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2,4-D Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique
2 -MNQ 2-Methoxy-1,4-naphtoquinone
ACCase Acétyl CoA carboxylase
AcOEt Acétate d'¢thyle
ADN Acide DesoxyriboNucléique
AESA Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
AHAS ou ALS Acétohydroxyacide synthase ou acétolactate synthase
AIA Acide 3-indole acétique
ANA Acide naphtaléne acétique
ANSES Agence Nationale de Sécurité sanitaire de I'alimentation,
de I'Environnement et du travail
ARN Acide RiboNucléique
ATP Adénosine Tri Phosphate
BAP Benzyladenine
CAMBAP Chimie Analytique des Molécules BioActives et
Pharmacognosie
CG Controle de germination
CMR Cancérigéne Mutagene, Reprotoxique
CVFr Coefficient de Variation de fidélité intermédiaire
CVIvV Culture végétale in vitro
CV; Coefficient de Variation de répétabilité
D-0O Oxyde de deutérium ou eau lourde
DAD Diode Array Detector - Détecteur a Barrette de Diodes
DEDL Détecteur évaporatif a diffusion de la lumiére
DMSO Diméthylsulfoxyde
ECso Concentration efficace 50
EPSP 5-EnolylPyruvyl-Shikimate 3-Phosphate
EPSPS 5-EnolylPyruvyl-Shikimate 3-Phosphate Synthase
GLM Mode¢le Linéaire Généralis¢
HO Eau
HPLC High Performance Liquid Chromatography
Chromatographie Liquide Haute Performance
HRAC Herbicide Resistance Action Comitee - Comité d’Action de la
Résistance aux Herbicides
HRMS High Resolution Mass Spectrometry - Spectrométrie de
Masse Haute Résolution
i-PrOH Isopropanol (propan-2-ol)
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IBA
ICso
IGR
KIN
m/z
MS
NADPH>
PEP
pH
ppm
PPM™
PSI
PSII
RMN
ROS
rpm
S3Pp
SCE
SEM
ZEA

Acide indole 3-butyrique

Concentration inhibitrice 50

Impatiens glandulifera Royle

Kinétine

Rapport masse/charge

Mass Spectrometry - Spectrométrie de Masse
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
Phosphoénolpyruvate

Potentiel Hydrogéne

Partie par millions

Plant Preservative Mixture

Photosystéme |

Photosysteme II

Résonance Magnétique Nucléaire

Reactive Oxygen Species — Especes réactives de 1’oxygeéne
Rotation par minute

Shikimate-3-Phosphate

Somme des Carrés des Ecarts

Standard Error to the Mean - Erreur type de la moyenne

Zéatine
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Introduction générale

Ces dernieres décennies, 1’usage des produits phytopharmaceutiques a augmenté pour
permettre une hausse des rendements agricoles en lien avec 1’augmentation de la population
mondiale. Cet usage excessif a eu des conséquences néfastes sur ’environnement avec
notamment une atteinte des espéces non ciblées comme les espéces aquatiques, les Humains
mais également une pollution des nappes phréatiques. De plus en plus de composés herbicides
sont retirés du marché au fur et a mesure que les études évaluent leur toxicité. Néanmoins, pour
conserver des rendements de culture acceptables, des alternatives sont nécessaires. Ainsi, des
initiatives se développent dans différents pays pour promouvoir des produits plus respectueux

de I’environnement comme les produits de biocontrole.

Cette thése s’inscrit dans ce contexte de recherche d’alternatives en étudiant les plantes
invasives ou adventices de la Région Grand Est. En effet, ces plantes ont des capacités de
prolifération accrues leur permettant de coloniser un maximum de territoire. Pour cela, elles
possédent diverses stratégies dont une, pouvant se baser sur le relargage dans 1I’environnement
de composés phytotoxiques ralentissant la croissance des plantes alentours. Ce mécanisme de
production de métabolites influencant les autres plantes est appelé 1’allélopathie et les

interactions en résultant peuvent étre positives ou négatives sur les especes cibles.

L’objectif majeur de ce projet de these était donc d’identifier des molécules phytotoxiques
produites dans les plantes invasives, adventices ou ornementales vigoureuses de la Région

Grand Est. Pour ce faire, différents objectifs ont été définis :

Le développement d’une nouvelle méthode de tests de mesure de 1’activité bioherbicide
permettant un gain de temps et un couplage séparation chromatographique — test biologique.
L’étude du potentiel phytotoxique de la balsamine de 'Himalaya, plante invasive en Alsace et
identification des molécules actives de cette plante

La culture in vitro de la balsamine de 1’Himalaya avec 1’obtention de cultures de cellules
indifférenciées (cals, suspensions) et €galement de plantules.

Le criblage de I’activité phytotoxique d’une vingtaine de plantes et 1’identification des

composés actifs.

Ce manuscrit est divis€ en 7 chapitres. Le premier chapitre porte sur 1’étude
bibliographique des plantes adventices, de leur impact sur les cultures mais également sur les
moyens de les controler notamment en utilisant des produits phytosanitaires ou des alternatives

plus respectueuses de I’environnement. Les techniques d’analyse et de production de composés
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d’intérét par les plantes (comme la culture in vitro) sont également évoqués. Le deuxiéme
chapitre se concentre sur le développement de la méthode de test de mesure de ’activité
bioherbicide en plaque 96 puits et du couplage entre la chromatographie liquide et le test
biologique. Le troisiéme chapitre porte sur I’étude du potentiel phytotoxique de la plante
modele du projet, la balsamine de 1’Himalaya en utilisant la nouvelle méthode développée. Le
quatriéme chapitre se concentre sur les résultats du criblage de plusieurs plantes invasives ou
adventices de la région. Le cinquieéme chapitre comporte les conclusions générales du
manuscrit, une courte discussion et des perspectives pour la suite du projet. Les chapitres 6 et

7 composent le glossaire et le matériel et méthodes.
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Chapitre I — Introduction

Chapitre I - Introduction

1. Les herbicides : contexte, utilisation, avantages et problématiques :

1.1 Contexte : la lutte contre les plantes adventices :

1.1.1 Généralités sur les plantes adventices :

Selon la définition de Navas 1991, une plante adventice ou une « mauvaise herbe » est
une plante qui forme des populations capables de se développer dans des habitats cultivés,
considérablement perturbés ou occupés par I’Homme et qui peut potentiellement faire baisser
ou déplacer la population de plantes qui ont été délibérément cultivées ou qui ont un intérét

¢cologique ou esthétique (Zimdahl, 2018).

Les plantes adventices peuvent donc se développer dans des environnements aquatiques
ou terrestres. Les adventices aquatiques sont retrouvées partout dans le monde et peuvent étre
flottantes (jacinthe d’eau: FEichhornia crassipes L.) submergées (myriophylle en épi :
Myriophyllum spicatum L.) ou émergées (massettes Typha sp.) en fonction des especes
concernées (M. Kaur et al., 2018) . Les algues ne sont quant a elles pas vraiment considérées
comme des mauvaises herbes ou des adventices mais restent une catégorie végétale a surveiller
avec des préoccupations qui ont commencé des les années 1950 (Bartsch, 1954). Les plantes
adventices terrestres et en particulier les adventices des cultures sont en grande majorité des
Angiospermes! (plantes a fleurs) sauf pour les préles qui sont dépourvues de véritables fleurs,
d’étamines et de graines et qui appartiennent aux Ptéridophytes (INRAE, 2022). Parmi les
angiospermes, on distingue deux groupes : les monocotylédones et les dicotylédones. Les
différences entre ces 2 groupes sont résumées dans le tableau I-1 avec pour chaque catégorie
des exemples de plantes adventices et cultivées. Il sera fait référence a certaines de ces 2
catégories de plantes plus loin dans le manuscrit indépendamment du fait qu’elles soient
considérées comme adventices.

Tableau I-1 — Caractéristiques des plantes monocotylédones et dicotylédones

Monocotylédones Dicotylédones

Cotylédons 1 2

Fleurs Piéces florales par 3 Piéces florales par 4 ou 5

Feuilles Nervures paralléles Nervures en réseau

Pollen Un pore Trois pores (souvent)

Racines Racines adventives Racine principale persistante

Exemples Panic pied de coq (Echinochloa crus-galli) Chénopode blanc (Chenopodium album)

d’adventices Digitaire sanguine (Digitaria sanguinalis) Gaillet gratteron (Galium aparine)
Exemples de BI¢ tendre (Triticum aestivum L.) Radis (Raphanus sativus L.)

plantes cultivées

! Les termes indiqués en bleu soulignés sont définis dans le glossaire
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Ces plantes adventices proliférent rapidement grace a diverses stratégies évolutives et
leur reproduction peut se faire de facon végétative ou par graine. Un grand nombre de graines
sont produites et elles disposent d’un mécanisme de dispersion efficace les propageant sur de
grandes distances. Aprés la germination, les plantes grandissent rapidement, avec un stade

végétatif court qui leur permet de se reproduire trés rapidement.

1.1.2 Utilité des plantes adventices :

On appelle plantes messicoles les plantes adventices ayant un cycle de développement
synchrone a celui des plantes cultivées. Ces plantes ont des avantages que ce soit pour les
insectes, les oiseaux ou les herbivores. En effet, I’enherbement spontané favorise la diversité
des insectes présents dans les cultures mais permet aussi de controler les populations de
ravageurs. Par exemple la mise en place du plan Biodivleg faisant partie du plan EcoPhyto
(décrit dans la partie 2 de ce chapitre) consiste a aménager les bords des parcelles et permet la
maitrise de la mouche des cultures. Les plantes messicoles sont aussi un réservoir nutritif pour
les oiseaux, qui peuvent se nourrir de leurs graines mais aussi des insectes présents sur ces
plantes. De plus, cultiver ces plantes peut étre associé avec une gestion globale de I’agriculture
pour la production de fourrage pour les herbivores (Cambecedes ef al., 2012). Enfin, ces plantes
considérées comme nuisibles peuvent étre consommées par ’Homme, comme le pourpier
(Portulaca oleacera L.) ou ’ortie (Urtica dioica L.). Certaines études ou plans proposent méme
une conservation de ces plantes voir une culture a des fins alimentaires en controlant ainsi la

qualité de la production (Ceccanti et al., 2018).

1.1.3 Désagréments causés par les plantes adventices :

Malgreé certaines utilisations des plantes adventices, leur capacité de prolifération accrue
pose divers problémes. La compétition pour les ressources avec les autres plantes présentes
provoque une perte de rendement au sein des cultures pouvant aller jusqu’a 100%. De maniere
générale, la perte attribuée aux mauvaises herbes aux Etats-Unis dans les années 1970 pour les
cultures des céréales ¢tait d’environ 10% (Zimdahl, 2018). En plus de la perte de rendement,
les plantes adventices induisent des colits supplémentaires. Pouvant étre hotes de certains
ravageurs (virus, insectes, nématodes, champignons), elles rendent plus difficile la protection
des cultures comme par exemple, I’avoine sauvage qui peut étre 1’hdte de la pourriture blanche
(oidium) qui infeste les cultures d’avoine, de blé ou d’orge (Zimdahl, 2018). Les graines de
plantes adventices vont aussi €tre ramassées avec les plantes cultivées et réduire la qualité de la
récolte si elles ne sont pas enlevées ce qui provoque un surcolt de production. Il est donc

nécessaire de contrdler leur présence pour des questions de sécurité alimentaire.
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De plus, si ces plantes adventices deviennent invasives ou envahissantes, elles peuvent
provoquer une perte de biodiversité dans les écosystémes car elles peuvent empécher les autres
plantes d’avoir acces aux ressources et de se développer. Ces mauvaises herbes peuvent étre
dangereuses pour les animaux si elles sont présentes dans les fourrages avec des risques
d’intoxication, ou de blessure mais également pour les humains avec des risques d’allergie, de

départ de feu ou de perte de visibilité sur la route (Zimdahl, 2018).

1.2 Utilisation des herbicides :

1.2.1 Historique et mise en place :

Afin de controler le développement de ces mauvaises herbes et de limiter leur impact sur
les rendements des cultures, des herbicides ont commencé a étre utilisés a partir des années
1870. Ils étaient a I’époque, inorganiques, avec un spectre d’action large et les mécanismes

d’action étaient alors inconnus.

A partir des années 1940, la découverte de nouveaux herbicides grace a de vastes essais
a commencé en utilisant des plantes modéles et en pulvérisant les composés actifs sur les plants
ou en les ajoutant directement dans le milieu nutritif. L’effet du composé était visualisé grace
aux symptomes que développait la plante, ainsi qu’a son poids sec et frais (Krachmer et al.,
2014). Les modes d’action n’étaient pas trés diversifiés ni vraiment étudi€s. Les premiers
herbicides commercialisés sont les auxines, les herbicides perturbant [’organisation

microtubulaire et les photosystémes en particulier le photosysteme II.

A partir des années 1980, des essais biochimiques ont ét¢é menés pour déterminer plus
précisément les modes d’actions des herbicides et leurs cibles biologiques avec notamment la
caractérisation des sites de liaison de ces composés. Les enzymes spécifiques des plantes ont

donc été privilégiées pour éviter la toxicité sur les mammiferes (Krachmer et al., 2014).

Depuis les années 1990 on peut constater une augmentation de la quantité d’herbicides
utilisée dans le monde, passant de 900 000 tonnes utilisées en 1990 a plus de 2 millions en 2019
(FAO, 2022). Les continents qui en sont les plus gros consommateurs sont I’Asie (50%),
I’Amérique (36.4%), ’Europe (11%), ’Océanie (1.8%) et enfin I’ Afrique avec une part de
1,3%. Méme si la France se classe 8™ des pays les plus consommateurs d’herbicides sur la
moyenne entre 1990 et 2009 avec environ 30 000 tonnes, elle reste loin derriere la Chine avec
une moyenne de 680 000 tonnes. De plus, en France, depuis 1990 le tonnage utilisé par an n’a
pas vraiment augmenté (37 000 tonnes utilisées en 1990 contre 34 000 tonnes en 2019 avec une
baisse sous les 30 000 tonnes de 2002 a 2013) (FAO, 2022).

Les herbicides utilisés dans le monde sont des molécules diverses avec des modes d’action
spécifiques, ils peuvent étre classés selon plusieurs critéres qui sont détaillés dans les

paragraphes suivants a savoir : leur moment et méthode d’application (quand sont-ils appliqués
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et comment ?), leur mode d’action (comment inhibent-ils la croissance des plantes ?) et leur

sélectivité (quelles plantes inhibent —ils ?).

1.2.2 Moment et méthode d’application des herbicides :

Les herbicides peuvent étre appliqués a différents moments du développement de la
plantule (figure I-1). En effet, le passage de graine a plantule se fait en différentes phases. La
phase I est celle de I’imbibition (entrée d’eau dans la graine seéche). C’est pendant cette phase
que la graine se remet a fonctionner (reprise de la respiration cellulaire, synthése des ARNs).
La phase II est celle de la germination avec une teneur en eau stable dans la graine et la synthese
des protéines. La durée de cette phase est variable en fonction de la durée de la dormance de la
graine. La phase III débute avec I’émergence de la radicule et est caractérisée par une croissance

rapide et I’apparition des parties aériennes : la plantule est formée.

Les herbicides peuvent étre appliqués en pré-semis, en pré-émergence ou en post-
émergence (figure I-1). Leur moment d’action détermine également la méthode d’application,
mais aussi leur sélectivité. En effet les herbicides de pré-semis et de pré-émergence vont étre
mis directement dans le sol avant la germination de la graine. Comme les herbicides de pré-
semis ou de pré-émergence doivent étre présents avant la germination de la graine, ils sont
incorporés dans le sol grace a divers systémes: comprimés a libération lente, micro-
encapsulation (micro ou nanoparticules). Les comprimés sont faits en un matériau inerte sur
lequel est déposé 1’herbicide. Une fois mouillés ils vont relarguer les composés herbicides petit
a petit. Ces comprimés sont utilisés pour I’application du piclorame par exemple. Cette méthode
permet d’utiliser une concentration en herbicide plus faible que les méthodes utilisant des
granulés ou des sprays. La micro ou nano encapsulation est I’action d’intégrer les molécules
actives dans un vecteur de transport biodégradable et peu cher qui peut étre constitu¢ de
polymeéres, d’amidon ou d’alginate de calcium par exemple. Cette technique permet de réduire
la quantité d’herbicides nécessaire, mais également d’augmenter leur stabilité (Shahena et al.,
2020).

Les herbicides de post-émergence sont quant a eux appliqués une fois que la pousse est
sortie de terre, avec une application foliaire. Ils peuvent étre sélectifs d’une catégorie de plante
ou non et sont plutdt utilisés sous forme de granulés a diluer dans I’eau ou de solutions a
appliquer directement sur les parties foliaires comme le glyphosate et l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D ) (Shahena et al., 2020).
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Pré semi Pré émergence Post émergence

® o o

Phase I Phase II Phase III

Imbibition Germination Croissance

Figure I-1 — Différentes étapes de la germination d’une graine

1.2.3 Les modes d’action des herbicides :

Les modes d’action des molécules herbicides sont variés et peuvent affecter différentes
voies de signalisation empéchant ainsi la survie de la plante. Pour déterminer le mode d’action
d’un composé, des criteres morphologiques peuvent étre utilisés comme la croissance des
racines ou de I’hypocotyle, mais ces observations peuvent étre insuffisantes. Des techniques
différentes permettent de compléter les premicres observations morphologiques comme la
vérification de I’index mitotique pour évaluer la division des cellules, la perte d’intégrité
membranaire qui peut mettre en évidence une déstructuration des membranes, la mesure de la

chlorophylle ou d’autres pigments qui indiquent une inhibition de la photosynthése (Dayan et
al., 2000).

Le Comité d’Action de la Résistance aux Herbicides (HRAC) est un groupement formé
par des acteurs de I’industrie agrochimique, avec comme membres les entreprises BASF, Bayer
ou encore Syngenta dans le but de lutter contre la résistance des plantes adventices. Ce comité
a recensé 263 herbicides et a établi une classification des modes d’action (actualisée en 2021)
de ces derniers en fonction de la cible métabolique qu’ils inhibent?. Trois grandes catégories
ont été formées : les herbicides ciblant ’activation des espéces réactives de I’oxygéne par la
lumiére (1) au nombre de 86, ceux qui impactent le métabolisme cellulaire (2) au nombre de
120 et ceux qui impactent la division cellulaire (3) au nombre de 41 (figure I-2). Ces 3 grandes
catégories sont divisées en 26 sous-catégories numérotées de 1 a 34 selon la fonction biologique
que les herbicides inhibent, la derniére sous-catégorie étant celle contenant les herbicides dont
le mode d’action est inconnu. Quelques modes d’action des herbicides sur ces 3 grandes cibles

sont détaillés dans les paragraphes suivants.

2 Classification des modes d’action des herbicides de PHRAC disponible en Annexe 1
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Figure I-2 — Cibles biologiques des herbicides décrits par le comité d’Action de la Résistance aux Herbicides
avec en orange les cibles qui seront présentées dans ce manuscrit. Les chiffres en orange correspondent aux

différentes catégories de cibles que les herbicides inhibent. Adapté de Délye ez al. (2013)

1.2.3.1 Impact sur ’activation des espéces réactives de I’oxygéne par la lumiére :

Le premier grand mécanisme d’action des herbicides décrits par ’"HRAC est ’activation

des espéces réactives de I’oxygene par la lumiére et impactent donc la photosynthése de fagcon

plus ou moins directe. Cette catégorie contient 11 sous-catégories en fonction de la cible
métabolique inhibée.

Les especes réactives de 1’oxygeéne (Reactive Oxygen Species : ROS en anglais) sont
produites par le mécanisme cellulaire, de fagon physiologique notamment par la chaine de
transport des €lectrons dans la mitochondrie, le chloroplaste et le peroxysome. En revanche,

leur présence peut étre augmentée lorsque la plante subit divers stress (sécheresse, salinité ou
exposition a la lumiere). Les 2 principaux ROS sont 1’anion superoxyde (Oz* ") formé a partir
d’O> et peu réactif et le peroxyde d’hydrogéne H>O> formé par la photorespiration, ou par la
chaine de transport des électrons du chloroplaste, de la mitochondrie. Ces 2 molécules peuvent
étre converties en des especes plus réactives comme 1’*OH, qui interagit avec les molécules
biologiques comme les lipides, les protéines et peut entrainer une mort cellulaire (Sharma et
al., 2012). Les plantes ont donc développé des systémes leur permettant de réduire ce stress
oxydant qui sont des enzymes ou des molécules antioxydantes comme le tocophérol, ou I’acide
ascorbique par exemple. Ces systémes sont pris pour cible par les herbicides de cette catégorie.

