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ABSTRACT: There is a growing interest in agriculture to replace synthetic chemicals with natural plant products that may have
a bactericidal action. we have chosen two plant species to test their antibacterial effect against Xanthomonas fragariae Dw
on tomato plants of the variety campbell 33, inoculated with this strain and two extracts pretreated with different
concentrations (1%, 3% and 5%) are prepared from the leaves and stems of each species. We tested the one hand, the effect
of these extracts on the removal or reduction of Xanthomonas fragariae Dw to the surface of the seeds, and secondly, their
effects on growth parameters inoculated tomato plants. The effect of treatment of tomato seeds by the three concentrations
of aqueous extracts of Rosmarinus officinalis L has given us a significant reduction compared to treatment with the extracts
of Chenopodium ambrosioides L. Analysis of variance at the 5% threshold showed that six treatment plant extracts induced
significant responses with degrees variants on vegetative and root biomass as well as the axial growth.

KEYWORDS: Xanthomonas fragariae Dw, tomato, Chenopodium ambrosioides L, Chenopodium ambrosioides L.

RESUME: Il y a un intérét croissant dans I'agriculture pour remplacer les produits chimiques synthétiques par des produits
naturels d’origine végétale qui peuvent avoir une action bactéricide. nous avons choisie deux especes végétales pour tester
leurs effet antibactérien contre Xanthomonas fragariae Dw, sur des plants de tomate de la variété campbell 33, inoculés par
cette souche et prétraités par deux extraits de différentes concentrations (1%, 3% et 5%) qui sont préparés a partir des
feuilles et tiges de chaque espéce. Nous avons testé, d’une part, 'effet de ces extraits sur la suppression ou la diminution de
Xanthomonas fragariae Dw a la surface des graines, et d’autre part, leurs effets sur les parametres de croissance des plants
de tomate inoculés. L'effet des traitements des graines de tomate par les trois concentrations des extraits aqueux de
Rosmarinus officinalis L nous a donné une réduction importante par rapport aux traitements par les extraits de Chenopodium
ambrosioides L. L’analyse de la variance au seuil de 5% a montré que les six traitements des extraits de plantes induisaient
des réponses significatives avec des degrés variantes, sur la biomasse végétative et racinaire, ainsi que la croissance axiale.

MOTS-CLEFS: Xanthomonas fragariae Dw, tomate, Chenopodium ambrosioides L, Chenopodium ambrosioides L.

1 INTRODUCTION

Les traitements phytosanitaires a base de produits chimiques suscitent une méfiance de plus en plus grande (Lugtenberg
et al. 1991) du fait de leurs impacts aussi bien sur I'environnement que sur la santé des consommateurs c est la raison pour
laquelle le recours aux plantes aromatiques et médicinales pour extraire des molécules a activité bactéricide et/ou fongicide
envers les phytopathogénes est en accroissement continu. Or le Maroc, par sa position biogéographique, offre une tres
grande diversité écologique et floristique. Il est I'un des pays méditerranéens qui ont une longue tradition médicale et un
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savoir-faire traditionnel a base de plantes. A cette richesse naturelle s'oppose cependant une rareté des stratégies adoptées
pour sa valorisation. En effet, la majorité des especes sont encore mal connues et largement sous exploitées (Salhi S et al.
2010).

Actuellement, I'utilisation traditionnelle des plantes médicinales reste encore une source de soins médicaux dans les pays
en voie de développement (Tabuti et al. 2003) et a de plus en plus d'importance méme dans les pays développés (Romero et
al. 2005).Selon I'organisation mondiale de la santé, les trois quarts de la population mondiale ont recours a la médecine et a
la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de santé (Nedialkov et al. 2009).En effet, ces plantes sont tres
utilisées en médecine traditionnelle par les populations locales grace a leurs propriétés phytothérapeutiques notamment
dans le cas des troubles gastro-intestinaux et respiratoires et, comme antioxydants, conservateurs et ardmes. Des études
récentes ont montré que les extraits aqueux ainsi que leurs huiles essentielles présentent un potentiel important en tant
gu’agents antimicrobiens et dans plusieurs domaines industriels et médicaux (Baser et al. 2002 ; Dorman et al. 2000).

