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GLOSSAIRE

Agreste : site du Service de la Statistique et de la Prospective du Ministere de l'agriculture et de
I'alimentation

Agriculture Biologique : « systeme de production qui maintient et améliore la santé des sols, des
écosystemes et des personnes. Elle s‘appuie sur des processus écologiques, la biodiversité et des
cycles adaptés aux conditions locales, plutdt que sur l'utilisation d’intrants ayant des effets adverses.
L'agriculture biologique allie tradition, innovation et science au bénéfice de I'environnement commun et
promeut des relations justes et une bonne qualité de vie pour tous ceux quiy sont impliqués » (IFOAM,
s.d.).

Analyse HPLC : technigque employée dans les laboratoires d’analyses chimiques consistant a identifier,
séparer et doser des composés chimiques dans un mélange (HPLC : Chromatographie Liquide Haute
Pression, s.d.).

Ascospore : spore sexuée caractéristique des champignons ascomycetes.
Conidie : spore assurant la multiplication asexuée des champignons.

Décoction : méthode d’extraction des principes actifs et/ou des aromes d’une préparation, généralement
végétale, portée a ébullition et maintenue a température pendant une durée variable.

Homoscédasticité : en statistiques, homogénéité de la variance de l'erreur dans I'ensemble formé par
les valeurs observées.

Huile essentielle : «Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
matiere premiéere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. 'huile essentielle est le
plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition » - Définition de la Pharmacopée Européenne citée dans la fiche « Les
huiles essentielles dans la protection des cultures » de I'lTEPMAI (Furet et Bellenot, 2016).

Infusion : méthode d’extraction des principes actifs et/ou des ardmes d’une préparation, généralement
végétale, portée a la température souhaitée sans y étre maintenue.

Macération : méthode d’extraction des principes actifs et/ou des arémes d’'une préparation,
généralement végétale, dans un solvant a froid.

Métabolites secondaires : les métabolites secondaires des plantes sont des composés phytochimiques
biologiquement actifs. lls interviennent dans la survie et I'adaptation écologique des plantes qui les
ont développés et sélectionnés au cours du temps pour se défendre des ravageurs, des pathogénes, et
des plantes concurrentes. Ils assurent des fonctions non essentielles, leur absence n’est pas |étale pour
I'organisme, contrairement aux métabolites primaires. (Wink, 2006 ; Martinez 2012)

Pharmacognosie : étymologiquement la connaissance (gnosis) des poisons (pharmacon), il s'agit de
«I’étude des matieres premiéres et des substance a visée thérapeutique d’origine biologique, c’est a
dire obtenues a partir des végétaux, des animaux ou par fermentation a partir de micro-organismes»
(Bruneton, 1999).

Phytoalexines : « les phytoalexines sont des molécules de faible poids moléculaire. Leur synthese est
induite de novo en réponse a un stress biotique ou abiotique. Produites extemporanément par la plante,
elles s'accumulent au voisinage des sites d’infection et possedent un pouvoir inhibiteur ou toxique vis-
a-vis des micro-organismes ou des cellules végétales ou animales. Elles jouent un role majeur dans la
résistance aux pathogenes [...] » (Pajot et Regnault-Roger, 2008).
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Phytochimie : branche de la chimie qui étudie les substances végétales, leur structure, leur distribution
dans la plante, leurs modifications et les processus de transformation qui se produisent au cours de la
vie de la plante. Elle s’intéresse également aux méthodes d’analyse de ces substances.

Pousse de bourse : rameau qui se développe latéralement sur une bourse (base de l'inflorescence
partiellement porteuse de fruit).

Protéine PR (Pathogenesis Related) : protéines ubiquistes dans le regne végétal, engendrées de facon
locale et systémique, elles s'Taccumulent en réponse a différents stress notamment a la suite d’attaques
par des pathogenes (Pajot et Regnault-Roger, 2008). Certaines attaquent les structures vitales ou
inhibent le pouvoir pathogéne des micro-organismes, tandis que d’autres possedent des fonctions
encore inconnues (Lateur, 2002).

Résistance spécifique : « dépend d’une reconnaissance spécifique entre un gene majeur de résistance
chez la plante et un gene d’avirulence correspondant chez I'agent pathogene. Linfection par un agent
pathogéne induit I'activation de mécanismes de défense de la plante.» (Lateur, 2002)

Résistance induite : se traduit par une augmentation de la capacité d’'une plante a se défendre face
a un large spectre d’agents pathogénes, elle se manifeste par I'activation des mécanismes de défense
naturelle présents dans la plante mais a I'état latent. Ce type de résistance peut étre induit par une large
diversité d’agents, pouvant étre de nature infectieuse ou non. (Lateur, 2002)

Rosette : ensemble des feuilles préformées dans le bourgeon, elles encerclent la base de la pousse de
I'année.

Spore : organe de dissémination des champignons pouvant donner naissance a un nouveau mycélium.
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AVANT-PROPOS

Le mémoire qui suit a été réalisé dans le cadre d’un stage de fin d’études en vue de
I'obtention du diplome d’ingénieur d’Agrocampus Ouest Centre d’Angers en spécialisation
«Protection des Plantes et Environnement en Horticulture».

Encadré par une ingénieure du CTIFL, Anne DUVAL-CHABOUSSOU, le stage a été effectué a la
station d’expérimentations fruitieres de La Moriniére. Celle-ci, stratégiquement implantée sur
la commune de Saint-Epain en Indre et Loire, est a I'interface des grands bassins de production
pomicole du quart Nord Ouest de la France. Le site est principalement constitué d’un verger
conventionnel divisé en vingt-huit hectares de pommiers, cing hectares de poiriers et quelques
trois cent metre carrés de cassissiers, auxquels s‘ajoutent quelques parcelles menées en
agriculture biologique, qui, suite a la derniere conversion en date, s‘approchent timidement
des trois hectares.

Les équipes de la Moriniere travaillent ainsi a construire des références techniques en verger,
principalement de pommiers, a destination des producteurs et des techniciens en vue de
les aider a répondre aux attentes des consommateurs dans une démarche de respect de
I'environnement, et ce, tout en maintenant leur compétitivité. Plusieurs thématiques, allant
de la maftrise de la charge aux problématiques de conservation, en passant par la maitrise des
bioagresseurs, sont approfondies au sein de la station. Celle traitée a I'occasion de ce mémoire
s’inscrit dansle contexte actuel de modification des pratiques agricoles visant a identifier, évaluer
et appliquer des solutions durables de protection des cultures. Elle concourt plus précisément
a l'objectif de réduction des fongicides cupriques et de synthése employés en agrobiologie
et en conventionnel en vue de lutter contre I'agent pathogéne responsable de la tavelure du
pommier, Venturia inaequalis. Les effets de différents extraits végétaux sur le développement de
la tavelure primaire au verger, et sur la germination des spores du champignon in vitro, ont ainsi
été testés, faisant I'objet d’'une étude encore sans précédent a La Moriniére.
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INTRODUCTION

'Union Européenne est a l'origine de 12 a 13 millions de tonnes, principalement issues des vergers
polonais, italiens et francgais, des quelques 60 a 70 millions de tonnes de pommes a couteau produites a
la surface du globe chaque année (Guiavarch et al, 2012 ; Guiavarch, 2015 ; Guiavarch, 2017). En France,
en 2016, approximativement 37 000 ha (Bernadette et Bouchard-Aerts, 2017) dont 3340 certifiés en
agriculture biologique (Agence BIO, 2018) étaient dédiés a cette filiere aux 1,5 a 1,7 millions de tonnes de
fruits par an (Guiavarch et al, 2012 ; Guiavarch, 2015 ; Guiavarch, 2017; FranceAgriMer, 2018). La pomme
a couteau est a la fois le fruit dont les volumes produits sont les plus importants sur le territoire francais
(53% de la production fruitiere) loin devant la péche-nectarine, mais également le plus consommé par
ses habitants qui le préferent a la banane et a la clémentine. La filiere, particulierement organisée et
structurée (développement de variétés club et de marques, présence sur les marchés, organisations
de producteurs et autres opérateurs compétents), revét ainsi une importance économique et sociale
signifiante, notamment a I'export ou elle se chiffrait, en 2016, a un montant supérieur a 535 millions
d’euros (FranceAgrimer, 2018).

A'la téte de 'arboriculture fruitiere mondiale, la pomme a couteau n’en n’est pas moins le fruit recevant
le plus de traitements a I'hectare. De maniére générale, en France, I'lFT (Indice de Fréquence de
Traitement) en culture de pommiers varie de 35 a 43 (Jamar, 2011). La Figure 1 illustre le nombre moyen
de traitements phytosanitaires appliqué en 2011 dans les vergers de pommiers au regard de cing bassins
de production (Agreste, 2015). Selon une enquéte menée en 2012 par le Service de la Statistique et de
la Prospective du Ministere de I'agriculture, les vergers de pommiers frangais ont recu en moyenne 36,4
traitements phytosanitaires (suivide 22,3 pour les péchers et 12,5 pour les abricotiers) (Pujol, 2014). Ces
traitements sont pour pres des trois-quarts des fongicides, dont la grande majorité est tournée contre
I'agent pathogéne responsable de la tavelure du pommier, Venturia inaequalis (Pujol, 2014 ; Agreste,
2015) (Figure 2). Les régions, comme les Pays de la Loire, le Poitou-Charentes et la région Centre, en
raison de leur contexte climatique, en sont de particulierement gros consommateurs ; a l'inverse dans
les régions méditerranéennes, au climat plus sec, la charge de traitements anti-tavelure est allégée
(Pujol, 2014).

La tavelure du pommier provoquée par le champignon Venturia inaequalis (Cke.) Wint. (anamorphe
Spilocea pomi), est effectivement la maladie la plus préoccupante sur pommier. Largement répandue
dans I'ensemble des régions du monde ol sont produites des pommes, elle constitue un défi majeur
pour les arboriculteurs (MacHardy, 1996). Le cycle de Venturia inaequalis (Figure 3) se déroule en deux
phases :

- Une phase saprophyte démarre en automne dans les feuilles tavelées en sénescence. Le mycélium
du champignon alors subcuticulaire migre dans le mésophylle ou se déroule la reproduction sexuée du
champignon, suite a la fécondation entre deux hyphes de signe sexuel opposé. Les spores sexuées, ou
ascospores, commencent leur développement a la fin de I'hiver, elles arrivent a maturité au printemps
pour étre projetées hors de la litiere et disséminées (lorsque les conditions d’humidité et de température
sont réunies), germer, et ainsi initier un premier cycle infectieux.

- La phase parasitaire peut abriter une succession de cycles infectieux a l'origine de l'inoculum
secondaire. La germination et le développement des ascospores (inoculum primaire) sous la cuticule des
tissus végétaux sensibles (feuilles, bourgeons), aboutit a 'émergence de spores asexuées, les conidies,
en surface. Celles-ci peuvent étre transportées sur de nouveaux tissus, les infecter, et s’y multiplier
(inoculum secondaire). Ces cycles de reproduction végétative peuvent se perpétrer jusqu’a ce que
feuilles et pommes aient chuté de I'arbre (Soufflet-Freslon, 2010).

Des lors que le stade phénologique «gonflement des bourgeons» du pommier est dépassé (stade B
du code de Baggiolini), les premiéres contaminations peuvent se déclarer. Leur risque d’apparition,
multifactoriel, est a la fois corrélé aux conditions climatiques (pluviométrie, durée d’humectation des
feuilles, température,...), a I'état du stock de spores projetables (mQres), ou encore a la vitesse de
croissance de l'arbre, les jeunes organes étant particulierement sensibles et pouvant, selon la nature du
traitement (systémique ou non), ne pas étre couverts (Haseli et al, 2005).
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Les symptdmes peuvent se matérialiser sur les limbes et le pétiole des feuilles, les sépales, les fleurs,
les jeunes pousses, les écailles des bourgeons et sur les fruits. Les lésions sur feuilles se produisent a la
fois sur face supérieure (Figure 4) et sur face inférieure. Sur face supérieure, au début de I'infection des
taches circulaires plus claires que les zones saines apparaissent, elles se couvrent ensuite de mycélium
qui irradie du point par le lequel le champignon est entré, les Iésions s’élargissent, se teintent d’un
vert-olive et prennent une apparence duveteuse liée au développement des conidiophores (MacHardy,
1996). Les jeunes fruits sont particulierement sensibles, les Iésions sur ceux-ci sont larges et vont jusqu’a
les déformer, voire les faire chuter. En s'approchant de la maturité, les pommes gagnent en résistance,
ainsi les |ésions provoquées par des contaminations tardives se développent plus lentement (MacHardy,
1996). Une infection des fruits trop rapprochée de la récolte peut étre a l'origine de symptémes de
tavelure dite de conservation. Le champignon compléete son développement en chambre froide et les
taches apparaissent a partir de janvier voire mars, alors que les pommes sont déja stockées (Didelot et
al, 2018).

Les pertes économiques a la fois dues au déclassement des fruits tavelés (Figure 5) (invendables d’un point
de vue qualitatif, notamment esthétique), ainsi qu’a la baisse de productivité du verger, liée aux chutes
des pommes infectées et a I'affaiblissement des arbres (MacHardy, 1996), expliquent le déploiement
de moyens mis en ceuvre pour maitriser la tavelure du pommier. Les stratégies de lutte contre Venturia
inaequalis peuvent étre distribuées en deux catégories. On distingue une stratégie offensive de réduction
des ascospores dans la litiere (traitement de la litiere avec des produits qui limitent le développement
des ascospores ou les détruisent (urée,...), ou, suppression/réduction mécanique de la litiere foliaire
par broyage), d’une stratégie préventive et curative qui vise a protéger les pommiers des infections par
les ascospores et les conidies (fongicides, conduite culturale, résistance génique, mélanges variétaux)
(Soufflet-Freslon, 2010). La majeure partie de la stratégie de lutte contre Venturia inaequalis repose
néanmoins sur 'application de fongicides de synthése et/ou de préparations a base de cuivre.

Pointés du doigt pour leurs effets préoccupants sur I'environnement et la santé humaine, auxquels
s’ajoutent les inquiétudes liées a l'apparition de résistances, les produits phytosanitaires de synthése sont
au coeur du débat actuel de réduction des intrants. Dans cette optique, le plan national Ecophyto (Figure
6) piloté et lancé par I'Etat en 2008 mobilise les acteurs du monde agricole, a travers de nombreuses
actions, pour tenter de « diminuer le recours aux produits phytosanitaires, tout en continuant a assurer
un niveau de production élevé tant en quantité qu’en qualité » (Le plan Ecophyto, quest-ce que c’est ?,
s.d.). D’autre part, la problématique des résidus retrouvés dans les produits anime de nombreux débats,
entre autres alimentés par les associations de consommateurs, mais également par plusieurs rapports
annuels de I'Europe. Ceux-ci statuent qu’environ 40% de la nourriture vendue sur le marché européen
contient des résidus détectables, dont environ 4% dépassent les limites autorisées. Si bien que I'Union
Européenne ne serait en capacité ni d’évaluer ni de maitriser le risque représenté par I'exposition aux
différentes substances chimiques retrouvées dans l'alimentation, plus connue sous le nom d’ « effet
cocktail » (Jamar, 2011). Les limites de résidus imposées par les acheteurs, notamment par les grands
groupes, sont de plus en plus strictes et contraignent sérieusement I'emploi des fongicides de synthese. .
A cela s'ajoute la récente création, par le collectif « Nouveaux Champs » (fédérant de nombreux groupes
tel « Les paysans de Rougeline », « Bluewhale »,...), de la marque « Zéro Résidu de Pesticides » (Figure
7) qui se veut une « troisieme voie entre l'agriculture conventionnelle et I'agriculture biologique » (Le
Collectif Nouveaux Champs, pour le « Zéro Résidu de pesticides », s.d).

Outre les fongicides de synthese utilisés en agriculture conventionnelle, les traitements cupriques
largement employés en agriculture biologique sont également remis en cause. Le cuivre a effectivement
tendance a s'accumuler dans les horizons de surface des sols (Merrignton, 2001), et a augmenter la
mortalité des populations de vers de terre (Jamar, 2011). Des études menées depuis plus de vingt ans au
Japon en verger de pommier ont montré que I'accumulation de cuivre avait des effets dommageables sur
la biomasse et les activités microbiennes, impactant entre autres la dégradation de la matiére organique,
impliquée dans le cycle de l'azote et la nutrition des arbres (Aoyama et Nagumo, 1996 ; Aoyama et
Nagumo, 1997 ; Aoyama et Tanaka, 2013). Les doses de cuivre autorisées en arboriculture sont de plus
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amenées a passer de six a quatre kilogrammes de cuivre métal par an et par hectare, alors qu’en 2002
son utilisation n’était pas réglementée. Certains pays européens limitent déja le cuivre (1,5kg/ha/an
en Suisse) (Haseli et al, 2005), voire I'interdisent compléetement comme au Danemark ou aux Pays-Bas
(Jamar, 2011). Les producteurs ont ainsi tendance a compenser le cuivre avec d'importantes quantités
de soufre avec leurs propres inconvénients (Kéhl, 2007).

LUensemble de ces facteurs va progressivement forcer les producteurs en agriculture biologique
et conventionnelle a effectuer des changements fondamentaux dans leur rapport aux fongicides
synthétiques et cupriques pour lutter contre la tavelure du pommier. Pour y parvenir, plusieurs leviers
d’action existent, I'un d’entre eux réside dans le développement de produits alternatifs. Différentes
substances naturelles ont ainsi été testées en vue d’étre utilisées contre la tavelure du pommier :
- d’origine minérale comme les phosphites (Felipini et al, 2016) et les bicarbonates (Ilhan et al, 2006
; Slatnar et al, 2012 ; Jamar, 2011) ;
- d’origine animale comme le chitosan (Felipini et al, 2016) ;
- d’origine végétale comme la laminarine issue d’une algue brune (Bernardon-Méry et al, 2013), et
toute une gamme diversifiée d’extraits de plantes, tant dans I'espéce que dans la méthode d’extraction
utilisée (extraits aqueux (Gilliver, 1947), extraits alcooliques (Thiesz et al, 2007 ; BaLint et al, 2014),
huiles essentielles (Nagy et al, 2014 ; Muchembled et al, 2017).
Les extraits végétaux a utilité phytosanitaire sont, de maniere générale, relativement peu étudiés. La
préparation et le mode d’action de la plupart d’entre eux reste a ce jour assez obscure et aléatoire, si
bien que la reproductibilité de leurs résultats peut rapidement se trouver limitée. Ce mémoire de fin
d’étude, se consacre a ce sujet et souleve la problématique suivante :

Les extraits végétaux peuvent-ils constituer une piste prometteuse pour réduire l'utilisation des
produits phytosanitaires dans la gestion de la tavelure du pommier ?
Peuvent-ils notamment permettre de diminuer les doses de cuivre et de soufre, largement employés
en agriculture conventionnelle et plus encore en agriculture biologique ? Les extraits testés au verger
ou au laboratoire montrent-ils une efficacité significative, contre V. inaequalis ? Peut-on leur attribuer
un mode d’action en particulier ? Quel mode d’extraction est a privilégier en termes de faisabilité, de
reproductibilité mais également au regard de I'efficacité et du mode d’action recherchés ? Dans quelle
mesure |'utilisation des extraits végétaux peut-elle étre intégrée aux moyens mis en oeuvre pour lutter
contre la tavelure chez les arboriculteurs ?

La démarche empruntée pour répondre a la problématique exposée ci-dessus, a tout d’abord consisté
en une recherche bibliographique internationale (littérature scientifiques et savoirs populaires) sur les
extraits végétaux employés et testés contre la tavelure du pommier in vivo et in vitro. Parallelement
a cette premiere étape, une expérimentation a été menée au verger avec des extraits végétaux
préalablement choisis par Anne DUVAL-CHABOUSSOU. Un travail de caractérisation des extraits testés a
d’autre part été réalisé sur I'ensemble de la durée de I'étude ; a la fois dans un souci de reproductibilité,
tant dans la fabrication que dans l'efficacité, de ces produits complexes dont la qualité et la composition
ne sont que difficilement constantes ; mais également afin d’analyser 'efficacité, voire le mode d’action
(antifongique, Stimulateur des Défenses des Plantes), d'un extrait au regard de sa composition. Enfin,
plusieurs séries de tests de germination sur conidies ont été entreprises au laboratoire avec les produits
testés au verger et avec des extraits végétaux d’intérét, identifiés dans la bibliographie.

La premiere partie de ce mémoire consistera en une synthese bibliographique ciblée sur les extraits
végétaux, et leurs composés phytochimiques, employés et testés en protection des cultures et plus
spécifiqguement contre la tavelure du pommier. La deuxiéme partie visera a étudier 'efficacité in vivo
d’une sélection d’extraits végétaux a travers une expérimentation au verger. La troisieme partie sera
consacrée a exposer les tests de germination réalisés afin d’étudier I'effet d’extraits végétaux sur
la germination de conidies in vitro. Enfin, la quatriéeme et derniere partie, permettra de discuter les
méthodes employées, les résultats obtenus, et d’envisager les perspectives inhérentes a cette étude.






I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
A. Les extraits végétaux a utilité phytosanitaire

1. Extraits végétaux et protection des plantes : présentation, avantages et limites
a. Les extraits végétaux a utilité phytosanitaire d’hier a aujourd’hui

Les extraits de plantes a utilité phytosanitaire sont emprunts d’une bien plus longue histoire que la
plupart des autres pesticides, ils s’intégraient déja a I'Antiquité aux activités agricoles des peuples.
Chinois, Grecs et Romains recouraient ainsi aux préparations a bases de plantes, a coté de l'arsenic
et du soufre, pour protéger leurs cultures en particulier des ravageurs comme les insectes ou les
rongeurs. C’est plus tard, au siecle des Lumieres (XVIlléme), que le domaine de la phytoprotection a vu
les premieres approches scientifiques se conjuguer aux pratiques empiriques ancestrales, pour conduire
au développement de l'utilisation des extraits végétaux a la fin du XIXeme siécle. A cette époque, les
travaux se sont majoritairement concentrés sur les propriétés insecticides ou insectifuges des extraits
; ceux entrepris a I'égard de leur caractere antifongique sont, a l'inverse, beaucoup plus récents.
(Regnault-Roger et al, 2008b) Délaissés au profit du développement des produits phytosanitaires de
synthése le siecle dernier, les extraits végétaux bénéficient aujourd’hui d’un regain d’intérét notamment
corrélé a la prise de conscience environnementale d’une partie de la société, et a I'engouement des
consommateurs, désormais sensibles aux questions de durabilité soulevés par le modele agricole actuel,
et avertis quant a ses effets indésirables sur les organismes non cibles, pour une agriculture dite plus
« naturelle ». Face a I'apparition de résistances et a des cahiers des charges de plus en plus restrictifs
vis-a-vis des produits phytosanitaires, les extraits végétaux sont aussi percus comme un outil pouvant
étre intégré a la mise en place d’un systéme de lutte alternatif (intégrant des méthodes variées d’ordre
physique, biologique et génétique) en réponse aux impasses techniques rencontrées dans le cas de
cultures pour lesquelles les produits phytosanitaires sont inefficaces ou inacceptables (Regnault-Roger
et al, 2008b). Encore relativement peu étudiés par le monde de la recherche scientifique, les extraits
végétaux font néanmoins I'objet d’utilisations a la ferme par certains agriculteurs. La majeure partie
des connaissances disponibles a ce sujet pour les producteurs et les jardiniers amateurs, sont souvent
transmises a l'occasion de formations ou de suivis techniques dispensés par des conseillers agricoles.
Toute une gamme de propriétés- en autres a caractére insecticide, insectifuge, fongicide, stimulateurs
de défense des plantes, antigel, herbicide...- pouvant différer en fonction de nombreux parametres,
leur sont attribuées (Bertrand et al, 2004 ; Rai et Carpinella, 2006 ; Petiot et Bertrand, 2008 ; Lyphout,
2015 ; AgroBio47, 2012 ; Gontier et al, 2008). Ces informations « phytothérapeutiques » restent assez
empiriques et peu renseignées, elles sont le siege d’une importante quantité de données, parfois
contradictoires, si bien qu’il est difficile d’appréhender l'efficacité, de comprendre le mode d’action,
et ainsi, de maftriser l'utilisation de produits aussi complexes que les extraits végétaux de maniere
reproductible.

b. Définition et délimitation dans le cadre de I’étude du terme « extraits végétaux »

L’ édition 8.5 de la Pharmacopée Européenne décline les extraits végétaux en préparations « liquides
obtenues par extraction (extraits fluides et teintures), semi-solides obtenues par évaporation du ou des
solvants ayant servi a leur production (extraits mous et oléorésinés), et solides obtenues également par
évaporation du solvant ayant servi a leur production (extraits secs) » (Della-Torre et Bellenot, 2016).
Dans la mesure ou ils ne subissent pas de processus de purification, les extraits végétaux peuvent étre
considérés tels de véritables « cocktails » complexes de molécules, dont quelques rares sont identifiées
voir quantifiées (traceurs) mais dont la plupart restent inconnues (Mairel, 2017). La notion de «totum»
revét une importance particuliere dans la définition des extraits végétaux, elle considéere en effet Ia
complexité et I'intégrité de leur composition moléculaire. Un extrait végétal peut également se définir
selon une plante, un solvant, un mode d’extraction, eux-mémes constitués de plusieurs parametres.