La premiére cible de ces herbicides est la protéine D1 qui est importante pour le
fonctionnement du photosystéme II. Les plantes sont capables d’utiliser 1’énergie lumineuse
pour former des molécules carbonées mais €galement de stocker cette énergie sous forme

d’ATP et de NADPH,. Cette conversion est possible grace a plusieurs complexes
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photosynthétiques appelés photosystémes qui sont localisés dans la membrane des
chloroplastes. Le photosystéme II est le systéme qui va capter la lumiére, il posséde un centre
actif composé de plusieurs protéines, dont les plastoquinones, qui peuvent accepter des
¢lectrons. Ces plastoquinones se lient normalement & une protéine D1 située dans le
photosystéme II. Certains herbicides comme D’atrazine de la famille des triazines se lient sur
le site de la protéine D1 qui permet la fixation des plastoquinones empéchant leur interaction.
Les électrons ne pouvant plus étre évacués, la production d’espéces réactives de I’oxygene est
accrue (Heap, 2022). Les herbicides ayant ce mode d’action sont au nombre de 35 selon la
classification de HRAC.

Certains herbicides inhibent également les molécules antioxydantes comme le tocophérol
ou le lycopéne. Le tocophérol empéche I’oxydation des lipides et réagit avec 1’O; produit dans
les chloroplastes protégeant ainsi les membranes et le photosysteme II. La voie de biosynthese
de cette molécule implique 2 composés : 1’acide homogentisique et le phytyldiphosphate et

nécessite 5 enzymes dont ’hydroxyphényl pyruvate dioxygénase (Sharma et al., 2012). Cette

enzyme est la cible des herbicides appartenant a la sous-catégorie 27 telle que la sulcotrione
(trikétone). Le lycopene fait partie des caroténoides et sa synthése implique deux enzymes : la

phytoéne désaturase et de la lycopéne cyclase (Sharma et al., 2012). Ces enzymes sont les

cibles des herbicides des sous catégories 12 et 34 (dont 1’amitrole est le seul représentant)
(figure 1-3).
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Figure I-3 — Structure chimique de I’atrazine (sous-catégorie 5), de la sulcotrione (sous-catégorie 27) et de
P’amitrole (sous-catégorie 34) inhibant le fonctionnement du photosystéme II et la synthése des composés
anti-oxydants : le tocophérol et le lycopéne
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1.2.3.2 Impact sur le métabolisme cellulaire :

Le métabolisme cellulaire est une cible de choix pour les herbicides car en empéchant
la cellule de produire les molécules dont elle a besoin c’est toute la plante qui va s’affaiblir
voire mourir. Parmi ces molécules essentielles a la vie de la plante on peut trouver les acides
gras constituant les parois, les membranes et les cires (Dayan, 2019), mais aussi les acides
aminés qui permettent la synthése des protéines et des métabolites spécialisés qui aident la

plante a s’adapter a son environnement.

Dans cette catégorie d’inhibiteurs, 9 groupes ont été constitués selon la classification de
I’HRAC en fonction de leur mécanisme d’action. Les mécanismes des inhibiteurs de la synthése

de certains acides aminés et des acides gras sont décrits dans les paragraphes suivants.

1.2.3.2.1 Herbicides ciblant la synthése des acides aminés : groupes 2 et 9 de la
classification de HRAC :

Deux enzymes impliquées dans la synthése des différents types d’acides aminés sont

particulierement ciblées par les herbicides : I’AcétoLactate Synthase (ALS) impliquée dans la

synthése des acides aminés branchés (leucine, valine et isoleucine) (figure I-4) et la 5-

EnolylPyruvyl-Shikimate 3-Phosphate Synthase (EPSPS) impliquée dans celle des acides

aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophane) (figure 1-4).

L’ALS (également appelée AHAS : acétohydroxyacide synthase) est présente chez les
plantes, les micro-organismes, les champignons et les algues et elle permet la synthése d’acides
aminés branchés essentiels qui doivent étre apportés par I’alimentation chez les mammiferes.
Cette enzyme intervient dans les premicres étapes de synthése de la valine et de I’isoleucine et
permet donc indirectement de synthétiser la leucine dont 1’un des précurseurs est formé pendant
la synthese de valine. Les herbicides ayant comme cible cette enzyme sont donc peu nocifs pour
les mammiféres et ont donc été trés développés au cours du temps (McCourt et Duggleby,
2006). Dans la classification de ’HRAC, 57 herbicides de classes chimiques différentes sont
recensés dont le chlorsulfuron (figure I-4) mis sur le marché en 1982. Dans les années 1980,
des ¢tudes ont supposé que la baisse des acides aminés branchés provoquait une baisse de la
synthése protéique mais également une inhibition de la mitose et de la synthése de I’ADN.
Néanmoins, le renouvellement protéique étant accru, la teneur en acides aminés branchés ne
semble jamais atteindre un seuil critique et I’accumulation d’autres acides aminés pourrait étre
a Porigine de la mort de la plante. De plus, I’accumulation des substrats de I’ALS a savoir le
pyruvate et le ketobutyrate peut aussi avoir des effets délétéres, notamment par I’augmentation
de la fermentation cellulaire et la production de molécules potentiellement toxiques (lactate,
¢thanol, acétaldéhyde) (Q. Zhou et al., 2007).

La 5-EnolylPyruvyl-Shikimate 3-Phosphate Synthase (EPSPS) est une enzyme impliquée
dans la synthése de 5-EnolylPyruvyl-Shikimate-3-Phosphate (EPSP) a partir de Shikimate-3-
Phosphate (S3P) et de PhosphoEnolPyruvate (PEP). Ce composé est un précurseur de la voie
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de biosynthése du tryptophane de la tyrosine et de la phénylalanine. Le seul herbicide inhibiteur
de ’EPSPS est le glyphosate qui agit comme un inhibiteur compétitif du PEP en se liant au S3P
formant ainsi des complexes glyphosate-S3P-EPSPS (Schonbrunn ez al., 2001). Cette inhibition
provoque une baisse de la synthése des acides aminés aromatiques et donc de la synthése

protéique nécessaires au fonctionnement de la plante (Sikorski et Gruys, 1997) (figure 1-4).
~
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Figure I-4 — Structure chimique du chlorsulfuron (herbicide de sous-catégorie 2) et du glyphosate (herbicide

de sous-catégorie 9) inhibant la synthése des acides aminés branchés et aromatiques par I'ALS et I'EPSPS

1.2.3.2.2 Herbicides ciblant la synthése de lipides: groupes 1 et 15 de la
classification de HRAC :

La synthese des acides gras est assurée grace a deux enzymes : I’acétyl CoA carboxylase

(ACCase) et I’acide gras synthase.

L’ACCase est présente sous deux formes homomérique et hétéromérique dans le régne
végétal qui sont présentes respectivement dans le cytosol et dans le plaste. Cependant les
monocotylédones ont deux formes homomériques (une seule chaine peptidique) dans le cytosol
et le plaste (Sasaki et Nagano, 2004). Cette enzyme se charge de la premicre étape de synthése
des acides gras et doit €tre présente dans les deux compartiments. En effet, son produit, le
malonyl-CoA, ne peut pas traverser la barriere plastidiale et est nécessaire autant dans le
cytoplasme pour I’¢longation des acides gras a trés longue chaine, la synthése des flavonoides
et des anthocyanes, mais aussi dans le plaste pour la synthese des acides gras (Sasaki et Nagano,
2004). Les composés herbicides du Groupe 1 comme le diclofop-méthyle (figure I-5 (A))
n’altérent I’activité que de 1’ACCase homomérique plastidiale spécifique de la famille des
Poaceae en agissant comme des inhibiteurs compétitifs et réversibles (Murphy et Tranel, 2019)
du substrat de I’enzyme 1’acétyl CoA en se liant a des domaines différents de I’enzyme (Takano
et al.,2020). Appliqués directement sur les feuilles de plantes en herbicides de post-€émergence,

ils empéchent la production de lipides ce qui provoque la perte de I’intégrité membranaire, la
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fuite de métabolites et la mort de la cellule. Les symptomes sont visibles sur la plante apres

seulement une semaine d’application et se traduisent par une chlorose et une désintégration des
feuilles. (Takano et al., 2020).

La synthése des acides gras a trés longue chaine peut aussi étre la cible de molécules
herbicides (Groupe 15 de la classification HRAC). Ces acides gras possédent un nombre
d’atomes de carbone supérieur a 18 et sont les précurseurs de différents types de lipides comme
les phospholipides et les sphingolipides. (Batsale et al., 2021). Les herbicides comme le
métazachlore (figure I-5 (B)) ayant pour cible cette voie métabolique inhibent les ¢longases
qui permettent la synthése de ces acides gras a trés longue chaine (Boger et al., 2000).
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Figure I-5 — Structure chimique du diclofop-méthyle (A) et du métazachlore (B)

1.2.3.3 Impact sur la division cellulaire et la croissance :
La derniére cible des herbicides est la division cellulaire et la croissance. En effet, certains
herbicides peuvent mimer les phytohormones (les auxines en particulier) ou inhiber leur
transport mais également inhiber 1’assemblage et I’organisation des microtubules (comme la

trifluraline).

Les auxines sont des hormones végétales qui permettent 1’¢longation cellulaire,
I’initiation des racines, la différenciation des méristémes et la senescence. Elles sont
caractérisées par leur structure présentant un cycle aromatique et une fonction acide
carboxylique (Grossmann, 2010). A 1’état naturel, les plantes produisent 1’acide 3-indole
acétique (AIA), I’acide phénylacétique et 1’acide indole 3-butyrique (IBA) (figure 1-6). Des
auxines synthétiques ont aussi été développées : 1’acide naphtaléne acétique (ANA), I’acide
dichlorophenoxyacétique (2,4-D), le dicamba ou le piclorame par exemple (Beyl, 2004). Elles
ont une durée de vie plus longue dans la plante car elles ne sont pas dégradées aussi rapidement
que les auxines naturelles. Le 2.4-D, le piclorame et le dicamba sont utilisés comme herbicides
depuis plusieurs décennies, avec une premiere utilisation du 2,4-D dans les années 1940. A
haute concentration, ces hormones de synthése vont provoquer la mort de la plante, en
accélérant la senescence des feuilles induisant une puis une nécrose (Grossmann,
2010). Ces hormones sont utilisées en tant qu’herbicide de post-€émergence et peuvent avoir des

sélectivités variées en fonction de leur classe chimiques (Grossmann, 2010) (Heap, 2022).
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Figure I-6 — Structure des auxines naturelles et synthétiques dont certaines sont utilisées comme herbicides

Les molécules herbicides décrites précédemment ont des mécanismes d’action différents
et appartiennent a des familles chimiques variées. L’atrazine est une triazine, la sulcotrione est
une trikétone et le 2,4-D est un phenoxy-carboxalate. Néanmoins, au niveau de leurs structures,
elles contiennent globalement toutes des hétérocycles azotés ou des atomes de fluor, chlore ou
soufre. En se basant sur les molécules herbicides connues et sur leur mode d’action, de
nouveaux composés sont recherchés encore aujourd’hui. Par exemple, 1’étude de Ruszkowski
and Forlani (2022) vise a mieux comprendre 1’enzyme cible du glyphosate (I’EPSPS) pour
identifier ou synthétiser de nouveaux herbicides ayant la méme cible biologique.

Certains modes d’action sont plutét bien décrits alors que d’autres restent plus
mystérieux, une sous-catégorie d’herbicides classée par ’HRAC contient 16 molécules dont

I’acide pelargonique qui ont des modes d’action inconnus.

1.2.4 Sélectivité :

Les herbicides peuvent étre spécifiques de certaines catégories de plantes ou non. Certains
ne vont détruire que les plantes adventices sans atteindre les cultures. Par exemple, le 2,4-D et
le dicamba vont avoir un effet sur les dicotylédones mais non sur les monocotylédones. Ils
peuvent donc étre utilisés pour réduire la présence d’adventices dicotylédones dans les cultures
de graminées. Certains autres herbicides ne vont pas avoir de sélectivité et vont tre utilisés
pour I’entretien de sites industriels, de rails ou de terrains en friche comme le glyphosate
(Shahena et al., 2020).

Pour accroitre la sélectivité des herbicides comme le glyphosate, des industries du secteur
agronomique ont mis au point des variétés résistantes a ce type d’herbicides en modifiant
génétiquement des plantes. Cette pratique a commencé dans les années 1990 avec des plantes
génétiquement modifiées pour développer une résistance au glyphosate et au glufosinate.
Concernant la résistance au glyphosate, ces plantes disposent d’EPSPS (enzyme de synthése
des acides aminés aromatiques) (figure I-4) dérivée d’Agrobacterium spp. insensible au
glyphosate ou d’enzymes qui dégradent le glyphosate de fagon a les rendre moins sensibles
(Schiitte et al., 2017).
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Pour augmenter la sélectivité des herbicides il est également possible d’ajouter des
phytoprotecteurs a la formulation de I’herbicide qui permettent une détoxification plus rapide
de I’herbicide chez les plantes traitées (Krachmer et al., 2014). Ces composés sont utilisés avant
ou pendant I’application de I’herbicide auquel ils sont associés pour protéger les cultures de
céréales par exemple. Les phytoprotecteurs peuvent méme étre développés en paralléle de
nouveaux composé€s herbicides comme le développement de cyprosulfamide (phytoprotecteur)
et de thiencarbazone-methyl (herbicide) qui est un inhibiteur de I’ALS. L’association des deux
composés permet de réduire 1’activité de ’herbicide dans les plants de mais mais ne fonctionne
pas pour les plants de bl¢, ce qui implique une sélectivité des phytoprotecteurs €¢galement
(Giannakopoulos et al., 2020).

1.2.5 Les avantages des herbicides :

L’utilisation des herbicides a permis une augmentation du rendement des cultures par
exemple aux Etats- Unis le rendement/hectare du mais est passé de 28,9 en 1940 a 152,8 en
2010 (Kraechmer et al., 2014). Les rendements des cultures en ligne ou fourragere a doublé avec
le recours & I"utilisation de produits phytosanitaires aux Etats Unis en 10 ans. Cette solution est
peu chere, facile a mettre en ceuvre contrairement aux méthodes traditionnelles comme le
labour, qui est demandeur en énergie et qui peut provoquer des problémes d’érosion (Krachmer
etal.,2014).

1.2.6 Les problémes causés par les herbicides :

1.2.6.1 Problémes environnementaux et en santé humaine :

Les herbicides ont des avantages sur la production alimentaire mondiale, mais ils ont aussi
des effets déléteres sur ’environnement et les espéces non ciblées. Depuis les années 2000 de
nombreux herbicides ont été interdits d’usage en Europe comme 1’atrazine en 2004 et le
paraquat en 2007. Pour d’autres herbicides, les preuves de la toxicité sont plus difficiles a établir
et I’'impact négatif du glyphosate est par exemple sujet a controverse. En effet, le glyphosate
ciblant ’EPSPS non présente chez les mammiferes, sa toxicité devrait étre limitée, néanmoins
des études sur le Roundup ont montré une augmentation de I’apparition de tumeurs et une baisse
de la fertilité chez le rat apres exposition (Van Bruggen et al., 2018). Certaines études mettent
en avant la toxicité des adjuvants utilisés dans sa formulation plutot que le composé lui-méme
(Seralini et Jungers, 2020). La réglementation concernant les herbicides est donc susceptible

d’évoluer en fonction des mises en évidence des effets néfastes de ces composés.

L’atrazine, un herbicide ayant comme cible les protéines du photosystéme II peut
diminuer la photosynthése d’espéces non-cibles comme le phytoplancton, ce qui cause des

changements dans la chaine alimentaire dont il est le premier maillon. Cette molécule provoque
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¢galement des changements au niveau du comportement de certains poissons et affecte leurs

branchies (Graymore et al., 2001).

D’autres herbicides comme le 2,4-D sont étudiés pour déterminer leur impact sur
I’environnement et la sant¢ humaine avec un impact sur les poissons, mais ¢galement sur les
bactéries et une toxicité supposée pour I’Homme. Le 2,4-D a également un impact sur les

especes végétales non-cibles comme les fougeres, ou des plantes aquatiques (Islam ez al., 2018).

En plus, des toxicités sur les especes non-cibles, les herbicides affectent également la

physiologie des especes cibles avec 1’apparition de phénomenes de résistances.

1.2.6.2 La résistance aux herbicides :

L’utilisation massive des herbicides a créé une pression de sélection sur les plantes
adventices, favorisant les individus ayant une sensibilit¢ moindre a leur action et augmentant
au fil du temps la population de plantes résistantes (Délye et al., 2013). L’HRAC recense sur le
site weedscience (Heap, 2022) les cas de résistances individuelles uniques, ce qui signifie que
pour chaque espece de plante, la résistance a un herbicide (ou un groupe d’herbicide) donné est
recensé, sachant qu’une espece peut étre multi-résistante. Au total, 513 cas de résistance ont
déja été observés dont 12 depuis le début de I’année 2022. Ces résistances classées en fonction
des mécanismes d’action des herbicides déjoués sont présentées en figure I-7. Les plantes
développant des résistances sont au total autant des dicotylédones que des monocotylédones,
avec tout de méme une prédominance des dicotylédones résistantes aux herbicides inhibant

I’acétolactate synthase et le photosystéme II et aux analogues d’auxines.

En plus de ces cas de mono-résistance, de plus en plus d’espéces développent des
résistances multiples, avec une prévalence des doubles résistances (plus de 106 especes
recensées en 2020). Parmi les 12 nouveaux cas d’especes résistantes recensées a travers le
monde depuis le début de ’année 2022, 5 cas sont des adventices multi-résistantes. Parmi les
especes multi-résistantes, I’ivraie a épis serrés (Lolium rigidum Gaudin) et le paturin annuel
(Poa annua L.) sont celles qui ont développé le plus grand nombre de résistances simultanées
avec un maximum de 12 résistances (chacune a un mode d’action différent), suivies de
I’amaranthe du palmier (Amaranthus palmeri S.Watson) et du panic pied de coq (Echinochloa
crus-galli (L.) P.Beauv. var crus galli ) avec 9 résistances. Dans le top 15 de ces especes
résistantes, certains genres semblent enclin a développer des multi-résistances : 3 sont du genre
Lolium, 3 Amaranthus et 2 Echinochloa (Heap, 2022).
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Résistances aux herbicides :
O inhibant I’ Acétolactate Synthase
B inhibant le PSII (chélateur de la sérine 264)
® inhibant I’Enolpyruvyl Shikimate Phosphate Synthase
B inhibant 1’ Acétyl CoA Carboxylase

| B analogues des auxines

| m détournant des électrons du PSI
@ inhibant la Protoporphyrinogéne Oxydase
5 inhibant la synthése des acides gras a trés longue chaine
@ inhibant I’assemblage des microtubules

B inhibant la Lycopéne Cyclase

O inhibant la Glutamine Synthétase

o avec d’autres mécanismes d’action

Figure I-7 — Répartition des cas de résistances par groupes d’herbicides répertoriés en fonction du site
d’action. En nuances de vert : résistance aux herbicides impactant le métabolisme cellulaire, en orange ;
résistance aux herbicides impactant I’activation par la lumiére des ROS, en bleu : résistance aux herbicides
impactant la division cellulaire et la croissance. Adapté de Heap, I. The International Herbicide-Resistant
Weed Database. En ligne. Mercredi 22 juin2022.

