1’anéthole (63,10 %)
et le monoterpéne monocyclique d-limonene (17,99 %) ont constitué la classe la plus
abondante.

Le profil GC-MS de M. oleifera refléte la présence de quinze composés contenant un
niveau élevé d’acides gras, les plus dominants étant les acides palmitique (37,39 %), linoléique
(9,89 %) et stéarique (6,06 %) (Tableau 34).

Les principaux composés volatils identifiés dans I’huile essentielle de T. vulgaris étaient
le carvacrol (72,77 %), le p-cymeéne (5,80 %), le caryophylléne (4,85 %) et le thymol (3,05 %).
D’autres composés moins représentés (< 1%) ont également été détectés dans I’huile essentielle
de T. vulgaris tels que I’humuléne (0,33%) I’a-phellandréne (0,19%), le cyclofenchéne
(0,19%), le 3-octanol (0,18%), I’a-terpinéol (0,15%).

Tableau 34. Rendement et composition chimique (déterminée par des analyses GC-MS) des
huiles essentielles de Rosmarinus officinalis (RO), Thymus vulgaris (TV), Laurus nobilis (LC),
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nobile (CN).
Teneur relative (%)

Composés TR Formule CN RO LN VO FVv MO TV
a-Phellandrene 454 CyoHis - - - - - - 0,18
B-Myrcene 4,62 CioHis - 1386 0,60 - - - -
Cyclofenchene 462 CioHis - - - - 0,99 - 0,19
Camphene 4,79 CioHis - 472 - - - - -
B-Pinene 5,07  CioHiz - 1,15 - - - - -
1-Adamantanemethanol 5,07 CuHig0 - - - 3,48 - - -
?r,ifrsngtt;[;'[ladlen 2-ol, 2,5,5 5,20 . 441 _ ] ] _ _ ]
methyl 2-ethyl acrylate 520 CgH1002 4,19 - - - - - -
3-Octanol 5,22 CgHisO - - - - - - 0,18
B-Cymene 551 CioHus - 3,37 - - - - 5,80
D-Limonene 5,55 CioHis - - - 17,99 - -
oy o, - timethy 558 oo B L L
Eucalyptol 559 CjyoHis0 - 4400 35,82 12,69 - - -
y-terpinéne 5,82 CioHis - - - 6,21 - - 6,50
Methyleugenol 586 C1iHu0- 5,86 - - - - - -
4-propan-2-y 587

Isulfonylbenzaldehyde ’ C1oH1202 20,47 - - - - - -
Cyclohexyl acrylate 587 CoH10O; 1,60 - - - - - -
Fenchone 6,11 CyH1s0 - - - - 1,04 - -
Linalool 6,17 CioH1s0 281 0,77 9,30 - - - -
5-methyl-2-propan-2-ylphenol 6,18 CisH2002 5,05 - - - - - -
Camphor 6,62 CioHi160 0,65 16,90 - 1,14 - - -
Endo-Borneol 6,79 CioHi0 - 5,88 - - - - -
bornéol 6,86 CioHis0 - - 4,39 - - - -
Linalool acetate 6,87 Ci2H»02 - - - - - - -
Terpinen-4-ol 6,88 CioH180 - - - - 0,15
a-Terpineol 6,98 CioH10 331 331 8,43 1,99 - - 0,15
Estragole 7,00 CyoH120 - - - - 2,95 - -
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Fenchyl acetate
Benzaldehyde
a-Curcumene
Dicyclohexyl disulfide
Thymol

Bornyl acetate
trans-anethole
verbenone
Carvacrol
a-Terpinyl acetate
Eugenol
a-Bourbonene
B-caryophyllene
a-Copaene
Cuparene

Farnesene
Naphthalene
Cubebol
3,4-Diethoxytoluene
Formic acid
Butylated hydroxytoluene
Caryophyllene oxide
Ethyl linolenate
Himachalene
Cembrene

Pyrulic acid
1-Heptatriacotanol
m-Cymene
Isocaryophyllene
Cyclodecyne
Myristic acid

Hexadecanoic acid
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7,29
7,36
7,37
7,55
7,67
7,68
7,69
7,72
7,76
8,11
8,23
8,45
8,70
8,81
9,03
9,04
9,14
9,29
9,46
9,50
9,70
9,76
9,83
10,02
10,02
10,05
11,05
11,05
10,17
10,17
11,01
11,60

C12H200
C-HsO
Cis Hx
Ci2H2S,
Ci10H140
C12H200:
C1oH120
C10H140
C10H140
Ci12H200
C10H1202
CysH
CisHo24
CisHo4
CisH2
CisH2s
CioHs
CisH260
C11H160:
CH:0:
CisH240
CisH240
Ca0H360:
CisH2s
CaoHas2
C3H403
Cs7H760
CioH14
CisH
C1oH140
C1aH250:
Ci6H3202

1,03

1,17
5,05

2,40

1,55

8,36
1,74
2,59
5,20

0,88
3,92
1,54
3,31

160

38
2.12

2,42

0,68
1,75

6,28
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6,05

8,79

0,90
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Palmitic Acid 11,99 CasH30: 1,34 - - - - 3739 -
Linoleic acid, methyl ester 12,26 Ci9H340- - - - - - 9,89 -
Oleic Acid 12,47 CigH340- - - - - 3,51 -
Petroselinic acid 12,81 CigHz40- - - - - - 5,23 -
Stearic acid 12,88 CigH360- - - - - - 6,06 -
Octacosane 13,14 CasHss 1,42 - - - - - -
éiﬁ; rf;ilpshuel?g)'(%’g"’pmpy' MYl 1396 CooHaoS - . . - 1674 -
Pentacosane 13,96 CasHs; 0,81 - - - - -
Thiocarbamic acid 14,39 CHsNO: - - - - - 1,37 -
Erucylamide 15,24 CxHiNO - - - - - 0,62 -
Eicosatriynoic acid 18,68 CisH3202 - - - - - 1,08 -
1,4-diphenyl-2-butene 24,48 Ci6H160 - - - - - 0,96 -
Rendement (%) 0,5 2,3 0,25 0,23 1,09 122 3

2. Activité nématicide des HEs contre T. semipenetrans
a. Effet des HEs sur la mortalité des juveniles J2

Les résultats de I’activité nématicide des sept huiles essentielles (HE) sont présentés
dans le Tableau 35. L’efficacité nématicide a vari¢ significativement en fonction de la
composition chimique (P < 0,0001), de la concentration des HE (P < 0,0001), et de la durée
d’incubation (P < 0,001). Les HEs de toutes les plantes aromatiques et médicinales (PAM)
étudiées ont démontré une forte activité nématicide contre T. semipenetrans, en termes de
mortalité des J2 (Figure 42). A une faible concentration en HE (5 ul/ml), le taux de mortalité
des juvéniles a varié entre 5 et 23 % apres 24 h d’incubation, et a dépassé 60 % apres 96 h
d’incubation. Cependant, a une concentration élevée en HE (20 pl/ml), la mortalité des juvéniles
a atteint 100 % apres 96 h d’incubation (Tableau 35). Le taux de mortalité de juveniles a varié
selon les espéces de PAM. En effet, R. officinalis et T. vulgaris ont été particulierement plus
actives contre les juvéniles de T. semipenetrans, avec plus de 23 % de mortalité des nématodes
a 5 ul/ml apreés 24 h d’incubation (Tableau 35) et 100 % de mortalité aprés 96 h d’exposition
a 10 ul/ml, ou aprés 72 h d’incubation a 15 pl/ml. Les HE de V. officinalis, M. oleifera et C.
nobile ont montré des taux modérés de mortalité, en particulier a faibles concentrations en HE

et pendant les courtes périodes d’incubation.
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Tableau 35. Pourcentage de mortalité des juvéniles de deuxiéme stade (J2) de Tylenchulus
semipenetrans aprés incubation dans 1’huile essenticlle de plantes aromatiques et médicinales,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Laurus nobilis, Verbena officinalis, Foeniculum
vulgare, Moringa oleifera et Chamaemelum nobile a 5, 10,15 et 20 ul/ml pendant 24, 48, 72 et

96 heures.

Concentration

Période d'incubation (h)

(ul/mi)
24 48 72 %

5 23.81 + 1,520 46,8+ 0,58° 69,39 + 0,23 87.1 + 3,84%
. o 10 3424+058"  7040+058°  88,25+1,88 100°
Rosmarinus officinalis 15 5272+033 90,81+ 0,58% 100? 1007
20 3505+170¢ 98,22 +0, 88 100° 100

5 9052+027% 3404 £+5150 58,50+ 1,20% 72.17 + 0.58°

- 10 2123+267  4694+0589  72,53+0,67¢ 96 + 0,88

15 3123+1200 76,53+ 0,58 90,53 + 0,20° 100
20 4184+ 149 8946+ 088 100° 100

5 5,44 + 0,08 2801 088" 63,06« 4,08% 66,53 + 5,67

Verbena officinalic 10 11642058 4798+154 69,32+ 158% 91,6+ 0,88%
15 19,05+ 1,20  6531+2,08% 7614+ 0,63 100
20 31,63+004"  69,39+058% 88,64+ 0,58 100°

5 1361+1,760  3865+120° 63,95+ 088 83.87 + 0,20°

_ 10 2637+0,28" 57,81+ 1,88% 71,96+ 1,45¢ 96,76 + 3,58%
Foeniculum vulgare 15 3080+058¢  7041+058° 8522+ 0,58 100°
20 49.66+0,08"  77.80+0,88% 88,64+ 2,36 100°

5 5,78 +0,72 1348 + 2,011 39,59 + 0,58° 60,89 + 4,679

Voringa oleifera 10 9504058  3062+088" 57,58 + 1,45° 83,06 + 1,45°
15 2279+033  6054+0,62% 73,386+ 0,58 100°
20 3503+4199  6904+133% 8561+ 1455 100

5 11,9 + 0,88 2270+ 1,88 46,60 + 0,881 66,12 + 0,58

_ 10 2192+051  5510+458% 67,04 +0,88% 87,2 + 0,20
Chamaemelum nobile 15 30,61+038"  6326+405% 76,89+ 0,67 1007
20 3876+0479  8197+088 9507088 100

5 2347+058 4078+ 688 71,76+ 0,20° 90,73 + 3,20°
_ 10 3595+0,88"  7858+0584 092,04 +0, 73 100
Thymus vulgaris 15 56,80+ 0,88 96,26+ 0,88° 100° 1007
20 81,20 + 0,5° 100° 100° 100°

ED 1+0,00" 1,240,03" 11+ 0,00 13,6 £0,71)
ED + Tween 80 1,9+ 1,03 2.2+ 0,53" 11,740,13" 14 40,00

Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test
de Tukey a p <0,05.
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Figure 42. Aspect de T. semipenetrans traité par I'nuile essentielle de Romarin (a) et non

b. Dose létale a 50 % (DL50) et 90 % (DL90) des HESs

traité (témoin) (b).

Les huiles essentielles (HES) testées pour leur effet sur la mortalité de T. semipenetrans
(Figure 42) ont été évaluées pour leur concentration létale a 50% (DL50) et 90% (DL90)

(Tableau 36). Le premier jour d’exposition aux traitements, la DL50 a vari¢ entre 4,72 pl/ml

pour I’HE de Thymus vulgaris et 13,52 pl/ml pour I’'HE de M. oleifera, tandis que les valeurs

de la DL90 ont varié entre 13,471 pl/ml pour T. vulgaris et 23,283 pl/ml pour V. officinalis.

Les HEs de T. vulgaris et R. officinalis ont montré les valeurs les plus basses, respectivement
4,72 pl/ml et 5,98 pl/ml pour DL50 et 13,47 pl/ml et 13,52 pl/ml pour DL90 (Tableau 36). Il
n’a pas été possible de calculer les valeurs de DL50 et DL90 pour T. vulgaris aprés 48 h, pour

R. officinalis apres 72 h et pour toutes les autres PAM aprés 96 h puisque le taux de mortalité a

été de 100%.

Tableau 36. Doses létales de T. semipenetrans a 50% (DL50) et a 90% (DL90) des HEs des

especes de PAM étudiées.

DLso (ul/ml)” DLgo (ul/ml)™
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
Rosmarinus officinalis 5,980 2,595 - - 13,519 9,496 - -
Laurus nobilis 8,579 4,232 3,595 - 15,774 10,264 10.431 -
Verbena officinalis 13,126 8,832 9,278 - 23,283 17,013 14,263 -
Foeniculum vulgare 9,597 5,901 4,934 - 20,428 13,803 11,367 -
Moringa oleifera 13,519 8,831 5,9 - 21,618 18,446 10,496 -
Chamaemelum nobile 10,804 6,675 4,232 - 17,675 11,841 7,965 -
Thymus vulgaris 4,718 - - - 13,471 - - -

“la dose qui provoque la mort de 50% de la population testée
** |a dose qui provoque la mort de 90% de la population testée
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c. Effet des HEs sur I’éclosion des ceufs

L’analyse de variance a montré que, comparé¢ au témoin, 1’éclosion des ceufs de T.
semipenetrans a été significativement réduite par tous les traitements, quelle que soit la
concentration (P<0,0001) en HE et la durée d’incubation (P<0,0001). De méme, I’inhibition de
I’éclosion des ceufs a significativement (P < 0,0001) varié entre les espéces de PAM. En effet,
I’éclosion des ceufs a été complétement inhibée aprés 48h d’incubation dans les HE de R
officinalis et T. vulgaris, quelle que soit la concentration en HE et la durée d’incubation (Figure
43). Pour les HE des cinq autres PAM, 1’éclosion des ceufs a diminué avec 1’augmentions de la
concentration en HE et de la durée d’incubation. Une inhibition compléte de I’éclosion des ceufs

a été obtenue aprés 144h d’incubation a la concentration de 20 pl/ml (Figure 43).
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Figure 43. Eclosion des ceufs de Tylenchulus semipenetrans aprés 48, 96 et 144 heures
d’exposition aux huiles essentielles de plantes aromatiques et médicinales, Rosmarinus
officinalis (a), Thymus vulgaris (b), Laurus nobilis (c), Moringa oleifera (d), Verbena officinalis
(e) Foeniculum vulgare (f) et Chamaemelum nobile (g) a des concentrations de 5, 10, 15 et 20
pl/ml. Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon
le test de Tukey a p < 0,05.

3. Composition chimique des extraits aqueux

Les extraits aqueux de R. officinalis, L. nobilis, V. officinalis, F. vulgare, M. oleifera et
C. nobile ont été analysés par UHPLC/DAD/ESI-MS. Les résultats montrent que chaque plante
présente un profil polyphénolique distinct, sans similitude notable en termes de types et de
quantités de polyphénols présents (Tableaux 37 a 42).