La plante

- 'espece botanique et le chémotype : tous les genres et especes d’'une méme famille botanique revétent
des caractéristiques chimiques variées. La différence peut exister au sein d’une méme espece voir d’une
méme variété avec des plantes appartenant a des chémotypes différents (Mairel, 2017 ; Jari¢ et al, 2015
; Pallag et al, 2016)

- 'organe : la composition chimique d’une plante peut étre totalement différente d’un organe a l'autre
(Gilliver, 1947, Bruneton, 1999 ; Wink, 2006), aussi, un extrait est également défini par la partie de la
plante utilisée pour I'élaborer (feuilles, fleurs, ensemble des parties aériennes, bois, écorces, racines,
fruits,...)

- le stade physiologique des plantes (avant, pendant ou apres fleur par exemple) et I'age des organes
récoltés au moment de la cueillette peuvent fortement moduler la concentration en métabolites actifs
dans les végétaux et extraits qui en sont issus (Regnault-Roger et al, 2008a ; Jari¢ et al, 2015)

- I'état de la plante, frais ou sec (et selon les parametres du séchage : durée, température, exposition a
la lumiere) entre également dans la définition d’un extrait (Gilliver, 1947; Bertrand et al, 2004 ; Petiot et
Bertrand, 2008 ; Mairel, 2017)

Le solvant

Le solvant utilisé pour I'extraction définit la nature et la composition chimique de I'extrait qui en résulte
(Mairel, 2017 ; Gurjar et al, 2012). Différents solvants sont utilisés en extraction végétale (eau, huile,
acétone, éthanol, méthanol,...), certains étant plus particulierement réservés a l'usage professionnel.
Bien que les solvants organiques comme le méthanol ou I'éthanol permettent d’obtenir des extraits avec
une activité antimicrobienne plus homogéne que l'eau, celle-ci reste néanmoins le solvant universel
utilisé a cet effet. Les propriétés d’un bon solvant d’extraction végétale résident dans sa faible toxicité,
sa facilité d’évaporation a faible température, son incapacité a complexer ou dissocier |'extrait et sa
capacité a conserver I'extrait. (Gurjar et al, 2012)

Le mode d’extraction

Statique ou dynamique, a chaud ou a froid, longue ou courte, unique ou répétée, la nature du procédé
d’extraction est retenue pour sa sélectivité et son efficacité pour extraire les molécules recherchées.
(Della-Torre et Bellenot, 2016 ; Mairel, 2017 ; Bertrand et al, 2004 ; Petiot et Bertrand, 2008). Ainsi,
différents modes opératoires existent, parmi eux, infusion, décoction, macération, distillation par
entrainement a la vapeur (huiles essentielles),... sont modulés par des parametres de température et de
durée d’extraction.

Cette étude considérera uniquement les extraits d’intérét dans la lutte contre les maladies fongiques,
et s’intéressera principalement a ceux issus de procédés d’extraction de type décoction, infusion,
macération (et non des extraits fermentés) et composés d’'un mélange complexe de molécules car
n‘ayant pas subi de purification. Les huiles essentielles, ne seront pas traitées dans le cadre de cette
étude, bien que I'un des produits testé par la suite en contienne.

c. Avantages et limites des extraits végétaux

Lutilisation d’extraits végétaux en protection des cultures présente des intéréts non négligeables
auxquels s'apposent néanmoins plusieurs limites.

Produits a partir de ressources renouvelables et potentiellement disponibles en quantité (Mulholland
et al, 2017), les extraits végétaux constituent des solutions de lutte particulierement durables. Ils sont,
de par leur origine naturelle, rapidement et facilement biodégradables (Della-Torre et Bellenot, 2016
; Gurjar et al, 2012), et leur intégration aux programmes phytosanitaires permettrait de diversifier les
méthodes de lutte et participerait ainsi a limiter 'apparition de résistances (Della-Torre et Bellenot,
2016). De plus, la richesse et la complexité moléculaires au sein d’un méme extrait, son « totum »,
peuvent lui conférer plusieurs modes d’action a la fois, sollicitant simultanément différents mécanismes
physiologiques (par opposition aux pesticides ne disposant que d’une seule cible moléculaire), et ainsi
retarder I'apparition de populations résistantes (Regnault-Roger et al, 2008a ; Wink, 2006). Enfin, les
extraits végétaux, sont souvent percus par les agriculteurs quiy ont recours comme une solution pouvant
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étre élaborée localement a partir de plantes présentes dans I'environnement immeédiat, a moindre co(t
et synonyme d’autonomie. (Gurjar et al, 2012 ; Petiot et Bertrand, 2008)

La limite majeure a l'utilisation des extraits végétaux en agriculture réside dans leur efficacité partielle
et hétérogéne qui tend largement a les décrédibiliser. Leur complexité nécessite la prise en compte
de nombreux parameétres, tant dans leur fabrication que dans leur application (doses, moment
d’application,...). Les méthodes d’extraction ne sont pas standardisées (Gurjar et al, 2012) et un manque
de controle dans la formulation des extraits (profils chimiques et dosages) pénalise la constance de leur
qualité et la reproductibilité de leurs effets (Lateur, 2002 ; Gurjar et al, 2012 ; Mairel, 2017). D’autre part,
bien que leur rapide dégradation dans I'environnement soit percue comme un atout, elle en constitue
également un inconvénient (Gurjar et al, 2012). Enfin, naturel n’étant pas synonyme d’innocuité, certains
composés phytochimiques des extraits végétaux peuvent avoir des effets néfastes sur la santé humaine,
la plante sur laquelle ils sont appliqués (phytotoxicité), et I'environnement (Gurjar et al, 2012).

2. Les métabolites secondaires au service de la défense des plantes
a. Introduction aux métabolites secondaires : des composés phytochimiques variés

Présentation

Les plantes produisent deux types de métabolites : les métabolites primaires (lipides, glucides,
protéines,...) produits du métabolisme primaire (respiration, photosynthese,...) sont présentes chez
toutes les espéces botaniques ; a I'inverse, I'ensemble complexe constitué des métabolites secondaires
(MSs) d’une plante, varie trés largement d’un individu a l'autre (espece, organe, stade,...) (Wink, 2006 ;
Regnault-Roger et al, 2008b ; Martinez, 2012). Ces composés biologiquement actifs ont un réle clé dans
la survie et 'adaptation écologique des plantes qui les ont développés et sélectionnés au cours du temps
pour se défendre des ravageurs, des pathogenes et des plantes concurrentes (Wink, 2006 ; Martinez,
2012). Les MSs du regne végétal seraient représentés par plusieurs centaines de milliers de composés
différents aux propriétés et activités variées, dont antifongiques (Wink, 2006 ; Gontier et al, 2008b)

Composés pré- ou post-infectionnels
Pour défendre les plantes de maniére effective, les MSs se doivent d’étre présents dans la plante au
moment propice et a la juste concentration (Wink, 2006). Celles-ci ont ainsi développé plusieurs stratégies
vis-a-vis de la production des MSs et qui permettent de distinguer ces derniers selon différentes classes
d’occurrence.
Les composés pré-infectionnels, eux-mémes constitués de deux sous-classes :
- les pro-inhibitines préexistantes dans la plante en quantités adéquates pour endiguer le
développement de microorganismes in vivo ,
- les inhibitines préexistantes dans la plante en trop petites quantités en I'état pour étre effectives
mais dont les teneurs augmentent suite a I'infection pour atteindre des doses toxiques.
Les composés post-infectionnels, également subdivisés en deux sous-classes :
- les post-inhibitines préxistantes dans la plante sous une forme inactive, elles sont converties en
substances actives suite a I'infection au moyen d’une réaction biochimique courte et simple
- les phytoalexines, elles aussi toxiques et dont la biosynthése se produit suite a I'infection par
activation d’un systeme enzymatique latent ou par l'arrét de la répression de certains genes. (El
Modafar et al, 2008)
La distribution des MSs en différentes classes de composés n’est pas nette ni évidente, par exemple,
dans la mesure ou un méme composé peut étre préexistant chez une espece mais faire I'objet d’une
synthése suite a une infection chez une autre (Grayer et Harborne, 1994). Grayer et Harborne ont
produit une synthése du travail réalisé jusqu’a 1994 sur la caractérisation des métabolites antifongiques
des plantes, ils y recensent ainsi un trés grand nombre de composés gu’ils distinguent en deux groupes,
les trois catégories d’inhibitines d’un coté et les phytoalexines de l'autre (Grayer et Harborne, 1994).
Les composés sont listés sous forme de tableaux selon I'espéece, I'organe et la famille botanique dans
laquelle ils sont présents, et le champignon contre lequel ils agissent.
Familles chimiques






Siege d’'une immense diversité structurale, les MSs végétaux appartiennent a diverses familles
chimigues. Les composés reconnus pour leur activité a 'encontre des agents pathogenes fongiques sont
particulierement représentés, parmi les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Cette
partie s’attachera plus particulierement a présenter certaines sous-familles de composés phénoliques
comme les acides-phénols, les flavonoides et isoflavonoides, les coumarines et les tannins, et les
saponosides appartenant a la famille des terpenes. Ces derniers regroupent des composés étant a la
fois particulierement impliqués dans la défense des plantes contre les champignons, et extractibles par
infusion, décoction ou macération.

Les acides-phénols sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires qui peuvent les
extraire, de préférence a partir de matériel végétal frais et a basse température (30°C) compte tenu de
leur fragilité (Bruneton, 1999). Ces molécules peuvent a la fois avoir une activité fongicide mais leur trés
forte affinité avec les protéines peuvent également leur permettre d’inhiber des enzymes essentielles
aux champignons pour infecter une plante. Beaucoup d’acides phénols sont reportés dans la littérature
comme étant des composés constitutifs de type post-inhibitines, comme par exemple I'acide benzoique,
protocatéchique, gentisique ou encore 'acide gallique capable d’inhiber champignons pathogenes et
saprophytes. D'autres dont la distribution diffuse dans la plante, tendent a s'accumuler suite a une
infection, c’est par exemple le cas des acides chlorogénique, p-coumarique, férulique, caféique ou
sinapique. (Grayer et Harborne, 1994)

Si les flavonoides sont presque toujours hydrosolubles et solubles dans les alcools, ce n’est pas le cas
de tous (rutoside, hespéroside), ils répondent ainsi a des procédures d’extraction variables (Bruneton,
1999). Le role de beaucoup de flavonoides dans la protection des plantes aux pathogenes est reporté,
en tant que phytoalexine ou, en tant que composé constitutif ( c’est-a-dire, les différentes inhibitines).
Les flavones et les flavonols sont les sous-classes de flavonoides les plus souvent associées a des activités
antifongiques (Grayer et Harborne, 1994 ; Gurjar et al, 2012 ; Wink, 2006).

Les coumarines, dont la plupart sont solubles dans les alcools et dans I'eau (Bruneton, 1999), sont
également riches en composés antifongiques. Parmi eux, la coumarine, la scopoletine, I'esculetine,
I"herniarine, 'ombelliferone,... Les coumarines sont a la fois des composés dits constitutifs, mais sont
également des phytoalexines connues au sein de plusieurs familles botaniques (Grayer et Harborne,
1994).

Les tannins dont I'effet antifongique a également été démontré (Bruneton, 1999 ; Gurjar et al, 2012 ;
Wink, 2006) sont des molécules de stabilité variable selon leur structure et le milieu d’extraction. Ainsi,
lors d’'une extraction a I'eau bouillante de type décoction, certains tannins peuvent se décomposer plus
ou moins rapidement en d’autres composés (Bruneton, 1999).

Les saponosides (terpenes) sont tres représentées chez les végétaux, bien que présentes en quantités
notables, leur extraction n’en est pas néanmoins délicate compte tenu de la forme complexe du
mélange sous lequel elles se trouvent (Bruneton, 1999). l'activité antifongique des saponosides et leur
role dans la défense des plantes, probablement dus a leur réaction avec les stérols membranaires de
I'agent phytopathogéne, est largement renseignée (Bruneton, 1999 ; Hostettmann et Marston, 2005).
lls ont fait 'objet d’études qui citent notamment des molécules comme la sarsaparilloside (Wink, 2006),
I"hédéragenine, I'hédérine du lierre Hedera helix et I'aescine du marronier (Grayer et Harborne, 1994).

b. Modes d’action des métabolites secondaires

Les MSs qui jouent un réle dans la défense des plantes face aux agents pathogénes fongiques peuvent
opérer selon deux modes d’action, direct ou indirect.

Effets directs

Certains MSs des plantes interferent directement avec l'organisme phytopathogéne pour lequel
ils sont toxiques. lls peuvent avoir un effet fongicide (tue le champignon), fongistatique (bloque le
développement et la reproduction des champignons) ou affectant le pouvoir pathogene du champignon
(inhibition des enzymes parasitaires, blocage de la synthese de toxines parasitaires) (El Modafar et al,
2008 ; Martinez, 2012). Dans cette optique, les MSs doivent étre capables d’interférer avec des cibles
moléculaires adéquates comme les membranes, les protéines ou les acides nucléiques (Wink, 2006
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Tableau 1 : Interaction moléculaire avec leur cible de quelques métabolites secondaires impliqués dans
la défense des plantes aux agents pathogeénes, d’aprés Michael Wink (Wink, 2006)

source : Charlotte BODART, 2018 (d’apres Wink, 2006)

Interaction moléculaire

Métabolite secondaire

Terpéne saponoside sarsaparilloside
) Interactions |Terpéne monoterpéene ocimene
Biomembranes et K N .
. ) non- Terpéne monoterpene alpha-pinene
protéines membranaires . . R )
covalentes [Terpéne sesquiterpene  |cadinene
Terpéne diterpéne phyllocladene
Composé phénolique |tanin pentagalloylglucose
. Composé phénolique  [tanin dimeric procyanidin B4
Interactions c P ’ph’ I'q th . h ”p ¥
om
covalentes pos? p c-f-no !que an raq"umone ypericine
Composé phénolique |flavonoide kaempferol
Composé phénolique |acide phénol acide rosmarinique
. Composé phénolique |acide phénol acide salicylige
Protéines c P ’ph’ I'q i P dobh ”ytq.
om
Interactions ?ose phénolique |$nan? podophy .o oxine
o Terpéne diterpéne atractyloside
spécifiques, . .
ligand- Alcaloide hyoscyamine
, Alcaloide lupanine
récepteur . -
Alcaloide physostigmine
Alcaloide vinblastine
Composé phénolique  |furocoumarine |psoralen
Terpéne sesquiterpéne ptaquiloside
. . Alcaloide harmaline
Acides nucléiques . X
Alcaloide emetine
Alcaloide sanguinarine
Alcaloide dictamine

Résistance

1) Epaississement des structures pariétales

réle de barriere mécanique : inhibition de la propagation de virus de cellule a
cellule et inhibition de la propagation intercellulaire de micro-organismes
fongigques et bactériens

résistance des structures a la dépolymération par des enzymes produites par
le micro-organisme

2) Stimulation de voies métaboliques secondaires telles que

production d'antimicrobiens (phytoalexines)

production d’éthyléne, d'acide salicylique

voies oxydatives

voie aromatique dérivée de la phénylalanine (PAL, OMT)

3) Production de protéines PR (Pathogenesis-Related) qui

attaquent les structures vitales du micro-organisme (structures parietales et
membranes plasmiques : chitinases/lysozymes, -1,3-glucanases, ud-amylases,
"thaumatin-like”)

inhibent les facteurs du pouvoir pathogéne émis par le micro-organisme
(inhibiteurs de protéases et de polygalacturonases)

possedent, pour certaines, des fonctions encore inconnues

Figure 8 : Changements métaboliques associés a la résistance des plantes

source : Lateur, 2002

— Champignons, bactéries, virus, nématodes, insectes

— Fractions de parois cellulaires de champignons et
bactéries, extraits de plantes, d'algues, de champignons,
de levures, de bactéries et d'insectes (glucanes,
chitosanes, poly- ou oligo-saccharides)

— Phosphate de potassium et de sodium, chlorure de fer et
de manganése, silice, phosphonate de potassium,
phoséthyl d’aluminium, acide borique, sulfate de cuivre

— Glycine, acide glutamique, acides a- et p-amino-
butyriques, D-phénylalanine, D-alanine et DL-tryptophane

— Acide salicylique, acides gallique et vanillique

— Acide D-galacturonique, acides oxalique et polyacrylique

— Acides oléique, linoléique, linolénique et arachidonique

— Paraquat, chlorate de soude, oxyde nitrique, prohe-
xadione-calcium

— Acide 2,6-dichloroisonicotinique, acibenzolar-S-méthyl,
propenazole

— Acide jasmonigue, éthylene

— Riboflavine

Figure 9 : Principaux agents aux propriétés d’activation de la

résistance induite des plantes

source : Lateur, 2002




; Gurjar et al, 2012). Plusieurs MSs interferent effectivement avec la perméabilité des membranes,
les plus connus sont les saponosides, trés répandues au sein du regne végétal, les mono-, sesqui- et
triterpénes sont également connus pour perturber la fluidité des membranes, ils agissent de maniere
non-spécifique. D’autres MSs ciblent les protéines des membranes. La plupart des MSs connus dans
la nature interagiraient avec les protéines, beaucoup de facon non sélective, d’autres sont capables
de moduler l'activité des protéines de maniere spécifique en se liant aux sites actifs de récepteurs ou
d’enzymes. UADN et les enzymes en relation avec 'ADN constituent également une cible moléculaire
privilégiée des MSs. Le Tableau 1 illustre ces interactions moléculaires a l'aide de quelques composés a
titre d’exemple (Wink, 2006).

Effets indirects

Les MSs peuvent également avoir un mode d’action indirect en induisant des changements métaboliques
associés a la résistance au sein de la plante, avec notamment I'epaississement des structures pariétales
de la plante, la stimulation du métabolisme secondaire (pour produire d’autres MSs impliqués dans la
résistance), ou la production de protéines PR (Pathogenesis-Related) (Figure 8) (Lateur, 2002 ; Pajot et
Regnault-Roger, 2008). Lateur développe les perspectives offertes par la résistance systémique induite
(par opposition a la résistance spécifique) qui peut étre provoquée par des traitements a l'aide de
composés naturels. Il montre en effet que ces réactions de stimulation des mécanismes de défense de la
plante ne sont pas spécifiques et peuvent étre induits par une diversité impressionnante d’agents dont
les extraits de plantes et leurs composés (Figure 9). Les composés phénoliques font partie des MSs a
effet indirect, il a ainsi été démontré que certains (lignine et subérine) ont la propriété de renforcer les
parois végétales en formant une barriere mécanique qui protége de l'action des enzymes et empéche
le passage des toxines du champignon vers la plante et des nutriments de la plante vers le champignon
(EI Modafar et al, 2008 ; Martinez, 2012). Certains comme les hydroxycoumarines et |'épicatéchine
sont capables d’induire la biosynthése de phytoalexines, la scopolétine et de 'acide salicylique sont
impliqués dans le déclenchement de la réaction d’hypersensibilité, tandis que d’autres, comme certains
flavanes ou tannins, parviennent a priver I'agent pathogene de ressources nutritives en complexant et
réduisant la disponibilité en ions essentiels (El Modafar et al, 2008).

Cas particulier du pommier et de V. inaequalis

Plusieurs études ont montré I'implication prononcée de composés phénoliques dans la résistance du
pommier a V. inaequalis (Treutter et Feucht, 1990 ; MacHardy, 1996 ; Mayr et al, 1997 ; Lateur, 2002 , El
Modafar et al, 2008). Certains flavonoides, les flavan-3-ols, en augmentant et en s'accumulant dans les
tissus infectés par V. inaequalis créeraient un environnement toxique pour le pathogene ainsi restreint
dans son développement (El Modafar et al, 2008). Treuter et Feucht ont tres t6t montré que les cultivars
résistants contenaient des teneurs en flavan-3-ols 3 a 6,5 fois plus hautes dans leurs tissus que dans
ceux des cultivars sensibles (Treutter et Feucht, 1990). Grayer et Harborne indiquent néanmoins que
d’autres études n‘ont pas permis de prouver la corrélation positive en résistance a la tavelure flavan-3-ols
préformés (Grayer et Harborne, 1994). Un autre flavonoide, la phlorétine (accompagné de la phloridzine
et de I'acide phlorétique), fait également l'objet de controverses quant a son réle dans la réistance des
pommiers a la tavelure. Sa teneur augmentant avec celle de la résistance a la tavelure, la phlorétine
s’est vu attribué un réle directe dans la défense du pommier contre V. inaequalis (Lateur 2002), Grayer
et Harborne rapportent néanmoins que ce composé n‘aurait pas d’action antifongique a I'inverse d’une
guinone en laquelle ils se transforment, qui serait elle un composé fongicide (Grayer et Harborne, 1994).

B. Extraits végétaux et lutte contre V. inaequalis : état des connaissances

Cette seconde partie se veut un état des connaissances scientifiques et empiriques existantes autour de
I'utilisation d’extraits végétaux a utilité phytosanitaire dans la maitrise de la tavelure du pommier. Une
recherche bibliographique internationale a ainsi recensé les travaux de recherche et d’expérimentation
réalisés a ce sujet, a cOté des usages et recommandations qui en sont déja faites sur le terrain. Ces
informations sont traitées dans un tableau scindé en deux parties, la plus conséquente d’entre elles est
réservée aux extraits ayant fait I'objet d’études scientifiques (Tableau 2.a). Pour chaque référence, elle
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indique les extraits testés (plante, nature du solvant et/ou mode d’extraction, molécule active, dose) et
les résultats observés (sur une échelle allant d’une efficacité « trés bonne » a «non significative » selon
la nature de I'expérimentation (in vivo dans un verger productif, sur des plantules ou des jeunes plants
généralement sous serre, ou in vitro sur conidies ou ascospores de V. inaequalis). Des commentaires
peuvent fournir des informations complémentaires aux résultats, et renseigner parfois sur le mode
d’action supposé ou démontré de I'extrait. La seconde partie du tableau (Tableau 2.b) regroupe les
informations issues de la littérature populaire et d’'une enquéte menée aupres d’arboriculteurs, de
conseillers et de formateurs, en Agriculture Biologique.