Comme décrit dans les paragraphes précédents, certains herbicides ont comme cible une
enzyme qui, n’ayant pas le bon substrat ou étant sous exprimée, ne peut plus remplir sa fonction
dans les cellules végétales. La résistance a ces herbicides peut €tre due a différentes adaptations
impactant directement le site d’action de I’herbicide ou I’empéchant d’atteindre sa cible
(Takano et al., 2020) (tableau I-2). Par exemple, une mutation peut induire la modification
d’un acide aminé sur la chaine peptidique de ’enzyme au niveau du site actif ce qui peut
modifier ’affinité de ’herbicide pour I’enzyme (Yu ef al., 2009). Le mécanisme de résistance
peut également étre 1i€¢ a des mécanismes de détoxification ou de translocation de la molécule
herbicide (Yu et al., 2009).

Pour un mode d’action donné, différentes adaptations peuvent étre combinées. C’est par
exemple le cas des espéces d’ Amaranthe (Amaranthus palmeri S.Watson) dans la publication
de Nakka et al., (2017). Des modifications sur la séquence peptidique de I’enzyme peuvent
apporter une résistance aux inhibiteurs de I’ALS et I’herbicide est détoxifié grace a
I’intervention des cytochromes P450. En effet lors de 1’ajout d’inhibiteur de 1’activité des
cytochromes P450, les especes résistantes redeviennent sensibles a I’herbicide concerné. Les
cytochromes P450 sont impliqués dans la biotransformation de plusieurs types de molécules
grace a diverses réactions chimiques : hydroxylation, déméthylation, oxydation... mais les
cytochromes impliqués dans ce mécanisme de résistance sont difficiles a identifier (Dimaano
et Iwakami, 2021).
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Concernant les cas de multi-résistances, certaines espéces comme deux populations
d’ivraie a épi serré (Lolium rigidum Gaudin) ont développé des résistances au glyphosate
(inhibiteur de I’ESPS), au chlorsulfuron (inhibiteur de I’ALS) et au diclofop-méthyle
(inhibiteur de I’ACC) grace a des mécanismes spécifiques. La résistance au glyphosate est due
a une translocation de la molécule localisée au niveau des extrémités foliaires, ce qui permet
d’avoir une action tres réduite du produit et non la mort de la plante. Pour les résistances aux
inhibiteurs d’ALS et d’ACC, elles seraient dues a I’implication de cytochromes (Yu et al.,
2009).

Tableau I-2 — Mécanismes de résistance mis en place en fonction de I’étape d’action de I’herbicide. Adapté
de Délye et al. (2013)

1 2 3 4 5

Etapes de

. T . .. . Dommages
Pactionde | Pénétration de | Translocation de I’herbicide | ~Accumulation au . . . )
Liaison a la cible |cellulaires, mort de

I’herbicide I’herbicide au site d’action niveau du site d’action
la plante
) Surproduction de
IMécanismes . . . . . o . . .
d Réduction de la |Réduction de la translocation| Détoxification de la cible Compensation ou
€ . . L .. .
pénétration ou compartimentalisation I’herbicide Mutation de la protection

résistance .
cible

2. Une alternative — les produits de biocontrole ?

Les herbicides bien qu’ayant des avantages, présentent des inconvénients non
négligeables comme la toxicité sur les especes et la multiplication des cas de résistances chez
les plantes adventices. Il est possible d’utiliser des méthodes plus naturelles pour lutter contre
les adventices comme la rotation des cultures qui évite I’installation durable des mauvaises
herbes et maintient la pression de sé€lection en créant de la compétition pour les ressources
(Nichols et al., 2015) mais elle implique plusieurs changements a mettre en place. D’autres
agricultures plus respectueuses de I’environnement se développent également comme
I’agriculture biologique qui représente, en 2022, 10 % de la surface cultivée en France et pour
laquelle la liste des produits phytosanitaires autorisés est limitée. Mais la transition entre ces
deux modes de cultures prend du temps, les agriculteurs ne pouvant se permettre de changer
drastiquement leur fagon de cultiver sans avoir de garantie sur la production. Il est donc
nécessaire de trouver une alternative permettant a la fois de garantir une production alimentaire
suffisante mais également de réduire au maximum I’impact sur I’environnement.

Cela se traduit en Europe par la directive 2009/128 « utilisation durable des pesticides »
et en France par la mise en place de plans décennaux visant a réduire I’utilisation des produits
phytosanitaires. Ce premier plan Ecophyto a été mis en place en 2008 et est appelé le plan

Ecophyto 2008. Il avait pour objectif une réduction de 50% de I’utilisation des produits
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phytosanitaires pour 2018 (Chambre d’Agriculture France, 2022). Ce premier plan a permis
d’initier des actions comme la création de fermes pilotes (DEPHY), d’augmenter le nombre de
fermes en agriculture biologique, mais au niveau national une hausse de 5% de 1’utilisation des
produits phytosanitaires a été enregistrée entre 2009-2011 et 2011-2013. Face a ces résultats, le
plan 2008 a été remanié en 2015 pour devenir le plan EcoPhyto II. Ce nouveau plan vise
toujours une diminution de 50% de ’utilisation des produits pharmaceutiques en 10 ans et en
deux temps avec un bilan a mi-parcours : 25% de réduction d’ici 2020 et 50% d’ici 2025
(Ministere de la transition écologique et des solidarités, 2018). En 2020, le bilan fait état entre
autres d’une réduction de 93% de la vente des substances actives classées CMR1 (substances
cancérigénes, mutageénes et reprotoxiques avérées ou présumeées) par rapport a 2016 et d’une
stabilisation de I'utilisation du glyphosate. De nouvelles restrictions d’usage ont été mises en
place en 2021 concernant son utilisation (acceptée uniquement quand aucune autre solution
n’est envisageable). Une diminution drastique de son utilisation devrait donc étre observée dans

les années a venir (Gouvernement francais, 2021).

Depuis 2018, le plan Ecophyto II a évolué en plan EcoPhyto II+ en gardant les mémes
objectifs que le plan EcoPhyto II mais en consolidant certains points avec notamment une
reconnaissance des produits de biocontrdle et des préparations naturelles peu préoccupantes.
Pour favoriser leur développement, une procédure accélérée pour leur mise sur le marché a été
adoptée (agriculture.gouv.fr). Un dossier doit étre déposé sur le site de I’Agence Nationale de
Sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'Environnement et du travail (ANSES) puis le produit
va étre évalué par I’ANSES avec un délai réduit par rapport aux demandes de mise sur le marché
des produits phytopharmaceutiques classiques (6 mois contre 12 normalement). Les
préparations naturelles peu préoccupantes qui sont les substances de base et les substances
naturelles a usage stimulant sont quant a elles exemptées de demande de mise sur le marché
(Anses, 2022).

Les produits de biocontrdole sont I’ensemble des méthodes de protection des végétaux
basés sur I’utilisation de mécanismes naturels. Ils peuvent étre des macro-organismes ou des
produits phytosanitaires composés de micro-organismes (17% des produits de biocontrole), de
médiateurs chimiques comme les phéromones ou des kairomones (12%), ou de substances
naturelles d’origine végétale, animale ou minérale (71%) (Ministere de ’agriculture et de
I’alimentation, 2022). Les macro-organismes (nématodes, insectes, acariens, invertébrés) sont
utilisés pour lutter contre les bio-agresseurs, les micro-organismes (champignons, bactéries,
virus) pour lutter contre les ravageurs et les maladies. Les médiateurs chimiques sont quant a
eux utilisés pour lutter contre les insectes en contrdlant les populations (par exemple les pieges
a phéromones). En effet, ces composés volatils ou non, sont percus par 1’odorat et le gofit et
permettent de transmettre des informations de danger, de stress, d’indication de ressources

alimentaires (Institut technique de ’agriculture biologique et al., 2013).
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Enfin, les substances naturelles utilisées dans le biocontrdle * peuvent avoir des effets
divers en fonction du type de molécules ou d’extraits utilisés. Les substances d’origine animale
sont principalement répulsives : la graisse de mouton permet par exemple de lutter contre les
biches et les chevreuils. Celles d’origine minérale peuvent avoir plusieurs actions : molluscicide
pour le phosphate ferrique, fongicide pour le phosphonate de disodium et le soufre ou encore
insecticide pour le silicate d’aluminium. Concernant les substances d’origine végétale, elles
peuvent avoir des actions nématicides comme 1’extrait d’ail, fongicides comme les mélanges
eugénol/thymol/géraniol ou encore insecticides comme 1’huile essentielle d’orange (Ministére
de D’agriculture et de I’alimentation, 2022). Quelques molécules sont utilisées comme
herbicides mais un seul composé d’origine végétale est commercialisé en France avec cette
action : I’acide pélargonique. Ce dernier fait I’objet d’une controverse quant a son utilisation,
des études s’interrogeant sur sa toxicité malgré son utilisation dans les produits alimentaires et
le fait qu’il soit catégorisé « généralement considéré comme stir » en 2001 (Hall et Oser, 1970).
L’ Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (AESA) a publié un rapport en 2021 qui classe
I’acide pelargonique de qualité alimentaire comme irritant pour la peau (comme beaucoup de
produits chimiques), mais avec un faible risque aigu et a long terme pour les mammifgres et les
oiseaux ce composé¢ ¢étant déja présent dans la nature a faible concentration. Certaines
formulations contenant de ’acide pelargonique ont néanmoins été jugées toxiques pour les
abeilles (European Food Safety Authority et al., 2021). En revanche au niveau mondial, certains
herbicides tolérés en agriculture biologique ont des principes actifs issus de plantes (huiles
essentielles ou acides gras) et sont utilisés en association avec de I’acide acétique (vinaigre) ou
de I’acide citrique (Dayan et al., 2009).

Les produits de biocontrole d’origine végétale sont tres peu utilisés, pourtant les plantes
produisent et relarguent dans I’environnement des composés ayant différentes fonctions dont
certaines leur permettant de se développer plus facilement. De tels composés pourraient étre a

la base de la conception de nouveaux produits phytotoxiques naturels.

2.1 Allélopathie :

Les organismes vivants (champignons, micro-organismes, plantes, virus) communiquent

avec leur environnement en induisant des effets positifs ou négatifs sur les organismes
avoisinants (y compris sur les mammiferes) influencant ainsi le développement d’écosystémes
biologiques ou agricoles (De Albuquerque, 2011). Ce phénomene a été appelé allélopathie du
grec allélon, réciproque et pathos, souffrance (sensible ou sensation). Il a été défini dans un
premier temps par Hans Molish comme étant des interactions positives et négatives. En 1984,
Elroy L.Rice a ajouté a cette définition la notion de composés relargués dans I’environnement

pendant ces interactions (Bhadoria, 2010).

3 Liste des produits phytopharmaceutique de biocontrdle disponible en Annexe 2
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L’intérét croissant pour 1’allélopathie et les bioherbicides (produits de biocontrdle
permettant de controler la prolifération des adventices) (Radhakrishnan ez al., 2018), se traduit
par la production scientifique sur ces deux sujets au cours des derni¢res années (figure I-8).
L’allélopathie a été un sujet d’intérét des les années 1970 avec quelques publications recensées
puis le nombre de publications a explosé dans les années 2000 avec plus de 100 publications
par an. Depuis une dizaine d’années, on peut observer une stabilisation a 350 nouvelles
publications sur ce sujet par an. L’intérét pour les bioherbicides est apparu plus tard vers la fin
des années 1980 avec une augmentation sur le long terme. En 30 ans, le nombre de publications
sur le sujet a quadruplé, mais il reste modeste avec une cinquantaine de nouvelles publications
par an.
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Figure I-8 — Nombre de publications par an d’aprés la base de données Web of Science pour les mots clés
« allelopathy » en A et « bioherbicide » en B (Base de données, Web of Science)

Les molécules produites par les plantes sont nommées composés allélopathiques et
peuvent étre impliqués dans les interactions plantes-plantes, plantes-micro-organismes ou
plantes-herbivores. (Weir et al., 2004). Dans ce manuscrit, les composés allélopathiques issus

uniquement de plantes seront traités.

En effet, les plantes sont des organismes sessiles (relativement statiques) et produisent un
arsenal de molécules appelées métabolites secondaires ou spécialisés. Ces derniers different des
métabolites primaires essentiels au développement de la plante et qui sont les glucides, les
lipides, les acides nucléiques et les protéines. Ces métabolites secondaires peuvent avoir des
structures variées et permettent aux plantes de s’adapter a des stress biotiques (notamment des
prédateurs), ou abiotiques. Ils leur confeérent également d’autres avantages comme la mise en
place de relations avec les micro-organismes du sol, ’inhibition de la croissance des plantes
alentours ou I’attraction des pollinisateurs. Ils sont répartis en trois grandes classes : les
composés terpéniques, les composés phénoliques et les alcaloides.

Les composés allélopathiques sont produits par différentes parties de la plante ; les

feuilles, les fleurs, 1’écorce et les racines (figure 1-9) et peuvent entrer dans 1I’environnement
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via différents mécanismes. Ces composé€s peuvent étre des molécules volatiles, libérées dans
I’air, c’est le cas des composés terpéniques comme I’a-pinéne produit par les especes
d’Eucalyptus (S. Kaur et al., 2011). Les composés non volatils peuvent quant a eux étre libérés
dans I’environnement par le lessivage des feuilles par la pluie. Les composés peuvent étre
« extraits » de la feuille et rester a sa surface ou &tre entrainés vers le sol. De la méme fagon
quand les feuilles tombent au sol a cause d’une perturbation environnementale ou d’une
senescence, les composés présents se retrouvent au niveau de la litiére du sol. Ils peuvent y étre
dégradés par les microorganismes, transformés en d’autres composés ou y persister un certain
temps (De Albuquerque et al., 2011). Enfin les composés peuvent étre exsudés par les racines
au niveau de la rhizosphére (zone du sol qui entoure et qui est influencée par les racines des
plantes) (Bais et al., 2006). Les exsudats racinaires sont des sécrétions d’ions, d’eau et de
métabolites primaires et secondaires de la racine vers la rhizosphére en deux temps (1I’excrétion
et la sécrétion). Ces composés peuvent avoir des roles divers avec notamment la mise en place
d’interactions plante-plantes ou plante-microorganismes (Bais ef al., 2006). Divers composés
allélopathiques ont déja été identifiées dans les exsudats de plantes comme la sorgoléone
(Sorghum spp) et la (£) catéchine (Centaurea maculosa Lamk.) (Bais et al., 2006). Ces
composés comme les herbicides conventionnels ont des structures et des polarités variées ainsi
que des modes de libérations dans 1I’environnement différentes. Leurs mécanismes d’actions et

leurs cibles métaboliques sont donc également variés.

Composés volatils
O he CH;, CH,
® ) ’ a - pinéne
A\ (Eucalyptus sp., Pinus sp. Quercus sp)

° Feuilles
.O Juglone (Juglans regia L.)
o] OH

2 CHs
H;C\N N/
/l\ | /> Caféine (Camellia sinensis L.)
o N N
]

CH,

Exsudats racinaires

HiCO S Z ~

Sorgoléone (Sorghum bicolor (L.) Moench)

Figure I-9 — Schéma des différents moyens de libération dans I'environnement des composés allélopathiques
et quelques exemples. Adapté de Weir ez al. (2004), et de De Albuquerque ef al. (2011)
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2.2 Mécanismes d’action des composés allélopathiques avant une activité bioherbicide :

L’identit¢ des molécules allé¢lopathiques est, pour certaines, connue comme pour la
juglone produite par Juglans nigra L. (noyer noir) qui inhibe la germination des graines de
cresson et de tomate (Kocacé Aliskan et Terzi, 2001) (figure I-9), ou certaines hormones

comme |’acide abscissique ou I’acide jasmonique.

Leurs mécanismes d’action sont, pour certains similaires a ceux observés pour les
herbicides conventionnels. Pour déterminer leur mécanisme d’action les mémes expériences
que pour les herbicides conventionnels sont utilisées, comme des observations morphologiques
et des études physiologiques telles que la détermination de 1’index mitotique, la perte d’intégrité

des membranes plasmiques.

Certains bioherbicides agissent sur la graine et la germination alors que d’autres ciblent
plutot les plantules déja formées. Les composés phénoliques induisent une baisse de ’activité
de I’a-amylase (qui hydrolyse I’amidon en sucre) ce qui provoque un retard de germination.
(Radhakrishnan et al., 2018). Les huiles essentielles peuvent provoquer un endommagement de

I’ADN et une perturbation de la mitose, ce qui réduit la croissance de la plantule.

Comme pour les herbicides conventionnels, les bioherbicides peuvent agir sur la
croissance et le développement cellulaire en ciblant I’expression des hormones provoquant par
exemple la surexpression d’acide abscissique et d’acide jasmonique, causant une fermeture des
stomates (Radhakrishnan ez al., 2018). Le stress oxydatif peut également étre un mode d’action.
Les monoterpénes d’huile essentielle de Nepeta meyeri Benth. une plante de la méme famille
que I’herbe a chat, inhibent les enzymes de détoxification des ROS des plantes cibles comme
la superoxyde dismutase (Amaranthe réfléchie Amaranthus retroflexus L. et pourpier Portulaca

oleracea L.) provoquant une accumulation de ROS comme 1’0O2*~ (Mutlu et Atici, 2009).

Les composés bioherbicides peuvent également présenter des ressemblances avec des
composés commerciaux comme la leptospermone qui a inspiré la synthese de divers analogues
comme la sulcotrione (Duke et al, 2000) ou avec des molécules biologiques comme la
sorgoléone qui ressemble a une plastoquinone et va donc impacter le fonctionnement des
photosystémes (Dayan et al., 2000) (figure I-10).
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Molécules bioherbicides

Leptospermone Sorgoléone
@ . @
OH o Cl
‘ O / h
o S
o7 X © 9
Sulcotrione Plastoquinone

Figure I-10 — Comparaison de la structure de composés naturels phytotoxiques : la sorgoléone et la
leptospermone, avec une molécule biologique : la plastoquinone, ou un herbicide commercial : la
sulcotrione. Adapté de Dayan et al. (2000)

Les mécanismes d’action des composés bioherbicides sont diversifiés, comme pour les
herbicides traditionnels. Néanmoins, avec 1’essor des tests de phytotoxicité des plantes, de
nouvelles structures naturelles peuvent émerger et avec elles de nouveaux mécanismes d’action
qui permettrait de palier aux phénomeénes de résistances existants. Néanmoins pour limiter
I’apparition de ces résistances des approches multi-cibles semblent appropriées.

Ainsi, dans le but d’identifier ces nouvelles molécules dans les plantes, diverses méthodes

sont utilisées en fonction du type de matrices étudiées (extrait, molécules volatiles...).

2.3 Les méthodes utilisées pour la mesure de la phytotoxicit¢é de produits
naturels d’origine végétale :

En conditions de recherche exploratoire de nouvelles molécules d’intérét, différentes
mesures sont réalisées sur les plantes cibles pour évaluer le potentiel phytotoxique des
¢chantillons testés, notamment la mesure du taux de germination, de la longueur des racines,
de I’hypocotyle ou encore de la masse de la plante. Dans ce manuscrit, les tests permettant de
déterminer le taux de germination et la croissance de la racine sont détaillés car ce sont les plus
couramment utilisés. Pour ces mesures, différentes méthodes ont été développées en fonction
de la matrice végétale a étudier. Pour étudier les exsudats racinaires, une méthode est privilégi¢e
il s’agit de la « Plant Box Method ». Lors de 1’étude de poudre de plante, deux méthodes sont
utilisées : la méthode sandwich et la Dish Pack. Enfin pour 1’évaluation du potentiel
phytotoxique des extraits, fractions ou composés purs, la méthode utilisée préférentiellement

est celle en boite de Petri avec papier filtre.

Pour ces 4 méthodes, des graines de plantes cibles sont utilisées pour évaluer ’activité de

I’échantillon testé. Certaines graines sont privilégiées notamment en raison de ’homogénéité

63



Chapitre I — Introduction

de leur taux de germination, de la longueur de la radicule et de I’hypocotyle mais aussi en raison
de leur sensibilit¢ aux produits phytotoxiques (Macias et al., 2000). Pour une meilleure
évaluation de la sélectivité des échantillons testés, il est aussi recommandé d’utiliser des plantes
monocotylédones et dicotylédones. Les plantes cibles les plus utilisées sont pour les
monocotylédones, le blé commun (7riticum aestivum L.) et la folle avoine (Avena fatua L.) et
pour les dicotylédones, le cresson (Lepidium sativum L.), le radis (Raphanus sativus L.) et la
laitue (Lactuca sativa L.). De plus, certaines ¢tudes utilisent des adventices présentes dans la
zone géographique de I’étude afin d‘obtenir des résultats se rapprochant des conditions
agricoles réelles (Ismail et al., 2016). Cependant, les plantes adventices sont plus difficiles a
cultiver in vitro, leur germination étant souvent peu homogene et les graines n’étant souvent
pas commercialisées. Les plantes modeles permettent donc d’effectuer un premier criblage de
nouveaux extraits ou de nouvelles molécules avant de mener des études plus poussées (en
champ par exemple). Le principe des 4 principaux tests est présenté dans les paragraphes

suivants.