Le chromatogramme UHPLC/DAD/ESI-MS de I’extrait de R. officinalis (Figure 44) a

montré une grande diversité en composés polyphénoliques, avec la présence de quatre sous-
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groupes : les composés phénoliques (Rosmaridiphenol (Pic 1), acide carnosique (Pic 12)), les

diterpenes phénoliques (Carnosol (Pic 12)), les flavonoides glycosylés (6-hydroxyluteoline-7-

hexoside (Pic 4), Apigénine-7-o-rutinoside (Pic 5), Homoplantaginine (Pic 8)), les flavonoides

(Hispiduline (Pic 15)), les flavones (Cirsimartine (Pic 6)) et les flavones glycosylées

Cirsimartine 4’-glucoside (Pic 9)). L’acide carnosique (20,66 %) est le composé majoritaire de
( g (Pic 9)) que (20, ) p j

I’extrait aqueux du romarin, suivi de la Cirsimartine 4 *-glucoside (8,34 %) et de la Cirsimartine
(7,07 %) (Tableau 37).
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Figure 44. Chromatogramme HPLC de I’extrait de R. officinalis

Tableau 37. Identification et quantification des composés phénoliques de R. officinalis par
analyse HPLC-DAD-ESI-MS.

Tr Amax [M-H] MW" Romarin . e

N Ca | (m/z) Composeés Références

(min) (nm) (m/2) b (%)
1 8,14 260 315 315,20 2,01 Rosmaridiphenol Borras-Linares et al., (2014)
2 11,21 256 358 - 2,33 Unknown -
3 12,25 261 387, 2 - 6, 13 Unknow -
4 12,65 325 463, 52 463,08 5,58 6-hydroxyluteolin-7-hexoside  Borras-Linares et al., (2014)
5 13,43 277,342 578, 60 578,52 4,84 Apigenin-7-o-rutinoside Mena et al., (2016)
6 16,22 310 313,1 313,07 7,07 Cirsimartin Borras Linares et al., (2011)
7 19,74 269 374,1 374,90 2,12 Unkown -
8 20,32 382,334 461, 1 461,10 2,33 Homoplantaginin Borrés-Linares et al., (2014)
9 24,33 269,341 477, 1 477,14 8, 34 Cirsimartin 4'-glucoside Borrés Linares et al., (2011)
10 25,93 288,338 503, 2 - 8, 18 Unknown -
11 26,17 270, 339 283, 9 - 7,68 Unknown -
12 26,59 269, 344 331,01 331,19 20,66  Acide carnosique Borrés Linares et al., (2011)
13 27,03 275,328 357, 4 - 3,76 Unknown -
14 27,43 273,332 387, 2 - 5, 56 Unknown -
15 27,90 275, 336 299, 07 299,07 4,99 Hispidulin Borrés Linares et al., (2011)
16 28,91 272,336 329, 2 329,18 2,26 Carnosol Borras Linares et al., (2011)
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Les composés phénoliques de I’extrait aqueux de F. vulgare sont principalement des
flavonoides (Quercétine (Pic 2), Sinensétine (Pic 9)), des flavonoides glycosylés (Quercétine-
acetyl-glycoside (Pic 6)), des acides phénoliques (Acide caféique 4-O-glucoside (Pic 10)), des
dihydrochalcones (DHC) (Phlorétine 2’-O-xylosyl-glucoside (Pic 12)) et un dérivé de
I’oléuropéine (3,4-DHPEA-EA (Pic 5)) (Figure 45). La Quercétine est le composé majoritaire
(65,85 %) (Tableau 38).
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Figure 45. Chromatogramme HPLC de I’extrait de F. vulgare.

Tableau 38. Identification et quantification des composés phénoliques de F. vulgare par
analyse HPLC-DAD-ESI-MS.

N (r;;)a }(b;]nni;( [M-H] (m/z) MW (m/z)° F((aor}:)el Composés Références

1 7,13 210 381, 2 381, 2 6,06 Unknown -

2 11,20 230 301 301 5,82 Quercetin Parejo et al.(2004)
5 12,97 250 379 378, 4 0,88 3,4-DHPEA-EA Parejo et al.(2004)
6 14,89 222 300, 9 301 2,55 Quercetin-acetyl-glycoside Parejo et al.(2004)
7 18,63 210 311 - 1,45 Unknown -

8 19,32 210 301 302, 23 65, 85 Quercetin Parejo et al.(2004)
9 20 256 370, 1 371 2,80 Sinensetin Parejo et al.(2004)
10 23,11 200 340, 4 341 1,54 Acide caféique 4-O-glucoside Parejo et al.(2004)
11 23,95 200 299 - 1,22 Unknown -

12 29,33 210 369, 3 369, 9 048  Phloretin 2'-O-xylosyl-glucoside  Parejo et al.(2004)
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Le chromatogramme de I’extrait aqueux de C. nobile montre une abondance d’acides

phénoliques, tels que 1’acide ellagique (Pic 2), ’acide p-coumaroylquinic B (Pic 5), 1’acide

chlorogénique (Pic 9) et I’acide salvianolique B Isomére A (Pic 12) (Figure 46). Les composés

majoritaires sont I’acide p-coumaroylquinic B (Pic 5), qui représente 50,92 % des composés

phénoliques, et I’acide chlorogénique (Pic 9), qui représente 8,52 % des composés phénoliques.

D’autres composés notables sont le flavonol Rhamnétine (Pic 1), qui représente 6,14 % des

composés phénoliques, et 1’Acide ellagique (Pic 2), qui représente 4,66 % des composés

phénoliques (Tableau 39).
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Figure 46. Chromatogramme HPLC de I’extrait de C. nobile
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Tableau 39. Identification et quantification des composés phénoliques de C. nobile par
analyse HPLC-DAD-ESI-MS
N Tr Amax [M-H] MW Camomille Composes Réferences
(min)a (nm) l(m/z) (m/2) b (%)
1 6,12 272 315, 2 315 6, 14 Rhamnetin Sibul et al., (2019)
2 8,11 260,294 301,1 301 4, 66 Acide ellagique Sibul et al., (2019)
3 11,20 255 375,1 - 2,38 Unknown -
4 12,24 261 579, 1 579 1, 66 Naringin Sibul et al., (2019)
5 12,57 251 338,0 338 50, 92 Acide p-coumaroylquinic B Sibul et al., (2019)
6 16,20 310 607,5 - 8,01 Unknown -
7 17,25 297 449, 2 - 1, 07 Unknown -
8 18,23 313 633, 3 - 1,18 Unknown -
9 19,34 329 354, 1 354 8,52 Acide chlorogénique Sibul et al., (2019)
10 20,35 313 529, 3 - 6, 25 Unknown -
11 20,90 315 432, 2 432 1,28 Apigenin glucoside -
12 26,58 350 718, 4 718 1,31 Acide salvianolique B Isomére  Taamalli et al. (2015)
A
13 27,42 268, 332 328,3 328 2,18 Acide Taamalli et al. (2016)

trihydroxyoctadécadiénoique

168


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629922004203?casa_token=Kh9IGlnLZd8AAAAA:4GMkh6VUtlUe52bSc0U8rwhIo6N6dscMsSdVV-nuLzmKWMbOWU6Nvu8qUJIo171oAOqJsJD7W98
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629922004203?casa_token=Kh9IGlnLZd8AAAAA:4GMkh6VUtlUe52bSc0U8rwhIo6N6dscMsSdVV-nuLzmKWMbOWU6Nvu8qUJIo171oAOqJsJD7W98
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629922004203?casa_token=Kh9IGlnLZd8AAAAA:4GMkh6VUtlUe52bSc0U8rwhIo6N6dscMsSdVV-nuLzmKWMbOWU6Nvu8qUJIo171oAOqJsJD7W98
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629922004203?casa_token=Kh9IGlnLZd8AAAAA:4GMkh6VUtlUe52bSc0U8rwhIo6N6dscMsSdVV-nuLzmKWMbOWU6Nvu8qUJIo171oAOqJsJD7W98

Chapitre VI. Potentiel nématicide de certaines PAM de la région de Marrakech

L’analyse UHPLC/DAD/ESI-MS de ’extrait aqueux de V. officinalis révéle une forte

présence de flavones glycosylées, notamment 1’Apigénine 7-O-glucoside (Pic 6), la
Scutellaréine 7-O-diglucuronide (Pic 7) et la Pédalitine 6-O-diglucuronide (Pic 10) (Figure 47).

Les composés les plus abondants sont 1’Iridoide Aucubine (Pic 11), qui représente 15,85 % des

composés phenoliques, et le Phényléthane glycoside Verbascoside (Pic 8), qui représente 9,63

% des composés phenoliques (18,66 %) (Tableau 40).
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Figure 47. Chromatogramme HPLC de I’extrait de V. officinalis

Tableau 40. Identification et quantification des composés phénoliques de V. officinalis par
analyse HPLC-DAD-ESI-MS.

N Tr , max [M-H] ™ (m/2) MWb Verveine Composés Références
(min) (nm) (m/z) (%)

1 3,96 208 271 271 1,78 Apigenin Rehecho et al. (2011)
2 5,44 264 478, 2 - 4,85 Unknown -

3 8,00 255 773, 4 - 2,96 Unknown -

4 15,53 266 405 405 4,54 Hastatoside Rehecho et al. (2011)
5 16,21 310 327 - 12,19  Unknown -

6 16,69 314 434 434 3,29 Apigenin 7-O-glucosid Rehecho et al. (2011)
7 17,52 344 639 639 6, 19 Scutellarein 7-O-diglucuronide Rehecho et al.(2011)
8 19,25 267,333 623 623 9,63 Verbascoside Bilia et al. (2008)

9 19,65 276 564 - 5,45 Unknown -

10 20,00 345 669 669 7,18 Pedalitin 6-O-diglucuronide Rehecho et al.(2011)
11 21,61 302 347 347 15,85  Aucubin Rehecho et al. (2011)
12 22,48 288 785 - 3,47 Unknown -

13 26,36 269 286 286 4,63 Luteolin Bilia et al. (2008)

14 27,96 339 525 - 5,29 Unknown -

Le chromatogramme de 1’extrait aqueux de L. nobilis montre la présence de composés

polyphénoliques (Figure 48), avec quatre sous-classes : les flavonols (Kaempférol (Pic 1),
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Quercétine (Pics 8 a 11), Quercétine aglycone déprotonée (Pic 12)), les flavones (Lutéoline (Pic
15)), les flavones glycosylées (Apigénine 6-C-glucoside (Pic 7)) et les flavanols (Epicatéchine
(Pics 1 a 4)). L’Epicatéchine (Pic 2), qui représente 12,61 % des composés phénoliques, est le

composé majoritaire dans cet extrait (Tableau 41).
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Figure 48. Chromatogramme HPLC de I’extrait de L. nobilis.

Tableau 41.1dentification et quantification des composés phénoliques de L. nobilis par
analyse HPLC-DAD-ESI-MS.

N (m-li-rrw)a }Eﬁlma;( [1'\(/Iml;|z]) MW (m/z) b Lzzg/;;er Composés Références

1 10,13 220 289, 1 290, 2 11,91 epicatechin Alejo-Armijo et al(2019)

2 12,56 209 289, 1 290, 2 12,61 epicatechin Hasegawa et al.(2020)

3 12,99 276 289, 2 290, 2 3,30 epicatechin Hasegawa et al.(2020)

4 16,22 310 289, 3 290, 3 4,09 epicatechin Hasegawa et al.(2020)

5 17,26 291 285, 1 286, 2 2,80 kaempferol Dall'Acqua et al.(2020)

7 19,93 271 311 431 2,37 Apigenin 6-C-glucoside ~ Gdmez-Martinez et al.(2020)

8 20,32 281 301 302 1,93 quercetin Chatti et al.(2009)

9 20,72 256 300 302 7,02 quercetin Chatti et al.(2009)

10 21,41 260 301 302 9,94 quercetin Chatti et al.(2009)

11 21,59 259 300, 1 302 2,32 quercetin Chatti et al.(2009)
deprotonated quercetin

12 22,16 257 447 447 11, 37 aglycone Dall'Acqua et al.(2020)

13 24,88 264 284 Unknown 7,58 Unknown

14 27,37 254 300 302 4, 86 quercetin Chatti et al.(2009)

15 27,97 274 287,2 287 1, 36 luteolin Dobroslavi¢ et al.(2021)

16 28,40 241 343, 2 Unknown 1,90 Unknown -

17 29,36 268 286, 2 287 1,83 luteolin Dobroslavic¢ et al.(2021)

Les résultats UHPLC/DAD/ESI-MS de I’extrait aqueux de M. oleifera ont révélé la
predominance de Flavonol glycosides tels que Quercetin-3-O-B-D-glucoside (Pic 3),

Kaempferol-3-O-glucoside (Pic 4), et Kaempferol-acetyl-glycoside (Pic 12) (Figure 49). Le
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composé le plus abondant parmi les polyphénoles de cet extrait et encore inconnu et nécessitait

des recherches supplémentaires pour étre identifier, le deuxiéme composé majoritaire est 1’acide

feruloylquinique (Acide phenolique) (Pic 5) (23.02%) suivi de Kaempferol-acetyl-glycoside
(5,12%) et de Apigenin 6-C-glucoside (Tableau 42).
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Figure 49. Chromatogramme HPLC de I’extrait de M. oleifera.

Tableau 42. Identification et quantification des composés phénoliques de M. oleifera par
analyse HPLC-DAD-ESI-MS.

N Tr(min)’ ?m;( IM-HT (m/z) MW (m/z)° Mc(’g/:,r;ga Composés Reéférences

1 7,29 240 353,1 354.3 1,20 5-Caffeoylquinic acid Nouman et al.(2011)

2 8, 10 212 153 Unknown 14, 49 Unknown -

3 11,20 240 463, 2 464,09 1,71 Quercetin-3-0-4-D- Zhao et al.(2019)
glucoside

4 11,58 240 445, 2 446.9 2,60 Kaempferol-3-O-glucoside Zhao et al.(2019)

5 12,62 324 367 367 23,02 Feruloylquinic acid Nouman et al.(2011)

6 13,79 210 200, 9 Unknown 2,36 Unknown -

7 16, 19 250 301 302 2,10 Quercetin Coppin et al.(2013)

8 16, 90 222 295 Unknown 26, 74 Unknown -

9 18, 49 215 311/ 431 431 3,20 Apigenin 6-C-glucoside Gbmez-Martinez et al.(2020)

10 19, 89 240 431.1/311 431 4,34 Apigenin 6-C-glucoside -

11 20, 31 210 301 302 2,35 Quercetin Zhao et al. (2019)

12 21,64 210 489, 1 489 5,12 Kaempferol-acetyl- Zhao et al.(2019)
glycoside

13 23,15 271 311 Unknown 1,39 Unknown -

14 26, 34 307 285 286.2 1,76 Kaempferol Nouman et al.(2019)

15 27,97 316 251,1 Unknown 2,33 Unknown -

16 28,7 269 399, 3 Unknown 2,04 Unknown -
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4. Activité nématicide des extraits aqueux contre T. semipenetrans
a. Effets des extraits aqueux sur la mortalité des juvéniles J2

Les résultats de I’activité nématicide des extraits aqueux des PAM ¢tudiées sont
illustrées sur le Tableau 43.