1. Des études de natures diverses et variées
a. Une diversité de plantes et de modes d’extraction

La nature des extraits végétaux testés ou employés a I'encontre de V. inaequalis est spécialement
diversifiée, tant dans 'espéce botanique utilisée que dans son mode d’extraction, tous deux déterminants
des molécules actives composant I'extrait, auxquelles s'ajoutent les doses expérimentées.

Plus d’une quarantaine d’especes botaniques sont ainsi citées, la famille des LAMIACEAE est
particulierement représentée, avec notamment le thym Thymus vulgaris faisant 'objet de plusieurs
études (Thiesz et al, 2007 ; BaLint et al, 2014 ; Nagy et al, 2014 ; Muchembled et al, 2017).

Parmi les produits testés, certains ont été extraits a I'eau, mais la plupart sont des extraits alcooliques
ou des huiles essentielles issues d’un processus de distillation (a I'exception des essences d’agrumes,
obtenues par expression a froid par pressage (Fernandez et Chémat, 2012)). A l'inverse, I'ensemble des
plantes citées dans la littérature populaire ou provenant de savoirs ancestraux, sont extraites a I'eau par
des modes opératoires simples de décoction, d’infusion ou de macération.

b. Une distribution inégale des études menées in vitro et in vivo

Une majeure proportion des travaux de recherches a consisté a étudier la capacité des extraits végétaux
a empécher la germination et le développement des spores asexuées (conidies) ou sexuées (ascospores)
de V. inaequalis in vitro (Gilliver, 1997 ; Bengtsson et al, 2006 ; Thiesz et al, 2007 ; Nagy et al, 2014
; Muchembled et al, 2017;...). Ce type d’étude permet uniquement de conclure sur les propriétés
antifongiques de I'extrait, mais ne permet pas de juger ses capacités a stimuler les défenses du pommier
face a V. inaequalis. Ce dernier point pourrait notamment étre exploré au moyen d’expérimentations
in vivo au verger ou sous serre sur plantules, confrontées a des tests de germination. La bibliographie
recense relativement peu d’études menées sur pommier, certaines montrent néanmoins l'intérét de
certains extraits dans la maitrise de la tavelure avec des effets significatifs notables sur le développement
de la maladie sur feuilles et/ou sur fruits (Navarro et al, 2013 ; BaLint et al/, 2014 ; Marchand et a/ 2014
; Jamar, 2011)

c. Des connaissances issues de recherches scientifiques et de pratiques et savoirs empiriques

Comme le remarquent déja les paragraphes précédents, des différences notables séparent les
informations provenant des deux domaines de connaissances. En dehors du mode d’extraction, il est
important de remarquer que la plupart des extraits provenant des pratiques populaires n‘ont pas été
expérimentés dans le domaine académique, et ne peuvent ainsi pas bénéficier du crédit que pourrait
potentiellement leur apporter ce type d’études.
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2. Extraits, plantes, et molécules d’intérét dans la lutte contre la tavelure du pommier
a. Les plantes a saponosides

Parmi les plantes dont I'efficacité des extraits a été évaluée avec succes au sein des différents articles,
il s’avere que nombre d’entre elles sont des espéces connues de la pharmacopée pour leurs teneurs
en saponosides comme, Yucca schidigera, Hedera helix, Saponaria officinalis, Ranunculus ficaria,
Quillaja saponaria, Medicago lupulina (Bruneton, 1999 ; Hostettmann et Marston, 2005), Primula
vulgaris, Caltha palustris (Hostettmann et Marston, 2005) ou encore Aesculus hippocastanum (Grayer
et Harborne, 1994). Les extraits issus de certaines de ces especes se sont avérés particulierement
prometteurs dans leur capacité a la fois a inhiber la germination des spores de V. inaequalis in vitro et a
maftriser le développement de symptémes de tavelure in vivo , c’est notamment le cas du lierre Hedera
helix (Gilliver, 1947 ; Bengston et al, 2004), la saponaire Saponaria officinalis (Bengston et al, 2004 ) les
spécialités commerciales Norponin® a base de Yucca schidigera (Bengtsson et al, 2006 ; Bengtsson et al,
2009 ; Jamar 2011 ) et QL AGRI TM 35 a base de Quillaja saponaria (Jamar, 2011).

b. Autres extraits végétaux d’intérét

En dehors des substances végétales citées ci-dessus pour leur richesse en saponosides, plusieurs autres
extraits de plantes ont montré des effets intéressants de maitrise de la tavelure du pommier. En 1947,
Gilliveravaitdéjaidentifié plus de quatre cents espéces botaniques dont les extraits (plante séchée, réduite
en poudre et diluée dans de I'eau distillée) inhibaient complétement, a doses variables, la germination
du champignon en conditions expérimentales in vitro (Gilliver, 1947). Des études plus récentes relévent
notamment les propriétés antifongiques d’extraits de peuplier Populus nigra (Thiesz et al, 2007 ; BaLint
et al, 2014). Thiesz et al. montrent d’abord en 2007 le pouvoir anti germinatif d’extraits alcooliques
de Populus nigra (I'organe utilisé n’est pas précisé) a coté de trois autres especes sur ascospores de
V. inaequalis in vitro a une dose de 6%, d’autant plus prononcé a la dose 3% . Quelques années plus
tard, ces résultats sont confirmés par une équipe de chercheurs turcs qui teste a nouveau un extrait de
Populus nigra (bourgeons) a coté des mémes espéces botaniques (cette fois extraites a I'hexane). Leurs
résultats indiquent non seulement l'efficacité antifongique de I'extrait a faible dose (1%) sur conidies in
vitro, mais montrent également, au verger, une sévérité d’infestation sur fruits significativement réduite
(BaLint et al, 2014).
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Il - ETUDE DES EXTRAITS IN VIVO SUR LE DEVELOPPEMENT DE LA TAVELURE DU POMMIER AU
VERGER

A. Objectifs de travail et hypothéses

Les méthodes de soin des plantes par les plantes ont fait I'objet d’études scientifiques rigoureuses
et poussées, mais jusqu’a lors, peu nombreuses. Néanmoins, les travaux de recherche relatifs aux
extraits végétaux pour la protection des cultures sont aujourd’hui amenés a se multiplier en raison
du contexte agricole européen actuel de réduction des produits phytosanitaires et qui se traduit par
un vif engouement pour des moyens de lutte d’origine « naturelle ». A I’'heure actuelle, une majorité
des références disponibles a ce sujet réside dans des savoirs populaires. Ceux-ci sont en grande
partie divulgués par quelques grandes figures autodidactes de la phytothérapie végétale, a travers les
ouvrages qu’elles publient, les enseignements qu’elles dispensent dans leurs centres de formation, ou
les journées techniques (organisées par les chambres d’agriculture, les associations de développement
de I'Agriculture Biologique,...) qu’elles animent.

Le volet de ce mémoire a pour but de tester des traitements a base de plantes décrits comme ayant
des effets contre la tavelure du pommier, mais dont I'efficacité n’a pas encore été scientifiquement
prouvée, de comparer leurs efficacités et d’en comprendre I'origine. Dans cette optique, deux objectifs
dépendants sont poursuivis :

- Le premier vise a mettre une sélection de traitements a base d’extraits végétaux, préconisés par certains
experts pour lutter contre la tavelure du pommier, a I'épreuve de 'expérimentation en conditions de
production. Il concourt plus précisément a étudier le potentiel des extraits a réduire les quantités de
cuivre utilisées dans les vergers de pommier en vue de lutter contre la tavelure lors de I'application de
traitements cupriques (soit la quasi-totalité des traitements contre la tavelure en Agriculture Biologique
et certains en agriculture conventionnelle).

- Le second cherche a caractériser chimiquement les extraits végétaux testés. Il recourt a des notions
de phytochimie, discipline qui, intégrée a une fine connaissance des pathosystemes, est essentielle
a la compréhension de l'activité phytosanitaire des extraits végétaux, soit a I'appréhension de leurs
efficacités et modes d’action (dont dépendent a la fois 'optimisation de leur principe de fabrication et
d’application).

Les hypotheses de travail suivantes ont été considérées pour cette expérimentation :

- L'essai se situe dans une parcelle conduite en conventionnel, et recoit de fait des traitements a
vocation herbicide, insecticide, acaricide ou éclaircissante pouvant contenir des substances actives
(soufre, calcium par exemple) vis-a-vis de V. inaequalis. Le premier postulat consiste ainsi a considérer
gue ces produits appliqués dans les lignes concernées par I'essai n’interagissent ni directement avec
le champignon ou avec les défenses de l'arbre, ni avec les extraits végétaux testés (potentialisation,
synergie ou antagonisme).

- Le mode d’action biocide ou stimulateur des défenses des extraits végétaux testés dans le cadre de
cette expérimentation n’est pas connu. Le second postulat vise a simplement les considérer comme
étant des produits de traitement a appliquer au verger de maniére préventive et non curative.

- Lefficacité des traitements cuprigues est corrélée positivement a la quantité de cuivre métal qui est
appliquée.

- Les traitements sont considérés comme étant lessivés au-dela de 20mm de précipitations.

-Qu'ils soient biocides ouimpliqués dans des mécanismes de défense du pommier, ce sont les métabolites
secondaires des plantes qui expliquent I'effet des extraits végétaux a I'encontre de la tavelure.

B. Matériel et méthodes
Lexposition du matériel et des méthodes employées pour I'étude des extraits végétaux in vivo est

organisée en deux temps : I'expérimentation mise en place au verger, suivie d’un travail de caractérisation
des extraits.
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Figure 10 : Plan de I'expérimentation au verger menée a la Moriniere
source : Charlotte BODART, 2018




1. Expérimentation au verger

Le dispositifexpérimental mis en place etles observations réalisées dans le cadre de cette expérimentation
ont été guidés par la norme définie par 'OEPP qui décrit « la conduite des essais pour I'évaluation
biologique des fongicides contre Venturia inaequalis agent de la tavelure du pommier ».

a. Conditions expérimentales (matériel végétal et plan d’expérimentation) (Figure 10)

a-1. Conditions d’essai (matériel végétal, parcelle)

Les conditions expérimentales de cet essai se sont voulu celles d’un verger en conditions réelles de
production. Une des cinquante parcelles du domaine de la Moriniére a ainsi accueilli 'expérimentation
qui a été mise en place sur deux rangs distants de quatre metres, avec une distance de plantation d’un
meétre entre les arbres sur le rang. Historiquement les pommiers sur lesquels a été mené I'essai ont été
implantés en 2002 avec un porte-greffe de variété Pajam® 1 et un greffon de variété Golden, ils ont
été surgreffés en 2015 avec la variété Galaval, sensible a la tavelure. La parcelle concernée par cette
expérimentation est conduite en agriculture conventionnelle, les conditions de culture (fertilisation,
travail de sol, irrigation), I'ensemble des traitements phytosanitaires (en dehors de ceux destinés a lutter
contre la tavelure du pommier) et les travaux d’éclaircissage y sont uniformes.

a-2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental a été établi selon un dispositif en blocs de Fisher, avec pour objets : les
produits a étudier, a savoir quatre extraits végétaux, des produits de référence au nombre de deux, et, un
témoin non traité. Le terrain expérimental a ainsi été divisé en (M*R) parcelles élémentaires (ou unités
expérimentales) égales, avec M le nombre de modalités (ou de niveaux du traitement) et R le nombre de
répétitions (ou blocs), avec M=7 modalités et R=4 répétitions. Les deux rangs de I'expérimentation ont
été divisés en quatre blocs (deux sur chaque rang), eux méme subdivisés en sept unités, correspondant
a chaque modalité, réparties aléatoirement au sein du bloc, soit un total de 24 parcelles élémentaires. A
noter qu’un « bloc » est ici un groupe homogene d’unités expérimentales au sein duquel sont appliqués
et comparés les traitements. Ce type de dispositif a pu étre choisi car le nombre de modalités est limité
(<15) et il permet de prendre en compte I'hétérogénéité du terrain, c’est le plus fréquemment utilisé
en expérimentation agronomique de plein champ. Chaque parcelle élémentaire compte six pommiers,
dont deux font office de bordure de part et d’autre de I'unité, et mesure environ 25 meétres carrés. Une
surface d’approximativement 100 metres carrés est ainsi dédiée a chaque modalité.

b. Exécution des traitements
b-1. Choix et préparation des traitements

Produits de référence et témoin non traité (Tableau 3)

Les différentes modalités de I'essai incluent un témoin non traité TO et deux produits de référence pour
TletT2.

- Le produit de la modalité T1 est un mélange de Vivacuivre, une spécialité commerciale a 18% de
cuivre métal, et de Microthiol Spécial Disperss, une spécialité commerciale a base de soufre (80%). Il
est appligué a la méme dose que dans les parcelles conduites en Agriculture Biologique a la Moriniere
et correspond a la « Référence bio », soit 0,90kg de Vivacuivre par hectare et 5kg de Microthiol Spécial
Disperss par hectare.

- Le produit de la modalité T2 est un mélange des deux mémes spécialités commerciales que T1, a la
seule différence que la quantité de Vivacuivre est divisée par deux, et correspond a la «% référence bio»,
soit 0,45kg de Vivacuivre par hectare et 5kg de Microthiol Spécial Disperss par hectare.

Produits a étudier (Tableau 4)

Le choix des produits a étudier a été effectué par Anne DUVAL-CHABOUSSOU en amont du stage a l'origine
de ce mémoire. Forte d’un passé professionnel d’une dizaine d’années comme conseillére en viticulture
biologique et spécialiste des extraits végétaux a utilité phytosanitaire a la Chambre d’Agriculture de
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Figure 11 : Préparation d’une décoction de racine d’ortie et d’'une décoction de préle (gauche a droite)
source : Charlotte BODART, La Moriniére, 21/03/2018
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Figure 12 : Plantes séchées pour I'infusion «trois plantes» : feuilles de sureau, clous de girofle, serpolet
(gauche a droite)
source : Charlotte BODART, 2018
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Figure 13 : Plantes séchées conditionnées dans Figure 14 : Fabrication de I'infusion «trois plantes»
des sachets en papier source : Charlotte BODART, la Moriniére,

source : Charlotte BODART, la Moriniére, 13/07/2018
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la région Pays de la Loire, Anne DUVAL-CHABOUSSOU a retenu quatre extraits de plantes pour cette
premiere expérimentation au verger. Sa sélection s’est a la fois appuyée sur son expertise personnelle et
sur des savoirs populaires contenus dans I'ouvrage « Les soins naturels aux arbres » d’Eric PETIOT (Petiot
et Bertrand, 2008). Ainsi, les quatre modalités de I'essai restantes sont toutes constituées du mélange
de cuivre et de soufre de la modalité T2 « % référence bio » auquel, ont respectivement été ajoutés les
extraits végétaux suivants :

- Pour la modalité T3, un mélange d’huiles essentielles : 1/3 HE Origanum compactum et 2/3 Syzygium
aromaticum élaboré selon I'expertise d’Anne DUVAL-CHABOUSSOU et les recommandations de la société
«Purins d’ortie et Cie», fournisseurs d’extraits végétaux.

- Pour la modalité T4, une décoction de racines d’ortie Urtica dioica, choisie d’aprés Eric PETIOT (Petiot
et Bertrand, 2008).

- Pour la modalité T5, une infusion de trois plantes en proportions égales : feuilles de sureau Sambucus
nigra, feuilles et fleurs de serpolet Thymus serpyllum, clous de girofle Syzygium aromaticum, d’apres Eric
PETIOT (Petiot et Bertrand, 2008) et selon I'expertise d’Anne DUVAL-CHABOUSSOU. Cette préparation
peut prendre le nom d’infusion «trois plantes» dans la suite du texte.

- Pour la modalité T6, une décoction de parties aériennes de préle des champs Equisetum arvense
choisie d’apreés le livre Eric PETIOT (Petiot et Bertrand, 2008).

Fabrication des extraits

Comme exposé précédemment le mode de fabrication d’'un extrait végétal intégre de nombreux
parametres. Dans le cadre de cette expérimentation, ont été considérés :

- pour la plante : son espéce, la partie utilisée, son état (sec ou frais).

- pour le solvant : sa nature, son pH

- pour I'extraction : sa nature (macération, infusion, décoction,...), sa durée, sa température.

La préparation des extraits a suivi les indications données par Eric PETIOT dans son livre « Les soins
naturels aux arbres (Petiot et Bertrand, 2008). Ceux-ci ont ainsi été réalisés avec des plantes seches
(achetées chez un fournisseur au savoir-faire reconnu, certifié en Agriculture Biologique (Figure 13)) a
raison de 50g par litre d’eau de pH neutre (pH de I'eau courante a la Moriniere).

Les extraits de racines d’ortie et I'extrait de préle ont été préparés selon le méme mode opératoire,
une macération a froid de vingt-quatre heures (Figure 11), suivie d’une décoction a couvert de trente
minutes a petit bouillon (90°C-95°C) sur une plaque de cuisson électrique. Les extractions du mélange
de feuilles de sureau, serpolet et clous de girofle (Figure 12) ont été effectuées par infusion. Les plantes
et le solvant sont portés a 90°C et retirés aussitot de la plague de cuisson (Figure 14). La phase de
cuisson terminée, les préparations doivent refroidir avant d’étre filtrées a I'aide d’un filtre a café solide, et
embouteillées dans des contenants adaptés a la conservation des extraits : opaques et dotés d’un second
bouchon pour éviter le contact du liquide avec l'air. Dans les conditions de fabrication artisanales dans
lesquelles ont été réalisées les extractions, un volume d’approximativement 750ml d’eau est nécessaire
pour obtenir 500ml d’extrait, ceci est lié a I'évaporation lors de la cuisson, et a I'état sec des plantes qui
se gorgent de solvant. 37,5g de plantes seches ont ainsi été extraites dans 750ml d’eau pour chacune
des trois préparations (12,5 g de chaque plante pour I'infusion «trois plantes»). Dans un souci de qualité,
les extraits sont conservés en chambre froide pendant une période n‘excédant pas la dizaine de jours
suivant leur fabrication. Ils ont ainsi été préparés tout au long de la campagne de traitement, dans des
quantités permettant d’assurer deux applications selon la fréquence de traitement hebdomadaire. Les
extraits sont conservés dans des bidons de 500ml assurant individuellement un seul traitement.

Les huiles essentielles d’O. compactum et de S.aromaticum de la modalité T4 ont été achetées en I'état
et ont simplement été mélangées et dispersées au moment du traitement.

Doses et volumes

Les pommiers sont traités avec un volume total de bouillie de 500L/ha quelque soit le stade végétatif.
Les volumes et les doses de traitement ont été adaptés a la surface a traiter par modalité (environ
100m?). Le traitement d’une surface de 100m? requiert ainsi un volume de bouillie de 5L. Le volume
total de bouillie doit cependant étre ajusté aux subtilités techniques de pulvérisation inhérentes aux
particularités du matériel de traitement, en considérant a la fois le volume mort de la cuve et le volume
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Tableau 3 : Modalités témoin et produits de référence
source : Charlotte BODART, 2018

Spécialité commerciale Matiére active
Modalité Nom |Etat |Dose enkg/ha [Nom |Proportion |Dose en kg/ha
TO Témoin non traité \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Référence bio Vivacuivre [solide 0,90 Cuivre 18% 0,162
MSD solide 5,00 Soufre 80% 4,00
s . Vivacuivre |solide 0,45 Cuivre 18% 0,081
T2 1/2 Référence bio MSD solide 5,00 Soufre 80% 4,00
Tableau 4 : Modalités extraits végétaux
source : Charlotte BODART, 2018
Plante Solvant Extraction
Modalité Espéce botanique Partie utilisée Etat |Nature pH Type Température Durée
\ \ N\
T3 T2 + HE origan et HE clou de girofle \ \ \
T4 T2+ Décoction racines d'ortie Urtica dioica racines sec| eau neutre| décoction 90-95°C 30 minutes
Sambucus nigra feuilles sec |eau neutre [infusion  90°C 3 a 5secondes
T5:T2 + Infusion sureau, serpolet, clou de girofle| Thymus serpyllum feuilles, fleurs sec |eau neutre [infusion  90°C 335 secondes
Syzygium aromaticum boutons floraux sec |eau neutre [infusion  90°C 3 a 5secondes
T6 T2+ Décoction préle Equisetum arvense parties aériennes sec| eau neutre | décoction 90-95°C 30 minutes

Figure 15 : Atomiseur automoteur Yonisos
source : la Moriniere, 10/04/2013



nécessaire a 'lamorcage. Ainsi, les spécificités du pulvérisateur d’expérimentation utilisé imposent a la
fois d’augmenter le volume de bouillie de 15% pour couvrir le volume mort de la cuve, et d’ajouter
3 litres de bouillie supplémentaires destinés a 'lamorcage de la pompe. Le volume total de bouillie a
préparer pour une modalité de 100m? s’éléve ainsi 8,8 litres.

La dilution de I'extrait dans la bouillie de traitement a été calculée de sorte que la quantité de plantes
seches utilisée pour un hectare revienne aux 1250g conseillés par Eric PETIOT (500g de plantes seches
pour traiter un hectare a 200 L/ha, soit 1250g de plantes pour un hectare a 500L/ha), c’est-a-dire 12,5g
de plantes séches pour 100m?. Etant donné que les extraits végétaux ont été préparés a raison de 37,5g
de plantes séches pour 750ml d’eau (soit 50g/L), pour utiliser 12,5g de plantes séches sur 100m? un
volume de 250ml d’extrait doit étre appliqué dans chaque modalité. En prenant en compte la quantité
d’extrait perdue par le volume mort et I'amorcage, la bouillie de traitement totale de 8,8 L doit contenir
440ml d’extrait de sorte a atteindre 250ml d’extrait réellement prélevés et pulvérisés sur les arbres. Les
440 ml d’extraits végétaux sont dilués au laboratoire dans un bidon d’un litre de sorte a ce que, au local
phytosanitaire, le technicien en charge des traitements ait simplement a en verser le contenu dans la
cuve concernée qu’il aura préalablement chargée avec 7,8 litres d’eau contenant le cuivre et le soufre
dans les quantités de la « % référence bio », tous deux initialement sous forme de poudre. Cependant,
du fait des contraintes imposées par le terrain, toutes les modalités ne mesurent pas exactement 100m?,
leur surface varie effectivement de 92m? pour la plus petite a 120m? pour la plus grande. Les doses de
produits et les volumes de traitement ont été calculés en conséquence, sur mesure pour chacune des
sept modalités de I'essai, dans le Tableau 5.