Rosmarinus officinalis L. est un arbrisseau vivace dont la tige, pouvant atteindre 2m de haut, est couverte d’'une écorce
grisatre, elle se divise en nombreux rameaux opposés et tortueux. Les feuilles étroites sont vertes et luisantes a la face
supérieure. Les fleurs bleues violacées, visibles de janvier a mai, sont groupées a I'extrémité des rameaux, a la base des
feuilles.

Chenopodium ambrosioides L.est une plante herbacée dressée, annuelle ou vivace, a tige rameuse plus au moins
pubescente et dégageant une odeur aromatique lorsqu’on la froisse (Cabanis et al. 1969).

Dans ce travail, nous avons évalué I'effet des concentrations des extraits aqueux de Chenopodium ambrosioides L et de
Rosmarinus officinalis L sur les paramétres de croissance des plants de tomate de la variété Campbell 33 inoculés par
Xanthomonas fragariae Dw.

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Les échantillons de Chenopodium ambrosioides L et de Rosmarinus officinalis L ont été étalés dans une chambre aérée sur
du papier pendant 45 jours. Lorsque les feuilles et les tiges sont complétement séches, nous avons séparé les feuilles des
tiges. Par la suite, on a coupé les feuilles et les tiges de ces deux plants en petits morceaux afin de faciliter leur broyage. On a
utilisé un broyeur électrique. Le broyat obtenu constitue le matériel végétal final que nous avons utilisé pour la préparation
des extraits aqueux.

2.2 PREPARATION DE L'INOCULUM DE XANTHOMONAS FRAGARIAE DW

La souche de Xanthomonas fragariae Dw utilisée dans cette étude provient de la collection du laboratoire de
microbiologie appliquée de la Faculté des Sciences Kenitra. Elle a été isolée a partir des feuilles de fraise de la variété
« Camarosa » cultivée en serres a M’nasra (Gharb) (Djassinra et al, 2012).

Une suspension de Xanthomonas fragariae Dw, est préparée dans de I'eau physiologique stérile a partir d’'une jeune
culture de 72h sur milieu LPGA (extrait de levure, 7 g I”"; peptone, 7 g I, glucose, 7 g I'"; agar, 18 g I, pH 7.2). La densité
optique de la suspension bactérienne est ajustée a une concentration de 108 UFZ/ ml (DO=0,152) & 620 nm.

2.3 DESINFECTION DES GRAINES DE TOMATE

Les graines de tomate de la variété campbell 33 sont désinfectées par trempage pendant 3 min dans une solution
d’hypochlorite de sodium 2,5%. Les graines, ainsi désinfectées, sont lavées a I'eau du robinet suivie d’un ringage a l'eau
distillée sterile. Elles sont ensuite séchées a température ambiante au laboratoire pendant 12 h.

2.4  EFFET DES PLANTES MEDICINALES SUR LES PLANTES DE TOMATE INOCULEES PAR XANTHOMONAS FRAGARIAE DW

24.1 PREPARATION DES EXTRAITS AQUEUX DES PLANTES MEDICINALES CHENOPODIUM AMBROSIOIDES L ET DE ROSMARINUS OFFICINALIS L

Les extraits de Chenopodium ambrosioides L et de Rosmarinus officinalis L (3 extraits pour chaque plante) sont préparés a
la température ambiante du laboratoire. Les différentes concentrations considérées sont 1 % 3 % et 5 %, pour cela et a 'aide
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d’une balance électronique, nous avons pesé 1g, 3g et 5g des feuilles broyées de chaque plante. En suite, on a ajouté a la
quantité pesée 100 ml d’eau distillée dans un bicher en verre pyrex.