Les extraits aqueux des PAM testées ont des effets trés hautement significatifs sur la
mortalité des juvéniles (J2) (P<0,0001). L’efficacit¢ nématicide varie considérablement en
fonction de la composition chimique (P<0,0001), de la concentration des extraits (P <0,0001)
et de la durée d’incubation (P <0,001). Les extraits aqueux de toutes les espéces de PAM
étudiées ont montré une forte activité nématicide contre T. semipenetrans, en termes de
mortalité des J2. A une concentration d’extrait de 1 %, le taux de mortalité des juvéniles a été
de 11,2 % et 4,42 % apres 24 heures d’incubation, et a dépassé 31 % apres 96 heures
d’incubation (Tableau 43). A une concentration d’extrait de 10 %, la mortalité des J2 a atteint
77,55 %, 75,17 %, 72,45 %, 67,01 %, 57,82 %, 55,78 % et 55,44 % apres 96 heures d’incubation
pour les traitements par les HEs de T. vulgaris, R. officinalis, C. nobile, M. oleifera, L. nobilis
et F. vulgare respectivement (Tableau 43).

R. officinalis et T. vulgaris ont été particulierement actifs contre les J2 de T.
semipenetrans, avec plus de 9,52 % et 11,2 % de mortalité des nématodes & une concentration
d’extrait de 1 % apres 24 heures d’incubation, plus de 67 % aprés 72 heures d’incubation a une
concentration de 8 %, et plus de 75 % de mortalité aprés 96 heures d’exposition a une
concentration d’extrait de 10 % (Tableau 43). Les extraits de V. officinalis et M. oleifera ont
montré des taux de mortalité modérés, en particulier a plus faibles concentrations d’extrait et
pour les courtes périodes d’incubation.

Tableau 43. Pourcentage de mortalité des juvéniles de deuxiéme stade (J2) de Tylenchulus
semipenetrans apres incubation dans les extraits aqueux de plantes aromatiques et médicinales,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Laurus nobilis, Verbena officinalis, Foeniculum

vulgare, Moringa oleifera et Chamaemelum nobile a 1, 4, 8 et 10 % pendant 24, 48, 72 et 96
heures.

Concentration Période d'incubation (h)

(%) 24 48 72 96
1 9,52+ 2,54k 12,25+ 0,57 23,47 +0,58" 30,95 £1,20°9
. R 4 18,03+ 0,33 24,15 +1,02" 47,28+3,67¢ 54,59 +1,58°¢

Rosmarinus officinalis

8 26,19 + 0,96" 27,89+0,33%" 50 +1,58¢% 65,31 +0,98°
10 42,19 + 0,47° 32,31+5,739 53,47+0,33% 75,17 £2,40?
Laurus nobilis 1 4,42 +1,27 8,50+4,331k 16,67+0,33 22,29+ 0,33"
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4 13,95+0,33 14,63 + 0,64 30,27 +0,33°¢ 41,84+1,53"
8 19,39+0,53! 21,77+ 0,15 39,12+ 0,33 48,30 +0,88°
10 25,15+0,62" 26,87+0,67" 48,30 +0,33¢ 57,82+ 3, 32°
1 5,44 0,27% 10,88 + 0,33 21,77 + 1,20" 25,85+1,20"
L 4 9,52 + 1,88 18,37+ 0,57' 28,57+0,589" 40,14 + 0,88f
Verbena officinalis ;
8 17,69 £ 0,339 24,49+0,57" 30,27 +0,88¢ 48,98+ 0,58°
10 26,09+0,47%9" 25,85+1,20" 40,48 +1,20 55,44 +1,88°
1 6,46 +0,27% 9,18 +0,57 14,63+ 0,33/ 21,43+ 0,58"
. 4 9,86 +0,33/ 14,36+ 0,33 27,21 +0,33" 31,29 +0,33¢
Foeniculum vulgare _ i
8 14,97+ 3,33 17,35 +0,57Y 43,20+ 0,33¢f 49,66+1,20°
10 24,15 +0,72" 20,07+ 0,88" 49,32 +0,67¢ 55,78+1,20°
1 4,42+ 0,27 10,54+ 0,33 21,77 +0,33" 29,25 +0,679"
. . 4 10,54+0,33! 18,37+0,57' 41,84+1,53 50,34 +1,86¢
Moringa oleifera _
8 13,61 +0,33! 21,77 £0,42" 50,34 +0,88¢ 64,29+ 3,58°
10 24,64 +0,47" 24,15+ 3,38" 54,76 +1,17°¢ 67,01+ 1,20°
1 7,48 1,27 16,67 +0,88'k 24,15 +0,33" 28,91+ 0,339
. 4 16,33 +1,611 23,81+2,21" 47,28+1,67¢ 52,72 £1,20°
Chamaemelum nobile .
8 20,07+0,88" 26,19+1,08" 58,16+2,51° 68,03+ 2,88°
10 25,07 +0,33" 26,87+0,67" 62,24 +1,15 72,45+ 5,58%
1 11,22+ 0,47 15,31+2,47) 26,56 +0,58" 31,29 +0,57¢
. 4 20,75+0,65" 24,49+1,43" 47,28 + 0,88° 57,82+ 5,33°
Thymus vulgaris
8 28,57+0,28%" 31,29+0,549 53,06+ 0,58 67,35 +1,58°
10 49,28+0,47¢ 33,33 +1,329 57,82 +0,33° 77,55+ 0,572
ED 1+0,00' 1,2+0,03' 11+0,00K 13,6+0,71

Les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test

de Tukey a p <0,05.
b. Dose létale a 50 % (DL50) et a 90 % (DL90) des extraits aqueux

Les doses létales DL50 et DL90, qui représentent les quantités nécessaires pour

provoquer la mort de 50 % et 90 % de la population de T. semipenetrans, sont présentées dans

le Tableau 44. Lors du premier jour d'exposition aux extraits aqueux, la valeur de la DL50 a

varié de 5,22 % pour I'extrait de T. vulgaris a 11,52 % pour I'extrait de F. vulgare. De méme,

les valeurs de la DL90 ont fluctué entre 11,71 % et 22,41 % pour les extraits de T. vulgaris et

F. vulgare respectivement. Les valeurs les plus basses enregistrées pour DL50 et DL90 apres
96 h ont éte respectivement de 0,61% et 2,93% pour M. oleifera et de 1,08 % et 3,41 % pour C.

nobile (Tableau 44). Aprés 96 heures d’incubation, il n’a pas été possible de calculer les valeurs

de DL50 et DL90 pour T. vulgaris et R. officinalis en raison d’un taux de mortalité élevé (100%)

des juvéniles de T. semipenetrans.
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Tableau 44. Doses létales de T. semipenetrans a 50% (DL50) et a 90% (DL90) des extraits

aqueux des espéces de PAM étudiées.

DL50 (%)*

DL90 (%)**

24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
6.11 6,14 1,06 - 13,11 17,93 3,75 -
R. officinalis  (5,51-6,72)  (5,17-7,15)  (2,88-2,24) (11,89-14,79)  (15,18-22,67)  (2,52-10,15)
10,04 9,22 2,98 1,16 20,04 20,60 9,15 5,52
L. nobilis (8,97-11,63) (8,14-10,82) (2,28-3,58) (0,45-1,72) (17,15-24,86) (17,36-26,23)  (8,34-10,22) (4,88-6,41)
10,08 8,80 2,78 0,88 19,16 23,14 16,27 5,44
V. officinalis ~ (9,08-11,50) (7,53-10,78) (0,97-3,97) (0,07-1,49) (16,63-23,22) (18,71-31,98) (13,52-21,40) (4,77-6,38)
11,29 13,60 3,32 2,07 22,41 32,92 8,16 7,04
F.vulgare  (9,91-13,55) (10,85-20,53) (2,81-3,79) (1,41-2,61) (18,76-2891) (24,27-56,49)  (7,11-897)  (6,15-8,38)
11,02 10,05 1,41 0,61 20,80 26,58 4,88 2,93
M. oleifera  (9,82-12,89)  (8,41-13,13) (0,87-1,84) (0,05-0,98) (17,76-25,92) (20,71-39,81)  (4,29-5,73)  (2,46-3,74)
9,88 7,26 1,08 1,08 22,31 30,74 3,41 3,41
C. nobile (8,62-11,90)  (5,40-10,29) (0,66-1,40) (0,66-1,40) (18,45-29,42) (21,94-59,34)  (2,99-4,02)  (2,99-4,02)
) 5,22 5,19 0,85 - 11,71 17,71 3,37 -
T. vulgaris (3,89-6,55)  (4,08-6,20) (0,34-1,22) (9,63-16)  (14,87-22,74)  (2,93-4,02)
“la dose qui provoque la mort de 50% de la population testée

** |a dose qui provoque la mort de 90% de la population testée

c. Effet des extraits aqueux sur I’éclosion des ceufs de T. semipenetrans

Les résultats de I’efficacité ovicide des différents extraits de plantes testés sont illustrés
sur la Figure 50. Les extraits de PAM évalués ont inhibé de maniére significative 1’éclosion
des ceufs de T. semipenetrans (P<0,0001). En augmentant la concentration des extraits et la
durée d’incubation, une diminution proportionnelle de I’éclosion des ceufs a été observée
atteignant un taux d’inhibition allant jusqu’a 100% apres 144 heures de traitement avec les

extraits de R. officinalis et T. vulgaris & une concentration de 10% (Figure 50).

Les extraits de C. nobile et M. oleifera ont également montré une forte efficacité ovicide,
avec des taux d’éclosion d’ceufs ne dépassant pas 2% pour C. nobile et M. oleifera, soit 31,6
fois moins que le taux d’éclosion observé chez le témoin aprés 144h d’incubation a la

concentration 10 %.
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Figure 50. Eclosion des ceufs de Tylenchulus semipenetrans aprés 48, 96 et 144 heures
d’exposition aux extraits aqueux de plantes aromatiques et médicinales, Rosmarinus officinalis
(a), Laurus nobilis (b), Verbena officinalis (c), Foeniculum vulgare (d), Moringa oleifera (e),
Chamaemelum nobile (f) et Thymus vulgaris (g) a des concentrations de 1, 4, 8 et 10 %. Les
moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test de
Tukey a p < 0,05.

d. Activité nématicide des extraits agueux in vivo
I. Effet des extraits sur les parameétres phytonématologiques

L’effet nématicide des EA de différentes plantes aromatiques et médicinales
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Laurus nobilis, Verbena officinalis, Foeniculum
vulgare, Moringa oleifera et Chamaemelum nobile) a été évalué in vivo sur des plantules de
Citrus Volkameriana préalablement infestées par T. semipenetrans. Les plantules ont été
traitées avec des extraits aqueux a une concentration de 10% (concentration ayant donné les
meilleurs résultats in vitro). A la fin de 1’expérience, des analyses phytonématologiques ont été
réalisées et les résultats sont présentés dans le Tableau 45. Les résultats montrent que la
population finale de T. semipenetrans a significativement varié tant au niveau du sol (p<0,0001)
qu’au niveau des racines (p<0,0001) suite au traitement avec les extraits de PAM. Les données
du Tableau 45 indiquent que les extraits aqueux ont été significativement efficaces pour
ralentir, stabiliser (dans le cas du romarin) et réduire (dans le cas du thym) la reproduction de
T. semipenetrans sur les plantules de Volkameriana. Le traitement avec le thym a montré le
facteur de reproduction le plus faible au niveau du sol (0,91) et des racines (0,21), suivi du
romarin avec un taux de 0,95 au niveau du sol et 0,24 au niveau des racines. L’extrait de

Moringa oleifera a présenté le facteur de reproduction le plus élevé dans le sol (1,67), tandis
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que les extraits de Foeniculum vulgare et Verbena officinalis ont montré le facteur de

reproduction le plus élevé au niveau des racines (0,35).

Tableau 45. Population initiale et population finale de T. semipenetrans dans le sol
rhizosphérique et dans les racines, ainsi que le facteur de reproduction dans le sol
rhizosphérique et dans les racines chez le porte-greffe d’agrume Citrus volkameriana, inoculés
avec T. semipenetrans et cultivés sous serre.

Population  Population Facteur de Population Facteur de
Traitements initiale/pot finale (sol) /pot reproduction (sol) finale reproduction
( racines)/pot (racines)

Témoin 997,30+5,312 1,99 185,005,132 0,37
C. nobile 673,4116,08" 1,35 146,66+26,76*C 0,29
M. oleifera 836,27+3,76° 1,67 135,67+4,16¢% 0,27
R. officinalis g de

o 5000,47¢ 475,00+1,76 0,95 122,007 0,24
L. nobilis 706,67+7,03¢ 1,41 158,41+8,620° 0,32
F. vulgare 753,33+5,65° 1,51 177,51+8,50% 0,35
V. officinalis 733,43+4,10° 1,47 175,62+5,54b 0,35
T. vulgaris 453,29+1,88" 0,91 105,00+6,50¢ 0,21

Les chiffres dans la méme colonne suivis de lettres différentes sont significativement difféerents
selon le test de Tukey (p<0,05).

ii. Effet des extraits sur les paramétres agronomiques de Citrus
volkameriana

Les résultats de 1’effet des extraits de PAM sur les paramétres de croissance de Citrus
volkameriana suite a une infestation par T. semipenetrans sont présentés dans le Tableau 46.
Les résultats indiquent que la réponse des plantules de Citrus volkameriana aux traitements
avec les EA de PAM, mesurée en termes de variation des parameétres de croissance et de
production de biomasse, a significativement varié entre les différents extraits appliqués. En
effet, la masse fraiche (MFPA) (p<0,005), la masse séche (MSPA) (p<0,003) des pousses et la
longueur racinaire (LR) (p<0,0001) ont montré des variations significatives entre les différents
traitements. Tandis que, la longueur des pousses (LA), la masse fraiche (MFR) et séche des
racines (MSR), ainsi que le diamétre du tronc (DT) n'ont pas montre de variations significatives
(P>0,05). Tous les traitements ont entrainé une augmentation de la longueur des racines (LR)
et de la masse fraiche (MFPA) et seche (MSPA des pousses (Tableau 47). En effet, Le
traitement avec l'extrait de R. officinalis a enregistré la plus forte augmentation de la LR par
rapport au témoin (59,86%) (inoculé par T. semipenetrans sans traitement), suivie de F. vulgare
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(56,19%) et de V. officinalis (53,38%), tandis que 1’augmentation la plus faible de LR a été
observée avec le traitement par I’extrait de C. nobile (10,61%) (Tableau 47).

La masse fraiche (MFPA) et la masse seche (MSPA) des tiges ont également augmenté
significativement par rapport au témoin (P <0,05). La plus forte augmentation de MFPA et
MSPA a été observée avec le traitement par I’extrait aqueux de M. oleifera, avec une
amélioration respective de 95,22% et 81,69%, suivi de R. officinalis avec une amélioration de
74,07% de MFPA et 47,53% de MSPA, et de V. officinalis avec une amélioration respective de
70,88% et 37,24% (Tableau 47).