2.3.1 La plante entiere — « Plant box Method » :

Lors de ce test, la plante d’intérét est cultivée pendant quelques jours, elle est ensuite
retirée du sol, les racines sont lavées et elle est placée dans une colonne en nylon et disposée
dans le coin d’une boite Magenta. De I’agar est ensuite coulé¢ dans la boite et des graines de
plantes cibles sont disposées dans 1’agar a des distances différentes de la plantule. Les graines
germées sont ensuite récupérées et la taille de I’hypocotyle et de la radicule est mesurée et
comparée a un contrdle sans plantule (figure I-11). Cette méthode permet d’évaluer le potentiel
allélopathique des exsudats racinaires et a été utilisée pour déterminer 1’activité antigerminative
et d’inhibition de 1’élongation racinaire de Mucuna pruriens (L.) DC. sur des graines de laitue
(Appiah et al., 2015), mais aussi pour é€tudier le potentiel allélopathique de 19 plantes
médicinales pakistanaises (Syed ef al., 2014).

Exsudats

racinaires

Figure I-11 — Schéma de la méthode « plant box ». (A) vue de profil de la boite avec la plantule positionnée
dans un coin de la boite, (B) vue du dessus avec les numéros des graines déposées sur ’agar et qui sont a
différentes distances de la plantule représentée par le S. Adaptée de Parvez et al., (2003)
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2.3.2 La poudre de plante — Méthode sandwich et Dish Pack :

Pour la poudre de plante, la méthode sandwich est la plus utilisée et ses parameétres sont
semblables peu importe les études (figure I-12). Son principe est le suivant, de la poudre de
plante (généralement 10 mg et 50 mg) est placée entre deux couches d’agar dans une plaque 6
puits. Ensuite des graines de la plante cible (5 en général) vont étre déposées sur la couche
supérieure d’agar et aprés un temps d’incubation, le taux de germination ainsi que la longueur
de la radicule et de I’hypocotyle des plantules vont étre mesurés (Fujii et al.,2004).

Cette méthode est simple et permet d’effectuer un criblage rapide de poudres de plantes
(Morikawa et al., 2012) sans passer par une étape d’extraction qui peut prendre du temps.
Cependant, la présence de la couche d’agar entre la poudre et les graines cibles peut limiter la
diffusion de certaines molécules qui ne pourront pas atteindre ces graines cibles et avoir une

activité, notamment les molécules plus lipophiles. Cela peut conduire a de faux négatifs.

Graines de plante cible

Agar (28 couche)
Poudre de plante

Agar (1% couche)

Vue de profil d’un puit Vue du dessus d’une plague 6 puits

Figure I-12 — Schéma de la méthode « sandwich » en plaque 6 puits (en vert la poudre de plante, en jaune
les couches d’agar).

Une autre facon d’évaluer I’activité phytotoxique d’une poudre de plante est la méthode
« Dish Pack » (figure I-13), adaptée a I’é¢tude des composés volatils sur des graines de plantes
cibles. Dans un puit d’une plaque 6 puits, de la poudre de plante est déposée et dans les cinq
autres un papier filtre est imbibé d’eau distillée et des graines de plantes cibles y sont déposées.
La plaque est scellée et au bout de quelques jours, I’inhibition de la croissance et de la
germination est évaluée en fonction de la distance des puits par rapport au puits contenant la
poudre de plante. Fujii et al. (2005).
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Figure I-13 — Schéma de la méthode "Dish Pack' en plaque 6 puits, avec en vert la poudre de plante et en

bleu la présence de papier filtre imbibé d’eau. Les distances entre les puits de mesure et le puits contenant
la poudre de plante sont indiqués en noir.

Ces deux méthodes ont par exemple été utilisées pour évaluer le potentiel allélopathique
de 246 espéces de plantes sino-japonaises (Appiah et al., 2015), 84 plantes ont montré une
inhibition de la croissance des racines et de 1’hypocotyle des graines de laitue en utilisant la

méthode sandwich et 9 ont montrés une activité en utilisant la méthode « Dish Pack ».

2.3.3 Les extraits de plantes — Méthode en boite de Petri sur papier filtre :

Pour les échantillons liquides, une méthode en boite de Petri contenant du papier filtre est
généralement utilisée (figure I-14). L échantillon a tester qu’il soit un extrait ou une molécule
pure en solution, est déposé sur le papier filtre et le solvant est ensuite évaporé. De I’eau est
ajoutée dans la boite de Petri et un nombre de graines de la plante cible est déposé. Les graines
sont ensuite mises a germer dans une enceinte de culture en conditions de température et de
photopériode contrélées. Au bout de quelques jours (dépendamment du temps de germination
de la graine cible), le taux de germination est mesuré ainsi que parfois la longueur de

I’hypocotyle et de la radicule.

— . Dépdt échantillon — Evaporation = — —_ Dépoteau -~ . Enceinte de culture ———
N\ / N N / eoes N\ \
f \ I \ /| seee |
| | —//— | | | | | eoeoee | _— | |
\ / \ / / |\ eeee | \
\, \, \ eeee /
. . . . \
Boite de Pétri Ajout de graines Observation de la
avec Papier filtre de la plante cible germination des graines

Figure I-14 - Schéma de la méthode en boite de Petri sur papier filtre, avec en vert ’extrait de plante, en
bleu la présence d’eau.

Cette méthode, étant donnée la simplicité de sa mise en place, est utilisée dans un grand

nombre d’études. Une liste non exhaustive d’exemples d’applications est présentée dans le

66



Chapitre I — Introduction

tableau I-3. Il est possible de constater que les conditions expérimentales sont variables d’une
¢tude a une autre, avec notamment un volume d’échantillon variant du simple au double en
fonction des études (tableau I-3). Le diametre de la boite de Petri est en général de 9 cm sauf
pour I’étude de Li et al. (2005) pour laquelle les auteurs ont utilis¢ des boites de 3,5 cm de
diametre. Lors de 'utilisation de ce test, un témoin négatif est souvent utilisé ce qui n’est pas
le cas des témoins positifs. Parmi les exemples présentés, seule 1’étude de Palacios et al. (2010)

utilise du 2,4-D comme contrdle positif.

Cette technique bien que permettant de réaliser un criblage des extraits de plantes
nécessite des quantités d’échantillon importantes ne permet pas d’identifier les composés actifs

d’un extrait complexe.

2.3.4 Autres tests in vitro :

En complément des 4 tests principaux présentés, d’autres tests plus élaborés peuvent étre

utilisés pour déterminer la phytotoxicité d’un échantillon.

Des tests de compétition sur le méme modele que la « Plant Box Method » peuvent étre
utilisés pour étudier I’impact de plantules de plantes a potentiel allélopathique sur la croissance
d’especes cibles. Des graines germées de plantes cibles ainsi que des graines germées de plantes
a tester sont disposées dans une boite de culture du méme type que pour la « Plant Box
Method ». Le retard de croissance des plantes cibles est mesuré au bout de plusieurs jours. Cette
expérience peut étre réalisée également avec des plantes de la méme espece pour évaluer I’auto-
toxicité des plantes a potentiel allélopathique. C’est par exemple le cas d’une étude sur

Impatiens glandulifera Royle (Bieberich et al., 2018).

Un autre test permet I’étude de la toxicité résiduelle du sol en récoltant le sol autour des
racines d’une plante a potentiel allélopathique. Ce sol peut étre utilisé directement en testant la
germination et la croissance a son contact direct ou alors une extraction aqueuse peut étre
réalisée, puis cet extrait est test¢ avec la méthode en boite de Petri sur papier filtre (De
Albuquerque et al., 2011).

Des tests peuvent également étre réalisés pour identifier le mécanisme d’action du
composé¢ phytotoxique testé comme la teneur en chlorophylle, 1I’indice respiratoire des plantules
(Batish et al., 2004), I’index mitotique mais également la perte d’intégrit¢ membranaire (Dayan
et al., 2000). Les dommages visibles de 1’échantillon testé sur les plantules peuvent également
étre évalués (Batish et al., 2004).

Pour finir, la spécificité d’action des composés phytotoxiques doit étre évaluée avec des
tests de cytotoxicité et des études toxicologiques avant une éventuelle mise sur le marché ou
utilisation a grande échelle car comme I’acide pélargonique certains composés ont un effet

néfaste sur les pollinisateurs tels que les abeilles par exemple.
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Tableau I-3 — Liste non exhaustive des conditions expérimentales de tests en boite sur papier filtre décrites dans la littérature pour mesurer I’activité phytotoxique de
diverses plantes ou métaux sur des plantes cibles variées. (EE : Extrait éthanolique, EA : extrait aqueux, HE : huile essentielle, EM : extraits méthanoliques, MP :
molécules pures, EC Extrait chloroforme, EMH : extrait méthanol/eau, EEH : extrait éthanol/eau, M : métaux, EH : extrait hexane, EDM : extrait dichlorométhane/
eau), nd : non déterminé. En vert, I’étude utilisant des boites de Petri de 3,5 cm et en jaune I’étude utilisant des plaques 24 puits.

Plantes testées

Plantes cibles

Nombre de graines

Type d’extrait

Volume (concentration

Références

(et réplicats) d’échantillon) utilisés
' i A tiva L.
Plantes d'Argentine vena sativa 20 3) EE 2mL (10mg/mL) | (Palacios et al., 2010)
centrale Raphanus sativus L.
19 plagtss g st du Raphanus sativus L. 30 (4) EA 10 mL (nd) (Hong et al., 2003)
Eupatorium maculatum Lolium perenne L. 30 (3) HE 5mL (0,02 -0,5 (S.Q. Wang et al.,
L. Echinochloa crusgalli L. mg/mL) 2020)
Trifolium incarnatum L.
10 plantes tunisiennes Silybum marianum (L.) Gaertn. 10 (3) EM 2 mL (5 mg/mL) (Kaab et al., 2020)
Phalaris minor Retz.
Raphanus sativus L.,
1 i Lepidi ) L., -
Impatiens parviflora epidium sa z.vum 103) HE 7mL (0,062 - 2,5 (Jurové et al., 2019)
DC. Lactuca sativa L., mg/mL)
Triticum aestivum L.
Ailanthus altissima ) . » 7 mL (1 mg/mL)
(Mill.) Swingle Rap@anus sc:mvus L. cv. “Saxa”, HE, EA, EM, EC g
Lepidium sativum L. cv. “Inglese”, 10 (6) (De Feo et al., 2003)
Allanthone, Portulaca oleracea L. MP 7mL (10 * M)
chaparrine...
Lepidium sativum L.,
i 1 Triti ti L.
Oxalis corniculata L. riticum aestivum L 25 (4) EA, EE 5 mL (nd) (Hodi et al., 2012)
Oxalis dillenii Jacq. Sinapis alba L.,
Festuca pratensis L.
. Trifolium repens L.,
24 plantes chiliennes 30 (3) EE 4 mL (10 mg/mL) (Alarcon et al., 2014)

Raphanus sativus L.
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Eleusine indica L,

Agrostis stolonifera L.

Pueraria javanica .. 5SmL (16,7 — 66,7 .
Benth Cyperus iria L., 10 (5) EA mg/mL) (Ismail et al., 2016)
Chromolaena odorata L.
. . . (Anzlovar et Anzlovar,
Solidago canadensis L. Raphanus sativus L. 10 (5) EA 4 mL (nd) 2019)
; j Hi j L. -
Impatiens glandulifera ieracium fnurorum 25 (3) EA 3 mL (0,0625 - 0,25 (Ruckli et al., 2014)
Royle Scrophularia nodosa L. g/mL)
P ; Poa labillardierei Steud., (Uddin et Robi
ragmites australis . 100 n et Robinson,
(Cav.) Trin. ex Steud Lactuca sativa L., 20 (3) EA 5mL (2,5-10 %) 2017)
Melaleuca ericifolia Sm.
Amaranthus retroflexus L. ,
Cynara cardunculus L. Portulaca oleracea L.,
var. altilis DC. Stellaria media L. Vill., 25(4) EA, EMH, EEH > mL (nd) (Scavo et al., 2020)
Anagallis arvensis L.
Amaranthus sp. Lactuca sativa L. cultivar Veronica 30(5) EE 5 mL (0,25 — 4 mg/mL M. S‘als. goa i’\9/e)11ho et
Brassica nigra L. Avena fatua L. 100 (4) EA 10 mL (4 - 20 mg/mL) | (Turk et Tawaha, 2003)
Métaux
0,7 mL (0,2 - 200 mM )
Cu?', Zn*", Pb*", Cd**, | Arabidospis thaliana (L.) Heynh. 50-60 M mL ( mM) (Li et al., 2005)
Hg2+
Phytotoxines :
trans-cinnamaldehyde, Medicago sativa L., cv. Vernal,
coumarine, nigericin’ Lolium multiﬁorum L., Abutilon 20 (4) MP 4 mL (100 MM) (Dombc;sgeg:t()?pencer,
juglone, plumbagine, theophrasti Medic.
benzylisothiocyanate
. Lactuca sativa L., 0,02 mL (1mg/mL)
Eragrostis plana Ness 5(2) EH, EDM, EA (Favaretto et al., 2019)
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3. Identification et production de molécules actives :

Une fois les extraits actifs identifiés a 1’aide des tests décrits dans la partie précédente, il
est nécessaire de les analyser pour identifier les molécules porteuses de I’activité constatée. Des
techniques de séparation comme la chromatographie en phase liquide ou gazeuse sont utilisées
et un fractionnement bio-guidé peut également étre effectué pour accélérer I’identification des
molécules actives. La culture in vitro peut ensuite étre envisagée pour augmenter la production

de ces molécules actives par les plantes.

3.1 Chromatographie en phase Liquide Haute Performance :

3.1.1 Principe :

La chromatographie en phase liquide a haute performance (appelée en anglais High
Performance Liquid Chromatography HPLC) est une méthode de séparation des molécules en
fonction de leur affinité pour une phase stationnaire et une phase mobile. Cette technique est
utilisée pour séparer les molécules de mélanges plus ou moins complexes comme des extraits
dans 1’objectif de les identifier ou de les quantifier. L’étude de Lobstein et al. (2001) par
exemple, porte sur I’analyse d’un extrait hydro-alcoolique de feuilles de balsamine de
I’Himalaya (Impatiens glandulifera Royle (IGR)) par HPLC ainsi que sur la quantification de
2 naphtoquinones présentes dans cet extrait.

La séparation par HPLC se fait entre une phase mobile (composée d’un ou plusieurs
solvants) et une phase stationnaire contenue dans une colonne en fonction des différences
d’affinité des molécules pour ces deux phases. Une fois les molécules séparées, elles sont
détectées et un chromatogramme est obtenu, indiquant un temps de rétention propre a chaque

molécule dans des conditions de séparation données. (figure I-15).

Meélange de molécules Molécules séparées _ |l

09 9% 09

Injecteur %D %0 388 LI
A\ A s 3 5 Qoe
Pompe |

Colonne Détection

ﬁ Echantillon Collecte

Solvant A Solvant B

Figure I-15 — Schéma général d’un systéme de chromatographie liquide a haute performance

Différents types de chromatographie sont utilisés en fonction des molécules a analyser :
chromatographie de partage en phase normale (séparation des molécules moins polaires), ou en
phase inverse (séparation des molécules polaires), d’échange d’ions (séparation des cations ou
des anions), d’exclusion stérique (séparation des molécules en fonction de la taille) ... Dans ce

manuscrit, seule la chromatographie de partage en phase inverse a été utilisée et est détaillée.
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En chromatographie en phase inverse, la phase stationnaire est en général constituée de
silice greffée avec des chaines carbonées hydrophobes (C18, C6, C4 par exemple), ce qui la
rend plus ou moins apolaire en fonction de la longueur de la chaine carbonée utilisée. Les phases
mobiles utilisées sont en général un mélange d’eau et d’un solvant organique moyennement
polaire : méthanol ou acétonitrile. Il est possible de faire varier la composition de la phase
mobile au cours de I’analyse (mode gradient) ou non (mode isocratique). Différents parametres
sont donc a optimiser pour une analyse donnée afin de trouver un équilibre entre séparation
correcte et durée d’analyse.

Apres séparation des molécules par la colonne, une étape de détection est nécessaire.
Différents types de détecteurs existent selon les propriétés physico-chimiques des molécules a
analyser. Le détecteur a barrette de diodes (appelé Diode Array Detector DAD en anglais)
permet de mesurer le spectre d’absorbance des composés en balayant une large plage de
longueurs d’ondes et est donc adapté pour les molécules présentant des groupements
chromophores (responsables de I’absorbance de la lumiere UV-visible) comme les polyphénols
ou les naphtoquinones. Ce détecteur est non destructif et permet d’utiliser d’autres détecteurs
en série.

Les molécules ne présentant pas de groupements chromophores peuvent étre analysées
avec d’autres types de détecteurs plus universels comme le détecteur évaporatif a diffusion de
lumiere (DEDL). Aprés nébulisation de la phase mobile, le DEDL détecte les molécules lorsque
celles-ci passent devant un faisceau laser et le dévient. Ce détecteur a été utilisé pour 1’analyse
de triglycérides dans plusieurs huiles végétales parmi lesquelles I’huile de tournesol ou de
noisette (Cunha et Oliveira, 2006) mais également pour 1’analyse de sucres tels que le fructose
ou le glucose dans des extraits aqueux de fruits (pasteque, péche) (Ma et al., 2014).

La spectrométrie de masse (en anglais Mass Spectrometry) est également un détecteur de
choix pour I’identification de composés. Les spectrometres de masse permettent d’ioniser les
molécules et de séparer les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z). Ils se composent de
trois parties, une source, un analyseur et un détecteur (figure 1-16). La source permet d’ioniser
les molécules positivement ou négativement. Différentes sources sont utilisables en fonction
des molécules a analyser comme I’ionisation chimique a pression atmosphérique, 1’impact
électronique, 1’électrospray. Cette derniere est la source utilisée pour les analyses des chapitres
suivants.

L’analyseur permet de séparer les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z). 1l peut
y avoir une seule étape de séparation (spectrométrie de masse simple) ou deux voire plusieurs
étapes de séparation intercalées d’une étape de collision qui permet de focaliser les ions et de
les fragmenter. Ces fragments sont ensuite, a leur tour, séparés en fonction de leur m/z
(spectrométrie de masse MS/MS ou en tandem figure I-16). Différents types d’analyseurs
existent : quadripdle, temps de vol, Orbitrap. S’ils sont a haute résolution, c¢’est-a-dire capables
de séparer des ions de masses tres proches, la précision des rapport m/z obtenue sera au moins

de 4 chiffres apres la virgule, comme avec le temps de vol. Il est alors possible de prédire la
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formule brute d’un composé¢ avec une erreur sur sa masse de quelques ppm et donc de faire des
propositions d’identification. Lors d’analyses en MS/MS a I’aide d’un spectromeétre de masse
a haute résolution, la masse des fragments obtenus peut donner une indication sur la structure
des molécules analysées et ainsi orienter 1’identification. Dans I’étude de Szewczyk et al.
(2016), les propositions d’identification des polyphénols de différentes especes d’ Impatiens ont
été effectuées en utilisant les données obtenues en HPLC couplée a un DAD et a la
spectrométrie de masse haute résolution, ces deux détections permettant d’obtenir des
informations complémentaires pour I’identification des composés.