Concernant la modalité T4, Anne DUVAL-CHABOUSSOU a souhaité tester un mélange d’huiles
essentielles absent de la littérature scientifique mais néanmoins indiqué par un fabriquant d’extraits
végétaux (Purin d’ortie et Cie). Celui-ci est constitué a un tiers d’"HE d’O. compactum, et a deux tiers
d’HE de S. aromaticum pour un dosage de 200ml/ha pour un traitement a 500L/ha, soit 2ml d’huiles
essentielles dans 5L pour 100m?2. Or la surface a traiter pour cette modalité est de 96m? et le volume
total de bouillie de 8,5L (5L+ volume mort et amorgage), la cuve du pulvérisateur doit donc contenir
3,4 ml d’huiles essentielles. Ainsi, 1,137 ml d’'HE d’O. compactum et 2,273ml d’"HE de S. aromaticum
sont dispersées dans un bidon d’un litre d’eau au laboratoire, a I'aide de la méme proportion en huile
végétale de colza, soit 3,4ml et quelques gouttes de liquide vaisselle (4% du mélange huiles essentielles
et huile végétale, soit 0,280ml). Cette technique de dispersion des huiles essentielles dans I'eau est issue
des connaissances d’Anne DUVAL-CHABOUSSOU. Néanmoins, une autre méthode de dispersion avec un
produit dispersant d’huile essentielle employé en cosmétique, le solubol, a été envisagée et comparée
avec la technique d’Anne DUVAL-CHABOUSSOU. La qualité de la dispersion a été évaluée visuellement
a la taille des gouttelettes d’huiles juste aprés agitation dans de I'eau, apres un temps d’attente de dix
minutes, puis de vingt minutes. Les deux méthodes testées ont donné des résultats satisfaisants et
équivalents. Bien qu’ils présentent I'inconvénient de mousser a I'agitation, I'huile végétale et le liquide
vaisselle ont été préférés au solubol, dont la composition, inhérente a la marque du produit, contient
une huile essentielle de romarin susceptible de fausser les résultats de I'expérimentation au verger.

b-2. Modalités d’application

Type de matériel et d’application

Les traitements sont appliqués par pulvérisation avec un matériel dédié a l'expérimentation : un
atomiseur automoteur Yonisos (Figure 15). Doté de huit petites cuves d’essai de 15L, d’'une cuve de
rincage de 5L et d’'une cuve supplémentaire de 80L, cet outil permet de surmonter les contraintes d’un
plan d’expérimentation aux modalités morcelées, comme dans le cas d’une randomisation totale, qui
imposent de jongler entre les différents produits de traitement d’une parcelle élémentaire a une autre.

Epoque et fréquence des applications

Les traitements de I'expérimentation sont appliqués aux mémes dates et a la méme fréquence que
I'ensemble des traitements de nature préventive réalisés a I'encontre de la tavelure primaire du pommier
dans les vergers de la Moriniere (a I'exception des parcelles plantées en variétés Pink et Rosy glow
extrémement sensibles et pouvant faire I'objet d’un plus grand nombre de traitements). Les traitements
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préventifs préviennent la germination des spores projetées, a l'inverse, les traitements curatifs sont
appliqués lorsque les spores projetées sont susceptibles d’avoir déja germé. Si le verger doit recevoir
un fongicide de nature préventive, la parcelle expérimentale n’est pas traitée avec les extraits végétaux,
considérés comme ayant une action préventive, mais avec de la bouillie sulfo-calcique (BSC), le produit
curatif utilisé dans le verger bio. Le premier traitement peut étre déclenché a compter des premiéres
projections d’ascospores, aussitot que le pommier entre dans un stade physiologique sensible (entre le
stade B (gonflement des bourgeons) et le stade C (éclatement des bourgeons) du code de Bagglolini).
Lapplication et la nature d’un traitement est réfléchie en fonction des prévisions de projection
d’ascospores fournies par l'outil d’aide a la décision Rimpro développé pour la tavelure, et est arrétée
selon la décision du chef de culture au regard de plusieurs parameétres (faisabilité technique selon les
conditions météorologiques, lessivage du traitement antécédent, croissance végétative,...). La campagne
de traitement de la tavelure primaire s’acheve avec la fin des projections d’ascospores estimée par le
modele de prévision Rimpro et confirmée par le suivi d’'un piege Marchi (piege sur lit de feuilles qui
permet I'enregistrement horaire des projections de spores). Le Tableau 6 renseigne I'historique des
traitements réalisés dans le cadre de I'expérimentation.

c. Suivi : notations, comptages et mesures
c-1. Epoque et fréquence

Tavelure sur feuilles

Le premier comptage de tavelure sur feuille est déclenché apres la sortie des taches issues de la premiére
contamination. Un second comptage de tavelure sur feuille est effectué lors de I'apparition des taches
supposées issues des derniéres projections d’ascospores. Lorsque la période de contamination est tres
étendue, des comptages intermédiaires peuvent avoir lieu, cela n‘a pas été le cas cette année. Les deux
comptages sur feuilles ont respectivement eu lieu le 23/05 et le 26/06. Les parcelles élémentaires de
témoins non traités (T0O) ont fait 'objet d’'un comptage hebdomadaire de sorte a surveiller 'apparition
de taches.

Tavelure sur fruits
Le premier et unique contréle dans les arbres a lieu apres I'apparition de taches, il est couplé avec le
second et dernier comptage des taches sur feuilles.

c-2. Méthode

Evaluation de la tavelure sur feuilles

l'évaluation porte sur trente pousses, quinze de chaque c6té du rang, choisies aléatoirement dans
les quatre arbres de chaque parcelle élémentaire (les deux arbres de bordure ne font pas l'objet de
notations). Sont relevés dans l'ordre, le nombre de feuilles de rosette tavelées, le nombre total de feuilles
de rosette, le nombre de feuilles de pousse de bourse tavelées, le nombre total de feuilles de pousse de
bourse.

Evaluation de la tavelure sur fruits

La tavelure sur fruits est évaluée en examinant deux cent pommes dans chaque parcelle élémentaire.
De chaque coté du rang, cinquante pommes dans la partie haute et cinquante autres dans la partie
basse sont choisies aléatoirement pour étre observées. Une classe est attribuée a chaque fruit selon le
développement de la tavelure :

Classe 1 : pas d’attaque

Classe 2 : une a trois taches de tavelure

Classe 3 : plus de trois taches

d. Analyse des données
Lanalyse des données porte sur I'infestation des feuilles et des fruits, le premier et le second comptage
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Tableau 6 : Dates des traitements durant la période couverte par I'essai

source : Charlotte BODART, 2018

Traitement | Date | Début| Fin Météo Vent Feuillage | Stade
1| 26-mars{15h00 |17h45 |Nuageux Nul Sec C3
2| 29-mars|9h45 |11h30 ([Ensoleillé Léger ouest |Sec C3
3 03-avr{10h15 |11h30 [Nuageux Léger s.ouest |Sec C3
41  06-avr|09h45 |11h10 [Ensoleillé Nul Sec C3
5 09-avr{14h15 |16h00 [Nuageux Léger est Sec D
6 13-avr|9h15 |10h45 [Ensoleillé Nul Sec D
71 27-avr|9h15 |10h30 [Ensoleillé Nul Sec G-H
8| 30-avr|14h30 |14h45 [Pluie légere |Nul Humide |J
9] 11-mai|15h20 |17h00 [Ensoleillé Léger ouest |Sec J

10| 28-mai{11h50 [12h20 |Nuageux Nul Sec J
11| 30-mai{09h20 [11h00 |Ensoleillé Nul Sec J

Traitement curatif :

les modalités T1 a T6 ne sont pas traitées avec les produits de
I'essai, mais avec de la bouillie sulfocalcique.




sont traités séparément.

Pour les feuilles, sont traités : le taux de feuilles de rosette tavelées ; le taux de rosettes tavelées ; le
taux de feuilles de pousse de bourse tavelées ; le taux de pousses de bourse tavelées ; le taux de feuilles
tavelées au total (de rosette et de pousse de bourse) ; le taux de rosettes et de pousses de bourse
tavelées au total.

Pour les fruits, sont traitées : la fréquence d’infestation via le taux de fruits tavelés ; l'intensité
d’infestation via le calcul d’un indice d’infection au regard des classes 1 a 3 (Indice = Classe 1*0 + Classe
2*1 + Classe3*2).

Ces jeux de données ainsi catégorisés constituent autant de variables a expliquer par le facteur constitué
des différentes modalités de traitement. Les données sont dans un premier temps traitées sous Excel
afin de calculer, pour chaque variable, le pourcentage d’organes touchés des différentes parcelles
élémentaires. Ce dernier subi ensuite une transformation angulaire de la forme X’=ArcSin(vX) afin de
normaliser la distribution de la variable pour I'analyse statistique.

Pour chacune des deux dates de comptage, un histogramme groupé par couple de taux de feuilles/
pousses et/ou rosettes tavelées (Rosettes et feuilles de rosette ; Feuilles de pousse de bourse et pousses
de bourse ; Feuilles totales et pousses de bourse/rosettes totales) est construit afin de visualiser le
pourcentage moyen d’organes tavelés en fonction du traitement appliqué. Le pourcentage moyen
de fruits tavelés est également calculé et présenté sous forme d’un histogramme groupé, tandis que
I'intensité de l'infestation des fruits est représentée par un histogramme qui donne la répartition des
fruits (en %) dans les trois classes d’infestation (sain (1) a plus de trois taches (3)).

Lanalyse statistique est effectuée avec le logiciel StatBox. Chaque variable dépendante (ou « variable
a expliguer ») est soumise a une analyse de la variance (ANOVA) a un facteur (traitement), seulement
si les postulats de normalité (test des coefficients de Pearson, validé si pour symétrie et aplatissement
: p-value > 0,05, seuil a=5%), d"homoscédasticité (test de Bartlett, validé si p-value > 0,05, seuil a=5%)
des résidus, et d’'indépendance (test de Tukey, validé si p-value > 0,05, seuil a=5%) sont respectés. En cas
d’invalidité d’un de ces postulats, un test non paramétrique de Kuskal-Wallis est effectué. U'hypothese
nulle est acceptée si la p-value > 0,05 (seuil a=5%), elle indique que le facteur (traitement) ne permet
pas d’expliquer la variabilité de la variable dépendante (taux d’organes tavelés), elle est rejetée si la
p-value < 0,05 (ou p-value < 0,10 dans certains cas, lorsque le seuil a=5% ne permet pas de déceler une
différence significative) et montre une influence significative du traitement sur le taux d’organes tavelés.
Un rejet de I"hypothese nulle est suivi d’une analyse statistique de comparaison de moyenne a l'aide
d’un Test de Newman-Keuls au seuil a=5% (ou au seuil a=10% dans certains cas) qui permet de classer
les modalités du facteur en groupes statistiques homogénes.

2. Caractérisation des extraits employés au verger

Le matériel et méthodes de cette partie consiste a expliquer le raisonnement et la démarche qui ont
été construits pour cerner la composition chimique des extraits de plantes imposés en début de stage
et qui ont fait I'objet de I'expérimentation au verger. A noter que |'étape caractérisation des extraits a
débuté avec un travail préliminaire d’initiation a la phytochimie, au moyen de recherches personnelles
et a travers une rencontre avec un spécialiste de la chimie des plantes, Denis BELLENOT de I'ITEPMAI.
Cette discipline, effectivement incontournable dans le cadre de travaux relatifs aux extraits végétaux,
s’'intéresse aux substances végétales, a leur structure, leur distribution dans la plante, leurs modifications
et les processus de transformation qui se produisent au cours de la vie de la plante, et se penche aussi
sur les méthodes d’extraction et d’analyse de celles-ci (Bruneton, 1999).

a. Composition des plantes
Un important travail de recherche bibliographique a été entrepris fin d’établir une liste non exhaustive
des principaux métabolites secondaire entrant dans la composition de chaque plante utilisée au verger.
Ces informations ont été tres largement puisées dans le domaine pharmaceutique, et sont notamment
issues de la 3eme édition revue et augmentée de « Pharmacognosie, Phytochimie, Plantes médicinales
» écrite par le professeur Jean BRUNETON (Bruneton, 1999), et de publications scientifiques en ligne.
Les recherches effectuées sur internet, en anglais et en francais, ont été guidées par une sélection de
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mots clefs-spécifiques, a savoir : 'organe et le nom scientifique (Genre espéce) ou commun de la plante
concernée, suivis de termes généraux tels « phytochemistry »/ « phytochimie », « chemical constituents
», « chemical compounds »/ « composition chimique », ou ciblant des familles chimiques comme par
exemple « phenolic compounds »/ « composés phénoliques ».

b. Identification de composés théoriquement présents dans les extraits, définition de
traceurs

La composition chimique non exhaustive de chaque plante ainsi établie, a été analysée a partir des
connaissances préalablement acquises en phytochimie, et plus particulierement a l'aide de I'expertise
de Denis BELLENQT, afin de déterminer avec lui quels composés sont susceptibles de se trouver dans
I'extrait de chaque plante au regard cette fois du mode d’extraction (solvant, température et durée
d’extraction). Ces derniers ont été définis en tant que « traceurs » propres a chaque extrait, a rechercher
et a quantifier par la suite. A ce stade I'étude, seul le fait de pouvoir retrouver ces composés dans les
extraits a été considéré pour les définir comme traceurs, et non leur potentielle implication dans un effet
anti-tavelure.

c. Analyses HPLC des extraits

La société INDENA a Tours et son directeur Francois MAIREL ont tres généreusement procédé a I'analyse
par HPLC de chaque extrait testé au verger. UHPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance)
est une des techniques les plus employées dans les laboratoires d’analyses chimiques pour identifier,
séparer et doser des composés chimiques dans un mélange (HPLC : Chromatographie Liquide Haute
Pression, s.d.). Les extraits sont préparés selon le méme mode opératoire que ceux appliqués au verger
et déposés a INDENA accompagnés d’un tableau spécifiant pour chacun le ou les composés a rechercher
et a doser (les (« traceurs » sélectionnés a la section précédente).

C. Résultats
1. Expérimentation au verger

Cette partie est organisée en deux points : le premier expose les choix résultant de I'étude préliminaire
des variables qui ont guidé l'analyse statistique des données, le second présente les résultats issus de
celle-ci.

a. Etude statistique préliminaire des variables

Pour I'ensemble des variables étudiées les résultats des tests des coefficients de Pearson, de Bartlett
et de Tukey au seuil a=5%, ont systématiquement permis, de valider les postulats de normalité,
d’homoscédasticité et d’indépendance, avec une p.value > 0,05. Celles-ci ont ainsi pu étre traitées au
moyen d’une analyse de la variance (ANOVA) a un facteur au seuil a=5%. Les ANOVA menées sur les
variables issues des données récoltées lors du premier comptage sur feuilles (23/05/2018) et sur fruits
(26/06/2018) ont toutes donné, a I'exception de la variable a expliquer « Feuilles de rosette », une
p-value < 0,05, indiquant ainsi une influence significative du traitement sur le taux d’organes tavelés. Ces
variables (hormis « Feuilles de rosette ») ont ainsi pu étre soumises au test de Newman-Keuls au seuil
a=5%. Les ANOVA menées sur les variables issues des données récoltées lors du second comptage sur
feuilles (26/06/2018) ont toutes donné une p-value > 0,05 ne permettant pas d’affirmer une influence
significative du traitement sur le taux d’organes tavelés. De fait, ces variables ont été soumises a une
seconde série /ANOVA a un seuil a élargi a 10%. Cela a permis d’observer une influence significative du
facteur sur les variables dépendantes « Feuilles de rosette », « Rosettes », « Feuilles toutes », « Pousses
et rosettes totales » qui ont ensuite pu étre soumises au test de Newman-Keuls au seuil a=10%. (Tableau
7)
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Tableau 7 : Résultats de I'analyse des données - Expérimentation au verger
source : Charlotte BODART, 2018

Premier comptage - 23/05/2018

Second comptage - 26/06/2018

Newman-Keuls seuil alpha 5%

Newman-Keuls seuil alpha 5%

| Newman-Keuls seuil alpha 10%

ANOVA p.value 0,83 ANOVA p.value 0,093
Moda Moyenne  Groupe homogéne |Moda Moyenne Groupe homogene [Moda Moyenne  Groupe homogéne
TO 0,023 TO 0,064 T0 0,064 a
T1 0,074 T1 0,022 T1 0,022 b
Feuilles rosettes [T2 0,000 T2 0,000 T2 0,000 c
T3 0,030 NS T3 0,000 NS T3 0,000 c
T4 0,000 T4 0,000 T6 0,000 c
T5 0,000 T5 0,000 T5 0,000 c
T6 0,023 T6 0,000 T4 0,000 c
ANOVA p.value 0,005 ANOVA p.value 0,093
Moda Moyenne  Groupe homogene |Moda Moyenne Groupe homogene [Moda Moyenne Groupe homogeéne
T1 0,203 a TO 0,139 T0 0,139 a
T3 0,065 b T1 0,046 T1 0,046 b
Rosettes T6 0,046 b T2 0,000 T2 0,000 c
TO 0,046 b T3 0,000 NS T3 0,000 c
T2 0,000 b T4 0,000 T6 0,000 c
T4 0,000 b T5 0,000 T5 0,000 c
T5 0,000 b T6 0,000 T4 0,000 c
ANOVA p.value 0,000 ANOVA p.value 0,196
Moda Moyenne  Groupe homogene |Moda Moyenne Groupe homogene [Moda Moyenne Groupe homogéne
TO 0,154 a TO 0,189 T0 0,189
Feuilles pousses T1 0,055 b T1 0,123 T1 0,123
de bourse T3 0,023 b T2 0,089 T2 0,089
T2 0,016 b T3 0,091 NS T3 0,091 NS
T4 0,016 b T4 0,090 T4 0,090
T6 0,000 b T5 0,085 T5 0,085
T5 0,000 b T6 0,069 T6 0,069
ANOVA p.value 0,000 ANOVA p.value 0,149
Moda Moyenne  Groupe homogéne |Moda Moyenne Groupe homogene |Moda Moyenne Groupe homogéne
TO 0,412 a TO 0,442 TO 0,442
Pousses de T1 0,157 b T1 0,373 T1 0,373
. T3 0,065 b T2 0,220 T2 0,220
T2 0,046 b T3 0,207 NS T3 0,207 NS
T4 0,046 b T4 0,252 T4 0,252
T6 0,000 b T5 0,203 T5 0,203
T5 0,000 b T6 0,185 T6 0,185
ANOVA p.value 0,000 ANOVA p.value 0,08
Moda Moyenne  Groupe homogéne |Moda Moyenne Groupe homogene | Moda Moyenne Groupe homogéne
TO 0,128 a TO 0,160 TO 0,160 a
T1 0,070 b T1 0,103 T1 0,103 b
Feuilles totales |T3 0,036 bc T2 0,072 T3 0,074 c
T6 0,013 bc T3 0,074 NS T4 0,073 d
T2 0,013 bc T4 0,073 T2 0,072 e
T4 0,013 bc T5 0,061 T6 0,061 g
T5 0,000 c T6 0,057 T5 0,057 f
ANOVA p.value 0,000 ANOVA p.value 0,064
Moda Moyenne  Groupe homogéne |Moda Moyenne Groupe homogene | Moda Moyenne Groupe homogéne
TO 0,424 a TO 0,133 T0 0,495 a
Pousses/ rosettes T1 0,270 b T1 0,087 T1 0,383 b
- T3 0,131 bc T2 0,163 T4 0,252 c
T6 0,046 c T3 0,211 NS T2 0,220 d
T2 0,046 c T4 0,120 T3 0,207 e
T4 0,046 c T5 0,089 T6 0,203 g
T5 0,000 c T6 0,117 T5 0,185 f
ANOVA p.value 0,001
Moda Moyenne Groupe homogéne
TO 0,399 a
T4 0,208 b
Fruits fréquence T1 0,171 b
T6 0,163 b
T3 0,162 b
T2 0,143 b
T5 0,129 b
ANOVA p.value 0,000
Moda Moyenne Groupe homogeéne
TO 0,714 a
T4 0,270 b
Fruits intensité T1 0,260 b
T6 0,226 b
T3 0,193 b
T5 0,192 b
T2 0,143 b

NS : non significatif




b. Résultats de I’analyse des données

Les résultats de I'analyse statistique sont exprimés a travers la répartition des modalités du traitement en
groupes statistiques homogénes identifiés par les lettres « a » et « b », ou par I'absence de significativité
notée « NS ». Ceux-ci sont présentés sur les histogrammes qui illustrent, respectivement selon la date
de comptage et les organes considérés, le pourcentage d’organes touchés en fonction des modalités de
traitement (Tableau 7 et Figure 16).

b-1. Résultats du premier comptage sur feuilles

Feuilles de rosette et rosettes (Figure 16.a)

Les taux de feuilles tavelées par rosette ne sont pas significativement différents au regard du traitement.
Les résultats de I'analyse statistique révelent néanmoins l'existence d’une différence significative entre
les taux de rosettes tavelées. La modalité T1 « Référence bio » (groupe a), se distingue effectivement de
toutes les autres modalités (groupe b), témoin non traité compris, de maniere inattendue avec un taux
d’organes touchés plus important.

Feuilles de pousse de bourse et pousses de bourse (Figure 16.b)

Les résultats de I'analyse statistique ont permis de distribuer ces deux variables en deux mémes groupes
statistiques homogeénes a et b. Le taux de feuilles de pousse de bourse tavelées et de pousses de bourse
tavelées est ainsi significativement plus important dans le témoin non traité TO (a) que pour toutes
les autres modalités de traitement (b). Les traitements composés de cuivre selon la « % référence bio
» et d’extraits végétaux (T3 a T6) ne se sont pas significativement distingués ni du traitement T2 « /%
référence bio » contenant la méme quantité de cuivre, ni du traitement T1 « Référence bio » contenant
deux fois plus de cuivre.

Feuilles totales et pousses/rosettes totales (Figure 16.c)

Lanalyse statistique des données récoltées sur le taux de feuilles tavelées totales sur rosettes et sur
pousses de bourse confondues a abouti a la distinction de trois groupes statistiques homogenes (a, b
et c). Le taux de feuilles tavelées est significativement plus important dans le témoin non traité TO (a)
gue pour les modalités appartenant aux autres groupes, b et c. Les résultats démarquent clairement le
traitement T1 « Référence bio » (b) du traitement T5 « Infusion de clous de girofle, feuilles de sureau
et serpolet » (c) au taux de feuilles tavelées plus faible que pour toutes les autres modalités. Les autres
modalités de traitement uniqguement différentes de TO, elles appartiennent effectivement a la fois aux
groupes b et c.

Les résultats de I'analyse statistique des taux rosettes et de pousses de bourse tavelées confondues a
également distingué de trois groupes statistiques homogenes (a, b et c). Le taux de feuilles tavelées est
significativement plus important dans le témoin non traité TO (a) que pour les modalités appartenant
aux autres groupes, b et c. Les résultats distinguent également le traitement T1« Référence bio » (b)
des traitements T3 a T6 (c) au taux de feuilles tavelés significativement plus faible. Seul le traitement T2
« ¥ référence bio » (bc) ne se démarque pas distinctement ni des traitements composés de la méme
quantité de cuivre et d’extraits végétaux (T3 a T6), ni du traitement contenant une quantité doublement
supérieure de cuivre (T1).

b-2. Résultats du second comptage sur feuilles

Feuilles de rosette et rosettes (Figure 16.d)

Les résultats issus du second comptage montrent 'apparition d’un troisieme groupe statistique
homogéne. Le traitement T1 « Référence bio » constitue la encore un groupe a part entiere (b) en se
différenciant significativement du témoin non traité TO (a) qui présente les taux de feuilles tavelées
par rosette et de rosettes tavelées les plus importants, a I'inverse du groupe (c) regroupant toutes les
autres modalités du traitement. Ces résultats suivent ceux du premier comptage avec une modalité
T1 « Référence bio » (b), traitement contenant le plus de cuivre (en dehors du témoin non traité), qui
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Second comptage sur pousses de bourse - 26/06/2018
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Figure 16 : Résultats - Histogrammes des différents taux d’organes tavelés selon les modalités testées pour les deux comptages
source : Charlotte BODART, 2018



se distingue des autres modalités (c), traitements contenant la moitié moins de cuivre, par un taux
d’organes tavelés significativement supérieur.