L’extrait aqueux de L. nobilis a eu le plus faible effet sur I’augmentation de MFPA et
MSPA des tiges, avec des valeurs respectives de 41,22% et 18,89% par rapport au témoin. De
méme, l'extrait de C. nobile a montré le moins d'effet sur I'augmentation de la longueur racinaire
(LR), avec seulement 10,61% d'augmentation par rapport au témoin (Tableau 47).

Tableau 46. Effet de traitement par les extraits aqueux (EA) des PAM sur la masse fraiche
(MFR) et seche (MSR) et la longueur (LR) des racines, sur la masse fraiche (MFPA) et seche
(MSPA), la longueur (LPA) des parties aériennes et sur la longueur (LA) et le diamétre du tronc
(DT) chez le porte-greffe d’agrume Citrus volkameriana, inoculés avec T. semipenetrans et
cultivés sous serre.

Racines I'allongement aérienne
Traitements MFR (9) MSR (g) LR (cm) MFPA (g) MSPA (9) LA (cm) DT (cm)
Témoin 18,66+0,70% 7,11+3,39%  15,43+0,1¢ 56,03+1,15°¢ 16,2+3,74° 64+8,49*  3,76+0,192
C. nobile 22,22 +1,25% 10,63+1,59% 17,060,474  90,24+1,67% 19,53+2,23 74,53+0,27% 4,33%0,272
M. oleifera 19,39+0,93% 13,22+3,322° 19,16+0,472°4  109,38+0,822 29,43+1,552 78+£3,74*  3,77+0,322
R. officinalis 28,14+0,74% 13,24+0,25%® 24,660,982 97,53+1,62% 23,9+1,09%¢ 67,33+2,68% 3,33+0,13%
L. nobilis 19,81+0,95% 9,25+0,42% 21,33+0,72%¢  79,12+1,06%°  19,26+0,25*° 72,33+0,17% 3,83+0,36%
F. vulgare 26,55+0,85% 11,55+0,54%  24,1+0,54% 92,67+1,83*  19,53+0,33" 65,33+4,37% 3,83%0,132
V. officinalis 21,04+2,19% 11,25+0,98% 23,66+0,43%°  95,74+1,24%° 22 23+0,58%°¢ 72+1,47% 3,540,232
T. vulgaris 24,06+0,92% 11,09+2,11% 22,23+1,273¢  85,89+4,72% 21,6+0,77°  70,6+0,95% 4,1+1,25?

Les chiffres dans la méme colonne suivis de lettres différentes sont significativement differents

selon le test de Tukey (p<0,05).
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Tableau 47. Augmentation (%) de la longueur racinaire (LR), de la masse fraiche (MFRA) et
seche (MSPA) des pousses de Citrus volkameriana.

Augmentation (%)

LR MFPA MSPA
C. nobile 10,61 61,06 20,58
M. oleifera 24,22 95,22 81,69
R. officinalis 59,86 74,07 47,53
L. nobilis 38,26 41,22 18,89
F. vulgare 56,19 65,39 20,56
V. officinalis 53,38 70,88 37,24
T. vulgaris 44,09 53,30 33,33

IV. DISCUSSION

Il actuellement admis que les HEs de certaines plantes aromatiques et médicinales
(PAM) sont dotés d’une multitude d’activités biologiques, notamment leur pouvoir nématicides
contre plusieurs nématodes phytoparasites (PPN) et offrent ainsi un potentiel considérable pour
une gestion durable de ces NPP ( Meyer et al., 2008 ; Gupta et al., 2011; Barua et al., 2020).
En effet, I’efficacité des huiles essentielles, dérivées de plantes appartenant aux familles
Lamiaceae, Apiaceae, Myrtaceae, Rutaceae et Lauraceae, contre les NPP tels que Meloidogyne
spp., Pratylenchus spp., Ditylenchus dipsaci et Bursaphelenchus xylophilus, ainsi que contre
les nématodes a kystes Heterodera spp. et Globodera spp., a été largement documentée (Andrés
et al., 2012; Laquale et al. 2018; D’addabbo et al. 2021). Cependant, les investigations qui se
sont intéressées a 1’étude du potentiel de ces HEs dans le contrdle du nématode des agrumes T.
semipenetrans sont relativement limitées. Dans cette étude nous avons montré que les huiles
essentielles de R. officinalis, L. nobilis, V. officinalis, F. vulgare, M. oleifera, C. nobile et T.
vulgaris sont doté d’une activité nématicide puissante contre T. semipenetrans. Les HEs de ces
PAM ont, en effet, provoqué une mortalité de 100% des juvéniles (J2) et une inhibition totale
de I’éclosion des ceufs de ces NPP. Le pouvoir nématicide de ces PAM a varié considérablement
en fonction de la concentration des HEs, du temps d’incubation et de I’espece de PAM. A
faible concentration (5 pl/ml), I’activité nématicide des HEs a été assez faible chez toutes les
PAM étudiées, soit des taux de mortalité des juvéniles (J2) variant entre 5% et 23% et des taux
de réduction de I’éclosion des ceufs entre 0 et 69% apreés 24 et 48 heures d’incubation
respectivement. En revanche, les HEs des PAM étudiées sont dotés d’un tres fort pouvoir

nématicide a concentration de 20 pl/ml se traduisant par une mortalité totale des J2 et une
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inhibition compléte de 1’éclosion des ceufs aprés 96 et 144 heures d’incubation respectivement.
L’effet nématicide des HEs des PAM a été rapporté par plusieurs travaux antérieurs confirmant
ainsi la toxicité des huiles essentielles de ces PAM vis-a-vis des NPP (Sangwan et al., 1990;
Kostyukovsky et al., 2002; Ntalli et al., 2011; Barua et al., 2020). L’efficacité des HEs a
significativement varié en fonction des espéces de PAM. Les HEs de thym (TV) et de romarin
(RO) se sont révélées particulierement toxiques pour les juvéniles de deuxieme stade (J2) du
nématode des agrumes T. semipenetrans. En effet, pour ces deux especes de PAM, une mortalité
de 100% a été observée a une concentration en HEs de 10 pl/ml aprés 96 heures d’incubation.
Avato et al. (2017) ont confirmé 1’effet suppressif élevé des huiles essentielles de R. officinalis
contre Meloidogyne incognita, Xiphinema index et Pratylenchus vulnus avec des taux de
mortalité respectifs de 75%, 98% et 100% a une concentration de 15 pg/ml pendant 96 heures
d’incubation. De méme, Chavan et al. (2019) ont rapporté un taux de mortalité supérieur a 80%
des juvéniles de Meloidogyne javanica aprés 96 heures d’exposition aux huiles essentielles de
R. officinalis. Les huiles essentielles de R. officinalis et T. vulgaris utilisées dans cette étude
sont composées d’un mélange complexe de monoterpenes, monoterpeénes oxygeénés,
monoterpenols et sesquiterpenes. Cette composition des HEs est similaire a celle décrite
précédemment par Fadil et al., (2018) et par Feriotto et al., (2018). La toxicité de ces HES pour
les NPP pourrait étre due a I’effet synergique de ces constituants. D’ Addabbo et al. (2020) ont
souligné que les huiles essentielles des plantes ont des activités biologiques multiples en
fonction de leur composition chimique. Dans la présente étude, 1’efficacité nématicide élevée
des huiles essentielles de R. officinalis et T. vulgaris peut étre attribuée a la présence
d’Eucalyptol (44%), B-Myrcéne (13,86%), Linalool (9,30%) et Camphre (16,90%) comme
principaux composants des HEs de R. officinalis, et au carvacrol (72%), B-caryophylléne
(4,85%), B-cyméne (5,80%), y-terpinéne (6,50%) et thymol (3,05%) comme constituants
majeurs des HEs de T. vulgaris. En effet, D’Addabbo et al. (2020) et Brikci et al. (2021) ont
rapporté que les composés naturels tels que B-phellandréne, fenchone, thymol et a-pinéne
extraits de plantes de la famille des Lamiaceae, inhibent la sécrétion de la carboxylase cible
d’Acétyl CoA, une enzyme responsable de la synthése des acides gras chez T. semipenetrans.
Ces composes, présents dans les huiles essentielles de R. officinalis et T. vulgaris, pourraient
jouer un role crucial dans leur activité hautement efficace contre T. semipenetrans observée
dans la présente étude. L’efficacité du carvacrol (Rivera et al., 2017), du thymol (Chowdhary
et al. 2018) et du B-phellandrene (Brikci et al. 2021) contre les J2 a été largement démontreée.

Les valeurs de DL50 et DL90 ont varié respectivement de 5,98 a 13,52 pl/ml pour les huiles
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essentielles de R. officinalis et de 4,718 & 13,471 pl/ml pour les huiles essentielles de T. vulgaris
aprés 24 h d’incubation. Laquale et al. (2018) ont rapporté des valeurs DL50 de 29,5 pg/ml et
14,2 pg/ml pour le carvacrol contre Pratylenchus vulnus et Meloidogyne incognita
respectivement, et une DL50 de 82,9 ug/ml pour I’0-Cymene contre P. vulnus aprés 24 h de
traitement. Le carvacrol et son isomére thymol se sont révélés tres toxique contre les NPP des
genres Meloidogyne, Xiphinema et Pratylenchus (Tsao and Yu, 2000; Barua et al., 2020;
D’Addabbo et al., 2020; Klein et al., 2020;), ce qui explique la forte activité des HEs de T.
vulgaris (72,77% de carvacrol et 3,05% de thymol) en termes de mortalité des Juvéniles (J2) et
d’inhibition d’éclosion des ceufs de T. semipenetrans observées dans la présente étude. Cette
toxicité pourrait étre due a une altération du mécanisme régulant 1’éclosion des ceufs en fonction

de leur maturation physiologique comme le suggérent Deng et al. (2022).

A faible concentration, les huiles essentielles de Laurus nobilis, Chamaemelum nobile,
Verbena officinalis et Moringa oleifera ont montré une faible toxicité contre T. semipenetrans.
Cependant, a concentration élevée, ces HE se sont révélées tres efficaces induisant une forte

mortalité des juvéniles (J2) et une forte inhibition de I’éclosion des ceufs.

L’huile essentielle de F. vulgare a montré une forte activité nématicide in vitro contre
T. semipenetrans en termes de mortalit¢ des J2 et ’inhibition de 1’éclosion des ceufs. La
composition de cette huile essentielle (trans-anéthole (63,10%), D-Limonéne (17,99%),
benzaldéhyde (4,32%), estragole (2,08%) et acétate de fenchyle (2,08%)), est similaire a celle
décrite précédemment par Belabdelli et al. (2020) et Ghasemian et al. (2020). L’activité
nématicide de F. vulgare peut étre attribuée a la présence de limonéne, ce métabolite étant
également un constituant de Citrus sinensis et ayant prouvé son efficacité contre M. incognita,
P. vulnus et X. index ( Laquale et al., 2018; Goyal et al., 2021). De plus, I’huile essentielle de
F. vulgare contient de I’estragole et du trans-anéthole qui ont également été démontrés comme
toxiques pour différents ravageurs, y compris les NPP ( Ibrahim et al. 2006; Sousa et al. 2015;
Ntalli et al. 2020) .

L’huile essentielle de Laurus nobilis (LN) a induit une mortalité de plus de 70% des
juvéniles (J2) a une concentration de 5 pl/ml aprés 96 h d’incubation. L’éclosion des ceufs a
diminué significativement avec 1’augmentation de la concentration d’huile et du temps
d’incubation, avec moins de trois ceufs éclos a une concentration de 15 pl/ml pendant 96 h. Ce
résultat confirme les travaux de Oka et al. (2000) qui ont rapporté I’immobilisation de plus de

80% des J2 de M. incognita apres 2 jours d’incubation et une inhibition compléte de I’éclosion
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des ceufs aprés 96h d’incubation (Kaur et al., 2018). Le potentiel nématicide de L. nobilis contre
T. semipenetrans pourrait étre lié¢ a la présence d’eucalyptol, linalool et a-terpinéol oxygénés
comme principaux composés. En effet, nos résultats montrent que ces composés sont toxiques
pour le nématode des agrumes T. semipenetrans, provoquant une inhibition compléte de
I’éclosion des ceufs et une mortalité totale des J2 a une concentration d’huile essentielle de 20
ul/ml apres respectivement 144 et 96 heures d’incubation, avec des valeurs de DL50 qui varient
entre 4,23 et 7,96 pl/ml aprés 24h. En accord avec nos resultats, des études antérieures ont
également indiqué une forte activité de C. nobile contre les NPP tels que le nématode du bois
de pin B. xylophilus et le nématode a galles M. incognita (El-Deen et al. 2007; Seo et al. 2014).

L’effet nématicide de I’huile essentielle de M. oleifera contre les juveniles et les ceufs
de T. semipenetrans pourrait étre attribué a ses principaux constituants d’acides gras incluant
I’acide palmitique (37,39%), 1’acide linoléique (9,89%) et I’acide stéarique (6,06%). Ozcan
(2020) a rapporté que les HEs de M. oleifera a été modérément toxiques pour T. semipenetrans
(J2 et ceufs) a faible concentration (5-10 pl/ml), mais fortement actives contre les J2 aprés 96 h

et contre les ceufs apres 6 jours d’incubation.

L’huile essentielle de V. officinalis est constituée d’un mélange complexe de terpénes
oxygénés eucalyptol (12,69%), 1-Adamantaneméthanol (3,48%), Camphre (1,14%), o-
Terpineol (1,99%) et sesquiterpenes a-curcumene (38%) et Cuparéne (6,28%). Ces composés
ont démontré une forte activité nématicide, comme 1’ont montré les études de Silva et al. (2013)
et Barros et al. (2014). Cependant, dans la présente étude, cette huile essentielle a montré une
activité nématicide inférieure a celle des huiles essentielles de R. officinalis, et T. vulgaris. Ces
deux derniéres se distinguent par la présence caractéristique de B-caryophylléne et de -cymene,
mettant ainsi en lumiére lI'importance fondamentale de ces composés spécifiques dans leur

efficacité en tant qu'agents nématicides.

Les composés aromatiques contenant des éléments hautement électronégatifs semblent
étre tres actifs contre les NPP en agissant sur leur systéeme nerveux en tant qu’inhibiteur de
I’acétylcholinestérase qui bloque les récepteurs de 1’octopamine (Kostyukovsky et al., 2002;
Martin and Robertson, 2010). D’autres composés des HEs peuvent agir sur d’autres tissus et
organiques des NPP, y compris le stylet, I’intestin et le pharynx (Geng et al. 2016). Oka (2001)
a suggéré que les HEs perturbent la membrane cellulaire du nématode et modifient sa
perméabilité. Selon Caboni et al. (2012), les aldéhydes insaturés (E, E)-2,4-décadiénal et (E)-

2-décénal réagissent avec les groupes amino ou thiol de la cuticule du nématode, provoquant
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des dommages mécaniques importants et une fuite du fluide interne des nématodes (Caboni et
al., 2012). De plus, les huiles essentielles peuvent induire un stress oxydatif, entrainant des
modifications irréversibles de I'ADN, des protéines et des lipides (Ayaz et al., 2021), conduisant

ainsi a une mortalité rapide des nématodes (Kalaiselvi et al., 2019).