24.2 INOCULATION DES GRAINES DE TOMATE

Des graines de tomate de la variété Campbell 33 sont inoculées par 2ml d’une suspension bactérienne de Xanthomonas
fragariae Dw ajustée a 10® UFC ml-1. Pour ce faire, les semences sont mélangées avec la suspension additionnée de 2% de la
gomme arabique (comme substance adhésive a raison d’'un gramme de semences par 10 ml du mélange. Le mélange est mis
sous agitation pendant une heure puis les semences sont séchées sous une hote a flux laminaire pendant une nuit.

243 TRAITEMENT ET DENOMBREMENT DE POPULATION DE XANTHOMONAS FRAGARIAE DW A LA SURFACE DES GRAINES INOCULEES

Aprés l'inoculation des graines, elles sont trempées dans les concentrations des extraits aqueux 1%, 3% et 5% des deux
plantes médicinales a raison de 6 graines par extrait et le mélange est laissé sous agitation pendant une heure. Aprés
séchage des graines, des échantillons de 3 graines par traitement sont pris au hasard pour le dénombrement de
Xanthomonas fragariae Dw. Par la suite Les graines sont mis dans le bouillon phosphaté salin (PBS) sous agitation pendant
20 min, afin d’effectuer une série des dilutions (x10, x100 et x1000). A partir de chaque dilution, on inocule 2 boites du milieu
LPGA par épuisement. Un témoin est réalisé de la méme maniére avec des graines inoculées et non traitées par les extraits.
Trois répétitions sont réalisées pour chaque extrait. L'incubation est réalisée a I'obscurité a 27°C pendant 3 jours.

Les résultats du dénombrement sont exprimés en log ;UFC/graine.
2.4.4  SEMIS DES GRAINES INOCULEES

Les graines correspondant a chaque traitement sont semées dans des pots soigneusement lavées et désinfectées a I'eau
de Javel puis remplies avec un mélange de sol stérile de la forét de Maamora et de la tourbe (1/2, v /v). Les pots sont
étiquetés et placés dans la serre avec arrosage tous les deux jours. Les témoins sont réalisés de la méme maniéere avec des
graines inoculées et non traitées par les extraits des plantes médicinales.

245 IMESURE DES PARAMETRES DE CROISSANCE

Un mois aprés la date d’inoculation des graines de tomate par les suspensions bactériennes de Xanthomonas fragariae
Dw, les parametres de croissance de tomate ont été prélevés, les plantules ont été coupées au niveau du collet. La hauteur
des plantules de tomate a été mesurée du collet a l'insertion de la plus jeune feuille

Les racines ont été séparées du sol par un léger mouvement et lavées sous un courant d'eau afin d'éliminer les particules
du sol adhérentes, et leur poids sec et frais, ainsi que le poids frais et sec des parties aériennes ont été pesés, a l'aide d'une
balance de précision. La biomasse végétative a été mesurée a I'aide d’une balance le méme jour, alors que la biomasse
racinaire a été mesurée aprés égouttage sur papier absorbante pendant une nuit dans les conditions ambiantes du
laboratoire. Le poids sec des plantules et des racines ont été déterminé apres séchage a 43°C pendant 4 jours (McGovern et
al.1992).

2.4.6  ANALYSE STATISTIQUE

Le traitement des données a porté sur | analyse de la variance et le test PPDS (plus petite différence significative). Quant
le résultat de I'analyse de la variance enregistre au moins une différence significative au seuil de probabilité de 5%, un test de
comparaison de moyennes est appliqué sur ces données. Les analyses statistiques ont porté sur les résultats des trois plants.
3 RESULTATS
3.1  EFFET DES EXTRAITS AQUEUX QUE LES PARAMETRES DE CROISSANCE DE TOMATE

Les résultats de I'effet de L'inoculation des graines de tomate de la variété Campbell 33 sur les parameétres de croissance

de tomate suite au traitement par 1%, 3% et 5% des extraits aqueux de Chenopodium ambrosioides L et de Rosmarinus
officinalis L sont consignés dans les tableaux | et Il.
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Tableau | :Effet de concentrations des extraits aqueux des deux plantes sur le poids frais aérien et racinaire ainsi que le poids sec aérien
et racinaire aprés un mois de transplantation.