Feuilles de pousse de bourse et pousses de bourse (Figure 16.e)

Les taux de feuilles tavelées par pousse de bourse et les taux de pousses de bourse tavelées ne sont pas
significativement différents au regard du traitement. Les résultats de I'analyse statistique ne permettent
pas de distinguer les modalités de traitement, pas méme entre le témoin non traité TO et les autres
modalités.

Feuilles totales et pousses/rosettes totales (Figure 16.f)

Lesrésultatsdel’analysestatistiqueindiquentquelesmodalités detraitementsonttoutessignificativement
différentes au regard du taux d’infestation des feuilles et des pousses/rosettes. La lecture graphique de
I"histogramme signale néanmoins une tendance : les modalités T5 « Infusion clous de girofle, feuilles de
sureau et serpolet » et T6 »Décoction de préle » semblent observer un taux d’organes tavelés plus faible.

b-3. Résultats sur fruits

Fréquence d’infestation (Figure 16.g)

Les résultats de I'analyse statistique ont permis de déceler deux groupes statistiques homogenes. Le
pourcentage de fruits tavelés est ainsi significativement plus important dans le témoin non traité TO
(a) que pour toutes les autres modalités de traitement (b). Les traitements composés de la % référence
bio et d’extraits végétaux (T3 a T5) ne se sont pas significativement distingués ni du traitement T2 « %
référence bio » contenant la méme quantité de cuivre, ni du traitement T1 « Référence bio » contenant
deux fois plus de cuivre.

Intensité d’infestation (Figure 16.h)

Le calcul d’un indice d’infestation des pommes a partir de la répartition de celles-ci en trois classes lors
du comptage, a permis de créer une variable quantitative traduisant I'intensité de I'infestation des fruits
par la tavelure. L'analyse statistique de cette variable a permis de déceler deux groupes statistiques
homogénes. Lintensité de I'infestation est ainsi significativement plus importante dans le témoin non
traité TO (a) que pour toutes les autres modalités de traitement (b). Les traitements composés de la %
référence bio et d’extraits végétaux (T3 a T5) ne se sont pas significativement distingués ni du traitement
T2 « % référence bio » contenant la méme quantité de cuivre, ni du traitement T1 « Référence bio »
contenant deux fois plus de cuivre.

2. Caractérisation des extraits employés au verger
a. Composition des plantes

Un tableau est dressé pour chaque plante. Celui-ci liste les métabolites secondaires cités dans la
bibliographie comme entrant dans la composition chimique de I'espéce botanique considérée. lls sont
ordonnés selon leur appartenance a des familles (composés phénoliques, alcaloides, terpénes,...) et sous-
familles phytochimiques (les composés phénoliques sont par exemple subdivisés en flavonoides, acides-
phénols, saponosides, coumarines, lignanes, tanins,...), et sont accompagnés, lorsque I'information est
disponible, du mode d’extraction ou du solvant utilisé pour les extraire. Ces tableaux sont consultables
en annexe (Annexe 2), les résultats de ceux-ci exploités dans le cadre de I'étude sont néanmoins donnés
dans la section suivant.

b. Identification de composés théoriquement présents dans les extraits, définition de
traceurs

Les résultats sont présentés sous forme de tableau (Tableau 8) qui donne pour chaque extrait, les
composés susceptibles de le constituer au regard de l'espéece botanique et du mode d’extraction
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Tableau 8 : Liste non-exhaustive des composés constituant théoriquement les extraits - Définition de traceurs
source : Charlotte BODART, 2018

Décoction de racine d'ortie - Urtica dioica

Compostion phytochimique

Sources

Composés phénoliques

Acides-phénols

acide p-coumarique

Otles et Yalcin, 2012 ; Jan et al 2017

Composés phénoliques

Acides-phénols

acide férulique

Otles et Yalcin, 2012

Composés phénoliques Flavonoides kaempoférol-3-0-ritinoside Said et al 2015
Composés phénoliques Coumarines scopoletine Said et al 2015, Jan et al 2017
Décoction de préle des ct - Equi arvense |

Compostion phytochimique du chimiotype européen

Sources

Composés phénoliques

acides phénols

acide cinnamique

Bruneton 1999

Composés phénoliques

acides phénols

acide dicaféyl-meso-tartique * (marqueur)

Bruneton 1999 ; Sandhu et al, 2010

Composés phénoliques

acides phénols

acide mono-cafeoyl-tartarique

Bertrand et Andreu 2013 ; Sandhu et al, 2010

Composés phénoliques

acides phénols

acide 5-O-caféylshikimique

Bruneton 1999 ; Sandhu et al, 2010

Composés phénoliques

acides phénols

acide chlorogénique

Bertrand et Andreu, 2013

Composés phénoliques flavonoides 3-0-(6-0-malonyl-B-D-glucopyranosyl)-quercétol Bruneton, 1999

Composés phénoliques flavonoides 3-0-glucosyl-quercétol Bruneton, 1999

Composés phénoliques flavonoides glycosides de protogenkwanine Bruneton, 1999

Composés phénoliques flavonoides quercetin 3-O-glucoside Be'rtr.and et Andreu, 2013 ; Sandhu et al 2010
Mimica-Dukic et al, 2008

Composés phénoliques flavonoides apigenin 5-0-glucoside Mimica-Dukic et al, 2008

Composés phénoliques flavonoides isoquercétine Mimica-Dukic et al, 2008

Composés phénoliques

glucoside de styrylpyrone

equisetumpyrone

Sandhu et al, 2010

Composés phénoliques

phenolic petrosin

oniti-9-0-glucoside

Sandhu et al, 2010 ; Asgarpanah et Roohi, 2012 ;
Griindemann et al 2014

Terpénes

Triterpénes saponosides

équisatonine

Sandhu et al 2010

Alcaloides

nicotine

Sandhu et al 2010

Infusion " 3 plantes"

|Serpolet - Thymus serpyllum

Compostion phytochimique

Sources

Composés phénoliques

Acides phénols

acide caféique

Sonmezdag et al, 2016

Composés phénoliques

Acides phénols

acide rosmarinique

Sonmezdag et al, 2016

Composés phénoliques

Acides phénols

acide férulique

Sonmezdag et al, 2016

Composés phénoliques

Acides phénols

acide chlorogénique

Sonmezdag et al, 2016

Composés phénoliques Flavonoides luteolin 7-0O-glucoside Sonmezdag et al, 2016
Composés phénoliques Flavonoides methyl kaempferol O -rutinoside Sonmezdag et al, 2016
ISureau noir feuilles - S us nigra |

Compostion phytochimique

Sources

Dérivés d'acides aminés

Hétérosides cyanogénique

sambugrinine

D'Abrosca et al, 2001 ; Atkinson et Atkinson 2002
; Inconnu

Dérivés d'acides aminés

Hétérosides cyanogénique

prunasine

D'Abrosca et al 2001 ; Atkinson et Atkinson 2002
; Inconnu

Dérivés d'acides aminés

Hétérosides cyanogénique

holocaline

D'Abrosca et al 2001 ; Atkinson et Atkinson 2002
; Inconnu

Dérivés d'acides aminés

Hétérosides cyanogénique

6-acetyl holocaline

D'Abrosca 2001

Dérivés d'acides aminés Hétérosides cyanogénique zierine Atkinson et Atkinson 2002 ; Iconnu
Dérivés d'acides aminés Hétéroside phénoliques acid mandélique D'Abrosca et al 2001

Dérivés d'acides aminés Hétéroside phénoliques icariside F2 D'Abrosca et al 2001

Composé phénolique Flavonoides rutine Inconnu

Composé phénolique Flavonoides quercetine Inconnu

Composé phénolique Flavonoides quercitin 3-glucoside D'Abrosca et al 2001

Composé phénolique Flavonoides quercitin 3-0O-neo-hesperidoside D'Abrosca et al 2001

Composé phénolique Flavonoides kampferol 3-O-neohesperidoside D'Abrosca et al 2001

Composé phénolique Flavonoides kampferol 3-glucoside D'Abrosca et al 2001

Composé phénolique Flavonoides rhamnetin 3-glucoside D'Abrosca et al 2001

|Clou de girofle - Syzygum aromaticum

Compostion phytochimique

Sources

Composés phénoliques

Acides phénols

acide gallique 0.78g/ 100g

Cortés-Rojas et al, 2014 ; Mittal et al, 2014

Composés phénoliques

Acides phénols

acide caféique

Cortés-Rojas et al, 2014

Composés phénoliques

Acides phénols

acide férulique

Cortés-Rojas et al, 2014

Composés phénoliques

Acides phénols

acide éllagique

Cortés-Rojas et al, 2014

Composés phénoliques

Acides phénols

acide salicylique

Cortés-Rojas et al, 2014

Composés phénoliques Flavonoides tamarixetin 3-O-b-D-glucopyranoside Nassar et al, 2007
Composés phénoliques Flavonoides ombuin 3-O-b-D-glucopyranoside Nassar et al, 2007
Composés phénoliques Coumarines isocoumarines eugénol 75-88 % ; 9.4 4 14.7g/100g plante fraiche Bruneton, 1999 ; Cortés-Rojas et al, 2014 ; Mittal

etal, 2014

Traceurs

Composés susceptibles de se trouver dans I'extrait

Tableau 9 : Résultats du dosage des traceurs

source : Charlotte BODART, 2018

Extraits végétaux Traceur
Nom Residu sec (rs) % Nom % ramene au rs
Décoction de racine d'ortie 10.90 Scopolétine {RAS
Décoction de préle 0.93 Isoquercétinei0.21
Infusion " 3 plantes" 11.05 Rutine 0.54




surlignés en rouge clair. Parmi ceux-ci, certains ont été retenus comme « traceurs » selon leur importance
quantitative au sein de la plante et la récurrence de leur apparition dans la bibliographie, ils sont surlignés
en rouge foncé.

c. Analyses HPLC des extraits

Un tableau (Tableau 9) donne le dosage des traceurs recherchés pour chaque extrait, ces informations
ont été extraites par les chimistes d’'INDENA des chromatogrammes (Annexe 3) issus des analyses
HPLC réalisées par I'entreprise. A noter qu’au moment des analyses, la société INDENA n’avait pas a sa
disposition les références pour détecter certains composés supposés étre contenus dans l'infusion « 3
plantes » :

- I'eugénol et I'acide gallique issus de I'infusion du clou de girofle

- la sambugrinine issue de I'infusion des feuilles du sureau

- I'acide rosmarinique et la lutéoline issus de I'infusion du serpolet

Seule la rutine a ainsi été recherchée, celle-ci a par ailleurs été détectée et quantifiée.

Lanalyse HPLC de la décoction de racine d’ortie n‘a pas permis de retrouver de scopolétine dans l'extrait,
celle de la décoction de préle a néanmoins pu détecter et quantifier I'isoquercétine contenue dans
I'extrait.
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[Il - ETUDE DES EXTRAITS IN VITRO SUR LA GERMINATION DES CONIDIES
A. Objectifs de travail et hypothéses

Ce volet du mémoire s’inscrit dans la continuité des parties qui ont précédé, et consiste a étudier la
capacité de différents extraits végétaux a inhiber la germination de conidies de V. inaequalis in vitro. |l
poursuit un double objectif :

- Permettre de discuter les résultats obtenus au verger en testant exactement les mémes produits sur
la germination des conidies au laboratoire. Le but recherché étant de pouvoir comparer a la fois les
résultats in vitro entre eux, mais surtout avec ceux obtenus in vivo , afin d’en discuter les similitudes ou
les écarts, et potentiellement en déduire des hypotheses quant au mode d’action des extraits végétaux.
- Tester d’autres extraits végétaux, sélectionnés a partir de métabolites secondaires, de plantes ou
directement d’extraits identifiés dans la synthése bibliographique comme pouvant présenter une activité
antifongique vis-a-vis de V. inaequalis ; et discuter leur activité phytosanitaire au regard des résultats
observés, et de leur composition chimique. Lobjectif étant d’identifier parmi eux des extraits dont le
potentiel mériterait d’étre approfondi a I'occasion d’études ultérieures.

Les hypotheses de travail suivantes ont été considérées pour les tests de germination :

- Lefficacité des traitements cupriques est corrélée positivement a la quantité de cuivre métal qui est
appliquée.

- lappartenance a différentes souches de V. inaequalis des conidies récoltées dans le verger pour
effectuer les tests de germination n‘a pas été prise en compte dans la mesure ou ces dernieres n‘ont
pas toujours pu étre prélevées sur la méme variété de pommiers et n‘ont pas pu faire I'objet d’'une
identification.

-Qu’ils soient biocides ouimpliqués dans des mécanismes de défense du pommier, ce sont les métabolites
secondaires des plantes qui expliquent I'effet des extraits végétaux a I'encontre de la tavelure.

B. Matériel et méthodes

Lexposition du matériel et des méthodes employés pour I'étude des extraits végétaux in vitro est organisée
en deux temps : les tests de germination menés en laboratoire, suivis du travail de caractérisation des
extraits.

1. Tests de germination en laboratoire

Une expérimentation conduite dans les locaux de la Moriniere, a été a l'origine des tests de germination
exposés ci-dessous. Une autre a été réalisée a I'INRA d’Angers par des membres de I'équipe ResPom
avec du matériel et une méthode particulierement performante et adaptée, elle a consisté en une
analyse de la cinétique de croissance de V. inaequalis en microplaque par néphélométrie. Celle-ci a
malheureusement échoué et ne sera pas abordée ici, elle est néanmoins disponible en annexe (Annexe
1).

a. Choix et préparation des extraits végétaux

Produits de référence et produits a étudier

Plusieurs séries de tests de germination ont été réalisées en vue de répondre aux objectifs exposés
précédemment (Tableau 10).

- La premiére série a ainsi trés exactement repris les produits de référence, le témoin non traité, et les
produits expérimentés au verger pour en tester les propriétés anti-germinatives sur conidies in vitro. Elle
cherche a répondre au premier objectif cité ci-dessus.

Les trois séries qui ont suivi tendent a répondre au second objectif et n‘ont ainsi pas repris les modalités
du verger. Les extraits ont été testés seuls et non de paire avec la « % référence bio » (cuivre 0,45kg/
ha et soufre a Skg/ha), avec un témoin non traité et la « Référence bio » (cuivre a 0,90kg/ha et soufre
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Tableau 10 : Séries de tests de germination
source : Charlotte BODART, 2018

Série Modalité | Produit I Date
TO Témoin non traité
T1 Référence bio
T2 1/2 réf bio
1 T3 1/2 réf bio + HE origan + HE clou de girofle+ dispersant 18-jui|
T4 1/2 réf bio + décoction racine d'ortie
T5 1/2 réf bio + infusion 3 plantes
T6 1/2 réf bio + décoction préle
T0 Témoin non traité
T1 Référence bio
T2 Infusion clou de girofle, feuilles de sureau, serpolet ..
2 13 nfuci . 19-juil
nfusion clou de girofle
T4 Infusion feuilles de sureau
T5 Infusion serpolet
TO Témoin non traité
T1 Référence bio
T2 Infusion saponaire 2. g
3 T3 Infusion feuilles de lierre 20-jUI|
T4 Infusion feuilles de bouleau
T5 Macérat alcoolique bourgeons de peuplier
T0 Témoin non traité
T1 Référence bio
T2 Infusion écorce de chéne
4 T3 Extrait écorce de chéne 24-juil
T4 Extrait pépins de raisin
T5 Extrait thé vert
T6 Extrait écorce chéne, pépins de raisin

: (e, ST 21T T =
Figure 17 : Récolte de feuilles tavelées dans le verger piege
source : la Moriniére, 18/07/2018



a 5kg/ha), comme unique produit de référence, pour faire ressortir au mieux d’éventuelles différences
entre les traitements.

- La deuxiéme série s’est intéressée a plusieurs extraits de plantes identifiées a I'occasion d’échanges
avec des professionnels et de recherches bibliographiques. Ont été retenus, une infusion de saponaire
Saponaria officinalis, une infusion de feuilles de lierre Hedera helix, une infusion de feuilles de bouleau
Betula pubescens (préparées selon le méme mode opératoire), et un macérat alcoolique de bourgeons
de peuplier Populus nigra acheté dans le commerce.

- La troisiéme série de tests s’est focalisée sur I'extrait qui, suite aux observations dans le verger et a la
tendance décelée dans les premiers tests de germination, a montré, a premiére vue, le plus d’intérét.
Uinfusion des trois plantes, clous de girofle, feuilles de sureau, serpolet, a ainsi fait 'objet de nouveaux
tests de germination. Leffet anti-germinatif des clous de girofle, des feuilles de sureau et du serpolet,
infusés seuls ,et celui de l'extrait issu de I'infusion du mélange des trois plantes ont été comparés.

- La quatrieme et derniére série a également été consacrée a des extraits d’autres plantes afin d’en
étudier le potentiel anti-germinatif sur les conidies de V. inaequalis. Les produits ont gracieusement
été fournis par la société INDENA sous forme d’extraits secs déja formulés. Parmi eux, un extrait de thé
vert Camelia sinensis, un extrait d’écorces de chéne Quercus robur, et un extrait de pépins de raisin Vitis
vinifera. Les extraits d’écorces de chéne et de pépins de raisin ont été testés ensemble et séparément.

Fabrication des extraits (Tableau 11)

Les extraits de la série 1 (décoction de racine d’ortie, décoction de préle, infusion « trois plantes : clous
de girofle, feuilles de sureau, serpolet ») ont été élaborés selon le méme mode opératoire que ceux
préparés pour le verger. (Figure 19)

Toutes les infusions de plantes (clous de girofle seuls, feuilles de sureau seules, serpolet seul, saponaire,
lierre, bouleau) et la macération d’écorce de chéne ont été fabriquées, comme les autres extraits, a
raison de 50g de plante séche par litre d’eau. Les infusions ont été montées a une température 90°C et
I'écorce de chéne a macéré durant trois jours.

Les autres produits (huiles essentielles, extraits secs d'INDENA, macérat de bourgeons de peuplier) n‘ont
pas fait I'objet d’une fabrication a la Moriniére et ont été achetés ou donnés préts a I'emploi.

b. Réalisation des tests de germination
Les tests de germination ont consisté a mettre 1ml de chaque produit a étudier en contact avec 1ml|
d’une suspension de conidies de V. inaequalis dans des pots en plastique (40ml) a raison de quatre
répétitions par modalité.

Préparation des produits de chaque modalité

Les produits (dosage, dilution et mélanges selon la modalité) testés pour chaque série sont indiqués
dans le Tableau 12.

Pour la série 2 a 3, le témoin non traité et la modalité « Référence bio » ont été préparés de la méme
maniere que pour la premiere série de tests en diluant préalablement le cuivre et le soufre aux doses
souhaitées (Figure 18). Toutes les infusions sont testées pures et non diluées, les extraits secs d'INDENA
sont dilués a la concentration de 5g par litre d’eau conseillée par le fabriquant, le macérat de bourgeon
de peuplier a 22% a été dilué dans de I'eau de sorte que la quantité de plante utilisée soit de 50g pour
1kg de solvant (la masse volumique de I'alcool étant différente de celle de I'eau), soit 1ml de macérat
mélangé a 3,4ml d’eau. Pour ce dosage, il a été considéré que les bourgeons de peuplier ont été extraits
a partir de plante seche.

Matériel biologique : obtention d’une suspension de conidies

Le pouvoir anti-germinatif des différents produits est testé sur des suspensions de conidies de V.
inaequalis. Pour chacune des quatre séries de tests, une suspension de conidies a été préparée comme
suit :

- Desfeuilles tavelées sont récoltées dans le verger sur des arbres n’ayant recu aucun traitement de nature
fongicide pouvant altérer le taux de germination initial des spores (Figure 17). Les feuilles tavelées ont
ainsi été prélevées dans le « verger piege » de la Moriniere (une zone a l'extrémité d’une parcelle plantée
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d’une cinquantaine de pommiers de différentes variétés, résistantes et sensibles, destinée a surveiller
I'apparition de nouvelles souches de V. inaequalis capables de contourner la résistance de certaines
variétés a la tavelure), sur des pommiers sensibles appartenant a la variété Granny, Golden ou Gala. Les
feuilles doivent étre de préférence récoltées au printemps, avant que les chaleurs de I'été n’asséchent
les taches et ne ralentissent l'activité du champignon. Dans le cas présent, les premiéres taches de
tavelure se sont manifestées tardivement dans la saison et ont retardé les tests de germinations et la
récolte des feuilles au mois de juillet. Une suspension d’une cinquantaine de ml est nécessaire pour un
test de germination de six a sept modalités a quatre répétitions, a raison de 1ml de suspension par unité
expérimentale. Une quarantaine de feuilles, si possible porteuses de plusieurs taches de tavelure non
desséchées, a été estimée, a force de plusieurs essais pour préparer la suspension de spores, nécessaire
afin d’assurer une suspension d’une cinquantaine de ml suffisamment concentrée en conidies.

- Afin de maximiser la concentration en spores, les taches sont découpées a partir des feuilles dans un
flacon en verre (capacité 125ml) dans lequel sont ensuite versés 50ml d’eau (Figure 21).

- La suspension de conidies est ensuite obtenue par lavage des taches en agitant énergiquement le flacon
pendant dix minutes. Le systéme qualité de la « Procédure de production d’inoculum et d’inoculation
artificielle » de V. inaequalis rédigé par le Ctifl précise qu’ « une agitation énergique et courte est préférée
a une agitation lente sur agitateur rotatif. En effet cette derniére opération favorise I'excrétion de tanins
qui freinent la germination des spores ».

- 'étape finale avant utilisation consiste a filtrer la suspension sur une grille avec des mailles suffisamment
écartées (de type chinois) de sorte a enlever les morceaux de feuilles, qui pourraient boucher la pipette,
sans retenir les conidies.