Plusieurs composés a effet nématicides ont été isolés des extraits de plantes aromatiques
et médicinales, principalement celles appartenant a la famille des Asteraceae, Lamiaceae et
Apiaceae (Mwamula et al., 2022). La richesse de ces plantes en flavonoides (flavones,
flavanones et flavonols) et leurs dérivés aglycones et glycosidiques, les acides phénoliques,
I’iridoides et d’autres métabolites secondaires, expliquerait probablement leur effet sur la
mortalité du nématode des agrumes T. semipenetrans. Nos résultats suggerent que les extraits
des sept plantes aromatiques et medicinales testées peuvent potentiellement servir pour le
contrdle de nématode des agrumes T. semipenetrans. En effet, le traitement par les extraits des
différentes plantes a provoqué un pourcentage de mortalité élevé (> 55%) in vitro, et a une
stabilisation voire une diminution des populations des nématodes (Fr< 1,67) in vivo. Ces
extraits se sont également révélés étre des stimulateurs importants de la croissance des plantes.
En effet, leur application a entrainé une amélioration significative de la croissance et de la
production de biomasses chez les plantules de Citrus volkameriana. Le pouvoir nématicide des
extraits des PAM étudiées a été significativement influencé par la concentration des extraits, la
durée de la période d’incubation et par I’espéces de PAM. Les taux de mortalité les plus élevés
(> 55%) ont été obtenus avec une incubation dans une concentration de 10% pendant 96h chez
toutes les PAM étudiées. Les extraits de Thymus vulgaris et Rosmarinus officinalis se sont
avéres les plus actifs contre le nématode des agrumes. En effet, une solution a 10% des extraits
de ces plantes a provoqué des taux de mortalité des juvéniles respectifs de 77,6% et 75,2% apres
96 heures d’incubation et une inhibition totale de 1’éclosion des ceufs (0 ceuf éclos) apres 144
heures d’incubation. Les autres especes de PAM ont également montré un effet nématicide
important, Chamaemelum nobile (72.5% de mortalité), Moringa oleifera (67%), Laurus nobilis
(57.8%), Foeniculum vulgare (55.8%) et Verbena officinalis (55.4%), mais significativement
inférieur a celui des deux especes précédentes. Ce pouvoir nématicide élevé des extraits de ces
especes de PAM a été également rapporté chez d’autres nématodes (Montasser et al., 2012) et
serait principalement attribué a leur richesse en flavonoides, flavanols, acides phénoliques et
d’autres composés bioactifs (Elzawahry et al., 2014). En effet, la quercétine, le flavone

apigenine et kaempferol ont augmenté significativement la mortalité des juvéniles de M.
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incognita (Bano et al., 2020). De plus, les flavonoides ont également été associés a 1’inhibition
du développement larvaire (Morais-Costa et al., 2015), de I’exuviation larvaire (Mengistu et
al., 2017), et de la migration larvaire ainsi qu’a une réduction de la motilité des adultes de H.
contortus (Feboli et al., 2016). Nos résultats suggerent que la présence de plus d’une classe de
ces composés serait nécessaire pour une activité nématicide élevée. Cette suggestion est
renforcée d’une part par le fait que I’extrait de Laurus nobilis, qui, malgré sa richesse en
flavonoide, s’est avéré moins actif sur ce NPP probablement en raison de 1’absence d’autres
classes de composés ; et d’autre part le fait que le profil chimique des espéces ayant le pouvoir
nématicide le plus élevé (R. officinalis et C. nobile) contient plus d’une classe de métabolites)
démontrant une action synergique évidente. Les résultats de I’essai in vivo, ont montré que tous
les extraits de PAM ont réduit de maniere significative I’infestation des racines, probablement
due a leur effet sur I’immobilisation et a la mortalit¢é de T. semipenetrans. Les composés
chimiques de ces extraits tels que le complexe d’acide chlorogénique ou les glucosides
phénoliques (Clark 1959), pourraient occuper les espaces poreux du sol ou étre absorbés par les
racines des plantes. Cela pourrait avoir pour effet de tuer ou d’immobiliser les nématodes, et de
déclencher chez les agrumes une réaction de défense contre ces derniers (Igbal, Mukhtar, and
Ahmad, 2005). Giebel (1974) a également suggéré que les substances chimiques présentes chez
les plantes aromatiques et médicinales pourraient influencer la composition en acides aminés

et en phénols, et provoquer des lignifications pour limiter le développement des nématodes.

V. CONCLUSION

Le potentiel nématicide des huiles essentielles (HES) et des extraits aqueux de sept
plantes aromatiques et médicinales (PAM), Rosmarinus officinalis, Chamaemelum nobile,
Laurus nobilis, Verbena officinalis, Foeniculum vulgare, Moringa oleifera et Thymus vulgaris
a €té examiné vis-a-vis du nématode des agrumes T. semipenetrans. Les HES se sont révélées
riches en eucalyptol (44 %), 4-propan-2-ylsulfonylbenzaldéhyde (20,47 %), a-Curcumene (38
%), trans-anéthole (63,10 %), acide palmitique (37,39 %) et carvacrol (72 %). Cependant, les
extraits se sont avérés riches en acide carnosique (20.66 %), acide p-coumaroxyquinic B (50.92
%), epicatechin (12.61 %), Aucubin (15.85 %), Quercetin (65.85 %) et Feruloylquinic acid
(23.02 %). Ces composés majeurs ont contribué a une forte activité néematicide en termes de
mortalit¢ des J2 et d’inhibition de 1’éclosion des ceufs du nématode des agrumes T.

semipenetrans.
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Les huiles essentielles ont démontré une efficacité supérieure contre les juvéniles et les
ceufs de T. semipenetrans par rapport aux extraits aqueux. L’activité nématicide des huiles
essentielles a augmenté de maniere significative avec 1’augmentation de la concentration et de
la durée d’incubation, atteignant 100 % de mortalité des J2 apres 96 h d’incubation et 100 %

d’inhibition d’éclosion des ceufs apres 144 h d’incubation a une concentration de 20 pl/ml.

Pour les extraits aqueux, la mortalité des juvéniles a varié entre 77.5 % et 55.4 % pour
les extrait de Thymus vulgaris et de Verbena officinalis respectivement aprés 96 h d’incubation
a une concentration de 10 %. De méme, les extraits de toutes les PAM testées ont réussi a
inhiber complétement 1’éclosion des ceufs lorsqu’ils ont été¢ appliqués a une concentration de
10 % pendant 144 heures. Les résultats de 1’expérience in vivo ont montré que les extraits des
PAM étudiées sont dotés non seulement d’un pouvoir nématicide élevé, mais également d’ une
capacité importante a stimuler la croissance des plantes d’agrumes. En effet, en plus d’une
réduction significative des populations de T. semipenetrans, par rapport au témoin (facteur de
reproduction FR<I chez le thym et le romarin), I’application de ces extraits a induit une

importante amélioration des parameétres agronomiques des plantules de Citrus volkameriana.

L’efficacité nématicide contre T. semipenetrans a été plus importante chez, R. officinalis
et T. vulgaris avec des valeurs DL50 et DL90 les plus basses (<6 pl/ml pour HEs et <7 % pour
les extraits).

Les résultats de ce chapitre montrent que les PAM testées, notamment R. officinalis et
T. vulgaris, ont un grand potentiel pour contrdler le nématode des agrumes T. semipenetrans.
Elles pourraient servir de base pour le développement et la formulation de nématicides
biologiques efficace et constituent une alternative aux nématicides chimiques aux effets nocifs

pour I’environnement et la santé des consommateurs.
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Chapitre VII. Synthese générale

l. RAPPEL DE LA PROBLEMATIQUE ET DES OBJECTIFS
La filiere des agrumes, premier groupe de fruits exportés au Maroc, est considéree

comme un secteur stratégique participant a 1’équilibre de la balance commercial et jouant un
réle socio-économique de premier ordre. Cependant, depuis quelques années le secteur
agrumicole marocain est soumis a plusieurs contraintes biotiques et abiotiques limitant
sérieusement sa productivité. Parmi ces contraintes, les plus menacants sont les nématodes
phytoparasites (NPP) qui peuvent causer des pertes de rendement de 10 a 30% soit 1’équivalent
de 11,97 millions de dollars par an. Les pertes réelles de rendement pourraient méme étre plus
¢levées a cause du manque de données dans de nombreux pays dont le Maroc ou I’expertise en
nématologie fait défaut. La gestion des NPP s’appuie largement sur 1’utilisation des nématicides
chimiques, dangereux pour ’homme et ’environnement. Leur action éphémere et leur impact
sur les colits de production rendent nécessaire la recherche d’alternatives durables. L’objectif
principal de cette thése est de développer des méthodes de lutte biologique contre les NPP en
particulier T. semipenetrans. Cet objectif se décline en deux sous-objectifs. Le 1* consiste a
étudier la répartition géographique des NPP dans les cing principales régions agrumicoles
nationales, ainsi que leur dynamique en fonction des saisons et des conditions agronomiques.
Le 2 ®™ sous-objectif porte sur la recherche d’outils biologiques pour lutter contre le nématode
T. semipenetrans. Il s’agit de : 1) sélectionner les porte-greffes résistants a ce nématode, 2)
explorer le potentiel nématicide du microbiome rhizosphériques (bactéries, champignons,
CMA) des agrumes, et 3) évaluer la toxicité de certaines plantes aromatiques et médicinales
contre T. semipenetrans.

Sur la base des résultats obtenus et présentés dans les cing chapitres de cette these, cette
synthése générale vise a apporter des éléments de réponse aux principales questions de
recherche posées au départ :

1. PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS DURANT CETTE THESE
1. Distribution et diversité des NPP

Pour mieux comprendre la distribution des NPP associés a la rhizosphére des agrumes
au Maroc, des enquétes approfondies ont été menées dans les principales régions productrices
d'agrumes du pays. Sur la base des caractéristiques morphologiques et morphobiométrigues,
onze genres et dix espéeces de NPP ont été identifiés. T. semipenetrans était I’espéce la plus
commune et la plus abondante dans tous les vergers dagrumes étudiés, En effet, T.
semipenetrans a été le nématode le plus prédominant dans les régions de Souss-Massa
(Taroudant) (100%), Gharb (M’nasra) (100%), Marackech-Safi (Souihla) (83,3%), Berkane
(Agimine) (81,8%) et Beni et Mellal-Khenifra (Guettaya) (66,7%). Cette espéce est
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remarquable non seulement pour son association étroite avec les agrumes, mais aussi pour
la capacité des agrumes a supporter des populations trés élevées sans entrainer
immédiatement de symptdmes. La large distribution de T. semipenetrans pourrait étre
attribuée a de nombreux facteurs dont, I’irrigation et la mécanisation facilitant le
déplacement du sol ainsi que des résidus végétaux infestés d’un endroit a un autre (Abd-
Elgawad et al., 2016). En outre, la grande variabilité des genres de NPP observée dans
cette étude peut étre attribuée a la variation des facteurs écologiques et édaphiques entre et
au sein des différentes régions étudiées (Abu Habib et al., 2020). Helicotylenchus s’est
révélé étre le deuxiéme genre le plus répandu apres T. semipenetrans, avec une variabilité
allant jusqu’a 80% a Souihla dans la région de Marrakech-Safi. Ce genre a été largement
observé au Maroc, infectant diverses cultures, notamment dans les tunnels de culture de
framboise (Rubus idaeus) (Mokrini, et al., 2019), les vignobles (Vitis vinifera) (Mokrini,
2019), les champs de safran (Crocus sativus) (Mokrini, et al., 2019), et les vergers
d’agrumes (Mokrini et al., 2018b). La prévalence de ce genre a été plus élevée dans les
vergers d’agrumes marocaines par rapport a 1'Espagne (Sorribas et al., 2008) et I'Egypte
(Abu Habib et al., 2020). Le genre Xiphinema, considéré comme l'un des dix NPP les plus
importants économiquement (Jones et al., 2013), a également été observe dans les vergers
d'agrumes nationaux. Ce nématode ectoparasite migrateur est particulierement
problématique car il peut abriter et transmettre des virus végétaux (Jones et al., 2013) tels
gue le virus de la mosaique de I'Arabis (ArMV) (Jha and Posnette, 1961) et le virus des
taches en anneaux du tabac (Tobacco ring spot virus, TRSV) (McGuire, 1973). Ainsi, méme
a faible densité, ces espéces de nématodes peuvent causer des dommages significatifs aux
plantes (Hewitt et al., 1958; Fisher and Raski, 1967). Les différentes especes de Xiphinema
identifiées dans cette étude présentent une répartition variable selon les régions
productrices d'agrumes étudiées. X. pachtaichum a été observée a Beni Mellal-Khenifra
(6,7 %) et a Berkane (6,3%), tandis que X. diversicaudatum a été rencontré dans les régions
de Marackech-Safi (13,3%), Beni Mellal-Khenifra (16,7%), et Berkane (13,6%). Enfin, X.
americanum, vecteur de Virus du court-noué de la vigne (GFLV), Virus de la mosaique de
I’arabette (ArMV) (Jha and Posnette, 1961), et Virus associé a 1’enroulement foliaire de la
vigne-3 (GLRaV-3), a éte detectée dans les regions de Marrakech-Safi (20 %), Beni Mellal-
Khenifra (10%) et Berkane (3,1%). Cette espéce de nématode qui n'avait jamais été
signalée auparavant comme parasite des agrumes, pourrait avoir été introduite en raison de

la proximité géographique des plantations d’agrumes avec les vignobles (Martin et al., 2005).
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Une fois introduits, ces nématodes pourraient s’adapter a de nouveaux hotes et devenir une
menace pour les cultures d’agrumes. Par conséquent, il est essentiel de mettre I’accent sur la
nécessité d’une surveillance régulicre pour détecter les parasites émergents et prévenir leur
propagation dans les systemes agricoles. D’autres genres de nématodes, tels que
Tylenchorhynchus, Paratylenchus, Trichodorus, Longidorus, Meloidogyne et Rotylenchus, ont
également été repéres dans toutes les régions étudiées. Cependant, leurs prévalences, leurs
intensités d’infestation et leurs densités totales se sont révélées nettement inférieures par rapport
aux genres préecédemment mentionnés.