Le dernier élément constituant un spectrométre de masse est le détecteur qui va permettre
de convertir les signaux ¢lectriques des ions en rapports masse sur charge et de les associer a
leur temps d’analyse, ce qui permettra de retracer un chromatogramme présentant 1’intensité

des signaux de masse en fonction du temps de rétention.
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Figure I-16 — Schéma des différentes parties d’un spectrométre de masse en tandem. Adapté de McLafferty,
(1981)

3.1.2 Couplage HPLC - fractionnement — détection d’activité :

L’analyse des extraits en utilisant ’HPLC couplée a différents détecteurs permet de
caractériser les molécules présentes mais ne donne pas d’informations sur les molécules actives.
Pour identifier ces molécules, un fractionnement peut étre nécessaire. Il s’agit de collecter les

composés a la sortie du détecteur au lieu de les €liminer (figure I-15).

Cette collecte peut s’effectuer en utilisant une HPLC analytique ou préparative. En HPLC
analytique, les diametres internes des colonnes sont petits, des débits de phase mobile de I’ordre
du millilitre au maximum sont utilisés et la quantité¢ d’échantillon injectée sur la colonne est
faible (quelques milligrammes au maximum). Elle permet de collecter directement les fractions
de petits volumes en plaques 96 puits et de réaliser les tests directement apres fractionnement.
Dans I’étude d’Adams et al. (2009), des extraits de plantes et de champignons ont été analysés

en HPLC puis les fractions ont été collectées en plaque 96 puits, le solvant a été évaporé et les
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fractions ont été directement utilisées pour réaliser des tests antiparasitaires. Ce couplage
séparation — test biologique permet d’accélérer 1’identification des molécules porteuses de
I’activité. Les masses de fractions obtenues avec une HPLC analytique sont faibles (de 1’ordre
du microgramme), ce qui peut s’avérer insuffisant pour I’identification de certaines molécules
ou pour effectuer des tests complémentaires permettant de caractériser I’activité (détermination

de la concentration inhibitrice 50 (ICso) ou test de cytotoxicité par exemple).

L’HPLC préparative utilise des colonnes de plus grands diameétres internes permettant
d’injecter une masse d’échantillon plus importante (plusieurs dizaines de milligrammes) et
d’obtenir de plus grandes quantités de fractions. Elle peut donc étre utilisée pour effectuer un

fractionnement bio-guidé dans le but d’isoler ou de purifier un ou plusieurs composés d’intérét.

Les différentes techniques séparatives présentées couplées a un fractionnement
permettent d’identifier les molécules responsables de I’activité recherchée dans des matrices
complexes. Les rendements d’extraction et de purification de certaines molécules naturelles
sont parfois faibles, il peut donc étre intéressant pour la production a grande échelle de certaines

de ces molécules d’utiliser la culture végétale in vitro.

3.2 Production de métabolites spécialisés griace a la culture végétale in vitro :

3.2.1 Principe/ avantages :

Comme vu auparavant dans ce chapitre, les plantes sont des étres vivants sessiles qui
produisent des métabolites secondaires indépendamment du métabolisme de base de la plante.
Ces métabolites spécialisés sont synthétisés en réponse a un stress et peuvent étre différents
d’une espece a une autre mais également entre plantes d’'une méme espéce a cause de facteurs
génétiques ou ontogéniques (suite d’évenements subis par un organisme).

Cette production est également dépendante de différents facteurs environnementaux qui
peuvent étre biotiques ou abiotiques. Les facteurs biotiques sont constitués par les étres vivants
qui entrent en interaction avec la plante que ce soit des micro-organismes (champignons,
bactéries, virus) ou des animaux (insectes, herbivores). Les facteurs abiotiques, quant a eux sont
issus de I’environnement non vivant. Ce sont des variations de température, de salinité, de
luminosité, d’humidité, de teneur en composés chimiques (fertilisants, hormones, éléments
traces métalliques) (Verma et Shukla, 2015). En raison de tous ces parametres, le profil
phytochimique des plantes d’une espece donnée peut varier en fonction des saisons, du climat,
de ’emplacement géographique, de I’individu sélectionné et rend donc difficile 1’obtention de
résultats homogenes. La culture végétale in vitro (CVIV) permet de lisser ces variations.

En effet, lors de la culture in vitro de plantes, ces derniéres vont se développer en
conditions contrélées ce qui signifie qu’elles auront le méme environnement donc les mémes

stress biotiques et abiotiques et donc des profils phytochimiques proches.
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La culture in vitro permet a partir d’explants (parties de la plante) ou de graines de

régénérer une plante entiere, ou d’obtenir des cultures de cellules indifférenciées ou d’organes

spécialisés (par exemple culture de chevelus racinaires aussi appelé hairy roots), en utilisant

des milieux de culture contenant différents mélanges d’hormones végétales (figure 1-17).

4{1:4\ FlOEl Cultures de
— - (-g (-g cellules indifférenciées
(cals, suspensions cellulaires)

Feuilles -,

Micro-propagation

—
Neeuds
~= ,
- « Hairy roots »
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entiére Cultures en conditions controlées

Figure I-17 — Schéma des différentes étapes permettant d’obtenir des cultures de cellules indifférenciées,

des plantules (micropropagation) ou des chevelus racinaires « hairy roots »

Les cultures de cellules indifférenciées sont issues majoritairement d’explants foliaires et
permettent d’obtenir aprés quelques semaines de culture sur un milieu solide des cals (amas de
cellules indifférenciées). Ces cals peuvent ensuite étre mis dans un milieu liquide sous agitation
et vont former une suspension cellulaire. Ces types de cultures peuvent étre placées a la lumiére
ou a I’obscurité et peuvent étre utilisées pour la production a grande échelle de métabolites
d’intérét grace a des bioréacteurs, comme le paclitaxel qui est une molécule anticancéreuse
(Espinosa-Leal ef al., 2018).

La micro-propagation permet a partir de peu de matiere végétale (en général de nceuds)
de régénérer et de multiplier des plantes qui peuvent ensuite étre acclimatées en terre puis €tre
plantées en serre ou en champs. Elle permet de multiplier des plantes menacées d’extinction
comme par exemple I’Impatiens repens qui est une plante médicinale au Sri Lanka (Herath et
Wijesundara, 2010).

La culture des chevelus racinaires est un peu différente car elle utilise une bactérie du sol,
Agrobacterium tumefaciens, qui provoque la formation de hairy roots au site de blessure
lorsqu’elle infecte une plante. En effet, la bactérie va transférer une partie de ses plasmides dans
les cellules végétales ce qui va induire la formation de racines. Cet effet de I’infection peut étre
reproduit in vitro avec des cocultures plantes/bactéries tout en éliminant ensuite les bactéries,

pour obtenir un tapis racinaire qui va pouvoir &étre utilisé pour la production de métabolites
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secondaires, a petite ou a grande échelle (jusqu’a plusieurs litres de culture dans des
bioréacteurs) (Pistelli et al., 2010). La scopolamine est par exemple produite de cette facon par
une entreprise japonaise (Espinosa-Leal ef al., 2018). La culture de chevelus racinaires peut
¢galement permettre de régénérer des plantes entiéres (Pistelli et al., 2010).

La culture hydroponique est une méthode qui permet de produire des métabolites d’intérét
et qui peut également €tre considérée comme de la culture in vitro, les plantes n’étant pas
cultivée en terre mais dans un substrat liquide nutritif dans lequel baigne les racines. Ce liquide
permet I’extraction des exsudats racinaires. Il peut ensuite €tre déchargé des molécules d’intérét
qu’il contient en passant sur une colonne contenant du charbon actif ou un autre adsorbant. Le
liquide « frais » obtenu est ensuite remis au contact des racines et une nouvelle extraction est
possible. Ce systéme permet une collecte des exsudats racinaires en continu. Les molécules
piégées sur la colonne sont ensuite récupérées et testées avec les différentes méthodes vues

précédemment (De Albuquerque et al., 2011).

3.2.2 Hormones utilisées en culture végétale in vitro :

Les hormones utilisées en culture végétale in vitro sont de différentes natures : auxines,
cytokines, gibbérellines ou acide abscissique et ont chacune une fonction particuliére.
Les auxines, déja présentées dans la partie 1.2.3.3, peuvent étre soit produites par la plante

au niveau de 1’apex de la tige soit obtenues de maniere synthétique. Elles sont principalement

impliquées dans les mécanismes d’initiation racinaire et d’élongation cellulaire. Les auxines
utilisées le plus couramment en culture in vitro sont 1’acide indole 3-butyrique (IBA) une auxine
naturelle et le 2,4-D et ’ANA deux auxines synthétiques (Beyl, 2004).

Les cytokinines sont produites au niveau de ’apex racinaire et sont des dérivés de
I’adénine (une base purique) ou de la phénylurée. Parmi les dérivés de 1’adénine, on trouve la
kinétine (KIN), la zéatine (ZEA) et 1a benzyladenine (BAP) (figure I-18). Les cytokinines sont
impliquées dans le développement des rejets (nouvelles pousses qui se forment sur une plante

existante), dans la division cellulaire et la différenciation (Beyl, 2004).

Les gibbérellines sont des hormones végétales dérivées du glyceraldehyde-3-phosphate
et de composés diterpéniques de 19 a 20 atomes de carbone. L’acide gibbérellique 3, produit

par un champignon, est une molécule a 19 atomes de carbone et est le plus utilisé¢ en CVIV.

Les gibbérellines permettent de favoriser 1’élongation des entre-nceuds et la germination
(Davies, 2010).
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Figure I-18 — Structure des différentes cytokinines et de I’adénine.

3.2.3 Elicitation :

L’¢licitation consiste a reproduire un stress in vitro pour induire la production de
métabolites d’intérét grace a des composés appelés €liciteurs ajoutés au milieu de culture utilisé.
Ces éliciteurs peuvent étre biotiques ¢’est-a-dire d’origine biologique ou abiotiques (Naik et
Al-Khayri, 2016).

Parmi les ¢liciteurs biotiques se trouvent les polysaccharides comme le chitosan qui est
un polymere de sucres dérivé de la chitine, les extraits de levure, les dérivés fongiques
(fragments de paroi) ou bactériens, qui activent les défenses des plantes en mimant une attaque
(Naik et Al-Khayri, 2016).

Les éliciteurs abiotiques vont étre composés de molécules qui ne sont pas d’origine
biologique a savoir les éliciteurs chimiques ou physiques. Les éliciteurs chimiques sont par
exemple des minéraux ou des métaux. Cai and Kastell (2013) ont utilisé de I’argent, du
cadmium et du cobalt a différentes concentrations pour faire produire des dérivés de resvératrol
a des suspensions cellulaires de Vitis vinifera L. (vigne cultivée). Les éliciteurs physiques sont
quant a eux la température, le stress hydrique (sécheresse), les rayonnements ultras violets...
Ces derniers ont été utilisés par exemple par Xu et al. (2015) pour la production de stilbénes

par des suspensions de vigne cultivée.

Les hormones bien que produites par les plantes sont parfois considérées comme des
¢liciteurs abiotiques (Naik et Al-Khayri, 2016), ou comme une catégorie d’éliciteurs a part
entiere (Baenas et al., 2014). Les hormones les plus utilisées sont le méthyl-jasmonate, 1’acide

jasmonique et I’acide salicylique.

Ces différents €liciteurs peuvent étre utilisés séparément ou combinés comme cela a été
réalisé par Xu et al. (2015) en combinant des ultra-violets et des hormones comme le méthyl-
jasmonate ou I’acide salicylique.

L’¢licitation peut étre réalisée sur différents types de cultures pour la production de divers

métabolites d’intérét a visée thérapeutique ou non. Concernant les cultures de cellules
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indifférenciées, des cals d’Ocimum spp (famille du basilic Ocimum basilicum) ont par exemple
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méthyl-jasmonate, du chitosan, mais aussi de 1’extrait de levure pour augmenter la production
en naphtoquinones (Sakunphueak et Panichayupakaranant, 2010). Un méme éliciteur ne
favorise pas forcément la production de toutes les molécules appartenant a une méme famille
chimique. Par exemple en appliquant du méthyl jasmonate a des cultures racinaires d 'Impatiens
balsamina, Sakunphueak and Panichayupakaranant (2010) ont observé une surproduction de
lawsone et de lawsone méthyl éther mais pas du méthyléne-3,3’-bilawsone par exemple. Les
¢liciteurs peuvent aussi étre ajoutés dans le milieu de culture des pousses. Le sorbitol, le
chitosan, le NaCl et le KCI ont par exemple été appliqués a des cultures de digitale pourpre
(Digitalis purpurea L.) pour augmenter la production de glucosides cardiotoniques comme la

digitoxine et la digoxine (Patil et al., 2013).

D’autre part, des précurseurs de la voie de biosyntheése des molécules d’intérét peuvent
étre utilisés. Dans le cas des glycosides cardiotoniques, du cholestérol et de la progestérone ont
été utilisés. Méme si 1’ajout de ces précurseurs peut permettre d’augmenter la production de

métabolites d’intérét, ils peuvent également réduire la croissance de la plante (Patil et al., 2013).

4. Objectifs du projet de these :

Ce projet de these intitulé « Méthodes de caractérisation innovantes pour la
recherche de molécules a potentiel allélopathique » avait plusieurs objectifs. Comme discuté
dans ce premier chapitre, les produits phytosanitaires utilisés depuis des décennies pour certains
sont sur le déclin avec de plus en plus de retraits du marché et d’études montrant leur toxicité
pour ’Homme, les espéces non-cibles mais également pour I’environnement. Ainsi, des
initiatives gouvernementales se développent pour trouver des alternatives limitant leur impact
sur ’environnement, dont 1’utilisation de produits de biocontrdle. Les plantes et notamment les
plantes invasives, ornementales vigoureuses ou adventices semblent €tre de bonnes sources de
molécules phytotoxiques en raison de la production de composés allélopathiques leur

permettant de coloniser plus de territoires.

Pour découvrir de nouvelles molécules phytotoxiques, des méthodes servant a évaluer le
potentiel allélopathique des plantes ont été développées, mais celles-ci sont basées sur des
protocoles tres hétérogenes. Ainsi, au sein d’une méme méthode comme la méthode en papier

filtre, de grandes différences dans les paramétres expérimentaux sont observées ce qui rend
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difficile la comparaison entre les ¢études et la compréhension globale des propriétés
allélopathiques d’une plante donnée. De nouvelles méthodes sont donc nécessaires pour
identifier les plantes d’intérét de maniére rapide et standardisée. Le premier objectif de ce projet
¢tait donc de développer une méthode en plaque 96 puits permettant I’étude du potentiel
allélopathique d’extraits de plantes de polarités différentes sur différentes plantes cibles (a la
fois monocotylédones et dicotylédones). Pour ce faire, une molécule standard a été choisie pour
optimiser les étapes du test et une plante modele connue pour son caractére invasif dans la
Région Grand Est a été utilisée en premicre application du test & un mélange complexe de
molécules. Le développement de la méthode est rapporté dans le chapitre 2. De plus, le lien
entre activité biologique et molécules actives n’avait pas été clairement établi pour cette plante
modele, une étude approfondie de son caractére phytotoxique, décrite dans le chapitre 3 de ce
manuscrit, constituait le deuxiéme objectif de cette thése. Elle comprenait a la fois 1’étude du
potentiel allélopathique des différents organes de la plante, mais également la mise en culture
in vitro de cette plante dans le but de caractériser les molécules produites en conditions
contrdlées. Le dernier objectif de ce projet était d’évaluer le potentiel phytotoxique de plantes
invasives, adventices ou ornementales vigoureuses, se développant dans la Région Grand Est,
grace a la nouvelle méthode mise au point dans le but d’identifier de nouveaux candidats

bioherbicides. Les résultats obtenus sont détaillés dans le chapitre 4.
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Chapitre II - Développement d’un test de détection de 1’activité bioherbicide en

plaque 96 puits

1. Introduction aux 2 tests utilisés et généralités sur la validation de la méthode :

1.1 Le test en boite de Petri sur papier filtre : mise en place et problématiques :

Dans la littérature, on peut voir que différents tests ont ét€¢ mis en place par le passé pour
permettre d’évaluer le potentiel phytotoxique de différentes plantes. Ils sont décrits dans le
chapitre I : Introduction. Les plus communément utilisés sont le test sandwich, la méthode plant
box et le test en boite de Petri sur papier filtre. Ce dernier est particuliérement usité pour évaluer
le potentiel bioherbicide d’extraits de plantes. Toutefois, des paramétres consensus ne semblent
pas avoir vraiment émergés et d’importantes variations dans les conditions expérimentales sont
visibles d’une étude a une autre, par exemple les volumes d’échantillons utilisés peuvent varier
de 10 mL comme de 0,7 mL et le nombre de graines cibles utilisées de 10 a 100 (tableau I-3,
page 68). Les ¢tudes listées dans le tableau I-3 ont majoritairement utilisé¢ des boites de Petri
de 9 cm de diameétre. Une seule étude a utilisé des plaques 96 puits pour évaluer la germination
de plantes parasites (Pouvreau et al., 2013). Les solutions d’échantillons utilisées pour réaliser
les tests antigerminatifs étaient le plus souvent des extraits de plantes réalisés avec différents
solvants (eau, méthanol, éthanol), des molécules pures ou encore des métaux. Les plantes cibles
utilisées étaient également diverse et comprenaient des plantes modeles comme le cresson et la
laitue ou encore des plantes adventices comme 1’¢leusine d’Inde (Eleusine indica L.) utilisée
dans I’étude d’Ismail ef al. (2016). Enfin, peu d’études utilisent des contrdles positifs, on ne

peut citer que celles de Palacios et al. (2010) et d’Alcarcon et al. (2014) ou le 2,4-D a été utilisé.

Face aux conditions expérimentales variables des études décrites dans le tableau I-3, qui
rendent les comparaisons entre les études difficiles, I’un des objectifs de cette thése était de
développer une méthode de mesure de D’activité bioherbicide en plaque 96 puits
reproductible qui utiliserait des quantités minimales d’échantillon et de graines et qui

permettrait le criblage d’un grand nombre de plantes en un minimum de temps.

Pour ce faire, il était nécessaire d’avoir une méthode de référence utilisée dans des
conditions standard afin d’obtenir des résultats initiaux auxquels comparer ceux obtenus avec
la nouvelle méthode développée. Le test en boite de Petri sur papier filtre utilisée couramment
au laboratoire a été choisi comme test de référence. En effet, il s’agit d’une méthode facile a
mettre en ceuvre avec peu de matériel nécessaire et qui permet une évaluation rapide du potentiel

bioherbicide des extraits plantes. Néanmoins, elle a quelques inconvénients notamment les
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volumes importants d’échantillon nécessaires (plusieurs mL), la difficulté de bien visualiser la
germination des graines et le manque d’informations sur les molécules responsables de
I’activité. La nouvelle méthode développée devait conserver les points positifs de la méthode
en boite de Petri, tout en corrigeant les points négatifs. Le cresson a été choisi comme plante
cible pour cette transposition car c’est une plante de petite taille, qui a une germination
homogene et rapide (48h). De plus, cette plante a une forte sensibilité aux composés

allélopathiques, ce qui en fait une plante cible mode¢le intéressante (Macias et al., 2000).

Les conditions de ce test de référence ont été établies en relation avec les informations
résumées dans le tableau I-3. En effet, les boites de Petri choisies sont de 5 cm de diamétre,
plus petites que les boites de 9 cm de diamétre généralement utilisées. Le volume d’échantillon
a déposer sur le papier filtre a été adapté au diamétre de la boite choisie et permettait d’imbiber
complétement le papier filtre. De méme pour le nombre de graines a déposer dans la boite. Dans
les études utilisant le cresson comme plante cible, le nombre de graines est compris entre 10 et
25 par boites. Ces graines ayant une petite taille, 20 ont pu étre déposées sur un papier filtre de
47 mm sans qu’elles ne soient en contact les unes avec les autres.

Les différentes étapes du test ont été résumées dans la figure II-1. Tout d’abord, un papier
filtre de 47 mm a été déposé dans une boite de Petri de 5 cm et imbibé avec 500 pL d’extrait
ou de solution a tester. Les boites ont ensuite été placées sous hotte pendant 1h afin de permettre
au solvant de s’évaporer. Une solution d’eau contenant du Tween 20 (0,05% v/v) (1,5 mL) a
été ajoutée dans la boite de Petri. Le Tween 20 est un tensioactif qui, ajouté dans I’eau, va
permettre d’augmenter la surface de contact entre le liquide et la graine et donc faciliter le
contact entre les molécules herbicides et les graines. Vingt graines de cresson ont été placées
dans chaque boite, le volume d’eau par graine est donc de 75 pL. Les boites ont été ensuite
mises dans une enceinte de culture pendant 48 h avec des conditions de température et de

photopériode contrdlées (25°C, 18 h de jour et 6 h de nuit).