Préparation des unités expérimentales (Figure 20)

Avant d’étre remplis en fin de journée, les pots en plastique sont ordonnés, horizontalement du témoin
non traité a gauche (modalité TO) a la derniere modalité a droite, et verticalement de la premiére
répétition « a » en haut a la quatrieme répétition « d » en bas. Les produits sont pipetés et placés
dans les pots en amont de I'étape de mise en suspension des conidies des taches découpées sur les
feuilles tavelées, de sorte que celles-ci ne puissent commencer a germer avant d’étre en contact avec les
traitements. Un ml de chaque produit est ainsi placé a I'aide d’une micropipette de la répétition « a » a
la répétition « d » de la premiere modalité avant de passer a la modalité suivante (soit verticalement de
gauche a droite). Un ml de la suspension de conidies filtrée est ensuite ajouté a chaque pot passant par
chague modalité de la premiére répétition avant de passer a la répétition suivante (soit horizontalement
de haut en bas) a éviter de créer des différences liées a la méthode et indépendantes des produits entre
les modalités. Les pots sont refermés, légerement agités un a un afin de mélanger leur contenu qui est
laissé a germer toute la nuit dans 'optique d’obtenir le plus haut taux de germination possible dans le
témoin non traité.

c.  Suivi : notations, comptages et mesures

Les notations sont réalisées par observation au microscope (grossissement x200) entre lame et lamelle
d’une goutte de chaque unité expérimentale. Leffet anti-germinatif des produits est mesuré au nombre
de conidies germées compté sur les cent premiéres observées par lamelle, quatre-cent conidies par
modalité sont ainsi observées. 'ensemble des modalités d’une répétition est traité avant de passer a
la répétition suivante, trois unité expérimentales peuvent étre notées par lame, un court laps de temps
doit s’écouler entre la préparation (dépot de la goutte et de la lamelle) et 'observation de celles-ci, sans
guoi, la goutte seche est devient inexploitable. Une planche dans le laboratoire de la Moriniére permet
d’identifier les conidies V. inaequalis parmi une sélection de spores de champignon principalement au
cceur de problématiques de conservation des pommes.

d. Analyse des données

Pour chacune des quatre séries de tests de germination, I'analyse des données porte sur le taux de
germination d’un total de quatre-cent conidies (cent par répétition) au regard des produits testés
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Figure 18 : Préparation du mélange cuivre et soufre de la «Référence bio»
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018

E
Figure 19 : Extraits végétaux préts a I'emploi Figure 20 : Préparation des unités expérimentales
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018 source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018

Figure 21 : Découpe des taches de tavelure pour préparer la suspension de spores
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018




(modalités du facteur traitement).

Les données sont dans un premier temps traitées sous Excel afin d’afficher, pour chaque série de tests,
le pourcentage de spores germées par unité expérimentales et de Iui appliquer une transformation
angulaire de la forme X'=ArcSin(VX), et une transformation logarithmique de la forme X'=log(X), en
vue de normaliser la distribution de la variable. La transformation des données la plus satisfaisante
est retenue pour I'analyse statistique. Une analyse graphique est effectuée avec la construction d’un
histogramme groupé par série permettant de visualiser le pourcentage de germination moyen des
conidies en fonction du traitement.

'analyse statistique est effectuée a I'aide du programme R x64 3.4.2. et du package « agricolae ». Chaque
variable dépendante (ou « variable a expliquer ») est soumise a une analyse de la variance (ANOVA) a un
facteur (traitement), seulement si les postulats de normalité (test de normalité de Shapiro-Wilk, validé si
p-value > 0,05, seuil a=5%), d’"homoscédasticité (test de Bartlett, validé si p-value > 0,05, seuil a=5%) des
résidus, et d'indépendance (test Tukey, validé si p-value > 0,05, seuil a=5%) sont respectés. 'hypothese
nulle est acceptée sila p-value > 0,05 (seuil a=5%), elle indique que le facteur (traitement) ne permet pas
d’expliquer la variabilité de la variable dépendante (taux de germination des conidies), elle est rejetée si
la p-value < 0,05 (ou p-value < 0,10 dans certains cas) et montre une influence significative du traitement
sur le taux de germination des conidies. Un rejet de I’hypothése nulle est suivi d’'une analyse statistique
de comparaison de moyenne a l'aide d’un Test de Newman-Keuls au seuil a=5% (ou au seuil a=10%
dans certains cas) qui permet de classer les modalités du facteur en groupes statistiques homogénes.
Lorsque I'un de ces postulats n’est pas vérifié, un test non paramétrique de Kuskal-Wallis est effectué, si
la p-value est significative (p-value < 0,05 ou p-value < 0,10 dans certains cas), un test pairwise.wilcoxon
au seuil a=5% ou a=10% permet de comparer les moyennes deux-a-deux et de dégager des groupes
statistiques homogénes.

2. Caractérisation des extraits employés au laboratoire

Le matériel et méthodes de cette partie détaille le raisonnement et la démarche élaborés pour cerner
la composition chimique des extraits de plantes utilisés uniguement au laboratoire. Un premier point
se penche sur la composition des infusions fabriquées a la Moriniere a partir de plantes seches, tandis
gu’un second s’intéresse a celle des extraits secs fournis par la société INDENA. La caractérisation de
ces extraits ne s’est pas voulue aussi poussée que la précédente, il s'agit d’un travail de surface qui a
simplement cherché a déterminer assez grossierement la composition des extraits afin de la confronter
aux résultats des tests de germination, et a ceux de la synthese bibliographique (identification de
métabolites secondaires d’intérét potentiel dans la lutte contre la tavelure).

a. Identification de composés théoriquement présents dans les infusions et le macérat de
peuplier

Les principales molécules végétales constitutives des infusions des diverses plantes séches utilisées
pour les tests de germination ont été déterminées selon la méme méthodologie que dans le cas de la
caractérisation des extraits du verger (recherche des composés présents dans la plante, suivie de ceux
présents dans I'extrait au regard de son mode préparatoire) composition de la plante. Les extraits n‘ont
néanmoins pas fait 'objet d’une analyse chimique, la présence et la quantification des composés n‘ont
pu étre vérifiées ni établies.

b. Composition des extraits secs d’INDENA

Les extraits secs fournis par la société INDENA sont des produits industriels méticuleusement préparés
afin de remplir des critéres de qualité et d’homogénéité. Chaque extrait fabriqué par I'entreprise est
ainsi dosé en composés « traceurs » qui lui sont propres, il s‘agit d’'une information tant qualitative
que quantitative qui permet de s’assurer de la constitution du produit. La composition et le dosage
par analyse HPLC des lots d’extrait sec d’écorce chéne, de pépins de raisin, et de thé vert ont ainsi été
transmis par INDENA.
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Tableau 13 : Résultats de I'analyse des données - Expérimentation au laboratoire
source : Charlotte BODART, 2018

Avec le témoin non traité TO Sans le témoin non traité TO
Transformation : log Transformation : log
Shapiro p.value 0.0006717 Shapiro p.value 8.064e-06
Bartlett p.value 0.006693;0.02773 |Bartlett p.value 0.008607;6.752e-05
Kruskal-Wallis p.value 0.02902 Kruskal-Wallis p.value 0.4076
Pairwise Wilcoxon - seuil alpha 5%
Série 1 Modalité Moyenne  Groupe homogene |Modalité Moyenne  Groupe homogéne
18.07 TO 0,37 a
T4 0,17 b T4 0,168
T1 0,16 b T1 0,160 NS
T3 0,15 b T3 0,150
T2 0,13 b T2 0,125
T5 0,12 b T5 0,118
Transformation : log Transformation : log
Shapiro p.value 0.2364 Shapiro p.value 0.2041
Bartlett p.value 0.2075;0.8988 Bartlett p.value 0.1942;0.8902
Anova p.value 0.0001977 Anova p.value 0.1135
Newman-Keuls - seuil alpha 5%
Série 2 Modalité Moyenne  Groupe homogene |Modalité Moyenne  Groupe homogéne
TO 0,31 a
19.07 |1, 0,13 b T2 0,130
T3 0,10 b T3 0,103 NS
T1 0,08 b T1 0,083
T5 0,07 b T5 0,070
T4 0,07 b T4 0,065
Transformation : log Transformation : log
Shapiro p.value 0.07625 Shapiro p.value 0.2411
Bartlett p.value 0.4153;0.8217  |Bartlett p.value 0.3395,0.7916
Anova p.value 6.643e-06 Anova p.value 0.07781
Newman-Keuls - seuil alpha 5% Newman-Keuls - seuil alpha 10%
Série 3 Modalité Moyenne  Groupe homogene |Modalité Moyenne  Groupe homogéne
TO 0,425 a
2007 |, 0,198 b T2 0,198
T4 0,185 b T4 0,185
T1 0,170 b T1 0,170 NS
T5 0,153 b T5 0,153
T6 0,130 b T6 0,130
T3 0,125 b T3 0,125
Transformation : log Transformation : log
Shapiro p.value 0.00101 Shapiro p.value 0.2686
Bartlett p.value 0.6127;0.2472
Kruskal-Wallis p.value 0.09823 Anova p.value 0.9852
Pairwise Wilcoxon - seuil alpha 10%
Série 4 Modalité Moyenne  Groupe homogene |Modalité Moyenne  Groupe homogéne
24.07 TO 0,413 a
T4 0,148 b T4 0,148
T2 0,140 b T2 0,140
T6 0,138 b T6 0,138 NS
T3 0,135 b T3 0,135
T1 0,130 b T1 0,130
T5 0,130 b T5 0,130

Figure 23 : Conidies de V. inaequalis germées (gauche)
et non germées a (droite) (x200)
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018

Figure 22 : Conidies de V. inaequalis non germées (x200)
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018



C. Résultats
1. Tests de germination en laboratoire

Cette partie est organisée en deux points : le premier expose les choix résultant de I'étude préliminaire
des variables qui ont guidé I'analyse statistique des données, le second présente les résultats issus de
celle-ci.

a. Etude statistique préliminaire des variables

La transformation angulaire des données n’a pas permis de normaliser la distribution des variables, la
transformation logarithmique, plus satisfaisante, lui a donc été préférée.

Les résultats des tests des coefficients de Shapiro-Wilk, de Bartlett et de Tukey au seuil a=5%, n‘ont pas
systématiquement permis, de valider les postulats de normalité, d’homoscédasticité et d’'indépendance.
Seules les données de la série 2 et de la série 3 ont pu étre traitées au moyen d’une analyse de la
variance (ANOVA) a un facteur au seuil a=5%. L'obtention d’une p-value < 0,05, indiquant une influence
significative du traitement sur la germination des conidies, a permis de poursuivre I'analyse avec un test
de Newman-Keuls au seuil a=5%. Dans le cas de la série 1, le postulat d’homoscédasticité n’a pu étre
validé, un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis s’est donc substitué a 'ANOVA. Lobservation d’une
p-value < 0,05 significative a entrainé I'application d’un test Pairwise Wilcoxon au seuil a=5%. Le test
de Shapiro-Wilk appliqué aux données de la série 4 a rejeté I’hypothése nulle selon laquelle la variable
a expliquer est normalement distribuée, celle-ci a ainsi été traitée avec le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis. Lobtention d’'une p-value = 0,098 a amené a continuer l'analyse via un test Pairwise
Wilcoxon avec un seuil a étendu a 10% dans l'optique d’observer, malgré une p.value > 0,05, une
différence significative liée au traitement entre les valeurs de la variable a expliquer.

b. Résultats de I’analyse des données (Tableau 13)

Les résultats de I'analyse statistique sont exprimés a travers la répartition des modalités du traitement
en groupes statistiques homogenes identifiés par des lettres en minuscules, ou par I'absence de
significativité notée « NS ». Ceux-ci sont présentés sur les histogrammes qui illustrent, respectivement,
le pourcentage de conidies germées en fonction du traitement, de chaque série de tests de germination
(Figure 24).

Pour les quatre séries de tests de germination les résultats de I'analyse statistique ont a chaque fois
uniqguement permis de déceler deux groupes statistiques homogeénes, le premier étant composé du
témoin non traité seul (a), le second de toute les autres modalités de traitement (b). Au sein d’une
méme série, le taux de germination des conidies s'avere étre significativement plus important pour le
témoin non traité TO (a), gu’avec toutes les autres modalités de traitement (b), traitements cupriques «
Référence bio », « %5 référence bio » et extraits végétaux confondus.

Dans le cas de la série 3 les traitements composés de la % référence bio et d’extraits végétaux (T3 a T6)
ne se sont pas significativement distingués ni du traitement T2 « % référence bio » contenant la méme
quantité de cuivre, ni du traitement T1 « Référence bio » contenant deux fois plus de cuivre (Figure 24.c).
Il en va de méme dans le cas des séries 1,2 et 4 ou les différentes modalités « extraits végétaux » ne sont
pas distinguées de I'unique traitement contenant du cuivre, la modalité T1 « % référence bio » (Figure
24.a;24.b; 24.d).

Ces résultats n‘ont pas permis d’observer une différence significative sur la germination des conidies
entre le traitement a base de cuivre et les extraits végétaux. Les analyses statistiques ont donc été
reconduites avec la méme démarche mais en supprimant la modalité TO (témoin non traité) du jeu de
données, dans I'éventualité de faire apparaitre une différence significative entre le témoin T1 a base
de cuivre, « Référence bio » pour la série 3 ou« % référence bio » pour les séries 1,2 et 4, et les autres
modalités de traitement correspondant aux différents extraits végétaux. Pour I'ensemble, les résultats
sont néanmoins restés non-significatifs, ne permettant pas d’affirmer une différence entre les témoins a
base de cuivre et les extraits végétaux sur la germination des conidies in vitro.
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Figure 24.a Tests de germination série 1-18/07/2018
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Figure 24.b Tests de germination série 2-19/07/2018
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Figure 24.c Tests de germination série 3-20/07/2018
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Figure 24.d Tests de germination série 4 - 24/07/2018
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Figure 24 : Résultats tests de germination - Histogramme de série
source : Charlotte BODART, 2018




2. Caractérisation des extraits employés au laboratoire

a. Composition théorique des différentes infusions et du macérat alcoolique de peuplier
Les résultats sont donnés dans le Tableau 14. IIs exposent les principales molécules végétales qui d'apres
la bibliographie devraient théoriquement, au regard de 'espece botanique et de son mode d’extraction,
se retrouver dans les infusions de saponaire, de feuilles de lierre, de feuilles de bouleau et dans le
macérat alcoolique de bourgeons de peuplier.

b. Composition des extraits secs d’INDENA

Les résultats sont exposés dans le Tableau 15. lls donnent les composés « traceurs » identifiés et leur
dosage selon le lot de fabrication de I'extrait sec d’écorces de chéne, de pépins de raisin ou de thé vert.
La plupart d’entre eux appartiennent a la famille des composés phénoliques (un acide phénol et différents
flavonoides).
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IV - DISCUSSION
A. Retour sur I’expérimentation au verger
1. Interprétation des résultats
a. Incohérences dans les résultats inhérents au traitement «Référence bio»

Au premier comptage le nombre de rosettes tachées révele que les arbres de la modalité T1 « Référence
Bio », c’est-a-dire ceux ayant regu le plus cuivre et donc supposés étre les mieux protégés vis-a-vis de V.
inaequalis sont significativement plus touchés que toutes les autres modalités, témoin non traité inclus.
Au second comptage, les nombres de rosettes et de feuilles de rosette tavelées révelent une situation
similaire. Bien que cette fois les arbres non traités soient significativement plus touchés, la modalité T1 est
significativement plus infestée que la modalité T2 « % référence bio » et les autres modalités ayant regu
la moitié moins de cuivre. Il est difficile d’expliquer ces résultats incohérents au regard de I"hypothese
de départ stipulant que l'efficacité des traitements cupriques est positivement corrélée a la quantité
de cuivre métal appliquée. Ceux-ci peuvent néanmoins étre potentiellement dus au fait que pour ces
comptages les taux d’organes touchés restaient, méme pour les plus hauts, relativement tres faibles, et
bien que I'analyse statistique des données révele une différence significative, une contamination plus
importante aurait peut-étre permis au traitement « Référence bio » de prouver la supériorité de son
efficacité. Une erreur dans I'application des traitements n’est pas a écarter et constitue une explication
tout a fait plausible. Cette incohérence peut contrarier 'accréditation de la qualité de I'expérimentation
et ainsi remettre en question la validité des résultats observés.

b. Observation de I’efficacité significative d’un extrait

Le premier comptage sur feuilles et pousses de bourse et celui sur fruits (fréquence et intensité
d’infestation) révelent I'efficacité de tous les traitements vis-a-vis de TO sans que I'un ne soit supérieur
a l'autre, pas méme T1 « Référence bio » par rapport a T2 « % référence bio ». Le premier comptage
permet néanmoins de distinguer |'efficacité significative du traitement T5 Infusion « trois plantes », avec
un taux de feuilles tavelées nul. Bien que celle-ci soit moins précise, 'analyse statistique des données
issues du second comptage appuie ces résultats en placant parmi les traitements tous significativement
différents le traitement T5 comme étant le plus efficace.

La majorité des résultats montre I'absence de différence significative entre la modalité traitée avec
seule la « % référence bio » et celles ayant recu la « % référence bio » et les extraits végétaux racine
d’ortie, préle et huiles essentielles, et ne permettent ainsi pas d’avancer que l'ajout d’un de ces extraits
a la bouillie optimise l'efficacité du traitement cuprique. Seul le traitement contenant l'infusion de
clous de girofle, feuilles de sureau et serpolet a montré une efficacité supérieure a la « % référence
bio » seule. Cette infusion aurait ainsi la capacité d’augmenter l'efficacité du traitement cuprique et
pourrait constituer un extrait intéressant a travailler pour étre utilisé en vue de réduire les doses de
cuivre dans les traitements. Il est a présent intéressant de se pencher sur la composition phytochimique
de cet extrait. Celui-ci contient potentiellement de nombreux composés phénoliques, notamment des
acides phénols (acide rosmarinique, acide gallique, acide salicylique...), une coumarine (eugénol,) des
flavonoides (rutine, quercétine,...), des familles de composés largement réputées pour leurs propriétés
antifongiques et SDP. Leur composition réelle n’a malheureusement pu étre approchée que par la
recherche et la quantification d’un seul traceur, la rutine contenue dans les feuilles de sureau. L'analyse
HPLC de la décoction de racine d’ortie supposée contenir la coumarine scopolétine citée pour ses
propriétés antifongique n'a pas permis d’en détecter, tout comme I'expérimentation au verger n’a pas
permis de montrer 'efficacité du traitement T4. L'absence de scopolétine pourrait néanmoins expliquer
de maniéere concevable l'inefficacité de la décoction de racine d’ortie a limiter le développement de la
tavelure au verger, et éventuellement remettre en question la qualité de I'extraction ou du matériel
végétal utilisé.
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2. Analyse critique de la méthode

'étude d’extraits végétaux sur le développement de la tavelure au verger a eu recours a une méthode
pouvant faire 'objet de nombreuses critiques et améliorations dont les plus criantes seront abordées
dans cette sous partie.

a. [Expérimentation au verger

Plusieurs points peuvent étre soulevés quant a la mise en place et au déroulement de I'essai au verger :

Plan d’expérimentation

Différents aspects du plan d’expérimentation imposé en début de stage méritent d’étre revus. Dont
notamment 'absence de zones de bordure aux extrémités de chaque rang, celles-ci constituent pourtant
une précaution essentielle a intégrer dans un plan expérimental. Labsence d’un minimum de un rang
de garde non traité entre les rangs faisant I'objet de la notation est également trés problématique ; en
effet, les arbres du rang non traité recoivent obligatoirement par dérive les produits du rang traité, la
mise en place d’un ou plusieurs rangs intermédiaires aurait permis de créer une zone tampon pour
palier la dérive des produits d’'un rang a l'autre. Uimportante différence de surface et de nombre d’arbres
au sein des parcelles élémentaires et des modalités constitue également un défaut notable du plan
d’expérimentation pouvant non seulement avoir un impact sur l'effet des traitements mais également
affecter I'exactitude de I'analyse statistique des données qui considére les blocs comme étant de taille
homogéne

Choix des extraits et des traitements

Les extraits employés au verger ont été sélectionnés sans consultation de la littérature scientifique au
préalable, négligeant ainsi le travail préliminaire de choix des extraits ,au regard de leur efficacité, de
leur composition et de leur mode d’action, qui aurait probablement d{ constituer une premiere étape
précédant la mise en place d’essais in vitro ou in vivo . Du fait que les extraits et doses employés au verger
n‘ont pas tous fait I'objet de tests préliminaires visant a déterminer s’ils présentent une potentielle
action antifongique a I'encontre de V. inaequalis, il aurait peut-étre été plus adéquate de chercher a
montrer l'efficacité de chacun d’eux seuls dans un premier temps avant de se focaliser directement sur
leur capacité a améliorer 'efficacité d’un traitement de référence en Agriculture Biologique. Ainsi, I'ajout
de la « % référence bio » a chaque extrait testé, additionné au fait qu’il n’a pas pu étre montré que la
pleine dose de cuivre est plus efficace que la demie dose, limite la possibilité d’observer des différences
d’efficacité entre les extraits et, vis-a-vis d’un traitement de référence.

Inoculum

Historiqguement la parcelle choisie pour mener l'essai n‘a jamais fait I'objet d’expérimentation sur la
tavelure, toujours traitée conventionnellement et rigoureusement, elle n’a donc jamais été soumise a de
réelles infestations par V. inaequalis, dont I'inoculum est ainsi trés faible. Bien que des feuilles tavelées
aient été disposées sous les arbres a 'automne en amont de I'expérimentation, compte tenu du passé «
sans taches » de la parcelle, cette simple disposition, a laquelle s'ajoute la pression de I'année, n’aurait
pas vraiment permis de recréer un inoculum suffisant pour assurer des contaminations intéressantes
(Comm. pers., Bergamini, 2018). Cela peut éventuellement expliquer le fait que les premieres
contaminations n‘ont pas été assez puissantes ou n‘ont pas eu lieu assez tét pour infecter les rosettes a
des taux suffisamment intéressants. Laissant, par conséquent, les témoins non traités tres peu infestés
lors du premier comptage sur rosettes, et offrant difficilement la possibilité d’observer des différences
significatives entre les modalités de traitement.

Notations

Certains résultats montrent d’autre part des défauts pouvant étre liés a la qualité de la notation et de sa
méthode. Par exemple le premier comptage sur rosettes indique pour la modalité T1 un taux d’organes
tavelés de 4% qui chute étrangement a moins de 1% au second comptage ; or ce phénomene ne peut
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Tableau 16 : Tableau de comparaison de la composition des extraits en quelques métabolites secondaires récurrentes et/ou
connues pour leur réle dans la défense des plantes contre les attaques fongiques
de plusieurs extraits testés en source : Charlotte BODART, 2018

Extrait testé de :

Métabolite secondaire |[Ortie|Préle| Clou de girofle | Sureau | Serpolet|Saponaire| Bouleau|Lierre| Peuplier
acide caféique X X X
acide chlorogénique X X X
acide férulique X X X X
acide gallique
acide p-coumarique X
apigénine et glycosides
isoquercétine
kaempférol et glycosides [ x X
lutéoline et glycosides
myrcétine et glycosides

X X X X X

quercétine et glycosides X X X X X
rhamnetine et glycosides
rutine X

saponosides X X X




pas s’expliquer par I'apparition de nouvelles feuilles de rosette, inexistante entre les deux comptages. A
moins qu’une autre explication, comme la chute des feuilles de rosette tavelées, se cache derriére ces
résultats, ceux-ci peuvent potentiellement étre révélateurs d’une faille dans les notations réalisées au
verger.

b. Caractérisation des extraits

Les résultats obtenus pour la caractérisation chimique des extraits ne permettent pas d’avancer des
hypothéses quant a l'efficacité de I'infusion «trois plantes» au regard de sa composition, étant donné
gu’une seule molécule, la rutine, a pu étre recherchée et dosée. De plus les résultats de I'analyse HPLC
donnent le pourcentage de rutine dans le pourcentage de résidus secs issus de I'extrait. La quantité de
rutine contenue dans l'extrait peut étre calculée en prenant en compte la quantité de solvant perdue
lors de I'extraction (absorption par la plante et évaporation). Ignorant I'importance de ce parametre au
moment de la fabrication de I'extrait, celui-ci n’a pas été relevé, empéchant ainsi de donner la quantité
de chaque molécule dans I'extrait pour lequel elle a été dosée.