2. Interaction entre la distribution des communautés des nématodes
phytoparasites et les facteurs physico-chimiques du sol

La compréhension de l'interaction entre les propriétés physicochimiques du sol et la
distribution des NPP est essentielle pour une gestion efficace durable de ces phytoparaistes.
Ainsi, une corrélation positive a été mise en évidence entre la prévalence de T. semipenetrans et
les teneurs en éléments minéraux du sol, notamment le potassium (K), le calcium (Ca) et le
sodium (Na). De méme, une corrélation positive a été observée entre la prévalence des genres
Trichodorus, Longidorus et Tylenchus et la teneur en humidité du sol. Cependant, la plupart des
NPP ont montré une corrélation négative avec le carbone et la matiére organique du sol (Figure
16. Chapitre 1) probablement en raison de 1’accumulation des nitrates par nitrification, un
phénomene considéré comme nuisible pour les NPP (Rodriguez-Kabana, 1986). Par ailleurs, la
teneur en phosphore a été positivement corrélée a la présence de Meloidogyne spp, Xiphinema
spp et Pratylenchus spp. (Nisa et al. 2021), tandis que la teneur en azote a été positivement
associee a Criconemoides sp. Le pH du sol a été identifié comme un facteur déterminant de
I’abondance des nématodes des agrumes. Des études antérieures, comme celles de Wang et al.
(2009) et Spann et Schumann (2010), ont indiqué que les sols a faible pH (5,2-6,8) favorisent
une augmentation de I’abondance et de la diversité des nématodes. Cependant, d’autres
recherches, comme Salahi Ardakani et al. (2014) ont observé une plus grande abondance de T.
semipenetrans dans les sols a pH alcalin.

La texture et la structure du sol ont un impact important sur la distribution et la mobilité
des néematodes du sol. D'aprés nos resultats, les sols sablo-limoneux ont une influence
positive sur la répartition de la plupart de nématodes phytoparasites des agrumes. Dans
une étude récente, Laasli et al. (2022) ont constaté que certains nématodes, tels que
Aphelenchoides spp, Merlinius spp et Pratylenchus spp, étaient associés aux sols sableux

et limoneux dans les champs de ble, tandis que d'autres, tels que Longidorus spp. et
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Xiphinema spp., étaient plus fréquents dans les sols riches en argile (Figure 16. Chapitre
).

L’analyse des indices de diversité des NPP (Tableau 8. Chapitre Il) dans les
différentes régions étudiées a révélé que les régions de Marrakech-Safi, Beni Mellal et
Gharb présentent une diversité de nématodes plus élevée que celle de Souss-Massa et de
Berkane. Ces résultats indiquent que la diversité des nématodes est influencée par le
facteur site. Cependant, il est important de noter que d'autres facteurs tels que la saison,
les pratiques agricoles et la présence de cultures associées aux agrumes pourraient

également avoir une incidence sur la diversité des nématodes phytoparasites.

3. Evaluation de la variation saisonniere des principaux NPP associes aux
agrumes dans la region de marrakech —safi

Pour mieux comprendre la dynamique saisonniére des populations des NPP associés

aux agrumes, des prospections saisonnieres ont été menées dans les différents sites prospectés
au niveau de la région de Marrakech, domaine agricole Graoua, domaine agricole Benkebboura
et Arsat Moulay Abdessalam (Figure 21. Chapitre I11). Les résultats obtenus ont montré que
globalement la saison printaniére a été la plus favorable au développement des NPP, suivie de
I’automne, tandis que la saison d’été a été la moins propice au développement de ces nématodes.
Néanmoins, la dynamique des populations des NPP en fonction des saisons a significativement
varié avec les espéces des NPP. Tenant compte de sa densité dans le sol rhizosphérique et dans
les racines, le nématode des agrumes T. semipenetrans a été le plus prévalent quelque soit la
saison et le site étudiés. En effet, ce nématode représente a lui seul plus de 66% des NPP totaux
dans le sol du domaine Graoua, plus de 51% au domaine Benkebboura et plus de 50 % a Arsat
Moulay Abdessalam quelle que soit la saison. En plus, T. semipenetrans a enregistré les
prévalences maximales, soit 100% au printemps, 83% en automne, et 60% en été. Ces résultats
suggerent que les populations des NPP sont fortement influencées par la succession des saisons,
enregistrant les effectifs les plus élevés au printemps et en automne. En effet, selon plusieurs
études (Sorribas et al., 2000; Saeed et al., 2019; Abokorah and Elsebaay, 2022) la densité des
populations des NPP des agrumes suit une évolution bimodale avec deux pics, I’un au printemps
et I’autre en automne, probablement en réponse au développement de nouvelles racines
fibreuses sur lesquelles les nématodes se développent et se nourrissent. Cependant, selon
Duncan and Eissenstat (1993), la disponibilité de nouvelles racines fibreuses n'est pas suffisante
a elle seule pour expliquer la variation de la densité des NPP. En effet, ces auteurs ont constaté

un déclin de la population de nématodes en été, alors que la biomasse racinaire des agrumes a
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augmenté de 75 % pendant cette période. Duncan and Eissenstat, (1993) ont rapporté que la
teneur des racines en hydrates de carbone est I'un des facteurs principaux déterminant la
dynamique des NPP, comme démontré par la faible densité de ces nématodes en été coincidant
avec un contenu en carbohydrates des racines relativement faible en cette saison (Figure 51).
D’autre part, la température et I’humidité du sol sont également des facteurs clés affectant la
dynamique saisonniere des populations de nématodes phytoparasites (Verschoor, 2002 ; Nisa
etal., 2021). Ces facteurs peuvent influencer directement la survie, la reproduction et 1’activité

des nématodes.

Parmi les trois sites étudiés, le domaine Graoua est celui qui présente la plus forte infestation
de nématodes (663 individus/100g de sol au printemps, 579 individus/100g de sol en automne
et 414 individus/100g de sol en été), suivi du domaine Benkebboura (170 individus/100g de sol
au printemps, 100 individus/100g de sol en été et 116 individus/100g de sol en automne), tandis
que Arsat Moulay Abdeslam est le site le moins infesté (80 individus/100g de sol au printemps,
56 individus/100g de sol en été et 80 individus/100g de sol en automne). Cette différence du
degré d’infestation entre les trois sites peut €tre attribuée aux pratiques agricoles adoptées dans
chaque site. En effet, le domaine Graoua est équipé de systeme moderne permettant le pilotage
de I’irrigation et la fertilisation assurant de meilleures conditions en eau et fertilisants pour les
cultures en place. Le domaine Benkebboura utilise également le systeme de goutte a goutte qui
sert en méme temps pour fertiliser les cultures mais le pilotage reste manuel et moins
perfectionné qu’au domaine Graoua. Par ailleurs, a Arsat moulay Abdessalam I’irrigation reste
conventionnelle, il n’y a pas de programme de fertilisation sinon par addition de fumure
organique. Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux de Liu et al. (2016), qui ont
également observé une augmentation de la densité des nématodes dans les cultures de riz et de
blé fertilisées par rapport aux témoins non fertilisés, avec une variation allant de 15% a 90%.
Cette augmentation peut étre expliquée par l'effet bénéfique des engrais sur la croissance des
cultures, ce qui entraine une augmentation de la quantité de rhizodépdts ou de résidus qui
servent de substrats pour les micro-organismes et les nématodes (Traoré et al. 2012).
Cependant, I'ajout de la matiere organique au sol peut avoir des effets bénéefiques en réduisant
la densité et la survie des nématodes (Verdejo-Lucas and McKenry, 2004), ce qui pourrait
expliquer le faible taux d'infestation dans le jardin Arsat Moulay Abdeslam, ou le taux de
matiére organique est le plus élevé (1.99%). En effet, la décomposition de la matiere organique
peut libérer des produits toxiques pour les nématodes ou stimuler la croissance des

champignons qui sont leurs ennemis naturels ( Moosavi, 2022; Jabbar and Abedulridah, 2023).
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L'utilisation de cultures associées peut également étre une pratique efficace pour réduire
les populations des NPP. Cette stratégie a été mise en ceuvre avec succes dans le domaine
Benkebboura, ou I’utilisation de 1’oignon comme culture de couverture a permis de réduire
considérablement la densité des NPP. En effet, les racines d'oignon libérent des exsudats
favorisant la prolifération de micro-organismes utiles tels que les champignons mycorhiziens
et les bactéries PGPR, qui peuvent contribuer a la réduction des populations de nématodes
(Zhou et al., 2011; Vives-Peris et al., 2020) (Figure 51). En outre, la libération d'exsudats
racinaires spécifiques, tels que le 4-hydroxy-benzeneéthanol inhibe I'activité des juvéniles et
diminue la capacité d'éclosion des ceufs des nématodes a galles des racines. Le 4-hydroxy-

benzéneéthanol a été confirmé comme un nématicide naturel efficace (Ali and Saifullah, 2019).
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Figure 51. Schéma conceptuel des mécanismes impliqués dans I’influence des saisons, des pratiques agricoles (fertilisation, présence ou absence
de cultures associées) sur la densité de NPP des agrumes.

192



Chapitre VI1I. Synthése générale

En tenant compte des divers facteurs que nous avons précédemment discutés, 1’effet porte-
greffes pourrait ¢galement s’avérer étre un des facteurs explicatifs de la différence des degrés

d’infestations et de ’abondance des NPP observés entre les différents sites.

4. Evaluation de la résistance de certains porte-greffes d’agrumes au nématode
T. semipenetrans

Cette partie du travail vise a sélectionner des porte-greffes d’agrumes ayant un potentiel
élevé de résistance a T. semipenetrans en termes de capacité a prévenir la reproduction du
nématode a la fois dans le sol et dans les racines, et a limiter I’infestation des racines par ce
ravageur. Elle a également pour objectif de contribuer a une compréhension approfondie des
changements morphologiques et biochimiques qui se produisent chez ces plantes d’agrumes en
réponse a I’inoculation par ce phytoparasite. Les résultats obtenus montrent que I’inoculation
avec T. semipenetrans a négativement affecté la croissance et la production de biomasse chez
toutes les variétés porte-greffes étudiées comparé aux témoins. De plus, chez tous les porte-
greffes, I’inoculation avec T. semipenetrans a induit un stress oxydatif mis en évidence par
I’augmentation de D’accumulation du malondialdéhyde (MDA) et par [’activation du
métabolisme antioxydatif impliquant 1’augmentation des activités des enzymes antioxydants,
telles que la catalase (CAT), la peroxydase (PO) et la polyphénol oxydase (PPO (Tableau 48).
Nos résultats montrent que la réaction a I’inoculation avec T. semipenetrans, a significativement
varié entre les variétés porte-greffes utilisées. En effet, le Citrange Carrizo inoculé a présenté
la croissance et la production de biomasse les plus élevées et le nombre le plus faible de femelles
(0,33) de T. semipenetrans par cm de racines, démontrant sa grande capacité a limiter la
multiplication de ce NPP a la fois dans son sol rhizosphériques (541,56/100g de sol) et dans ses
racines (135,01 / 10g de racines). En revanche, le Bigaradier, le Bigaradier Australien et le
Citrus Volkameriana ont été les plus sensibles a I’infestation (FRs > 88,39). Ils en résultent des
populations finales (Pfs) de 1062/100g de sol pour le Bigaradier, 1030/100g de sol pour le
Bigaradier Australien et 1053/100g de sol pour le Citrus volkameriana. Ces variétés porte-
greffes ont également présenté une diminution importante de leurs performances agronomiques
(croissance et production de biomasse) et leur altération de leur fonctionnalité suite a
I’infestation par T. semipenetrans. En effet, I’augmentation de la population des NPP et de leurs
sites d’alimentation engendrent une succion forte et continue des nutriments compromettant la
capacité du systéme racinaire a absorber et a transloquer 1’eau et les nutriments vers les
differents organes de la plante affectant ainsi négativement sa croissance et son développement

(Afzal et al., 2021). L’infestation des agrumes par T. semipenetrans est ainsi, généralement,
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associee a une forte réduction de la croissance et de la production de biomasses racinaires et
aériennes (Deka et al., 2003; Ayazpour et al., 2010; Montasser et al., 2012).

Nos expériences ont révélé que les porte-greffes tels que le Bigaradier, le Bigaradier
Australien et Citrus volkameriana, considérés sensibles a I’infestation par T. semipenetrans
(tenant compte des résultats des parameétres nématologiques et de la classification de Mani et
al. (1989)), ont tendance a développer des activités enzymatiques antioxydantes (PO, PPO et
CAT) significativement plus élevées que les porte-greffes résistants tel que Citrange Carrizo.
Ces observations suggerent que les plantes sensibles a I’infestation par T. semipenetrans sont
plus exposées au stress oxydatif et présentent une activité métabolique accrue en réponse a
I’attaque par ce nématode parasite des plantes. Cela implique que chez les porte-greffes
sensibles, I’infestation par T. semipenetrans entraine une production accrue de radicaux libres
et d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) qui sont nocifs pour les cellules végétales (Figure
52). Ces molécules sont extrémement réactives et perturbent gravement le métabolisme et les
structures cellulaires (Bartels and Sunkar, 2005; Franca et al., 2007). En outre, le MDA a été
fortement accumulé chez les porte-greffes d’agrumes sensibles tels que le bigaradier, le
bigaradier australien et Volkameriana par rapport aux porte-greffes résistants tels que Citrange
Carrizo, suggérant que ce dernier a moins souffert du stress oxydatif dd & T. semipenetrans, due
probablement a sa capacité a éliminer les ROS via ’activation des enzymes antioxydants
comme telle la CAT et la PO (Mirzaei et al., 2013). Ainsi, la défense des plantes contre T.
semipenetrans peut impliquer des mécanismes pré ou post-infectieux (Figure 52). Les
mécanismes pré-infecticux ont pour but d’empécher T. semipenetrans de pénétrer dans les
racines, soit en raison de la barriere mécanique de certains épidermes racinaires, soit en raison
de la synthese d’exsudats racinaires non attractifs, répulsifs ou méme toxiques aux nématodes
(Kaplan, 1981). Dans les mécanismes post-infectieux, la plante réagit a la pénétration profonde
des nématodes en produisant des substances toxiques, telles que les phytoalexines, ou en
déclenchant une réponse d’hypersensibilité qui se traduit par la production de divers composés
cellulaires et 1’activation du systeme de défense dans les minutes qui suivent I’infestation
(Kaplan, 1981). Enfin, les tissus para-corticaux peuvent dévier leur métabolisme pour rétablir
I’intégrité anatomique des tissus 1ésés ou pour arréter la progression du parasite par intoxication
ou en lui offrant un environnement inadéquat. La résistance peut aussi étre génétiqguement
médiée. Des études ont suggéré que la résistance a T. semipenetrans pourrait étre due a un ou
plusieurs génes principaux, qui codent pour des protéines impliquées dans la défense contre les
nématodes (Verdejo-Lucas et al. 2003; Javed et al. 2008).

194



Chapitre VI1I. Synthése générale

Tableau 48. Parametres nématologiques (nombre de femelles de T. semipenetrans par cm de
racines), physiologiques (activités CAT, PO, et PPO et accumulation de MDA) et type de
réaction des porte-greffes d’agrumes les plus utilisés au Maroc, Bigaradier, Bigaradier
Australien, Citrange Troyer, Citrange Carrizo, Citrange C-35, Volkameriana et Macrophylla,
inoculés avec T. semipenetrans et cultivés sous serre.