Dépét extrait Evaporation Dépét 1,5 mL Enceinte de culture
ou composé & tester lhsoushotte Eau + Tween20 .
. . /. -.-‘\ .’.;--- :
f f f /| seee
| —— | | — | | ——————— | —_— | eeee |
\ = | \ - |
\ eeee / 48h,25°C,18/6 \ seee
Boite de Petri 5 cm 500 pL d’extrait Ajout de 20 graines Observation de la
Avec Papier filtre ou composé a tester Lepidum sativum L. germination des graines

Figure II-1 — Schéma du protocole utilisé pour le test de référence en boite de Petri pour la mesure de
Pactivité antigerminative.
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Au bout de 48 h, les graines sont sorties des boites et leur germination est évaluée en
fonction de la taille de la radicule (Figure II-2). La germination des graines de cresson se fait
en plusieurs étapes avec notamment la rupture du testa (Figure II-2-C et 2-D) qui est la couche
la plus externe de la graine. Pour évaluer la germination des graines, la taille de la radicule a
¢té mesurée et la distance entre le testa du micropyle et la pointe de la racine a été utilisée
comme mesure de référence lorsque la graine est peu germée (Figure I1I-2-C). En effet, si cette
distance est supérieure & 1 mm, la graine est considérée comme germée, sinon comme non
germée. Si la graine est bien germée (Figure 11-2-D), la taille de la radicule est mesurée de sa

base a sa pointe, a I’ceil nu a I’aide d’une regle.

A B D .
= lmm +«— Radicule
g :isctfoigle . . j“-;.-_ Er?dospenne flu .
- micropyle qui “«—— Endosperme
Endosperme * couvre la pointe ‘ du micropyle
de la radicule - rompu

du micropyle

Figure II-2 — Etapes de la germination d’une graine de cresson, Adaptée de Miiller ez al. (2006) (A) graine
de cresson avant germination (B) au bout de 6 h, rupture initiale du testa du micropyle, (C) au bout de 12

h rupture avancée du testa, (D) rupture de ’endosperme du micropyle.

1.2 Mise au point de la méthode en plaque 96 puits :

La nouvelle méthode développée devait étre, comme le test de référence, facile et rapide
a mettre en place, mais elle devait, ¢galement permettre une visualisation facilitée de la
germination des graines ainsi qu’un couplage avec une technique séparative. Disposant d’un
module HPLC permettant une collecte des fractions apres séparation en plaque 96 puits, la
méthode développée a utilisé ce contenant avec pour objectif de disposer une graine par puits.
Les différents parametres de culture ont di étre optimisés (figure I11-3), le contenant du test

n’ayant pas les mémes caractéristiques qu’avec la méthode en boite de Petri.

Dans un premier temps, les graines de cresson devaient germer correctement en plaque
96 puits, ¢’est-a-dire de facon équivalente a ce qui €tait obtenu en boites de Petri, malgre le fait
que chaque graine était a présent dans un puit de la plaque 96 puits et non plus dans une boite
de Petri. Dans la méthode en boite, les graines étaient placées sur un papier filtre qui servait de
support. Mais ce support n’était pas pratique a utiliser en microplaque, des minidisques devant
étre introduits dans chacun des puits. Trois conditions ont donc été testées : utilisation de 1’agar
comme support, utilisation du papier filtre de diamétre adapté au puits comme support et
absence de support. Le volume d’eau permettant la germination des graines a aussi dii étre

adapté lors de 1’utilisation de papier filtre ou sans support.
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Dans un deuxiéme temps, une fois les conditions de germination optimales déterminées,
des molécules phytotoxiques ont été utilisées pour mettre au point les conditions expérimentales
permettant la visualisation de [’activité bioherbicide. Les molécules choisies pour le
développement de la méthode étaient la lawsone qui est une naphtoquinone et le 2,4-D qui est
une auxine synthétique utilisée comme herbicide. Les quantités d’échantillon a introduire dans
les puits ont di étre déterminées, ainsi que les conditions d’évaporation des solvants dans
lesquels les échantillons a tester ont été resolubilisés. Le volume de la solution eau + Tween 20
a da étre ajusté pour permettre a la fois aux graines de germer et aux molécules d’étre

correctement solubilisées.

Enfin, la méthode a été testée pour la mesure de la taille de la radicule des graines de

cresson en contact avec des concentrations croissantes de lawsone.

‘ Paramétres a optimiser ‘

Choix du support
Agar

Germination des graines
——  de cresson en conditions
contrdles (négatifs) Volume d’eau

Papier filtre

Sans support

Test en plaque 96 puits .
Quantité a déposer

Evaluation du potentiel
S antigerminatif Evaporation du solvant
de molécules témoins

Volume de resolubilisation

Figure II-3 — Résumé des paramétres a optimiser pour la mise en place du test en plaque 96 puits utilisant

des graines de cresson comme plante cible

1.3 Validation de la méthode :

Apres le développement et ’optimisation des différents parametres expérimentaux, la

méthode de 1’activité bioherbicide en plaque 96 puits a été validée. Selon le guide de validation
des méthodes d’analyse (Feinberg, 2012), la validation d'une méthode consiste a démontrer que
celle-ci permet d’atteindre les objectifs techniques définis. Par exemple, lors de cette thése, la
méthode doit permettre d’évaluer rapidement le potentiel antigerminatif des extraits de plantes
ou de molécules pures, tout en donnant des résultats répétables peu importe le jour de la mesure

et comparables a la méthode en boite de Petri avec papier filtre utilisée jusqu’alors. Dans le but
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de valider la nouvelle méthode, différents parameétres ont été évalués. Leurs définitions sont

indiquées dans le glossaire (Comité commun pour les guides en Métrologie, 2012)

Tout d’abord, la sélectivité (ou selectivity en anglais) de la méthode a été évaluée. La
nouvelle méthode mise en place devait permettre de détecter I’impact de 1’extrait ou de la
molécule a tester sans interférence avec d’autres facteurs. La sélectivité a été contrélée en
¢valuant le taux de germination des graines en fonction de la concentration de 1’échantillon a

tester par rapport aux résultats obtenus pour les contrdles sans échantillon (solvant seul).

Ensuite, la fidélité de mesure ou fidélité (precision en anglais) a été controlée. Elle est
quantifiée grace a un écart type ou des coefficients de variation et elle comprend trois niveaux :
la répétabilité (repeatability en anglais), la fidélité intermédiaire (intermediate precision en
anglais) et la reproductibilité. Cette derniére est utilisée lors de la normalisation d’une méthode
et fait intervenir plusieurs laboratoires (Feinberg, 2012). Il serait intéressant de 1’évaluer si
’utilisation de la méthode augmente. La répétabilité est la fidélit¢ de la mesure selon les
conditions de répétabilité qui sont définies comme suit : « la méme procédure de mesure, les
mémes opérateurs, le méme systéme de mesure, les mémes conditions de fonctionnement et le
méme lieu, ainsi que des mesurages répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant
une courte période » (Comité commun pour les guides en Métrologie, 2012). Ainsi dans le cadre
du développement du test, la répétabilité a été vérifiée en prenant en compte les répétitions
réalisées le méme jour et a des jours différents et a été caractérisée par un coefficient de

variabilité de répétabilité (CV;) calculé comme suit :

k
SCE NTRA) __ 2]‘:1Z?=1(xij_mj)2
N-k N-k

CV, = S?R x 100 = —VV”;TRA x 100 avec Viyrpa =

Avec 1: I’indice de la répétition dans un groupe, j : I’indice du groupe, n : le nombre de
répétition dans un groupe et k : le nombre de groupes. Chaque valeur i de chaque groupe j
correspond a x;j et la moyenne du groupe est notée m;. N correspond a la somme des effectifs
de chaque groupe j et est calculé comme suit : N = n*k. La moyenne estimée X est la moyenne
des mj. SCEunTrA) correspond a la somme des carrés des écarts a la moyenne pour un groupe
donné.

Par exemple si une expérimentation est effectuée en duplicat trois jours différents
(Tableau II-1), n correspond au nombre total de répétition dans un groupe donné ici 2, 1 étant
I’indice de la répétition, il sera compris entre 1 et 2. k correspond au nombre de groupes
différents (ici les jours) et est égal a 3, j étant I’indice du groupe, il sera compris entre 1 et 3. N

est la valeur totale des observations soit n x k, ici 2 x 3, N est donc égal a 6.
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Tableau II-1 — Exemple du nombre de graines germées en conditions controlées avec I’utilisation de 2

boites différentes par jour. La manipulation a été réalisée trois jours différents avec 10 graines par

condition.
Jour 1 Jour 2 Jour 3
Répétition 1 x11 =10 X1, =10 X13=9
Répétition 2 X1 =9 Xyp =8 X33 =9

La fidélité intermédiaire est la fidélité de la mesure dans les conditions suivantes : « la
méme procédure de mesure, le méme lieu et des mesurages répétés sur le méme objet ou des
objets similaires pendant une période étendue, mais pouvant comprendre d'autres conditions
que l'on fait varier qui sont de nouveaux étalonnages, étalons, opérateurs et systemes de
mesure » (Comité commun pour les guides en Métrologie, 2012). Pour le développement du
test, la fidélité intermédiaire a été évaluée en comparant les résultats obtenus en réalisant les
expériences 3 jours différents. Elle est exprimée grace a un coefficient de variation de fidélité

intermédiaire (CVFr) qui se calcule comme suit :

VINTER ~ VINTRA
\/ VINTRAY——— —

CVp = 22 x 100 = n x 100

x X

K _
SCE(INTER) __ Xj=1 n;j(m;j—%)?
k-1 k-1

avec VINTER =

Avec 1: I’indice de la répétition dans un groupe, j : I’indice du groupe, n le nombre de
répétition dans un groupe et k : le nombre de groupes. Chaque valeur 1 de chaque groupe j
correspond a x;j et la moyenne du groupe est notée m;. La moyenne estimée x est la moyenne

des mj. SCEntER) correspond a la somme des carrés des €carts a la moyenne entre les groupes.

Enfin, la justesse de la mesure (measurement trueness en anglais) a été vérifiée. Il s’agit
de ’adéquation entre la moyenne de plusieurs mesures et une valeur de référence. La valeur de
référence utilisée dans le développement du test était celle obtenue dans les mémes conditions

grace au test en boite de Petri avec du papier filtre.

L’ensemble de ces paramétres a été utilisé pour valider la nouvelle méthode

proposée. Des tests statistiques ont été mis en ceuvre afin de comparer les résultats obtenus
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avec ceux de la méthode « classique » en boite de Petri mais également pour comparer

Pactivité d’extraits de différentes parties d’une plante ou de différentes plantes.

1.4 Les tests statistiques utilisés dans les études allélopathiques et autre possibilité :

Les tests statistiques sont souvent utilisés en biologie pour permettre de vérifier I’impact
d’un ou plusieurs facteurs sur une variable donnée. Dans le cas de I’évaluation du potentiel
allélopathique des plantes, le développement de graines de plantes cibles est évalué en
quantifiant leur taux de germination ou en mesurent la longueur des racines ou de 1’hypocotyle
en fonction de la concentration en échantillon testée. Pour ce faire, différents tests statistiques
sont utilisés sans harmonisation entre les études. Dans 1’étude de M. S. S. Carvalho et al. (2019)
le test de Tukey est utilisé pour évaluer I’impact d’extraits d’amaranthe sur la germination de
graines d’avoine. Ce test est paramétrique et se base sur des distributions statistiques comme la
loi normale et impose 1’adéquation a plusieurs conditions. En revanche, dans 1’étude de Lorenzo
et al. (2016) le test de Kruskall-Wallis, un test non paramétrique (sans adéquation avec la loi
normale), est appliqué pour évaluer I’impact de fractions d’extraits d’acacia sur la germination
de graines de laitue. Enfin dans 1’étude de Pouvreau et al. (2013) une transformation
mathématique (arcsin ()) des taux de germination permet d’appliquer les tests statistiques
nécessitant le suivi d’une loi normale pour évaluer I’impact d’exsudats racinaires sur la

germination de plantes parasites.

La germination des graines est une observation binaire : graine germée ou non qui ne suit
pas une distribution normale. Des études se sont donc intéressées au traitement de ces données
sans transformation des pourcentages de germination et en prenant en compte le caractere
binomial des observations, graice au modele linéaire généralisé (GLM) qui se base sur le
modele linéaire général. Ce dernier peut étre ajusté en fonction de la distribution correspondant

au mieux aux données acquises et se définit par :
E(y) =ayx; +a,x, +b+¢
Avec E(y) étant ’espérance de la variable ou sa moyenne attendue, a et b sont des
coefficients propres a I’analyse et € est I’erreur sur la mesure.

A partir de ce modele linéaire général il est possible de faire une transformation des
données d’origine afin de les faire correspondre a une distribution donnée grace a une fonction
de lien qui va varier en fonction de la distribution choisie. C’est le modéle linéaire généralisé

qui est définit par :
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f(E(Y)) = a;x; + a,x, + b + ¢ avec f() étant la fonction de lien

La fonction de lien est dépendante de la loi de distribution suivie par les valeurs

considérées, par exemple pour la loi normale f(y) =y alors que pour la loi de Poisson f(y) = log

(y)-

Dans le cas rencontré dans cette thése, la distribution des valeurs suit une loi binomiale.

La fonction de lien correspondante pour utiliser le mode¢le linéaire généralisé est :
_ Y\ z . .
f(y) =log (yTl) ¢galement appelée logit

Cette utilisation d’une fonction de lien (logit) a été comparée a une transformation des
données en utilisant la fonction arcsin (pourcentage de germination /100) dans la publication
de Mora ef al (2008) qui a évalué I’impact de la température, du stockage et du milieu de culture
sur la germination de graines de Cattleya bicolor L. (une espéce d’orchidée provenant du
Brésil). En comparant les deux approches les auteurs avaient remarqué qu’avec la
transformation, 1’effet du milieu utilisé et du stockage était inexistant alors que dans la
littérature un effet avait déja été décrit. En revanche, avec le GLM, tous les parameétres testés
avaient un effet sur la germination que ce soit le stockage, la température ou méme le milieu
utilisé. Ainsi, en utilisant un mod¢le non adapté pour le traitement des données de germination,

des relations entre 1’effet de différentes conditions expérimentales n’ont pas été identifiées.

De plus, dans I’étude de Carvalho et al. (2018), le pourcentage de germination des graines
de Copaifera langsdorffii Desf. (copaier) a été¢ étudié pour comparer la qualité des modeles
«normal » et « linéaire généralisé ». Lors de la représentation graphique des données en
comparaison a une droite théorique, 1’utilisation de la loi binomiale et de la fonction de lien
logit a été plus appropriée. De méme pour I’estimation de ’intervalle de confiance sur les
valeurs, lorsque le modele normal a été utilisé, les valeurs obtenues dépassaient les 100% de
germination car ce modele est étudié pour traiter des valeurs allant de -co a +oo contrairement a
I’utilisation de la loi binomiale pour laquelle les valeurs sont bornées de 0 a 100 %, ce qui
renforce la nécessité d’utiliser le GLM avec une loi binomiale.

Les mode¢les utilisés dans la plupart des études pour le traitement de données liées a la
germination des graines ne semblent pas optimaux a cause du caractére binaire des observations
obtenues, graine germée ou non germée. Le modéle linéaire généralisé semble €tre une

bonne alternative permettant d’utiliser un modele plus adapté aux traitements de ces
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données. Il a donc été utilis€é pour les tests statistiques mis en place dans ce manuscrit

concernant la germination des graines.

2. Tests préliminaires :

Les contraintes d’utilisation du nouveau support en plaque 96 puits ont donc nécessité de
faire de nombreux ajustements préalables avant de pouvoir entamer le processus de validation
de méthode (figure I1-3). Ils concernent les conditions permettant de faire germer les graines
en plaques 96 puits, notamment le volume d’eau nécessaire et la présence ou non d’un support

(agar, comme dans le test sandwich, papier filtre comme dans le test de référence).

L’objectif du test est de mettre au point une méthode permettant de visualiser I’activité
sur la germination et la croissance des radicules de molécules pures ou d’extraits. Des molécules
standards (la lawsone et le 2,4-D) ont été utilisées pour permettre de développer les autres
parametres du test : quantité a déposer dans les puits, évaporation du solvant et volume de

resolubilisation des molécules.

2.1 Impact du support sur la germination des graines de cresson :

Dans un premier temps, la germination des graines de cresson a été évaluée en 1’absence
de composés phytotoxiques. Cela a permis de vérifier si les graines germaient de fagon
homogene dans les puits et si 1’utilisation de plaque 96 puits ne provoquait pas d’effet de bords
c’est-a-dire si les graines dans les lignes et colonnes les plus extérieures de la plaque avaient
une germination différente de celle des graines se trouvant plus a I’intérieur de la plaque. Les
trois types de supports ont ensuite été testés.

Puis, I’objectif du test étant de déterminer 1’impact de molécules phytotoxiques et
d’extraits sur la germination des graines de cresson, il était important de tester les solvants
couramment utilisés (éthanol, eau, é¢thanol/H>O (60/40 (v/v)), isopropanol/H>O (50/50 (v/v))
...) pour resolubiliser ces compos€s et extraits et de vérifier qu’eux-mémes ne possédaient pas
de phytotoxicité. Ces deux expériences permettaient d’établir les conditions des controles

négatifs du test.

2.1.1 Germination des graines avec de I’agar comme support :

Tout d’abord, des essais de germination des graines de cresson ont été effectués en

utilisant de ’agar comme support pour les graines. Cent pL d’agar a 1% (m/v) ont été mis dans
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chaque puits, puis apres solidification une graine de cresson a ¢t¢ déposée au-dessus. Au bout
de 48 h, les graines ont été sorties des puits et leur germination a été mesurée’.

Il a été constaté que le taux de germination était de 96,8 % (une plaque 96 puits) et que
celle-ci était homogéne sur toute la plaque, aucun effet de bord n’a été observé.

Les graines de cresson germant bien sur de 1’agar a 1% (m/v), I’incorporation d’une
proportion de solvant a 1’agar a été testée en vue de 1’ajout des extraits a tester, resolubilisés
dans un mélange isopropanol/eau 50/50 (v/v), éthanol/eau 60/40 (v/v) ou dans de ’eau. Dix pL.
de chaque solvant testé ont été déposés dans les puits avant d’y ajouter 90 pL. d’agar a 1%.
Utilisés a ce ratio, ces solvants ne doivent pas étre phytotoxiques. La germination des graines
de cresson a été mesurée a plusieurs heures d’intervalle (figure I1-4). Les graines déposées sur
de I’agar seul ou avec 10 puL d’eau avaient des taux de germination semblables a ceux observés
précédemment (plus de 90 % de germination aprés 48h de culture). En revanche, en présence
de solvant organique, le taux de germination était de 0% pendant plusieurs heures (jusqu’a 66
h de culture pour les puits dans lesquels de 1’isopropanol a 50% avait été ajouté). Le taux de
germination au bout de 94 h (soit au bout de 4 jours) était d’environ 30% pour 1’éthanol a 60%
et de 40% pour I’isopropanol. Ces deux solvants ajoutés au dixiéme dans 1’agar provoquaient
un retard de germination, non compatible avec la mise en place de tests antigerminatifs.

Taux de germination
(Vo)

. ook fmmo fm (| [ [m [
solL

60

40
20
D o e [ (e e
17 23 42 47 66 71 88 94
Temps de culture (en heures)
O Agar O Agar + H,0 B Agar + EtOH/H,O B Agar + i-PrOH/H,O
(60/40, v/v) (50/50, viv)

Figure II-4 — Taux de germination moyen des graines de cresson au cours du temps en fonction des différents

solvants ajoutés a I’agar. (8 graines par condition, 3 réplicats).

! Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.2.2.1
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Des ratios plus faibles [solvant : agar] ont été testés en introduisant des volumes plus
faibles de solvants : 2, 4 et 6 uL ont été testés toujours avec 90 pL d’agar a 1%. Ces ratios
n’affectaient pas la croissance des graines de cresson. Néanmoins le volume de solution a tester
qu’il était possible d’ajouter était trop faible pour étre compatible avec le criblage envisagé et
I’utilisation d’agar présente plusieurs inconvénients : solidification rapide a 1%, risque de non-
diffusion des molécules a travers le réseau d’agar ou encore non-homogénéité de la couche

d’agar dans les puits.

2.1.2 Germination des graines avec du papier filtre comme support

Dans un premier temps, la germination des graines de cresson a été vérifiée dans les
plaques 96 puits contenant un papier filtre (de 6 mm de diameétre, obtenu a ’aide d’une
perforatrice a partir de papier filtre Whatman) avec un volume d’eau de 100 puL + Tween 20
(0,05%). Au bout de 48 heures de culture, les graines ont été sorties des puits (figure I1-5) et le
taux de germination a été évalué dans chacune des plaques (expérience réalisée en duplicat).
Dans la premicere plaque, le taux de germination des graines de cresson était de 92,7% et dans

la deuxiéme de 96,9% et aucun effet bord n’a été visualisé.

Figure I1-5 — Germination des graines de cresson en plaque 96 puits avec papier filtre utilisant 100 pL d’eau,

apreés mise sur papier noir. Réalisée en duplicat (A-B). Le trait blanc en bas a droite représente 1 cm.

Dans I’optique de déterminer le volume d’eau a utiliser lors du test pour permettre une
germination optimale des graines de cresson, des volumes de 30 pL et 75 uL ont été testés (dans
le test en boite de Petri, le volume d’eau + Tween 20 rapporté par graine étant de 75uL). Le
taux de germination des graines de cresson dans les plaques 96 puits était le méme peu importe
le volume d’eau utilisé : 95 £ 5 % (2 plaques contenant chacune 20 graines).

L’impact de 2 solvants (I’éthanol et I’eau) sur la germination des graines de cresson a été

évalué. Dix pL de chaque solvant ont été placés dans les puits de la plaque 96 puits et comme
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pour la méthode en boite de Petri, les plaques ont été laissées 1 h sous la hotte, puis 30 uL. d’eau
+ Tween 20 ont été ajoutés. Au bout de 48 h, les taux de germination dans les puits ou de
I’éthanol avait été placé était de 95 + 5 % et ceux dans lesquels de 1’eau avait été placée était
de 90 £+ 0 % (20 graines et 2 réplicats).

L’utilisation de ces solvants ne semblait donc pas impacter la germination des graines
apres ¢évaporation sous hotte, ce qui permet leur utilisation sans risque pour la suite du

développement du test.

Le test utilisant du papier filtre permettait d’obtenir un taux de germination des graines
de cresson supérieur a 90 %, ce qui était compatible avec la réalisation de tests antigerminatifs.
Néanmoins, le placement de ce papier filtre dans les puits était fastidieux et la visualisation de
la germination des graines de cresson n’était pas optimale, de plus, les radicules blanches ne

ressortaient pas bien sur le papier filtre blanc.

Il a ainsi été conclu que ['utilisation des deux supports (agar ou papier filtre) affectait
négativement la mise en place du test en plaque 96 puits, la germination des graines de cresson

a donc été évaluée sans support.

2.1.3 Germination des graines en milieu liquide sans support :

Afin de déterminer s’il était possible de s’affranchir de supports, des tests préliminaires
ont été réalisés sans papier filtre et sans agar. La germination des graines a ét¢ évaluée avec
différents volumes d’eau, de fagon a ce que la graine soit immergée dans le puits (tableau II-
2). Au bout de 48 h, les taux de germination des graines de cresson €taient du méme ordre de

grandeur peu importe le volume d’eau placé dans les puits.

Tableau II-2 — Taux de germination moyens des graines de cresson en fonction du volume d’eau dans les

puits aprés 48 h d’incubation (8 graines par conditions 3 réplicats).

Volume d’eau 30 uL 40uL 50uL 60uL 70uL

Taux de germination (%) 100 (0,0) 87,5 (7.2) 95,8 (4,2) | 91,7(4.2) 100 (0,0)

Comme pour les tests avec du papier filtre, I’impact de 1’éthanol et celui de ’eau sur la
germination des graines de cresson ont été évalués, 10 uL de chaque solvant ont été placés dans
chaque puits, les plaques ont ensuite été placées sous hotte pendant 1 h pour permettre au

solvant de s’évaporer et 30 uLL d’eau + Tween 20 ont été ajoutés. Les taux de germination des
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graines de cresson étaient de 97 + 3 % en présence d’éthanol et de 100 + 0 % en présence d’eau.
Les deux solvants ne semblaient pas avoir d’impact sur la germination des graines de cresson.

Apres cette premicre série de tests préliminaires sur le choix du support permettant la
germination des graines en conditions contrdles, 1’utilisation d’agar a été écartée a cause de son
aspect peu pratique et du faible volume de solvant possible a utiliser pour ajouter les
¢chantillons sans induire de phytotoxicité due au solvant. Les expériences de germination avec
ou sans papier filtre ont donné des résultats satisfaisants, avec un volume d’eau de 30 pL et des
volumes de solvants de 10 uL aprés 1 h d’évaporation sous hotte malgré la difficulté de
visualisation des graines germées pour les manipulations avec papier filtre. La suite de
I’optimisation des parametres de la méthode en plaque 96 puits a donc été faite en utilisant ces

deux supports.

Choix du support
— Agar ®

Germination des graines

——  de cresson en conditions e
contréles Volume d’eau

30 uL

L Sans support

Test en plaque 96 puits .
—— Quantité a déposer

Evaluation du potentiel
— antigerminatif —— Evaporation du solvant
de molécules témoins

L Volume de resolubilisation

Figure II-6 — Schéma des différents parametres a optimiser pour le développement de la méthode en plaque

96 puits

2.2 Evaluation du potentiel antigerminatif de molécules témoins :

2.2.1 Quantité de molécules a déposer :
2.2.1.1 Références obtenues avec la méthode en boite de Petri :

Pour déterminer les concentrations des molécules a tester, des mesures ont été faites en
boite de Petri pour obtenir des valeurs de référence de leur activité antigerminative. Des
solutions meres de lawsone et de 2,4-D ont été préparées dans de I’éthanol et les concentrations
finales étaient comprises entre 0,018 mmol/L et 3 mmol/L pour chacune des deux molécules.
Les taux de germination pour les controles négatifs ¢taient supérieurs a 95 %. Le 2,4-D a eu un
effet sur la germination des graines de cresson a partir de 3 mmol/L (avec 56 + 4 % de
germination) et la lawsone a eu un effet a partir de 1,87 mmol/L avec un taux de germination

de 32 £+ 3 %. Pour la suite des tests et pour essayer d’avoir une activité similaire des 2 molécules
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(environ 30 % de germination), la lawsone a été utilisée a une concentration de 1,87 mmol/L et

le 2,4-D a une concentration de 6 mmol/L.

2.2.1.2 Adaptation en plaque 96 puits :

Les concentrations permettant d’obtenir environ 30 % de germination étant établies, les
méthodes avec et sans support papier filtre ont été comparées pour mesurer 1’activité de la
lawsone et du 2,4-D. Pour ce faire, des solutions de 2,4-D et de lawsone ont été préparées dans
de I’éthanol. Un volume défini de solution a été¢ déposé dans chaque puits, puis les plaques ont
été laissées pendant une heure sous hotte pour permettre au solvant de s’évaporer 2. Trente pL
d’une solution eau + Tween 20 ont ensuite ét¢ ajoutés ainsi qu’une graine de cresson par puits.
Au bout de 48 h, le taux de germination des graines a ét¢ évalué. Les résultats sont présentés

dans la figure I1-7.

Comme avec les controles négatifs utilisant de 1’éthanol et de ’eau, les résultats obtenus
avec les 2 méthodes étaient similaires au taux de germination maximal (figure II-7), méme si
une grande variabilité des taux de germination des graines pour le témoin éthanol avec du papier
filtre a été observé. Pour les 2 étalons testés, un taux de germination entre 30 et 60 % a été
obtenu avec papier filtre, alors que sans papier filtre le taux de germination n’est pas impacté

(germination maximale), I’activité des molécules herbicides n’est pas visible.

O Sans Papier filtre o Avec Papier filtre
Taux de germination (%)
100 — T
C — e
80
60
40
20
0
EtOH Lawsone 1.87 mM 2.4-D 6 mM H,0

Molécules testées

Figure II-7 — Taux de germination moyen des graines de cresson en fonction de la concentration en

molécules testées et de la présence ou non de papier filtre dans les puits.

2 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.2.2.2
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2.2.2 Volume de resolubilisation :

Apres avoir constaté ce résultat, I’expérience sans papier filtre a été reproduite. Il a ainsi
pu étre observé que lors de la phase d’évaporation du solvant sous hotte, la lawsone,
particulierement visible a cause de sa couleur jaune, remontait sur les parois du puits.

Un nouveau test a été effectué¢ en faisant varier le volume d’eau dans les puits. Afin de
pouvoir comparer les résultats obtenus, la méme quantité de molécules a tester rapportée par
graine a été déposée dans les puits des plaques 96 puits et dans les boites de Petri, soit 25 pg
pour la lawsone et 150 pg pour le 2,4-D. Dans les boites de Petri, le volume d’eau utilis¢ est de
1500 pL (soit 75 uL par graine). Dans les plaques 96 puits, 30 et 210 uL ont été testés de facon
a avoir une hauteur d’eau trés différente dans les puits. Aprés 48 h d’incubation, le taux de

germination des graines de cresson a été mesuré (figure I11-8)°.

Pour les conditions contrdle, aucune différence n’était observée entre les 3 conditions :
boite de Petri, ou plaque 96 puits avec 30 pL d’eau ou 210 uL. Pour les standards, 1’activité
antigerminative était plus marquée lors de 1’utilisation des boites de Petri (avec 60 % de
germination environ) qu’avec les plaques 96 puits. En effet, en utilisant des plaques 96 puits
contenant 30 pL. d’eau, le taux de germination était identique a celui des contrdles négatifs et
un début d’activité a été visualisé avec des plaques 96 puits contenant 210 uL pour la lawsone,

alors que pour le 2,4-D DPactivité était similaire a celle obtenue en boite de Petri.

I1 est ainsi apparu qu’en boite de Petri, les molécules étaient piégées sur le papier filtre,
ce qui permettait d’observer une plus grande activité antigerminative. En revanche, lorsque 1’on
transpose le test en plaque 96 puits sans papier filtre, les molécules ne sont pas retenues au fond
du puits et lors de la solubilisation dans un petit volume d’eau, celui-ci ne suffit pas a récupérer
toutes les molécules déposées sur les parois du puits. L’activité des molécules ne peut donc pas
étre visualisée. Cela a été¢ confirmé avec I’utilisation d’un volume plus important d’eau,
I’activité antigerminative était plus forte car les molécules présentes sur les parois du puits sont

mieux resolubilisées

3 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.2.2.3
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@ Boite de Pétri

Taux de germination O Plaque 96 puits — 30 uL
(%)
O Plaque 96 puits — 210 pL.

100 . ; ——

80 + —

60

40

EIOH TLawsone 2.4-D H,O

Molécules testées
Figure II-8 — Taux de germination des graines de cresson en fonction des molécules testées, du test et du
volume d’eau utilisé.

La méthode d’évaporation des solvants sous hotte n’était donc pas compatible a une
utilisation des plaques 96 puits sans papier filtre. Des tests ont ainsi été conduits pour savoir
s’il était possible de ne pas évaporer le solvant mais d’utiliser un ratio solvant : eau + Tween
20,de 1: 10 oude 1 : 15. Ce test n’a pas été concluant, car comme lors de I’expérience avec
I’agar, la présence de solvants organiques méme en faible proportion impactait le taux de
germination. Cette piste a donc été écartée. Une technique d’évaporation des solvants différente

a ensuite été testée.

2.2.3 Techniques d’évaporation :

Comme indiqué précédemment, I’utilisation de solvants dés lors qu’ils sont évaporés était
compatible avec les tests antigerminatifs. L’ objectif était donc d’évaporer les solvants dans
lequel les échantillons étaient solubilisés pour obtenir un dépot sec au fond des puits et non sur
leurs parois. Une évaporation du solvant en utilisant un évaporateur Speedvac a été testée. Cet
appareil permet grace a un systeme d’abaissement de la pression de diminuer la température
d’évaporation des solvants, tout en appliquant un mouvement de rotation centrifuge, permettant
d’obtenir des extraits secs. Ce test a permis de vérifier s’il était possible d’évaporer
correctement les échantillons en obtenant des dépdts secs au fond des puits et de déterminer le
temps de séchage nécessaire pour différents solvants en plaque 96 puits en un temps court

(moins d’une heure).

Tout d’abord, 30 pL de solvant, correspondant a ce qu’il était prévu d’utiliser pour la

resolubilisation des extraits, ont été mis dans les puits (eau, isopropanol/eau (50/50 v/v), éthanol
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et ¢thanol/eau (60/40 v/v)). Les plaques ont été placées dans le Speedvac a 45°C pendant 18
minutes, le seul solvant totalement évaporé était I’éthanol. Au bout de 35 minutes, 1’éthanol
60% et I’isopropanol 50 % étaient majoritairement évaporés. Finalement, 20 uL. de chaque
solvant ont été¢ déposés ce qui permettait d’obtenir des dépots secs au bout de 30 minutes a
40°C.

Un test a été réalisé sur la germination des graines de cresson apres évaporation du solvant
et ajout de 60 puL d’eau + Tween 20. Les graines de cresson avaient un taux de germination de
presque 100 % apres évaporation des différents solvants (figure II-9 (A)). Des solutions de
lawsone et de 2,4-D sont déposées dans chaque puits *. Au bout de 30 minutes & 35°C, les
solvants étaient évaporés et de la poudre blanche (2,4-D) ou jaune (lawsone) était visible au
fond des puits, signe que les composés étaient bien présents a cet endroit. Soixante pL. d’eau +
Tween 20 ont été ajoutés et au bout de 48 h, les résultats ont été observés avec comme témoin
négatif de I’éthanol et de I’eau. Les graines au contact des solvants seuls avaient des taux de
germination d’environ 100% alors que les graines en contact avec le 2,4-D ne germaient pas du
tout et treés peu avec la lawsone (entre 5 et 7 % de germination) (figure 11I-9 (B)). Les taux de
germination étaient plus faibles dans ces conditions qu’en boite de Petri (Figure 9), cela pouvait
étre di au volume d’eau par graine plus faible (60 uL comparé a 75 uLL précédemment en boite)
ou a la concentration dans le puits qui était plus importante que celle dans la boite de Petri (0,41
mg/mL contre 0,16 mg/mL). Méme si les concentrations par graine étaient théoriquement les
mémes, dans la boite les graines ne sont pas isolées les unes des autres, les concentrations de

molécules actives n’étaient pas forcément réparties de la méme fagon dans toute la boite de

Petri.

A B

Taux de germination (%) Taux de germination (%)

100 1 S o - 100 - +
80 80
60 60
40 40
20 20

0 0 l_'_|

Ethanol Ethanol/eau  Isopropanol Eau Ethanol Lawsone 2.4-D Eau
(60/40)

Figure II-9 — Taux de germination des graines de cresson en fonction des solvants utlisés (A) et des molécules

testées (B). Les valeurs sont exprimées en moyenne + erreur type de la moyenne pour 2 réplicats

4 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.2.2.4
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La méthode d’évaporation et les volumes d’échantillons étant adaptés a la visualisation
de I’activité antigerminative, les tests préliminaires étaient achevés.

L’utilisation de molécules témoins a permis d’optimiser les conditions expérimentales du
test, en particulier quant a I’évaporation des solvants qui se fait grace a un évaporateur
Speedvac, compatible avec un volume de resolubilisation fixé a 60uL. Le résumé des

parameétres optimisés est présenté dans la figure I1-10.

Choix du support

— Agar®

X)

Germination des graines

.. I Papier filtre
— de cresson en conditions P

contrdles
L Sans support
Test en plaque 96 puits )
—— Quantité & déposer
Evaluation du potentiel od
L antigerminatif —— Evaporation du solvant Speedvac
de molécules témoins

L Volume de resolubilisation L

Figure II-10 — Bilan des paramétres choisis pour la mise au point du test en plaque 96 puits.

2.3 Mesure de la germination des graines de cresson :

Pour évaluer le taux de germination des graines de cresson, il a fallu mesurer la taille des
radicules. Une graine était considérée germée quand la taille de la radicule était supérieure a 1
mm. Lors de I'utilisation des boites de Petri, les radicules étaient enchevétrées dans les boites
et la visualisation de la germination était complexe. Les graines étaient donc placées sur une
feuille de papier noir pour avoir un bon contraste avec la radicule blanche des graines de cresson
(figure II-11). La taille des radicules était ensuite mesurée a I’ceil nu a ’aide d’une regle. 11 se
révélait parfois difficile d’avoir une mesure précise de la taille des radicules pour les graines
trés peu germées. De plus, les mesures devaient étre faites directement au bout des 48 h

d’incubation dans la chambre de culture.
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Figure II-11 — Graines de cresson germant en conditions contréles dans une boite de Petri (A) et une fois
déposées sur un papier noir (B).

En utilisant la méthode en plaque 96 puits, avec une graine par puits, la visualisation a
été facilitée. A I’aide d’un appareil photo monté sur un macroscope, il a été possible de prendre
en photo les graines directement dans les puits sans les sortir (sauf s’il était impossible de voir
la radicule de la graine). Par exemple, sur la figure II-12 (A) il est possible de distinguer
parfaitement que les 3 premicres graines sont germées alors que pour la quatrieme un doute
était possible. Le logiciel Image] ° a alors été utilisé pour mesurer avec précision la taille de la
radicule (figure I1-12 (B)). Dans ce cas la radicule (longueur visualisée par un trait rouge)
mesure 1,08 mm donc la graine a été considérée comme germée. En plus de permettre une
visualisation plus facile de la germination des graines, cette technique permettait également de
mesurer la germination de fagcon décalée, les photos prises apres 48 h de culture pouvaient étre

traitées plus tard, permettant ainsi une certaine flexibilité du temps de manipulation.

Figure 1I-12 — Graines de cresson en conditions contrdle aprés 48h de germination (A), mesure de la radicule
a I’aide d’ImageJ (B).

3. Validation de la méthode développée en plaque 96 puits :
Les différentes étapes critiques du test ayant été consolidées, une procédure de validation

de la méthode a été menée a la fois pour le test initial de référence en boite de Petri et pour la

5 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.2.2.5
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nouvelle méthode en plaque 96 puits. Cette validation a fait 1’objet d’une publication dans le
Journal of Agricultural and Food Chemistry (Flieller et al., 2022). Le nouveau test, une fois
validé, a pu étre utilisé de facon systématique pour I’évaluation du potentiel antigerminatif de
molécules pures ou d’extraits. Pour cela, la lawsone a été choisie comme molécule active de
référence. Une méme gamme de concentrations comprenant 6 points de concentration a été
appliquée avec les 2 méthodes. Les concentrations ont été choisies en prenant en compte le fait
que pour qu’une activit¢ herbicide soit considérée comme intéressante, les composés
allélopathiques doivent étre actifs a une concentration inférieure a 0,1 mmol/L (Dayan ef al.,
2000) . Cette gamme de concentrations permettait ¢galement d’obtenir a la fois un taux de
germination maximal des graines de cresson avec les concentrations les plus faibles (de 0,01 a
0,1 mmol/L), mais également de visualiser I’inhibition totale de la germination des graines de
cresson pour les concentrations les plus fortes en lawsone (de 1 a 3 mmol/L). Un méme nombre
initial de 20 graines a été utilisé pour la méthode en boite de Petri et la nouvelle méthode en
microplaque. Puis une optimisation du nombre de graines nécessaires pour réaliser le test a été
effectué¢e. La méthode a ensuite été appliquée a un extrait éthanolique d’Impatiens glandulifera
Royle (IGR). Pour finir, I’activité de différentes molécules herbicides a été évaluée sur les
graines de cresson et sur des graines d’autres especes de plantes monocotylédones et
dicotylédones, permettant ainsi d’évaluer la sélectivité des molécules testées. Enfin, la capacité
du test a étre utilisé pour la mesure de 1’activité inhibitrice de la croissance racinaire a été

évaluée.