poids frais poids sec poids sec
Plantes Traitements poids frais aérien (g) racinaire (g) aérien (g) racinaire (g)

1% 25,80a 7,03cd 9,07° 3,94cd
3% 29,41° 7,25% 8,24° 3,25
Chenopodium 5% 32,15° 9,42° 10,49° 6,14
1% 27,27° 10,42° 10,97° 5,26
3% 27,75° 9,80° 10,07° 6,86
Rosmarinus 5% 29,65° 12,7° 11,95° 9,09°
Témoin 25,01 6,14° 8,25° 2,28°

Des lettres différentes sur la méme colonne indiquent que les valeurs sont significativement différentes a P = 0,05 avec le test de Newman et
Keuls

Tableau Il : Effet de concentrations des extraits aqueux des deux plantes sur la hauteur moyenne des plantes de tomate.

Plantes Traitements Hauteur moyenne (cm)

1% 13,64

3% 9,45%°
Chenopodium 5% 16,83
Rosmarinus 1% 15,87
3% 24,21°

5% 21,93%°
Témoin 18,65°"
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Figure 1 : Effet des extrais aqueux de Rosmarinus officinalis L et de Chenopodium ambrosioides L sur les paramétres de croissance de la
tomate inoculée par Xanthomonas fragariae Dw.

L'analyse de la variance au seuil de 5% a montré que les six traitements des extraits de plantes induisaient la meilleure
réponse de sur le poids frais aérien.

Seul le traitement 5% de Rosmarinus officinalis L a eu un effet hautement significatif sur le poids sec de la partie
aérienne. Alors que l'effet de traitements 1% des deux plantes médicinales ainsi que le traitement 3% de Rosmarinus
officinalis L était moyennement significatif et identique pour le poids frais aérien et racinaire.

Les traitements 3% et 5% de Rosmarinus officinalis L ont induit une réponse supérieure a celle de témoin, et ils ont
engendré une croissance axiale (Hauteur) hautement significatif alors que les autres traitements n’ont pas eu d’effet
significatif sur cette croissance.

3.2 EFFET DES EXTRAITS AQUEUX SUR LA POPULATION DE XANTHOMONAS FRAGARIAE Dw

Les traitements des graines de tomate inoculées par la souche de Xanthomonas fragariae Dw, a permis une réduction
plus au moins importante du nombre de population de Xanthomonas fragariae Dw par rapport au témoin. En effet, les
traitements des graines de tomate par les trois concentrations des extraits aqueux de Romarin nous a donné une réduction
importante par rapport aux traitements par les extraits de chenopodium (figure 2).
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Figure 2 : Effet des extraits aqueux de Rosmarinus officinalis L et de Chenopodium ambrosioides L sur le nombre de cellules de
Xanthomonas fragariae Dw & la surface de graines de tomate inoculée exprimé en Log ,,UFC/graine.

4 DISCUSSIONS

Notre travail avait pour objectif d’évaluer I'effet antibactérien in vivo et in vitro des extraits aqueux de Rosmarinus
officinalis L et de Chenopodium ambrosioides L contre la souche de Xanthomonas fragariae Dw. En fait, les extraits aqueux de
ces deux plantes ont été étudiés d’une part afin d’étudier I'effet des traitements par les extraits aqueux de ces deux plantes
sur les parameétres de croissance de plante de tomate inoculée par la souche de Xanthomonas fragariae Dw, et d’autre part
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de mesurer leur capacité de réduction, de la population de cet agent pathogene a la surface des graines de tomate de la
variété campbell 33.