Parameétres nématologiques

Paramétres physiologiques

Réaction de Porte-

Activité métabolique accrue en

Nombre de femelles/Cm de
: Catalase PO PPO MDA greffe
racines
Bigaradier 3,33 +++ +++ 4+ +++ Sensible
Big australian 3 +++ +++ 4+ +++ Sensible
Citrange Troyer 1 ++ ++ ++ ++ Tolérant
Citrange Carrizo 0,33 + + + + Résistant
Citrange 35 1 ++ ++ ++ ++ Tolérant
Volkameriana 3 +++ +++ +++ Sensible
Macrophylla 2 ++ ++ ++ ++ Tolérant
g
E _
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Figure 52. Schéma conceptuel des mécanismes impliqués dans la résistance des porte-greffes
d’agrumes contre le nématode T. semipenetrans.

“PLCPs”: Papain-Like Cysteine Proteases
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5. Evaluation du potentiel nématicide du microbiome rhizosphériques des
agrumes
Nous avons montré dans les chapitres précédents que les caractéristiques pédologiques,

le type de porte-greffes et les pratiques culturales (cultures associées, etc.) affectent
considérablement la dynamique des populations des NPP et leur capacité d’infester les racines
et les sols rhizosphériques des agrumes. Cette action serait due, entre autre, a leur effet sur le
microbiome rhizosphérique (Hunt and Handoo, 2009), L'utilisation de certains
microorganismes et leurs métabolites, constitue des outils efficaces dans la lutte
intégrée contre les NPP des agrumes, en particulier T. semipenetrans. Parmi ces micro-
organismes rhizosphériques, on trouve les bactéries, les champignons et les champignons
mycorhiziens arbusculaires (CMA). Ainsi, I’objectif de cette section de travail est d’évaluer
I’efficacité nématicide du microbiome des sols rhizosphériques des agrumes contre T.
semipenetrans. Cela implique de : 1) faire I’inventaire, isoler et identifier les microorganismes
(bactéries, mycetes et champignons mycorhiziens arbusculaires) associés a la rhizosphére des
agrumes, et 2) évaluer leur performance en tant qu’agents de biocontréle contre T.

semipenetrans a travers des tests de confrontation in vitro et in vivo.

Le criblage sélectif des microorganismes rhizosphériques a activité nématicides a révelé que
cing souches bactériennes (paradoxus (0Q651063), B. pseudomycoides (0Q652044), B.
simplex (0Q651985), B. cereus (0Q651999), et P. speluncae (0Q652010)) et trois souches
fongiques (P. lilacinus, A. ustus (OR250163) et A. terreus (OR250916)) ont montré une activité
nématicide importante contre T. semipenetrans a la fois in vitro et in vivo. Cependant, cette
activité nématicide a significativement varié avec les espéces bactériennes et fongiques, leurs
concentrations et le temps d’incubation. En effet, le traitement combinant les différentes
bactéries (3,6 x 10° cellules/ml) a provoqué la mort de toutes les juvéniles J2 (taux de mortalité
de100%) apres 96 h d’incubation. Une performance quasi-similaire (un taux de mortalité de
98,98%) a €té enregistrée par B. cereus. En outre, toutes les bactéries testées ont provoqué une
inhibition totale de 1’¢éclosion des ceufs, quelle que soit la concentration et la durée d’incubation.
Le potentiel nématicide de ces bactéries pourrait étre di a la production des métabolites
secondaires a effet nématicides tels que, des toxines et/ou des composés organiques volatils
comme le disulfure de diméthyle, I'isovalérate de méthyle et la 2-undecanone (Viljoen et al.,
2019; Yin et al. 2021 ; El-Ashry et al., 2023) et d’enzymes hydrolytiques, en particulier des
protéases, des collagénases et des chitinases, qui jouent un réle important dans la dégradation
des différents composants chimiques des nématodes a différents stades de leur développement
(Castaneda-Alvarez and Aballay, 2016) (Figure 53).
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En ce qui concerne les champignons, la meilleure activité nématicide contre J2 (taux de
mortalité > 93%) a été obtenue avec P. lilacinum et A. terreus aprés 168 h d’incubation a une
concentration de 108 spores/ml. De méme, tous les champignons ont provoqué une inhibition
totale de 1’éclosion des ceufs a des concentrations supérieures a 10° spores/ml. En outre, les
observations microscopiques ont révélé que les différents champignons testés exercent des
actions différentes sur T. semipenetrans. Dans le cas de P. lilacinum, 1’action se manifeste par
une invasion directe de la surface des ceufs par les hyphes du champignon, qui produisent des
appressoria a la surface, infectant ainsi les ceufs apres adsorption (Chen et Hu, 2021) (Figure
53). D’autre part, A. terreus (OR250916) et A. ustrus (OR250163) agissent en dégradant le
contenu des ceufs en les détruisant, grace a la production d’une variété de métabolites bioactifs,
tels que des enzymes (lipase et protéase) (Ahmed et al., 2020; Kazeem et al., 2021; Popova et
al., 2021; Yao et al., 2022), des peptides ( Luo et al., 2019), et des composes volatils (Hung
and Lee Rutgers, 2016) (Figure 53).

En plus de leur potentiel nématicide, les différents traitements bactériens ont permis
d’améliorer la croissance des porte-greffes Citrange Carrizo et bigaradier. Cela peut s'expliquer
par la production de divers composeés tels que I'TAA, lI'ammoniac, les polysaccharides et la
solubilisation du phosphate, qui agissent directement dans la rhizosphére comme des agents de
biocontrdle en modifiant les niveaux d’hormones végétales ou en réduisant le potentiel
parasitaire des pathogénes (Turatto et al., 2018). Parmi les molécules impliquées dans ce
mécanisme, il a été évoqué les sidérophores, I'lAA, les phénazines, les sessilines, les orfamides,
les chitinases, les glucanases et les protéases (Dimki¢ et al., 2022). De méme, 1’inoculation avec
A. terreus a réduit la population des nématodes de plus de 94% dans le sol rhizosphérique et de
78% dans les racines. En outre, les plants d’agrumes inoculés avec F. mosseae ont montré une
croissance et une production de biomasse des pousses respectivement 1,85 et 1,69 fois
supérieures a celles du témoin inoculé uniquement avec T. semipenetrans, et de 0,8 et 0,84 fois
supérieures a celles du témoin non inoculé. Ces résultats peuvent étre expliqués par la capacité
de ces champignons a induire des mécanismes de défense des plantes contre les nématodes par
la production d’¢liciteurs qui activent la voie de la résistance systémique acquise (RSA) chez
les plantes, entrainant la production de protéines PR (Elsherbiny et al., 2019), telles que les
chitinases et les B-1,3-glucanases, capables de dégrader les composants de la paroi cellulaire
des nématodes, provoquant ainsi leur mort, et par la modification de la composition des
exsudats racinaires, qui servent de signaux de reconnaissance et de pénétration pour les

nématodes (Vos et al., 2012). Cette modification peut entrainer une perturbation de la
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communication entre les nématodes et les racines des plantes, limitant ainsi leur capacité a
s'établir et a causer des dommages (Figure 53).
Bactéries

Lyse des ceufs embryonnés et des juvéniles (J2) de T
r'hteracﬁondiract | semipenefrans via la production de métabolites

bicactifs nématicides  (protéases, collagénaszes et
chitinases).
| Vb, Bp, Bs, B et Ps

Production de ITAA | solubilisation du phosphate, ete.

Champignons

Invasion directe de la surface des ceufs par les hyphes
du champignon (P filacinum),
Interaction direct | Dégradation du contenu des ceufs via la production de
métabolites  bicactifs nématicides (acide acétique,
leucinostatines etc.) (4. ferreus et 4. wstrus).

| PLAuetdr |

Ameélioration de 1'assimilation dez: éléments nutritifs,

; . Modification de la morphologie des racines,
Inferaction direct | Concurrence pour les produits photosynthétiques
(substrats pour NFP).

Fm, Ri

. . = — Interférence de la communication
Modification de la composition des exsudats racinaires, nématode-racine et réduction des
Activation de la résistance systémique acquise (RSA). l populations des NPP

Figure 53. Schéma conceptuel illustrant les mécanismes d'action déployés par les bactéries (V.
paradoxus (Vp), B. pseudomycoide (Bp), P. speluncae (ps), B. simplex (Bs) et B. cereus (Bc)),
les champignons (P. lilacinus (PI), A. terreus (At) et A. ustus(Au)), et et les champignons
mycorhiziens (F mosseae (Fm) et R. irrigularis (Ri)) dans leur lutte contre T. semipenetrans.

6. Evaluation du potentiel nématicide de certaines Plantes Aromatiques et
Médicinales

Le potentiel nématicide des huiles essentielles (HES) et des extraits aqueux de sept
plantes aromatiques et médicinales (PAM), Rosmarinus officinalis, Chamaemelum nobile,
Laurus nobilis, Verbena officinalis, Foeniculum vulgare, Moringa oleifera et Thymus vulgaris
a été examiné vis-a-vis du nématode des agrumes T. semipenetrans. Les HES se sont révélées
riches en eucalyptol (44 %), 4-propan-2-ylsulfonylbenzaldéhyde (20,47 %), a-Curcumene (38
%), trans-anéthole (63,10 %), acide palmitique (37,39 %) et carvacrol (72 %). Cependant, les
extraits se sont avérés riches en acide carnosique (20,66 %), acide p-coumaroxyquinic B (50,92
%), epicatechin (12,61 %), Aucubin (15,85 %), Quercetin (65,85 %) et Feruloylquinic acid
(23,02 %). Ces composés majeurs ont contribué a une forte activité nématicide en termes de
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mortalité des J2 et d’inhibition de 1’éclosion des ceufs du nématode des agrumes T.

semipenetrans.

L’efficacité des HEs a significativement varié en fonction des especes de PAM, de la
concentration en HEs et du temps d’incubation. En effet, a faible concentration (5 pl/ml),
I’activité nématicide des HEs est assez faible chez toutes les PAM étudiées, soit des taux de
mortalité des juvéniles (J2) variant entre 5% et 23% et une réduction de 1’éclosion des ceufs
entre 0 et 69% aprés 24 et 48 heures d’incubation respectivement. En revanche, a la
concentration de 20 ul/ml, les HEs des PAM étudiées sont dotés d’un trés fort pouvoir
nématicide se traduisant par une mortalité totale des J2 et une inhibition compléte de 1’éclosion
des ceufs apres 96 et 144 heures d’incubation respectivement. Les HEs de thym (TV) et du
romarin (RO) se sont révélées les plus toxiques pour les juvéniles de deuxiéme stade (J2) du
nématode des agrumes T. semipenetrans. En effet, les HEs de ces deux espéces de PAM ont
provoqué une mortalité de 100%a une concentration de 10 pul/ml apres 96 heures d’incubation.
L’efficacité nématicide élevée des huiles essenticlles de R. officinalis et T. vulgaris peut étre
attribuée a la présence d’Eucalyptol (44%), B-Myrcéne (13,86%), Linalool (9,30%) et Camphre
(16,90%) comme principaux composants des HEs de R. officinalis, et au carvacrol (72%), B-
caryophylléne (4,85%), B-cyméne (5,80%), y-terpinéne (6,50%) et thymol (3,05%) comme
constituants majeurs des HEs de T. vulgaris. En effet, D’ Addabbo et al. (2020) et Brikci et al.
(2021) ont rapporté que les composés naturels tels que B-phellandréne, fenchone, thymol et a-
pinene extraits des plantes de la famille des Lamiaceae, inhibent la sécrétion de la carboxylase
cible d’Acétyl CoA, une enzyme responsable de la synthése des acides gras chez T.
semipenetrans. Ces composés, présents dans les huiles essentielles de R. officinalis et T.
vulgaris, pourraient jouer un réle crucial dans leur activité hautement efficace contre T.
semipenetrans observée dans la présente étude. D’autres composés des HEs peuvent agir sur
d’autres tissus et organes des NPP, y compris le stylet, I’intestin et le pharynx (Geng et al.
2016). Oka (2001) a suggéré que les HEs perturbent la membrane cellulaire du nématode et
modifient sa perméabilité (Figure 54). Selon Caboni et al. (2012), les aldéhydes insaturés (E,
E)-2,4-décadiénal et (E)-2-décénal réagissent avec les groupes amino ou thiol de la cuticule du
nématode, provoquant des dommages mécaniques importants et une fuite du fluide interne des
nématodes (Caboni et al., 2012). De plus, les huiles essentielles peuvent induire un stress
oxydatif, entrainant des modifications irréversibles de I'ADN, des protéines et des lipides (Ayaz
et al., 2021), conduisant ainsi & une mortalité rapide des nématodes (Kalaiselvi et al., 2019).
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En ce qui concerne les extraits aqueux. Nos résultats suggeérent que les extraits des sept
PAM testées peuvent potentiellement servir pour le contréle de nématode des agrumes T.
semipenetrans. En effet, le traitement par les extraits des différentes plantes a provoqué un
pourcentage de mortalité élevé (> 55%) in vitro, et a une stabilisation voire une diminution des
populations des nématodes (Fr< 1,67) in vivo. Ces extraits se sont également réveélés étre des
stimulateurs importants de la croissance des plantes. En effet, leur application a entrainé une
amélioration significative de la croissance et de la production de biomasses chez les plantules
de Citrus volkameriana. Le pouvoir nématicide des extraits des PAM étudiées a été
significativement influencé par la concentration des extraits, la durée de la période d’incubation
et par I’espéces de PAM. Les taux de mortalité les plus élevés (> 55%) ont été obtenus avec
une incubation dans une concentration de 10% pendant 96h chez toutes les PAM étudiées. Les
extraits de Thymus vulgaris et Rosmarinus officinalis se sont averés les plus actifs contre le
nématode des agrumes. En effet, une solution a 10% des extraits de ces plantes a provoqué des
taux de mortalité¢ des juvéniles respectifs de 77,6% et 75,2% apres 96 heures d’incubation et
une inhibition totale de 1’éclosion des ceufs (0 ceuf éclos) aprés 144 heures d’incubation. Les
autres espéces de PAM ont également montré un effet nématicide important, mais
significativement inférieur a celui des espéces précedentes, Chamaemelum nobile (72.5% de
mortalité) Moringa oleifera (67%), Laurus nobilis (57.8%), Foeniculum vulgare (55.8%) et
Verbena officinalis (55.4%). Ce pouvoir nématicide élevé des extraits de ces especes de PAM
a été également rapporté chez d’autres nématodes (Montasser et al.,, 2012) et serait
principalement attribué a leur richesse en flavonoides, flavanols, acides phénoliques et d’autres
composeés bioactifs (Elzawahry et al., 2014). En effet, la quercétine, le flavone apigénine et
kaempferol ont augmenté significativement la mortalité des juvéniles de M. incognita (Bano et
al., 2020). De plus, les flavonoides ont également été associés a I’inhibition du développement
larvaire (Morais-Costa et al., 2015), a I’inhibition de I’exuviation larvaire (Mengistu et al.,
2017), a I’inhibition de la migration larvaire et a une réduction de la motilité des adultes de H.

contortus (Féboli et al., 2016) (Figure 54).
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Figure 54. Schéma conceptuel détaillant les mécanismes d'action des huiles essentielles (HES)
et des extraits aqueux (EA) des PAM, Rosmarinus officinalis (RO), Laurus nobilis (RN),
Verbena officinalis (VO), Foeniculum vulgare (FV), Moringa oleifera (MO), Chamaemelum
nobile (CN) et Thymus vulgaris (TV) dans la lutte contre T. semipenetrans in vitro et in vivo.
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Chapitre VI1I. Conclusion générale et perspectives

De I’ensemble des expérimentations réalisées au cours de ce travail qui a pour objectif
de développer des méthodes de lutte biologique vis-a-vis du nématode des agrumes T.
semipenetrans plusieurs conclusions peuvent étre dégagées :

Les NPP ont été observés dans les racines et le sol rhizosphérique de tous les porte-
greffes étudiés et sous les différentes conditions pédoclimatiques des régions agrumicoles
prospectées (Marrakech-Safi, Gharb, Beni Mellal-Khenifra, Berkane et Souss-Massa).
Cependant, la prévalence, la densité et la diversité des NPP ont varié en fonction des conditions
pédologiques caractérisant les régions prospectees. Onze genres et dix especes de NPP ont ainsi
éteé identifies dans les différents échantillons de sol et de racines examinés. Globalement, les
résultats montrent que certaines espéces de nématodes comme T. semipenetrans et certains
genres comme Helicotylenchus sont omniprésents dans tous les sites et régions d’agrumes
examinés. Cependant, d’autres espéces semblent étre spécifiques a une région donnée voire
méme a un site donné comme les nématodes de Iésions racinaires Pratylenchus thornei et P.

neglectus qui n’ont été observées que dans la région de Berkane.