B. Retour sur I’expérimentation au laboratoire
1. Interprétation des résultats avec les extraits testés au verger

Les résultats observés pour la troisieme série de tests de germination (produits identiques a ceux du
verger), montrent d’'une part la méme incohérence dans I'absence de différence significative entre les
deux doses de cuivre, ici dans leur capacité a empécher la germination des conidies in vitro. D’autre
part, ils ne mettent aucunement en avant l'efficacité d’un des traitements par rapport aux autres, pas
méme celle de I'infusion « trois plantes » pourtant décelée a I'occasion de I'expérimentation in vivo au
verger. Considérant l'effet intéressant de I'infusion « trois plantes » sur la limitation des symptémes de
tavelure au verger, la premiére série de tests de germination a cherché a la décortiquer pour avancer
des hypotheses quant a l'activité individuelle, ou liée a un phénomene de potentialisation ou de synergie
(Philogene, 2008), de I'infusion de chacune des trois plantes séparées. Les quatre infusions ont ainsi
montré des propriétés anti germinatives significatives par rapport au témoin non traité et équivalentes
au traitement « % référence bio ». Cela peut permettre d’avancer que l'infusion « trois plantes » et
I'infusion de chacune d’entre elles, présente un mode d’action antifongique (rien ne permet de conclure
qguant a d’éventuelles propriétés SDP). Aucune différence n’a néanmoins permis de les séparer et ainsi
de juger du réle, de I'importance, et de I'interaction de I'infusion de I'une ou 'autre des trois plantes.

2. Interprétation des résultats avec les autres extraits
a. Tests de germination

Les trois séries de tests de germination (1,2 et 4) menées a la Moriniére indiquent que tous les extraits
végétaux testés auraient tendance a empécher de maniére significative la germination de conidies de
V. inaequalis in vitro. Ceux-ci se différencient du témoin n‘ayant recu aucun traitement au sein de leur
propre série de tests, et montre une activité anti germinative significative similaire a celle d’un traitement
composé de cuivre et de soufre « % référence bio ». Ces résultats sont néanmoins a considérer avec
recul, 'analyse critique, qui suit, de cette expérimentation remet largement en question la qualité et la
validité de la méthode employée.

b. Caractérisation des extraits
U'hypothése de départ attribue I'activité antifongique des extraits végétaux a leur composition chimique.
Dans la mesure ol tous ceux testés semblent montrer des propriétés anti germinatives similaires, les

métabolites secondaires propres a chaque extrait n‘ont pas pu faire I'objet de suppositions quant a
leur implication spécifique dans l'activité antifongique du produit. Néanmoins un tableau a double
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entrée a été réalisé dans le but de croiser les informations liées a la caractérisation des extraits et leur
efficacité anti germinative semblable, il souligne ainsi 'occurence des métabolites secondaires les plus
représentées au sein de chaque extrait (hors extraits secs de pépins de raisin, thé vert et écorces de
chéne) (Tableau 16). Certaines molécules sont ainsi particulierement représentées au sein des extraits
c’est notamment le cas de la quercétine et de ses glycosides et du kaempférol et de ses glycosides tous
connus pour leur caractere antifongique (Dixit et al, 1976 ; Grayer et Harborne, 1994). D’autre part,
certains extraits de plantes seraient particulierement riches de ses métabolites secondaires, comme
I'infusion de clous de girofle qui n’en contiendrait pas moins de huit, ou encore le macérat alcoolique de
bourgeon de peuplier qui serait susceptible d’étre composé de neuf de ces molécules. Il est intéressant
de relever que l'infusion « trois plantes » qui s’est démarquée lors de I'expérimentation au verger
contient du clou de girofle, et que la bibliographie souligne particulierement les propriétés antifongiques
des extraits alcooliques de bourgeons de peuplier a I'égard de V. inaequalis (Thiesz et al, 2007 ; BaLint et
al, 2014). La présence théorique de saponosides a la fois dans I'infusion de clous de girofle et de serpolet
(pour lesquelles elles n‘avaient cependant pas été retenues comme traceurs) constitue une information
remarquable pouvant potentiellement entrer dans I'explication de I'efficacité significative de I'infusion
«trois plantes» au verger.

3. Analyse critique de la méthode
a. Tests de germination

Avant d’étre appliquée pour réaliser les tests de germination in vitro dans le but d’évaluer le pouvoir
antifongique des extraits végétaux, la méthode employée a fait I'objet de plusieurs mises au point.

Suspension de conidies

La méthode d’obtention de la suspension de spores a particulierement été travaillée. Celle-ci a
notamment évolué par étapes en passant d’'un nombre de 20 a 40 feuilles tavelées pour 50cl d’eau, les
feuilles qui étaient rincées entieres par la suite été découpées pour ne garder que les parties tachées
afin d'augmenter la quantité de spores dans la solution. Un premier essai a consisté a laisser tremper
les feuilles dans I'eau durant une trentaine de minutes avant de soutirer la suspension de spores ; cette
méthode a rapidement été écartée du fait que les spores une fois dans I'eau pouvaient entamer leur
germination, au profit de la technique décrite plus t6t.

Enchainement logique des étapes de I'expérimentation

Lorganisation dans la mise en place des tests a également fait I'objet de révisions avant d’étre appliquée
aux séries étudiées. Une premiere méthode avait effectivement consisté a préparer les unités
expérimentales (fabrication de la solution de spore et mise en contact avec les produits) t6t dans la
matinée, attendre que les spores puissent germer dans le témoin non traité, et effectuer les comptages
dans la méme journée. Pour des contraintes évidentes d’horaires de travail, le temps laissé aux conidies
pour germer ne pouvait jamais excéder trois a quatre heures, et restreindre les taux de germination
observé au comptage. Pour optimiser les pourcentages de germination dans les témoins non traités, la
préparation des essais a été réalisée la veille au soir et les comptages le lendemain matin afin d’optimiser
les taux de germination de conidies toute une nuit, soit plus de douze heures en solution.

Les différents ajustements apportés a la méthode n‘ont néanmoins pas suffis pour pallier nombre de
défauts majeurs affectant trés sérieusement la qualité et la fiabilité des résultats observés. Plusieurs
failles inhérentes aux tests de germination peuvent ainsi étre désignées, discutées et expliquées :

Taux de germination des témoins hétérogéne

Les taux de germination dans les témoins non traités, malgré le temps d’attente entre la mise en place
de I'essai et le comptage, sont restés assez bas et ont surtout présenté une hétérogénéité notable au
sein d’'une méme série. Le premier point peut s’expliquer par les trés fortes chaleurs qui ont sévi au mois
de juillet au moment ou les quatre séries de tests de germination ont été réalisées. Celles-ci auraient
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naturellement freiné le développement des spores de V. inaequalis ; de plus, les taches prélevées sur
les feuilles tavelées étaient, du fait de la saison avancée et du climat sec, relativement vieilles et pour
certaines quelque peu desséchées (bien que la plupart d’entre elles aient été écartées). Le second
point pourrait trouver une explication dans la variabilité liée a 'appréciation du compteur. En effet une
autre personne a parfois participé aux comptages des conidies. Néanmoins, celle-ci comptait chaque
unité expérimentale d’une répétition, or aucun effet lié a la répétition n‘a été détecté lors de l'analyse
statistique des données.

Concentrations en conidies hétérogenes

Le nombre de spores relativement variable d’'une unité expérimentale observée a une autre au sein
d’'une méme série, voire d’'une méme répétition, constitue lui aussi une irrégularité trés probablement
due a la méthodologie développée. Ce manque d’homogénéité hautement susceptible d’impacter la
fiabilité des résultats, s’est occasionnellement révélé problématique d’un point de vue pratique dans la
mesure ol certaines unités expérimentales présentaient (sans lien a la modalité ou a la répétition) une
trés faible concentration de conidies, si bien gu’il était parfois laborieux d'y dénombrer cent spores.
Cette variabilité s’explique du fait que la maniere de prélever la suspension de spores dans le contenant
a l'aide d’une pipette ne permettait pas d’assurer des concentrations égales en conidies, malgré les
efforts appliqués pour toujours prélever la suspension dans le fond du bécher.

Agglutination des conidies

En germant, les spores ont tendance a s‘agglutiner pour former des amas de spores germées et non
germées dont le nombre exact est tres difficilement discernable (Figure 25). Ce phénomene altére
considérablement I'exactitude des comptages et les rendent particulierement incertains et subjectifs.
Une tentative a visé a placer les pots contenant le mélange de la suspension de spores et des traitements
sur un agitateur (Comm. pers., Duval-Chaboussou, 2018) afin d’'empécher I'agglutination des spores,
sans succes.

Subjectivité

Enfin, la grande subjectivité inhérente au facteur humain lors du comptage des conidies, est
particulierement révélatrice de la modeste qualité des tests de germination effectués a la Moriniére
offrant des résultats de fiabilité hasardeuse. Bien que les précautions nécessaires aient été prises pour
gue chaque compteur ait la méme définition visuelle d’une spore germée et d’une spore non germée,
détermine de la méme maniere le nombre de conidies contenues dans un amas de spores agglutinées,
ou sache reconnaitre les conidies de V. inaequalis au milieu de nombreuses autres espéces (Figure 26),
I'opération de comptage reste fondamentalement subjective.

b. Caractérisation des extraits

La majorité des extraits testés au laboratoire (bouleau, lierre, peuplier, saponaire, clou de girofle
seul, sureau seul, serpolet seul) n‘ont malheureusement pas pu faire I'objet d’analyses chimiques, la
composition qui leur est attribuée n’est que théorique, rien n’a permis d’en vérifier I'exactitude.

C. Perspectives - propositions pour une nouvelle étude

Les limites de la démarche générale adoptée dans cette étude et les protocoles des différentes
expérimentations qui I'ont constituée offrent des résultats qui ne permettent pas vraiment d’apporter
une réponse ala problématique initiale de réduction des intrants phytosanitaires par les extraits végétaux
dans le cadre de la lutte contre la tavelure du pommier. Les travaux effectués peuvent néanmoins
alimenter la réflexion relative a la mise en place d’'une nouvelle étude, compléte et rigoureuse, qui
se devra de pouvoir répondre a cette problématique. Ainsi, dans I'hypothése ou cette étude serait
reconduite, voire ferait I'objet d’un projet sur plusieurs années, il est impératif de construire un nouveau
schéma au regard de I'expérience issue du travail réalisé a 'occasion de ce stage, afin non seulement
d’en recentrer les objectifs et de redéfinir les moyens et les acteurs pour y répondre. Cette sous-partie se
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Figure 25 : Conidies de V. inaequalis agglutinées (x200)
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018

Figure 26 : Spore d'un champignon autre que V.
inaequalis (x200)
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 20/07/2018



veut ainsi une proposition pour une démarche générale, tant dans la forme que sur le fond, qui pourrait
étre adoptée en perspective de la poursuite de I'étude. La Figure 28 illustre ainsi sous forme de schéma
la démarche générale qui pourrait constituer le squelette d’une nouvelle étude relative a I'utilisation
d’extraits végétaux a utilité phytosanitaire pour la gestion de la tavelure du pommier. Il offre une vision
d’ensemble du déroulement et de I'enchainement des différents travaux, plus précisément décrits ci-
dessous.

1. Travaux bibliographiques - choix des plantes et de leur mode d’extraction

La premiere étape de la nouvelle étude consisterait d’'une part a reprendre la synthese bibliographique
rédigée a I'occasion de ce mémoire, a I'étayer, et a proposer une sélection d’extraits végétaux pertinents
et prometteurs au regard de I'efficacité dont ils auraient déja fait preuve, de leur composition chimique,
ou de leur mode d’action supposé. La mise en place d’un partenariat avec des instituts spécialisés et
compétents en phytochimie comme I'ITEPMAI serait particulierement pertinente et opportune pour
cette premiere phase de détermination des extraits a tester. La synthése bibliographique réalisée a
I'occasion de ce mémoire offre un certain nombre de pistes qui pourraient étre explorées et exploitées, a
la fois au regard de I'efficacité prouvée de certains produits mais aussi de la caractérisation chimique des
extraits et du réle des métabolites secondaires dans la protection du pommier vis-a-vis de V. inaequalis.
- Les plantes a saponosides citées comme le lierre, le yucca, la saponaire, etc. se démarquent
particulierement dans la bibliographie pour leur mode d’action fongicide (Gilliver, 197 ; Bengtsson et
al, 2004; Bengtsson et al, 2006 ; Bengtsson et al, 2009 ; Jamar 2011 ). Il serait de fait intéressant de
creuser les opportunités offertes par leur extraction, et celle d’especes botaniques également riches en
saponosides.

- Les travaux autours d’autres extraits initialement repérés dans la bibliographie, étudiés dans le cadre de
ce stage, et dont la composition s’avere particulierement étoffée en métabolites secondaires impliqués
dans des mécanismes de défenses des plantes a des attaques fongiques, méritent également d’étre
poursuivis (clous de girofle, bourgeons de peuplier, serpolet, feuilles de bouleau, feuilles de thé vert,...).
- Une voie pourrait également étre ouverte dans la recherche de nouveaux extraits a tester avec des
plantes qui contiennent, comme les feuilles de thé vert, des flavan-3-ols (Bruneton, 1999) en écho
aux études menées quant au réle de cette molécule dans la défense du pommier face a V. inaequalis
(Treutter et Feucht, 1990).

- Des essai avec les extraits d’écorce de chéne et de pépins de raisin fournis par la société INDENA
pourraient étre poursuivis. Ceux-ci possédent potentiel intéressant compte tenu de leur composition
chimique riche, pour le premier en composés phénolique dont de l'acide gallique capable d’inhiber
champignons pathogenes (Grayer et Harborne, 1994), et pour le second en épicatéchine capables
d’induire la biosynthese de phytoalexines (El Modafar et al, 2008).

- Enfin certaines substances végétales dont l'efficacité est relevée dans le tableau ? de la synthese
bibliographique, comme les extraits de Juncus effusus (Thuerig et al, 2006) ou encore de Morus sp.
(Rollinger et al, 2016) n‘ont pas été abordées dans le cadre de cette étude mais constituent également
une source de possibilités a explorer.

Deux manieres de sélectionner les extraits a tester peuvent se distinguer. Il s’agit soit de produits
directement issus de la bibliographie, soit d’extraits déterminés a partir des métabolites secondaires
d’intérét en fonction desquelles sont recherchées les plantes et les modes d’extraction permettant de
les obtenir.

2. Fabrication des extraits testés - qualité et faisabilité

Les produits doivent étre stables, homogenes, leur composition connue, et reproductibles a I'identique.
Cela impligue notamment de proscrire la fabrication des extraits a la Moriniére trop aléatoire et variable
malgré le respect d’'un méme mode opératoire d’une préparation a une autre compte tenu des nombreux
facteurs immadftrisables. Les extraits testés doivent étre issus d’un processus de fabrication observant des
moyens, des compétences et des connaissances pointues, nécessaires a I'élaboration d’un produit de
qualité constante en dépit des multiples variables naturelles de la matiere premiere. Des extraits secs,
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Figure 27 : Extraits secs d'INDENA : écorces de chéne, thé vert, pépins de raisin (gauche a droite)
source : Charlotte BODART, la Moriniére, 24/07/2018




dosés et contrdlés, comme est capable de produire la société INDENA sont a privilégier. Ces produits
sous forme de poudre (Figure 27) sont particulierement commodes en termes de conservation et de
stockage, a l'inverse des infusions et décoctions difficilement conservables. Le simple mélange d’une
poudre formulée a la bouillie de traitement constitue une solution évidemment moins contraignante
aux yeux d’un utilisateur que la préparation chronophage et astreignante d’un extrait.

3. Agencement des expérimentations - diversité d’acteurs et de compétences

La démarche générale schématisée (Figure 28) propose une distribution des expérimentations en deux
phases successives. La premiére cherchant a caractériser in vitro le mode d’action SDP ou antifongique
des extraits testés et a déterminer les doses auxquelles ils présentent une efficacité, la seconde s’appuie
sur la précédente et évalue in vivo I'efficacité des extraits végétaux d’intérét pour les doses retenues.

a. Détermination du mode d’action et de doses efficaces in vitro

Avant de tester l'efficacité d’un extrait in vivo , sous serre sur semis, ou au verger, il est important de
connaitre la nature de son mode d’action et de le comprendre pour optimiser au mieux son application.
Différents types d’expérimentations peuvent ainsi étre entreprises en vue d’évaluer la capacité des
extraits a activer les défenses du pommier et/ou a avoir une activité antifongique a I'égard de V. inaequalis.

Evaluation de I'effet SDP a 'INRA d’Angers

Léquipe de Marie-Noélle BRISSET (INRA d’Angers) a développé un outil de diagnostic moléculaire, la «puce
gPFD® » (Puce a Faible Densité Quantitative), qui permet d’analyser de maniere simultanée I'activation
de différentes voies de défenses des plantes par un produit. Cette technologie étudie I'expression de
vingt-huit genes (sur une échelle colorée de bleu a rouge allant de la répression a l'induction du gene)
impliqués dans différentes voies de défense, celle-ci renseigne quant a I'état des défenses des plantes
traitées avec les produits faisant I'objet de I'expérimentation (Hamon et Clément, 2017). L'évaluation
de la capacité des extraits végétaux a induire I'activation des défenses du pommier pourrait ainsi faire
I'objet d’'une expérimentation par qPFD® a I'INRA d’Angers.

Evaluation de l'effet antifongique in vitro

Le nouveau schéma d’étude élimine les tests de germination en suspension de conidies réalisés a la
Moriniere dans le cadre de ce stage, dont les limites trop signifiantes ont été décrites précédemment.
LUévaluation de leffet antifongique des extraits peut néanmoins faire |'objet dautres types
d’expérimentation in vitro, dont deux sont envisagées ici.

- Tests de germination par néphélométrie a I'INRA : les propriétés anti germinatives des
extraits sur les spores de V. inaequalis in vitro pourraient étre testées au moyen d’un protocole
développé par I'INRA permettant d’étudier la cinétique de germination et de croissance des spores de V.
inaequalis en milieu liquide, par néphélométrie. Cette technologie exploite la diffraction de la lumiere (a
I'inverse d’analyses de densité optique, absorbance de la lumiére, inadaptées a I'étude de la croissance
mycélienne), pour générer des courbes de croissance mycélienne comparées entre elles et a une culture
témoin. Cette méthode est la plus quantitative et la plus fine pour ce type d’analyse, elle permet méme
de repérer des retards dans les courbes de croissance. (Comm.pers, Brisset, 2018)

- Sur boite de pétri a la Moriniére : une autre expérimentation pourrait viser a évaluer les
propriétés antifongiques des extraits en étudiant leur effet sur la croissance mycélienne de V. inaequalis
cultivée sur boite de pétri. Cette expérimentation pourrait potentiellement étre réalisée dans les locaux
de la Moriniere si la station parvient a acquérir les compétences et les connaissances relatives a la
culture in vitro de V. inaequalis sur boites de pétri. Dans I’hypothése ol ce savoir-faire n‘aurait pas la
possibilité d’étre développé a la Moriniére, cette expérimentation devrait étre, elle aussi, déléguée a des
organismes compétents en la matiere comme pourrait notamment I'étre I'INRA d’Angers.

Ces expérimentations permettent a la fois de resserrer la sélection d’extraits a étudier en ciblant les plus
prometteurs notamment au regard de leur mode d’action, et également, en testant plusieurs doses pour
les différents extraits, de déterminer lesquelles semblent prometteuses et pertinentes a tester in vivo .
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b. Evaluation de ’efficacité des extraits et des doses retenus in vivo

La seconde phase de la démarche générale proposée pour une nouvelle étude consiste a tester les
extraits végétaux aux doses établies lors de la phase expérimentale précédente. Deux expérimentations
différentes pourraient étre menées en vue d’évaluer |'efficacité des produits in vivo .

Plantules sous serre : une expérimentation pourrait d’'une part étre menée sur plantules de pommiers
sous serre. Cette méthode permet une évaluation plus rapide et moins contraignante qu’au verger
(comptages et notations simplifiées) mais nécessite néanmoins des infrastructures spécifiques (serres
par exemple) pour faire pousser et cultiver les plantules. Cette expérimentation pourrait étre effectuée a
la Moriniéere a lI'aide d’un investissement dans de petits équipements de culture en conditions controlées,
ou délocalisée au sein de structures équipées et dans la capacité de cultiver des plantules de pommiers.

Au verger : les extraits seraient enfin mis a I'épreuve du verger en conditions réelles de production
a la Moriniere, afin d’en évaluer l'efficacité et le potentiel en vue de réduire |'utilisation des intrants
phytosanitairesdanslagestiondelatavelure dupommier.La mise en place d’une nouvelle expérimentation
a la Moriniere pourrait intégrer les remarques émises lors de la critique de la méthode employée cette
année pour I'expérimentation au verger.

CONCLUSION

Cette étude concourait a estimer le potentiel offert par I'intégration d’extraits végétaux aux méthodes
de lutte contre la tavelure du pommier en vue de réduire l'utilisation des produits phytosanitaires a
I'égard de celle-ci. Différentes expérimentations ont été entreprises afin de tester I'efficacité de plusieurs
extraits végétausx, in vivo, au coeur du verger de la station expérimentale de la Moriniére, et en conditions
in vitro, sur conidies de Venturia inaequalis. 'une des interrogations de départ questionnait notamment
la capacité de ce type de produits a diminuer les doses de cuivre dans les traitements. Les extraits testés
auverger ont ainsi automatiquement été expérimentés en mélange avec un traitement cuprique. Dans la
plupart des cas, les résultats n‘ont pas permis d’observer une efficacité plus prononcée des traitements
composés par les extraits végétaux et le traitement cuprique correspondant a la « % référence bio »
vis-a-vis des traitements cupriques de référence (« Référence bio » et « ¥ référence bio »), a I'exception
d’une infusion de clous de girofles, de feuilles sureau, et de serpolet. Les tests de germination menés au
laboratoire nont néanmoins pas pu confirmer I'activité antifongique de cet extrait, et de fait, ni permis de
conclure quant a son mode d’action. Effectivement, I'attribution d’'un mode d’action SDP ou antifongique
aux extraits, n‘a pu étre réalisée dans le cadre de cette étude. Pour ce faire, les travaux doivent étre
poursuivis, et approfondis via de nouvelles expérimentations exploitant certaines technologies de pointe
comme la puce qPFD® ou I'analyse de croissance fongique par néphélométrie.

Cette étude a néanmoins été a l'origine d’une synthése bibliographique internationale qui a recensé,
de la maniere la plus exhaustive possible, 'ensemble des études scientifiques et savoirs empiriques,
relatifs a I'utilisation d’extraits végétaux contre V. inaequalis. Les informations ainsi récoltées ouvrent de
nombreuses perspectives résidant, a la fois dans le succes de certains produits, qu’il serait intéressant
de tester dans le cadre d’une prochaine étude ; mais également, dans I'importance et le réle joué par la
composition phytochimique des extraits au regard de leur efficacité et de leur mode d’action.