Tous les traitements des graines de tomate inoculées par Xanthomonas fragariae Dw par les extraits aqueux Rosmarinus
officinalis L et de Chenopodium ambrosioides L, ont un effet bénéfique sur les parametres de croissance des plantules de
tomate. En effet, le poids frais et sec aérien, le poids frais et sec racinaire, ainsi que la hauteur des tiges ont été
significativement améliorés par rapport au témoin. Cette amélioration est accentuée lors de I'utilisation du traitement 5% de
Chenopodium ambrosioides L ainsi que lors des traitement 3% et 5% de Rosmarinus officinalis L. Cette augmentation a été
notée aussi bien pour les poids frais que pour les poids sec. Ce qui montre prouve un accroissement général du métabolisme
de la plante. De plus, les résultats de dénombrement de la population de Xanthomonas fragariae Dw nous a montré que
cette souche isolée de la plante du fraisier fraise a pu survivre a la surface des graines de tomate de la variété campbell 33,
ces derniers résultats correlent bien avec ceux de Gent et al (2005) qui ont montré qu’une souche non-fuscans de
Xanthomonas axonopodis pv.phaseoli pouvaient se maintenir sur des plantes non-hétes comme I'oignon avec des tailles de
populations non négligeables comprises entre 10% et 10" UFC/graine. En outre, Soltani et Aliabadi (2012) ont raporté que les
extraits aqueux ainsi que les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L ont un effet significatif sur Xanthomonas
arboricola pv.juglandis. De méme, Mathlauthi, et al (2009) ont évalué I'activité biologique du romarin sur 13 souches
bactériennes, ils ont prouvé que le romarin n’ a un effet antibactérien que sur les bactéries a Gram négatif. Desta et al
(1993) ont démontré que les extraits aqueux de Chenopodium ambrosioides L ont un effet antibactérien trés puissant contre
Staphylocoques aureus et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Dans une autre étude, Amkraz (2013) a montré que Le
prétraitement des semences de tomate, infectées par Clavibater. m. subsp. michiganensis, par les extraits aqueux de toute
une gamme de plantes, a eu un effet significative en réduisant la population du pathogéne a la surface des semences
traitées. Blaestra et al. (2009) ont évalué I'activité antibactérienne in vitro et in vivo des extraits aqueux de deux plantes
médicinales, Allium sativum et Ficus carica, contre des agents pathogénes de la tomate. lls ont démontré que leurs effets
étaient trés satisfaisants puisque les extraits d’Allium sativum et de Ficus carica ont permis de contréler la bactériose de
Clavibacter michiganens a des taux pouvant aller, respectivement, jusqu’a 65% et 38%, en comparaison avec un traitement
standard a base de cuivre (Balestra et al. 2009). De méme, des essais réalisées par Nwachukwu et al (2001) ont montré que
les extraits bruts et aqueux des feuilles de plantes (Ocimum basilicum, Vernonia amygdalina, Azadirachta indica et Carica
papaya) réduisent significativement l'incidence des principaux champignons pathogenes transmis par les semences et
augmentent la germination des graines du haricot africain (Sphenostylis stenocarpa). Récemment, Ravikumar et Garampalli
(2013) ont prouvé que les extraits aqueux de 13 plantes parmi les 39 qu’elles ont utilisées ont une activité antifongique
intéressante envers Alternaria solani.

5 CONCLUSION

L'application des substances naturelles pour le contréle ou la suppression de population d'agents pathogénes a été
récemment imposée par des directives gouvernementales afin de minimiser |'utilisation des pesticides chimiques vu les
préoccupations du grand public relatives d’une part au probléme de résistance aux pesticides chimiques (Martineza et al.
2013) et d'autre part, aux effets néfastes de résidus chimiques sur I'environnement et la santé humaine (Whipps et Lumsden,
2001). Ainsi, plusieurs biopesticides ont été faits récemment (Hynes et Boyetchko, 2006).Ainsi, nos résultats sont
prometteurs et pourraient contribuer au développement futur de biopesticides naturelles pour le contréle. En effet, le
développement d'une méthode fiable de traitement des graines avec les plantes médicinales pour éliminer ou réduire les
inoculums initiaux de I'agent pathogene sur la graine est une application trés intéressante. Le succes de ce processus aidera a
obtenir des graines libres de ce pathogene. D'autres études sont nécessaires pour compléter et confirmer ces résultats dans
le niveau de serre en I'inoculant sur sa plante hote qui la plante de fraisier afin d'estimer le pouvoir de ces plantes pour
prévenir et contréler la tache angulaire dans le fraisier.
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