T. semipenetrans s’est avérée étre I'espece la plus abondante dans les matrices du sol et
des racines de différentes régions agrumicoles étudiées. Ceci est probablement di au fait que
les conditions environnementales et pédologiques locales sont plus propices a cette espece de
NPP. En effet, a I’exception des sites de Balfa (région de Sous-Massa), de Souk Sebt (Région
de BeniMellal), Sidi Slimane (région de Gharb) et Zegzel (région de Berkane) qui ont enregistré
une prévalence de T. semipenetrans de 50%, tous les autres sites ont présenté des prévalences
supérieures a 66,7%. Ce nématode a méme atteint une prévalence de 100% dans les sites de

Taroudant (région de Souss) et M nasra (région de Gharb).

D'autres espéeces de nématodes ont également été détectées telles que Pratylenchus
vulnus, Pratylenchus thornei, Scutellonema bradys, Helicotylenchus indicus, et Xiphinema
diversicaudatum ainsi que 1’espéce X. Americanum, vecteur du virus de la mosaique de
I’arabette (ArMV) et du virus du court-noué de la vigne (GFLV). Cette derniére, signalée pour
la premiere fois dans les vergers d'agrumes marocains, pourrait constituer une menace sérieuse

pour la production agrumicole nationale.

La densité totale des NPP par région a eté plus élevee dans la région de Beni Mellal
Khenifra, avec 2451 nématodes/100 g de sol et 20 g de racines, suivie par la région de
Marrakech-Safi (2064 nématodes/100g de sol et 20g de racines) et de Berkane (1935
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nématodes/100g de sol et 20g de racines). Tandis que la région de Souss Massa a montreé la

densité totale la plus faible, avec seulement 207 nématodes/100 g de sol et 20 g de racines.

La répartition et 1’abondance des NPP est influencées par les parametres physico
chimiques des sols. Dans I'ensemble, la densité totale des nématodes phytoparasites a montré
une corrélation négative avec le carbone et la teneur en matiére organique et une corrélation

positive avec I’humidité du sol.

D’une maniére générale, les agrumes sont plus sujets a ’infestation par les NPP au
printemps lorsqu'ils sont cultivés sur un sol sableux-limoneux, humide (> 44,51%), ayant un
pH entre 7,52 et 7,85, pauvre en matiére organique (0,07%), notamment lorsqu’ils sont greffés
sur le Bigaradier, cultivés en absence de cultures associées et bien fertilises. lls sont, au
contraire, moins infestés en été lorsqu'ils sont cultives sur le porte-greffe Citrange Carrizo,
dans un sol sableux- limoneux, humide (12,47%-33,81%), a un pH variant entre 7,49 et 8,27,
riche en matiére organique (1,99%), en présence de cultures associées et sans traitements
fertilisants.

Les porte-greffes d’agrumes présentent une résistance variable a Tylenchulus
semipenetrans, Citrange étant le plus résistant Carrizo (0,33 femelles par cm de racine).
Citrange Troyer, Citrange 35 et Citrus macrophylla ont également montré une certaine
tolérance, tandis que le bigaradier, Bigaradier australien et Citrus volkameriana ont été les plus
sensibles a T. semipenetrans (> 3 de femelles par cm de racines). En réponse a I’infestation par
les NPP les plantes d’agrumes subissent des changements physiologiques et biochimiques
importantes, notamment une stimulation du métabolisme antioxydant pour faire face au stress

oxydatif engendré par ce parasite.

Dans le but de sélectionner des microorganismes antagonistes a T. semipenetrans,
I’analyse du microbiome associé a la rhizosphere des agrumes a mis en évidence 1’existence
d’une grande richesse et diversité en microorganismes (127 isolats fongiques, 106 isolats
bactériens et 4 genres (7 morphotypes) de champignons mycorhiziens) dont certains présentent
une importante activité nématicide contre T. semipenetrans. Parmi les genres de CMA trouves,

Glomus est le plus abondant suivi par Rhizophagus et Acaulospora.

Le criblage sélectif des microorganismes rhizosphériques a activité nématicides a révélé que
cing souches bactériennes, Variovorax paradoxus (0Q651063), Bacillus pseudomycoides
(0Q652044), Bacillus simplex (0Q651985), Bacillus cereus (0Q651999), et Paracoccus
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speluncae (0Q652010), et trois souches fongiques, Paecilomyces lilacinus, Aspergillus ustus
(OR250163) et Aspergillus terreus (OR250916) ont montré une activité nématicide importante
contre Tylenchulus semipenetrans a la fois in vitro et in vivo sur les portes greffes Citrus
aurantium et Citrange Carrizo. De méme, les champignons mycorhiziens arbusculaires
Funneliformis mosseae et Rhizophagus irregularis ont provoqué une réduction significative de
la population de T. semipenetrans aussi bien dans le sol rhizosphérique que dans les racines de
ces porte-greffes. En plus, I’inoculation des porte-greffes d’agrumes Citrus aurantium et
Citrange Carrizo par ces souches bactériennes et fongiques ainsi que par les CMA F. mosseae
et R. irregularis a entrainé une amélioration significative de la croissance et la production de

biomasse des racines et des tiges.

Les filtrats de culture liquide de ces bactéries et ces mycetes ont également montré une
activité nématicide importante contre T. semipenetrans, suggérant qu’au cours de leur
développement normal, ces microorganismes antagonistes fabriquent des molécules bioactives
toxiques pour T. semipenetrans qui pourraient étre utilisées pour développer de nouveaux

nématicides biologiques contre ce nématode.

D’autre part, parmi les plantes aromatiques et médicinales testées, R. officinalis et T.
vulgaris ont présentés une forte toxicité contre T. semipenetrans avec des valeurs de DL50

inférieures a 6 pl/ml pour les huiles essentielles et a 7 % pour les extraits aqueux.

En définitif, cette étude montre clairement que I’inoculation par les souches
bactériennes et fongiques ainsi que par les CMA identifiés pour leur potentiel nématicide,
I’application de leur filtrat ou leur utilisation pour le développement et la formulation de
nématicides biologiques, de méme que I'utilisation des HEs et des extraits aqueux des PAM,
constituent des alternatives efficaces aux nématicides chimiques aux effets nocifs pour
I’environnement et les consommateurs. Ils pourraient étre développés et formulés pour étre
utilises comme stratégies de lutte durable permettant aux agriculteurs de maintenir une

production et une qualité élevées tout en prévenant 1’impact environnemental.

Tenant compte des résultats obtenus, et dans le but de continuer et d’optimiser ce travail

nous citons comme perspectives :
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L’identification classique et moléculaire de tous les micro-organismes isolés a partir de
racines et de sols des agrumes afin d’enrichir la bactériothéque et la mycothéque de notre
laboratoire :

Cette perspective s'oriente vers la caractérisation classique des bactéries et champignons
(caractéristiques morphologiques et des tests biochimiques) et moléculaire (16S), autres que
celles présentant des propriétés nématicides, isolées des racines et des sols des vergers
d'agrumes fourniront une ressource précieuse pour le partage avec d'autres laboratoires, et pour
des études fonctionnelles ultérieures visant & comprendre les roles potentiels de ces micro-
organismes dans le sol et les racines des agrumes. En identifiant les souches présentant des
caractéristiques benéfiques, cette démarche ouvre la voie au développement de bioinoculants
pour une gestion durable des cultures agricoles.

Culture monosporale, identification moléculaire des spores isolées et lancement des
essaies afin de déterminer les conditions qui optimisent ’aptitude prophylactique des
mycorhizes a réduire la gravité des attaques des nématodes :

La mise en ceuvre de la culture monosporale, qui génére des spores pures de
champignons mycorhiziens, permet une identification moléculaire précise des spores isolées.
Cette caractérisation offre un apercu détaillé de la diversité génétique des mycorhizes.
Parall¢lement, des essais expérimentaux sont essentiels pour évaluer 1’efficacité prophylactique
des mycorhizes. L’expression de cette capacité prophylactique est influencée par de nombreux
facteurs, y compris la nature de la plante hote, du champignon mycorhizogene, du nématode et
des conditions environnementales. Par exemple, la disponibilité des nutriments, la température
et le taux de fertilisation du sol peuvent tous influencer le potentiel prophylactique des
mycorhizes. Ainsi, pour optimiser la capacité prophylactique des mycorhizes, il est nécessaire
de comprendre ces interactions complexes et de déterminer les conditions qui favorisent
I’expression de cette capacité.

Application des différents bactéries et champignons nématicides a grande échelle (dans
les vergers) :

L’application a grande échelle de bactéries et de champignons nématicides,
spécifiqguement isolés et testés pour leur activité nematicide contre T. semipenetrans, nécessite
une approche méthodique : 1) La production en masse de ces agents tout en maintenant leur
qualité et leur viabilité. 2) la formulation, qui comprend des composants de soutien, et vise a
assurer la stabilité des agents nématicides lors de I’application. 3) I’application elle-méme,

qu'elle se fasse par la pulvérisation ou I’incorporation dans le sol, tout en garantissant une
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distribution uniforme des agents nématicides. Une évaluation continue des populations de NPP
et de la santé des agrumes est effectuée pour ajuster les stratégies au fil du temps.

Déterminer la ou les fractions et la ou les molécules bioactives de chaque filtrat de la
culture liquide de nos antagonistes :

Le processus de détermination des fractions et des molécules bioactives a partir du filtrat
de culture liquide de nos antagonistes (bactéries et champignons) suit une approche
systématique. Tout d’abord, le filtrat de culture est fractionné pour déterminer la fraction ayant
la plus forte activité nématicide (fraction protéique, fraction lipidique et fraction phénolique).
Chaque fraction est ensuite testée pour son activité nématicide contre les nématodes. Les
fractions qui montrent une activité nématicide significative sont ensuite analysées pour
identifier les molécules bioactives. Cela peut étre réalisé en utilisant différentes techniques
d’analyse, telles que la spectrométrie de masse (GC-MS et HPLC-MS), la résonance
magnétique nucléaire (RMN), etc.

Etudier les mécanismes d’action des molécules bioactives de chaque filtrat de la culture

liquide de chaque antagoniste :

L’exploration des mécanismes d’action des molécules bioactives est une démarche
cruciale pour élucider la maniere dont ces agents exercent leurs effets nématicide. Cette
démarche peut étre réalisée par plusieurs moyens : 1) Etudes histologiques de NPP pour révéler
les altérations morphologiques dans les tissus internes des nématodes phytoparasites (NPP)
induites par les molécules bioactives, 2) L’analyse de la perméabilité cellulaire, réalisée a 1’aide
de marqueurs fluorescents, pour évaluer la perméabilité cellulaire des nématodes apres
exposition aux molécules bioactives, 3) Etudes d’expression génique (RT-qPCR,) pour
déterminer les changements dans I'expression de genes liés aux processus biochimiques
specifiques. 3) Analyses des changements biochimiques induites par les molécules bioactives
chez les NPP. Cela peut inclure 1’analyse des protéines totales, des sucres, des acides aminés,

ou des lipides par chromatographie ou spectroscopie RMN.
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ANNEXES

Annexe | : Préparation des réactifs A, B et AB

Réactif A : Molybdate de sodium 2.5% : dissoudre 2,5 g de molybdate de Sodium
dans100 ml d'H2S04 (10N) 60

Réactif B : Sulfate d'hydrazine 0.15% : dissoudre 0.15 g de Sulfate d’hydrazine dans
100 ml I'eau distillée. Ces deux réactifs peuvent étre conservés séparément au réfrigérateur

jusqu'a le jour de dosage

Réactif AB : Prendre 20 ml du réactif A+10 ml de réactif B et compléter a 100ml avec

de 1’eau distillé.

Annexe 11. Milieux de cultures utilisés pour I’isolement des micro-organismes telluriques

v' Milieu pour I’isolement des bactéries

Extraitde levure.................ooiiiiiiii 59
PEPIONE. . . 10g
Chlorure de sodium................cooiiiiiiiii 59
Extrait de racines et/ou sol...........cooevuiiiiiiiiiiiiiiiiiai, 70 ml
AQAr-A0a5. ... 209
Eau de PUITS 0.5 vvinritii it 1000 ml

v" Milieu pour les moisissures

Extraitde malt ... 20g
Extrait de racines et/ou sol ...........c.oooiiiiiiiiiiiiii, 70 ml
AGAr-A0A5. . ..o 20g
EaU de PUILS 0uSuP v oviritieiie e 1000 ml

Une solution de sulfate de streptomycine a 0.075% (p/v) dans I’eau distillée stérile, est ajoutée
a raison de 4% (v/v) au milieu Apres autoclavage a 120°C pendant 20 min et refroidissement a
environ 45°C.
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Annexe I11. Fiche d’identification des bactéries hétérotrophes selon Prévot.
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Annexe V. Caractéristiques macro et microscopiques des groupes microbiens fongiques
isolés & partir de racines et de sol des agrumes.

Penicillium expansum

Aspergilus ustrus

Fusarium oniliforme

Cladosporium

cladosnaoriodes

Fusarium moniliform

Caractéristiques macroscopiques

Caractéristiques microscopiques
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Penicillium chrysogenum

Rhizopus sp.

Annexe V. Aspects macroscopiques des isolats bactériens nématicides isolés a partir de
racines et de sol des agrumes et purifiés sur le milieu LB.

Bacillus simplex (BM12)

Bacillus cereus(BM7)

Variovorax paradoxus (B6°)

Vil


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1396
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Annexe VII. Nos publications dans des revues reconnues par les bases de données Web of
Science et Scopus.
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