Cette étude a donc constitué une premiere approche en vue de statuer quant au potentiel offert par les
extraits végétaux pour diminuer l'utilisation des produits phytosanitaires chez les arboriculteurs dans la
lutte contre la tavelure du pommier. N'ayant pu apporter de réponse précise a la question soulevée par la
problématique de départ, elle encourage a la poursuite des travaux au regard des avancées, notamment
bibliographiques, réalisées dans le cadre de ce stage, et de I'analyse critique de la démarche empruntée.
Aussi, il serait plus spécialement nécessaire de porter une attention particuliere a la compréhension du
mode d’action des extraits végétaux, inhérente a leur composition phytochimique, afin d’appréhender
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au mieux dans quelle mesure ils peuvent étre employés de maniére efficace et reproductible chez les
arboriculteurs. Ces derniéres notions revétent effectivement une importance cruciale, et se doivent
d’étre approfondies pour optimiser I'utilisation des extraits végétaux dans les vergers (formulation des
produits, périodes d’application, doses utilisées), et en faire un outil de lutte efficient. Les travaux autour
de la composition et de la caractérisation des extraits végétaux sont également essentiels, dans la mesure
oU, un produit, pour étre employé maniere efficace et reproductible sur le terrain, se doit d’étre stable,
homogéne, et commode d’utilisation. La fabrication d’extraits secs et dosés, par des professionnels de
I'extraction végétale, se dessine ainsi comme une piste intéressante.

Il convient enfin d’affirmer que la réduction de I'usage des produits phytosanitaires a I'encontre de
V.inaequalis, ne peut passer par la découverte et I'élaboration de substances visant uniquement a les
remplacer. Les extraits végétaux ne peuvent ainsi pas se substituer seuls aux produits phytosanitaires,
I'alternative réside effectivement, a la fois dans I'intégration de ceux-ci a de nombreuses stratégies
de lutte complémentaires d’ordre physique, biologique et génétique, et dans I'optimisation de leur
utilisation (positionnement stratégique des applications, qualité des extraits,...).

Les produits d’origine végétale étudiés dans cette étude sont issus d’un processus d’extraction des
composés contenus dans différents organes de plantes, mais ils n’en constituent néanmoins pas la seule
source d’obtention existante. La technologie PAT®, ou « Plantes a traire », en partie développée par
I'INRA, exploite ainsi les exsudats racinaires des plantes et leur richesse en métabolites secondaires. Son
principe consiste a cultiver des plantes en hydroponie et a les soumettre a différents traitements (ajout
d’éliciteurs, stimulation de la photosynthése,...), dans le but de forcer I'excrétion de molécules racinaires
dans la solution hydroponique et, de récupérer ces derniéres tout en maintenant les plantes vivantes,
encore exploitables, car toujours dans la capacité de produire des exsudats (Gontier et al, 2008). Ce
procédé, particulierement innovant, d’obtention de molécules actives, ouvre de belles perspectives
pour la découverte et la production de produits d’origine végétale d’intérét dans la gestion des maladies
des plantes, dont fait notamment partie la tavelure du pommier.
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Annexe 1 : Matériel et méthodes pour l’analyse de croissance fongique par néphélométrie
(INRA d’Angers)

Dans le cadre de ses travaux I'équipe ResPom de I'INRA d’Angers a réalisé une série de tests de
germination de conidies de V. inaequalis par néphélométrie (difractation de la lumiere), quelques
puits des microplagques de I'appareil de mesure n’étaient pas utilisés et on pu permettre de tester une
sélection d’extraits végétaux. La manipulation a malheureusement été contrariée par une contamination
bactérienne, et n‘a pu offrir aucun résultat. Cette premiére annexe présente néanmoins le matériels et
méthodes relatifs a cette expérimentation.

Présentation de la méthode

Le protocole développé par I'INRA a pour objectif d’évaluer la cinétique de croissance mycélienne de V.
inaequalis, c’est-a-dire la germination et la croissance des spores en milieu liquide, par néphélométrie.
Cette technologie exploite la diffraction de la lumiere (a l'inverse d’analyses de densité optique,
absorbance de la lumiére, inadaptées a I'étude de la croissance mycélienne), pour générer des courbes
de croissance mycélienne comparées entre elles et a une culture témoin. Cette méthode est la plus
guantitative et la plus fine pour ce type d’analyse, elle permet méme de repérer des retards dans les
courbes de croissance, la mesure est effectivement maintenue en continu sur une semaine.

Choix et préparation des extraits végétaux

Les places restantes dans la plaque du néphélometre de I'INRA ont permis de tester l'effet de cing
extraits végétaux : deux décoctions de racine d’ortie a 50g et a 100g de plante seche par litre d’eau,
I'infusion « trois plantes : clou de girofle, feuilles de sureau, serpolet », I'extrait sec d’écorces de chéne et
I'extrait sec de pépin de raisin tous deux fournis par INDENA et dilués a 5g par litre d’eau, et une infusion
de saponaire a 50g de plante seche par litre d’eau. La manipulation a démarré a la fin du mois de juin, les
extraits a tester ont donc été choisis avant la fin des expérimentations au verger et au laboratoire, ainsi :

- Uinfusion de saponaire et les deux extraits secs ont été retenus suite au premieres recherches
bibliographiques et aux échanges avec Frangois MAIREL de la société INDENA.

- linfusion « trois plantes » a été sélectionnée parmi les extraits employés au verger suite aux
tendances observées dans l'essai et lors de tests de germination préliminaires (mise au point du
protocole).

- Anne DUVAL-CHABOUSSOU a d’autre part émis le souhait de travailler sur la décoction de racine
d’ortie a deux concentrations différentes.

Un puits témoin est attribué a chaque produit afin qu’il soit testé seul sans V. inaequalis. Un seul
témoin suffit lorsqu’il s'agit de tester méme produit a une dose différente. Pour la racine d’ortie seule la
concentration a 100g de plante par litre a été retenue comme témoin (bien qu’il ait été montré dans la
partie précédente qu’une extraction avec plus ou moins de plante dans la méme quantité de solvant ne
revient pas forcément a varier la dose de produit mais peut en changer la nature). Chaque modalité a
fait l'objet de trois répétitions.



Annexe 2 : Liste non exhaustive des composés identifiés dans la littérature pour les plantes
utilisées au verger

Compostion phytochimique

Sources

Racine d'ortie - Urtica dioica

14-octacosanol

Ganper et Spiteller 1995

Lectines UDA Urtica dioica agglutinin

Bruneton 1999, Said et al 2015

Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques

Composés phénoliques

Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques

Acides-phénols
Acides-phénols
Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides
Lignanes

Lignanes

Lignanes
Lignanes
Lignanes
Lignanes
Coumarines

acide p-coumarique
acide férulique

myrcétine

quercétine

kaempférol

rutine
kaempférol-3-0-ritinoside
isorhamnetine

neoolivil

secoisolariciresinol

dehydrodiconiferyl alcool
isolariciresinol

pinoresinol
3,4-divanillyltetrahydrofurane
scopoletine

Otles et Yalcin 2012, Jan et al 2017

Otles et Yalcin 2012

Said et al 2015

Said et al 2015

Said et al 2015

Said et al 2015

Said et al 2015

Said et al 2015

Schottner et al 1997, Bruneton 1999, Said et al 2015
Ganfer et Spiteller 1995, Schottner et al 1997, Bruneton
1999, Said et al 2015, Jan et al 2017

Schottner et al 1997, Said et al 2015

Schéttner et al 1997, Said et al 2015

Schottner et al 1997, Said et al 2015

Schéttner et al 1997, Said et al 2015

Said et al 2015, Jan et al 2017

Terpenes
Terpénes

Terpenes

Terpenes
Terpenes
Terpénes
Terpenes
Terpenes
Terpenes
Terpenes
Terpenes
Terpenes

Triterpénes
Triterpénes

Triterpénes

Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes
Triterpénes

acide oléanolique

acide ursolique
Phytostérols D-glucoside
7B- hydroxysitosterol
7a-hydroxysitosterol
7B-hydroxysitosterol-B-D-glucoside

Phytostérols
Phytostérols
Phytostérols
Phytostérols

Phytostérols  6a-diol
Phytostérols  stigmasterol
Phytostérols  campesterol
Phytostérols  stigmast-4-en-3-on
Phytostérols  hecogenin

sitostérol-3-0O-B-D-glucoside (6'-O-palmitoyl)-sitosterol-3-0-p

7a-hydroxysitosterol -B-glucoside, 24R-ethyl-5a-cholestane-3|

Ganfer et Spiteller 1995
Ganfer et Spiteller 1995

Said et al 2015

Bruneton 1999, Said et al 2015
Bruneton 1999, Said et al 2015
Bruneton 1999, Said et al 2015
Said et al 2015
Said et al 2015
Said et al 2015
Said et al 2015
Said et al 2015
Said et al 2015

Compostion phytochimigue du chimiotype européen

Sources

Préle partie aériennes - Equisetum arvense (chimiotype européen)

Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques

Composés phénoliques

Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques

Composés phénoliques

Composés phénoliques

acides phénols
acides phénols
acides phénols
acides phénols
acides phénols
flavonoides
flavonoides
flavonoides

flavonoides

flavonoides
flavonoides

acide cinnamique

acide dicaféyl-meso-tartique

acide mono-cafeoyl-tartarique

acide 5-O-caféylshikimique

acide chlorogénique
3-0-(6-O-malonyl-B-D-glucopyranosyl)-quercétol (30 a 50%)
3-0-glucosyl-quercétol

glycosides de protogenkwanine

quercetin 3-O-glucoside

apigenin 5-O-glucoside
isoquercitrin

glucoside de styrylf substance qui se comporte comme un flavonoide
glucoside de styrylf equisetumpyrone
glucoside phénoligtequisetumoside A
glucoside phénoliqiequisetumoside B
glucoside phénoligiequisetumoside C

phenolic petrosin

phenolic petrosin

onitine

oniti-9-0-glucoside

Bruneton 1999

Bruneton 1999, Sandhu et al 2010

Bertrand et Andreu 2013, Sandhu et al 2010
Bruneton 1999, Sandhu et al 2010

Bertrand et Andreu 2013

Bruneton 1999

Bruneton 1999

Bruneton 1999

Bertrand et Andreu 2013, Sandhu et al 2010, Mimica-
Dukic et al 2008

Mimica-Dukic et al 2008

Mimica-Dukic et al 2008

Bruneton 1999

Sandhu et al 2010

Sandhu et al 2010

Sandhu et al 2010

Sandhu et al 2010

Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012,
Grindemann et al 2014

Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012,
Grindemann et al 2014

Terpénes Triterpenes saponosides  équisatonine * Sandhu et al 2010

Terpenes Triterpénes triterpénoides isobauerenol * Sandhu et al 2010

Terpenes Triterpénes triterpénoides taraxerol * Sandhu et al 2010

Terpenes Triterpénes triterpénoides germanicol * Sandhu et al 2010

Terpenes Triterpénes triterpénoides acide ursolique * Sandhu et al 2010

Terpenes Triterpénes triterpénoides acide olénolique * Sandhu et al 2010

Terpenes Triterpénes triterpénoides acide bétulinique * Sandhu et al 2010
stérols cholesterol Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012
stérols epicholestanol Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012
stérols 24-methylenecholesterol Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012
stérols isofucosterol Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012
stérols campesterol Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012
stérols B-sitosterol Sandhu et al 2010, Asgarpanah et Roohi 2012

Alcaloides nicotine Sandhu et al 2010

Alcaloides palustrine Sandhu et al 2010

Alcaloides palustrinine Sandhu et al 2010




Annexe 2 - suite : Liste non exhaustive des composés identifiés dans la littérature pour les
plantes utilisées au verger

Compostion phytochimique Sources
Lipide acide gras ketopentatriacontanoic acid Aziz 2008
ketotriacontanol Aziz 2008
§ 3-B-hydroxyolean-12-en-28-oic acid Aziz 2008
E 3TOfB—D—g\ucgpyrénosyl—snostero\ Az!z 2008
S dihydroursonic acid Aziz 2008
§ Composés phénoliques Acides phénols acide caféique Sonmezdag et al 2016
§ Composés phénoliques Acides phénols acide rosmarinique Sonmezdag et al 2016
i=  |Composés phénoliques Acides phénols acide férulique Sonmezdag et al 2016
% Composés phénoliques Acides phénols acide chlorogénique Sonmezdag et al 2016
£ |Composés phénoliques Flavonoides luteolin 7-O-glucoside Sonmezdag et al 2016
% Composés phénoliques Flavonoides |uteolin Sonmezdag et al 2016
o |Composés phénoliques Flavonoides luteolin 7-O-glucuronide Sonmezdag et al 2016
-g Composés phénoliques Flavonoides kaempferol O-glucuronide Sonmezdag et al 2016
8 |Composés phénoliques Flavonoides methyl kaempferol O -rutinoside Sonmezdag et al 2016
@ |Composés phénoliques Tanins Tamert et al 2017
g. Composés phénoliques Tanins catéchiques Tamert et al 2017
3 Composés phénoliques Proanthocyanidols Tamert et al 2017
Terpénes Saponosides Tamert et al 2017
Alcaloides Tamert et al 2017
Compostion phytochimique Sources

Dérivés d'acides aminés
Dérivés d'acides aminés
Dérivés d'acides aminés
Dérivés d'acides aminés
Dérivés d'acides aminés
Dérivés d'acides aminés

Hétérosides cyanogénique

Hétérosides cyanogénique
Hétérosides cyanogénique
Hétérosides cyanogénique
Hétérosides cyanogénique

sambugrinin
prunasin

holocalin

6-acetyl holocaline

Hétérosides cyanogénique zierin

D'Abrosca et al 2001, Atkinson et Atkinson 2002
D'Abrosca et al 2001, Atkinson et Atkinson 2002
D'Abrosca et al 2001, Atkinson et Atkinson 2002
D'Abrosca et al 2001, Atkinson et Atkinson 2002
D'Abrosca et al 2001

Atkinson et Atkinson et Atkinson 2002

Dérivés d'acides aminés Hétérosides cyanogénique 4 autres D'Abrosca et al 2001
© Composé phénolique  Hétéroside phénoliques acid mandélique D'Abrosca et al 2001
& [Composé phénolique Hétéroside phénoliques icariside F2 D'Abrosca et al 2001
§ Composé phénolique  Lignanes lariciresinol D'Abrosca et al 2001
S [Composé phénolique  Lignanes neolignanes (3) D'Abrosca et al 2001
E Composé phénolique  Lignanes furofuranlignan pinoresinol D'Abrosca et al 2001
"3 Composé phénolique  Lignanes furofuranlignan medioresinol D'Abrosca et al 2001
-g Composé phénolique  Flavonoides rutin inconnu
g Composé phénolique  Flavonoides quercetin inconnu
g Composé phénolique  Flavonoides quercitin 3-glucoside D'Abrosca et al 2001
@ [Composé phénolique  Flavonoides quercitin 3-O-neo-hesperidoside D'Abrosca et al 2001
3 Composé phénolique  Flavonoides kampferol 3-O-neohesperidoside D'Abrosca et al 2001
§ Composé phénolique  Flavonoides kampferol 3-glucoside D'Abrosca et al 2001
'g Composé phénolique  Flavonoides rhamnetin 3-glucoside D'Abrosca et al 2001
v Composé phénolique  Tanins inconnu

Terpénes Triterpenes a-amyrin palmitates inconnu

Terpénes Triterpenes B -amyrin palmitates inconnu

Terpénes Triterpenes acide oleanolique inconnu

Terpénes Triterpenes acide ursolique inconnu

Terpénes Triterpénes stérols sitosterol inconnu

Terpenes Triterpenes stérols stigmasterol inconnu

Terpénes Triterpenes stérols campesterol inconnu

Compostion phytochimique

Sources

CLOU DE GIROFLE - Syzygum aromaticum

Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques
Composés phénoliques

Acides phénols
Acides phénols
Acides phénols
Acides phénols
Acides phénols

acide gallique 0.78g/ 100g
acide caféique

acide férulique

acide éllagique

acide salicylique

Cortés-Rojas et al 2014, Mittal et al 2014
Cortés-Rojas et al 2014
Cortés-Rojas et al 2014
Cortés-Rojas et al 2014
Cortés-Rojas et al 2014

Composés phénoliques Flavonoides Shailesh 2015, Vizhi et al 2016
Composés phénoliques Flavonoides catéchines Vizhi et al 2016

Composeés phénoliques Flavonoides flavonol quercetin Nassar et al 2007

Composés phénoliques Flavonoides flavonol kaempferol Cortés-Rojas et al 2014, Mittal et al 2014
Composeés phénoliques Flavonoides flavonol rhamnétine Mittal et al 2014

Composés phénoliques Flavonoides flavonol myricétine Mittal et al 2014

Composés phénoliques Flavonoides tamarixetin 3-O-b-D-glucopyranoside Nassar et al 2007

Composés phénoliques Flavonoides ombuin 3-0-b-D-glucopyranoside Nassar et al 2007

Composés phénoliques flavonol glucosides Cortés-Rojas et al 2014
Composés phénoliques Chromones eugénitine Mittal et al 2014

Composés phénoliques Chromones eugénine Mittal et al 2014

Composés phénoliques Coumarines Vizhi et al 2016

Composés phénoliques Tannins Shailesh 2015, Vizhi et al 2016
Terpénes Triterpenes stérols campestérol Mittal et al 2014

Terpeénes Triterpénes stérols stigmastérol Mittal et al 2014

Terpénes Triterpénes saponines Shailesh 2015, Vizhi et al 2016
Terpenes Triterpénes triterpénoide acide oléanolique Mittal et al 2014

Terpénes Triterpenes triterpénoide acide maslinique Mittal et al 2014

Terpenes Triterpénes stéroides Vizhi et al 2016

Alcaloides Shailesh 2015, Vizhi et al 2016
Alcaloides biflorine Mittal et al 2014




Annexe 3.a : Résultats de l’analyse HPLC décoction de préle - Chromatogramme

| Page: 1 of 1

E indena’
CQ Tours Report Name: TO_Concentration

Sample Mame: Echant 1 Frele Cohc:
Analytical Method: ULHAT301 Batch:
System Mame: TO_LCOO1 dentification: decoction de prele ef 155p153
Sample Set Name: 20180531 Column: ZOR0E0
Processing Method: Artichaut_TO_LCDO1 Balance:
Proc. Chnl. Deser.: 2888 Ch1 263nm@4.8nm Injection Veolume: 10,00 wl
Project Mame: CDQ_TO2018\Produits divers\hMoriniere
Diate Acquired: 31/05/2018 20:30:07 CEST Viak 18 Injection #: 4
Diate Processed: 11/06/2018 08:15:08 CEST Sample Weight: 1.0000 Diilurtion: 1.00

Acquired By helind Processed By helindfLab Manager
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Annexe 3.b : Resultats de l’analyse HPLC deécoction de racine d’ortie - Chromatogramme
! Page: 1 of 1
EN indena’
CQ Tours Report Name: TO_Concentration
Sample Mame: Echant 2 racine ortie CoA:
Analytical Method: ULHATZ01 Batch:
System Name: TO_LCDO1 Kentification: decoction racine ortie ef 155p153
Sample Set Mame: 20180531 Colurmn: ZORDE0
Processing Method: ™™ Balance:
Proc. Chnl. Descr.: R Injection “Yolume: 10.00 ul
Project Mame: CDOQ TON2018\Froduits divers\Moriniere
Date Acquired: 31/05/2018 22:31:54 CEST iak: 1:11 Injection #: 1
Date Processed: R Sample Weight: 1.0000 Diilution: 1.00
Acquired By hielind Processed By **™*
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Methed Id ****; Instrument Method Id 1003
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All Peaks Table group contains information that doesn't match the data being reported.



Annexe 3.c : Résultats de ’analyse HPLC infusion «trois plantes» - Chromatogramme

! Page: 1 of 1

E indena’
CQ Tours Report Name: TO_Concentration

Sample Name: Echant 5§ melange plantes Cod:
Analytical Method: ULHATID1 Batch:
System Name: TO_LCDD1 dentification: decoction mélange plantes cf
Sample Set Name: 20180531 Column: ZORDGE0
Processing Method: Arichaut_TO _LCD0D1 Balance:
Proe. Chnl. Deser.: 2888 Ch1 263nmi@4.8nm Injection Volume: 10,00 ul
Project Name: CDQ_TON2018\Produits divers\Moriniere
Diate Acquired: 01/06/2018 00:33:38 CEST Viak 1:13 lhjection #: 4
Date Processed: 1W0ER2018 09:19:49 CEST Sample Weight: 1.0000 Dilurtion: 1.00
Acquired By helind Processed By helind/Lab Manager
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Titre anglais

Apple scab : comparative study of plant extracts inorder to reduce the use of phytosanitary products inthe fight
against Venturia ingegualis (Cooke) Winter.

Résumé : Cette étude s’inscrit dans I'enjeu actuel de réduction de l'utilisation des intrants phytosanitaires
en agriculture, et plus spécialement au regard de la gestion de la tavelure du pommier, particulierement
problématique et consommatrice en fongicides. Les travaux réalisés ont cherché a déterminer l'efficacité
de différents extraits végétaux au regard, a la fois du développement de la tavelure en conditions in vivo
au verger, et leur capacité a limiter la germination de spores de V. inaequalis in vitro. La composition en
métabolites secondaires des extraits végétaux et le réle de ceux-ci dans la défense des plantes face aux
agressions fongiques, notamment du pommier a V. inaequalis, ont occupé une place prépondérante au sein
de cette étude, faisant notamment I'objet de recherches bibliographiques et d’analyses chimiques. Certains
résultats issus de lI'expérimentation au verger montrent l'efficacité significativement plus importante d’un
traitement contenant une infusion de clous de girofle, feuilles de sureau et serpolet, par rapport au témoin
et aux produits de référence. 'étude n’a néanmoins a ce stade pas permis de conclure quant au potentiel
des extraits végétaux a diminuer I'emploi des intrants phytosanitaire dans la lutte contre la tavelure du
pommier. Dans cette optique une nouvelle démarche générale est proposée en vue de reconduire I'étude.
Celle-ci suggere que le mode d’action des extraits végétaux devrait étre appréhendé et compris en amont
de I'expérimentation au verger. La caractérisation chimique des extraits mériterait ainsi de faire 'objet de
travaux complémentaires, et la méthode d’évaluation des capacités antifongiques des extraits sur spore de
V. inaequalis in vitro, peu fiable, devrait étre révisée et complétée avec des outils permettant de tester leurs
propriétés d’activation de la défense des plantes.

Abstract : This study is part of the current issue looking for the reduction in the use of phytosaniary products
in agriculture, and more specifically when managing apple scab wich is particularly challenging and fungicide
consuming. The work achieved aimed to identify the efficiency of several plant extracts looking towards, in
one hand apple scab progression in vivo in the orchard, in the other hand their ability to lessen V. inaequalis
spore germination in vitro. Secondary metabolites composition of the plant extracts, and the role played by
those in plants defences against fungal attacks, including apple trees towards V. inaequalis, took a prominent
position within this study, and were then subject to bibliographical research and chemical analysis. Some data
stemming from the field expériment show the efficiency significantly higher of a treatment containing an
infusion of clove, elder leaves and thyme infusion in comparison with the control and standard treatments.
The was nonetheles not able at this point to conclude regarding the capacity of plant extracts to drive the use
of phytosanitary products down in managing apple scab. With this in mind, a new general approach is put
forward to reiterate the study another way. This one suggest that the way plant extracts operate should be
better grasped and understood upstream the field experiment. Chemical identification of the extracts would
deserve to be subject to additional work, and the valuation method of the extracts antifungal properties
against V. inaequalis in vitro, quite unreliable, should be redesigned and supplemented with tools allowing to
test their properties in activating plants defences.

Mots-clés : tavelure du pommier, extraits végétaux, réduction des produits phytosanitaires, antifongique,
stimulateur de défense des plantes, métabolite secondaire, phytochimie, saponosides

Key Words - apple scab, plant extracts, reducing phytosanitary products, antifungal, plant defences activator,
secondary metabolite, phytochemistry, saponins
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