Les deux méthodes utilisées sont similaires quant aux étapes définies pour le test, mais
de nombreuses différences sont présentes (figure I1-13). Tout d’abord, le contenant utilisé est
différent (boite de Petri ou plaque 96 puits), ensuite dans le premier cas, un support papier filtre
est utilisé, mais pas dans le second. Pour I’étape de dép6t de I’échantillon, 500 pL ont été utilisés
pour 20 graines dans le test en boites de Petri contre 20 puL par graine (au total 400 uL pour 20
graines) en utilisant une plaque 96 puits. L’évaporation des solvants s’effectuait sous hotte pour
les boites de Petri et dans un évaporateur Speedvac pour les plaques. De la méme fagon que
pour le dépot d’échantillon, 1’ajout d’eau + Tween 20 se fait avec un volume plus faible dans
les plaques également avec 60 uL par graine (au total 1,2 mL pour 20 graines) contre 1,5 mL
dans la boite. Le temps de culture a été le méme et la visualisation des graines s’est faite en
déposant les graines sur un papier noir pour les boites alors que les plaques ont été prises en
photo a ’aide d’un macroscope. Afin d’évaluer la germination des graines, les tailles des

radicules ont été mesurées grace a ImageJ dans les 2 cas.
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Enceinte de culture
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Figure II-13 — Comparaison des différentes étapes et des conditions utilisées pour l'application de la

méthode en boite de Petri (A) et de la méthode en plaque 96 puits (B).

3.1 Validation avec un standard, la lawsone :

Dans le but de valider la méthode, les expérimentations ont été réalisées en triplicat

pendant 3 jours. Cela a permis d’évaluer la sélectivité et la fidélit¢ de la mesure des méthodes.

En premier lieu, la sélectivité des 2 méthodes a été déterminée. Pour cela, différentes
concentrations (de 0,01 a 3 mmol/L) de lawsone ont été¢ mises au contact des graines de cresson

et leur germination a ensuite ¢t¢ mesurée (figure 11-14).

Pour les 2 méthodes, les contrdles négatifs en I’absence de lawsone permettaient d’obtenir
un taux de germination des graines de cresson supérieur a 90%. En ajoutant des concentrations
croissantes de lawsone, une diminution de la germination des graines de cresson était observée
jusqu’a une inhibition quasi-totale de la germination lorsque la concentration était supérieure a
1 mmol/L. La réduction du taux de germination des graines de cresson était donc bien due a la
présence de lawsone. Les valeurs des taux de germination étaient du méme ordre de grandeur
pour les différents réplicats interjour et intrajour. En revanche, les taux de germination avaient
des variabilités trés importantes en fonction de la concentration testée et du test (en plaque ou
en boite de Petri). Pour vérifier I’acceptabilité de ces variations, la fidélité de la mesure a été

calculée.
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Figure II-14 — Taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en lawsone testée,
de la méthode utilisée et du jour de I’expérimentation. Les résultats sont exprimés en moyenne + ’erreur
type a la moyenne pour 3 réplicats. Les * indiquent des différences significatives entre les valeurs obtenues

d’aprés un test de Student au seuil a = 0,05.

La fidélité de la mesure a ensuite été vérifiée grace a la répétabilité (variation observée

au sein des répétitions d’un méme jour) et a la fidélité intermédiaire (variation observée entre
les valeurs obtenues a des jours différents). Les coefficients de variation de répétabilité CV; et
de fidélité intermédiaire CVFr ont été calculés pour les 2 méthodes (en boite de Petri et en plaque

96 puits) et sont présentés dans le tableau I1-3.

Les coefficients de variation de répétabilité et de fidélité¢ intermédiaire obtenus étaient
globalement similaires entre les deux méthodes a une concentration donnée. Ils €taient plus
faibles aux concentrations en lawsone inférieures a 0,50 mmol/L pour les 2 méthodes et plus

élevés pour les concentrations supérieures a 1 mmol/L.

Aux concentrations les plus fortes en lawsone, étant donné que le taux de germination
moyen ¢était treés faible, lorsqu’une graine germait alors que la majorité des autres non, cela
produisait une grande variabilité. Par exemple, pour la 3™ répétition en plaque 96 puits a 2
mmol/L, sur les 3 plaques, les taux de germination étaient de 0% pour ’une des plaques (pas
de graine germée), de 5% pour la deuxieéme (une graine germée) et de 10% pour la troisieme (2
graines germées). La moyenne du taux de germination était de 5 £ 5% et le coefficient de

variation était €levé, alors que la différence n’était que d’une graine germée.
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Pour une concentration de 0,5 mmol/L en lawsone, des coefficients de variation entre
12,86 et 33,7 % ont été obtenus. Ceci peut étre expliqué par le fait que cette concentration
permet a environ 50% des graines de germer, mais qu’elle n'est ni suffisamment élevée pour
empécher complétement la germination ni suffisamment faible pour permettre a toutes les
graines de germer. La germination d’une graine est un phénomeéne complexe qui dépend de sa
sensibilit¢ au composé phytotoxique testé, ce qui induit davantage de variations pour cette
concentration intermédiaire. Par exemple, en boite de Petri ou le phénomene était le plus
marqué, on pouvait obtenir pour 3 boites traitées le méme jour, 20% de germination dans 2
boites et 30% dans la troisiéme ce qui donnait un taux de germination moyen de 23,3% + 5.7
%. Entre les jours, des différences entre les taux de germination ont été observées allant de 45

% pour le jour 1 a 23,3% pour le jour 3.

Tableau II-3 — Coefficients de variabilité de répétabilité CV: et de fidélité intermédiaire CVir en fonction

de la méthode et de la concentration de lawsone utilisée.

Concentration en lawsone (mmol/L) 0 0,01 0,1 0,5 1 2 3

CV: 3,59 | 3,92 7,97 | 12,86 | 105,75 212,13 0
Boite de Petri

CVr 5,96 | 3,92 7,97 | 33,51 | 105,75 212,13 | 173,21

CV; 392 | 6,36 | 539 | 33,7 | 6527 | 70,71 150
Plaque 96 puits

CVr 4,775 | 6,83 5,39 33,7 | 65,27 | 107,04 |212,13

Enfin, la justesse de la mesure obtenue avec la méthode en plaque 96 puits a été calculée

en comparant les taux de germination a ceux obtenus en boite de Petri griace a un test de Student
permettant de comparer une valeur test a une valeur de référence. Seules 3 valeurs de la nouvelle
méthode étaient statistiquement différentes, pour le jour 2 a 0 et 2 mmol/L et pour le jour 3 a 1
mmol/L (figure II-14). La différence a 0 mmol/L et I mmol/L était due a des faibles variabilités
sur les taux de germination, mais les valeurs restaient du méme ordre de grandeur que pour les
autres répétitions effectuées. La différence observée a 2 mmol/L, était la seule observée pour
cette concentration et peut €tre expliquée par une germination plus forte des graines. Les graines
utilisées pour chaque réplicat étant des organismes vivants uniques, il était parfois possible
d’avoir une différence dans la réponse aux composés testés mais également pour une
concentration donnée. Les autres valeurs obtenues pour les différentes concentrations de

lawsone étaient similaires entre les 2 méthodes, aucune valeur aberrante n’a été obtenue. Ces
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légeres différences observées ont ét¢ considérées comme négligeables pour la suite de

I’optimisation de la méthode et ses applications.

Le processus de validation de méthode appliqué au nouveau test a permis de montrer que
celui-ci était bien sélectif (effet sur la germination induit par la présence de la molécule active).
La répétabilité et la fidélité intermédiaire ont pu étre déterminées. Bien que de forts CV aient
¢été obtenus, pour les concentrations auxquelles une activité antigerminative élevée était visible,
les moyennes des taux de germination étaient comparables entre les deux méthodes, ce qui a
¢té démontré par le calcul de la justesse. La nouvelle méthode était donc tout a fait appropriée
pour effectuer des mesures d’inhibition de la germination. Dans ces conditions d’utilisation,
cette méthode présentait déja des avantages : une meilleure visualisation de la germination des
graines ; un volume et une quantité d’échantillon nécessaires plus faibles par rapport a ceux
utilisés en boite de Petri (passant d’1,5 mL a 1,2 mL) pour un nombre de 20 graines par
condition en triplicat. Dans I’optique d’optimiser davantage ce test, une expérience de réduction

du nombre de graines a été menée.

3.2 Réduction du nombre de graines :

L’objectif du développement de cette méthode était d’optimiser au mieux les ressources
nécessaires, en particulier le nombre de graines utilisées. Dans la littérature, 1’ utilisation de tests
en boite de Petri sur papier filtre fait état d’'un nombre de graines de cresson variable allant de
10 graines dans I’étude de Jurova et al. (2019) portant sur 1’activité d’huiles essentielles
d’Impatiens parviflora a 25 graines dans I’étude de Hodi et al. (2012) portant sur I’activité

d’extraits d’especes d’Oxalis.

L’objectif de cette expérience était de tester des nombres de graines inférieurs a 20, de
mesurer le taux de germination et de vérifier si celui-ci était toujours comparable a celui obtenu
avec 20 graines. Pour cela, une modé¢lisation informatique a été utilisée. Grace aux données
obtenues précédemment, un systéme de tirage au sort a été mise en place. Le logiciel tirait au
sort 10 fois 15 graines, 12 graines, 10 graines ou 5 graines pour chaque concentration. Pour
chaque nombre de graines, le taux de germination a été calculé et comparé aux résultats obtenus
avec 20 graines. Plus le nombre de graines diminuait, plus le nombre de taux de germination
aberrants augmentait (8 valeurs aberrantes sur 60 tirages au sort pour 5 graines, 3 pour 10
graines, 1 pour 12 graines et aucune pour 15 graines utilisées). Ce tirage au sort informatisé a

permis d’éliminer le nombre de 5 graines par conditions.
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Les autres valeurs ont été testées expérimentalement en triplicat avec une concentration
croissante de lawsone et les taux de germination ont été mesurés (figure II-15). Les résultats
ont été comparés statistiquement grace a un test ANOVA. Les taux de germination obtenus
pour les 4 nombres de graines testés étaient similaires pour chaque concentration. De plus, la
sélectivité¢ de la méthode était conservée avec un taux de germination diminuant quand la

concentration de lawsone augmentait.

Pour optimiser la nouvelle méthode, un nombre de 10 graines par condition pouvait donc
étre suffisant. Néanmoins pour la suite de 1’é¢tude, un nombre de 12 graines a été choisi,
permettant facilement de tester 8 conditions différentes sur une plaque 96 puits (une condition
par ligne de 12 puits) et d’utiliser la plaque dans son ensemble, tout en ayant une marge par
rapport au plus faible nombre de graines acceptable. Cette diminution du nombre de graines
nécessaires par condition permettait également une réduction importante du volume
d’échantillon a utiliser, passant de 1,2 mL pour 20 graines a 0,72 mL pour 12 graines en triplicat.

L’optimisation de la nouvelle méthode était ainsi achevée.

Taux de germination [ 20 graines

0,
100 (%) + O 15 graines
bl e il
*I* ~} O 12 graines
80
@ 10 graines
60
40
20
0 FHTH r% E I
0 0.01 0.1 0.5 1 2 3

Concentration en lawsone (mmol/L)

Figure II-15 — Taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en lawsone et du
nombre de graines utilisées par condition. Les valeurs sont exprimées en moyenne * erreur type de la

moyenne pour 3 réplicats

Afin de mettre en application le test et d’évaluer sa capacité a obtenir des résultats
représentatifs de différents échantillons, celui-ci a ét¢ appliqué a un extrait éthanolique d’IGR
et a différentes molécules herbicides connues, avant d’utiliser d’autres plantes cibles que le

cresson.
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3.3 Application du test a un extrait de plante :

Apres avoir été validée en utilisant la lawsone, la méthode développée a été utilisée pour
évaluer le potentiel antigerminatif d’un extrait éthanolique d’IGR ¢, ce qui a constitué une
premicre application sur un mélange complexe. Pour cela, la méthode la plus optimisée en
plaque 96 puits avec 12 graines a €té utilisée et les résultats ont été comparés a ceux obtenus en
plaque 96 puits (20 graines) et en boite de Petri (20 graines). Les expériences ont été réalisées
en triplicat sur un seul jour. La gamme de concentrations en extrait comprenait 6 points et
permettait d’obtenir un taux de germination maximal avec les faibles concentrations en extrait
(de 0,08 mg/mL a 0,83 mg/mL) et minimal avec les concentrations en extraits les plus ¢levées

(3,33 mg/mL et 6,66 mg/mL).

Concernant la sélectivité, comme pour la lawsone, aucune activité¢ sur la germination
n’était observée en absence d’extrait. En revanche, lorsque la concentration en extrait
augmentait le taux de germination des graines de cresson diminuait, ce qui a prouvé le lien
extrait/activité (figure II- 16)

Taux de germination

(%) 20 graines (Boite de Pétri)
100
_1_
o B il B + ‘l‘ -+ [20 graines (Plague 96 puits)
80 + @12 graines (Plague 96 puits)
60 ‘l» +
40
20
0 0,08 0,33 0,83 1,67 3,33 6,66

Concentration en extrait (mg/mL)

Figure II-16 — Taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en extrait
éthanolique d’IGR et de 1a méthode utilisée avec 20 ou 12 graines par condition. Les taux de germination

sont exprimés en moyenne + erreur type de la moyenne de 3 réplicats.

¢ Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.3.2.1
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La répétabilité a aussi ét¢ évaluée comme précédemment pour la lawsone (tableau I1-
4). La fidélité intermédiaire n’a pas été calculée ici, les expérimentations n’ayant été réalisées
que sur une journée.

Les coefficients de variations de répétabilité étaient compris entre 2 et 20 % pour les
concentrations en extrait inférieures a 1,67 mg/mL. Pour les concentrations en extrait plus fortes

comme pour la lawsone, les coefficients de variation étaient plus importants.

Les coefficients de variation étaient inférieurs a 10% pour la méthode en plaque 96 puits
utilisant 12 graines par condition pour les concentrations allant jusqu’a 1,67 mg/mL
contrairement aux deux autres conditions pour lesquelles ils pouvaient dépasser 30% pour
certains points de concentration. La variabilité était plus forte pour les hautes concentrations en
utilisant 12 graines que 20 graines, mais les moyennes des taux de germination sont restées
proches. En effet le taux de germination est d’environ 12% pour une concentration de 3,33

mg/mL d’extrait et 2% pour une concentration de 6,67 mg/mL pour les 2 méthodes.

Cette grande variabilité n’était donc pas dérangeante pour 1’utilisation de la méthode dans

le cadre de 1’évaluation de I’activité antigerminative d’extraits de plantes.

Tableau 1I-4 — Taux de germination (%) des graines de cresson exprimé comme la moyenne (erreur type de
la moyenne) des 3 réplicats en fonction de la concentration en extrait éthanolique d’IGR et du type de test

utilisé et CVren %.

Concentration en extrait (mg/mL)

0 0,08 0,33 0,83 1,67 3,33 6,67

Boite de Taux de 91,82 95,00 93,33 88,33 55,00 10,00 3,33
Petri germination (1,60) (2,89) (1,68) (4,42) (11,56) (1,68) (1,68)
(20 graines) CV; 3,02 5,26 3,11 8,65 36,37 29,00 87,90

Plaque 96 Taux de 98,33 95,00 96,67 66,67 45,00 13,33 1,67
puits germination (1,68) (2,89) (4,42) (7,27) (7,64) (2,89) (3,33)
(20 graines) CV, 2,94 5,26 7,90 18,87 29,38 37,50 | 345,50

Plaque 96 Taux de 97,22 97,22 83,33 94,44 66,67 11,11 2,78
puits germination (2,78) (2,78) (4,82) (2,78) (0,00) (2,78) (2,78)
(12 graines) CV, 4,95 4,95 10,00 5,09 0,00 43,29 173,02

Enfin, la justesse de la mesure a été¢ déterminée pour les résultats obtenus en plaque 96

puits avec 12 graines et ceux obtenus avec la méthode de référence (en boite de Petri avec 20

107



Chapitre II - Développement d’un test de détection de I’activité bioherbicide en plaque 96 puits

graines). Aucune différence n’a été observée entre les taux de germination obtenus avec les
deux méthodes et les taux de germination moyens obtenus étaient statistiquement similaires
quelle que soit la concentration testée. L’activité antigerminative de I’ extrait était visible a partir
de 1,67 mg/mL avec un taux de germination compris entre 45,00 % et 66,67 % selon la méthode
utilisée. La méthode en plaque 96 puits utilisant 12 graines permet bien d’évaluer de fagon juste

I’activité antigerminative d’un extrait de plante.

3.4 Activité anticerminative du glyphosate, du 2.4-D et de la 2-MNO :

La lawsone ayant été utilisée comme molécule « modele » lors de la validation, le test a
ensuite été appliqué a d’autres molécules herbicides connues : le glyphosate et le 2,4-D, ainsi
qu’une deuxiéme naphtoquinone : la 2-MNQ. Les 6 concentrations testées ¢taient identiques a
celles utilisées pour la validation avec la lawsone ce qui a permis de comparer 1’activité de ces

4 molécules sur la germination des graines de cresson (figure I1I-17).

Le glyphosate n’a pas montré d’inhibition de la germination des graines de cresson quelle
que soit la concentration testée. Dans une étude de Piotrowicz-Cieslak et al. (2010) des
concentrations allant de 1 pmol/L a 2 mmol/L ont été testées sur les graines de cresson et n’ont
montré aucune activité. Cette observation est cohérente avec le mode d’action du glyphosate
qui est un herbicide utilisé en post émergence et qui impacte la croissance des plantes plutot

que le taux de germination.

Le 2,4-D en revanche a induit une baisse du taux de germination visible a partir de 0,5
mmol/L avec 60% de graines germées. Pour les concentrations les plus élevées (2 et 3 mmol/L),

la germination des graines de cresson a été totalement inhibée.

La 2-MNQ a montré une inhibition de la germination des graines de cresson lorsque sa
concentration augmentait. Une activité significative a ét€ observée a partir de 0,5 mmol/L et
des 1 mmol/L une inhibition totale de la germination des graines de cresson a été observée.

L’activité de la 2-MNQ était treés proche de celle de la lawsone, les 2 naphtoquinones
induisant des taux de germination équivalents pour des concentrations appliquées identiques
(lettres bleues — figure II-17). La méme courbe d’activité, sans différence significative a été

obtenue pour le 2,4-D.
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Taux de germination
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Figure II-17 — Taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en 2,4-D, 2-MNQ,
glyphosate et lawsone. Le taux de germination est exprimé comme la moyenne * erreur type de la moyenne
de 3 réplicats. Les lettres en bleu indiquent une différence significative (selon un test de Tukey au seuil o =
0,05) entre les taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en molécules
d’intérét. Les chiffres en vert indiquent une différences significatives (selon un test de Tukey au seuil o =

0,05) entre les taux de germination obtenus a une concentration donnée en molécule.

3.5 Utilisation d’autres especes de plantes cibles :

La méthode a été développée en utilisant le cresson comme plante modele. Dans les études
évaluant le potentiel allélopathique de plantes, plusieurs plantes cibles sont en général utilisées
et peuvent étre des monocotylédones ou des dicotylédones et faire parties de différentes familles
botaniques. Cela permet de vérifier I’activité d’un extrait ou d’un composé sur plusieurs
modeles qui peuvent présenter des sensibilités différentes au méme composé et ainsi de ne pas
« éliminer » des molécules qui n’auraient pas d’effet sur le cresson mais qui en auraient sur
d’autres plantes. Dans le cadre de cette these, les especes choisies devaient avoir des graines de
petite taille (quelques millimetres) pouvant étre disposées dans les puits et manipulées

facilement.

3.5.1 Sélection des graines et conditions de culture :

3.5.1.1 Les dicotylédones :

Plusieurs espéces de plantes dicotylédones ont été testées pour identifier celles qui sont

les plus adaptées aux tests antigerminatifs. Ces plantes sont des especes cultivées et
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comestibles, parfois apparentées a des adventices (pourpier et pissenlit) de familles différentes,
avec des graines de différentes tailles plus ou moins proches de celle du cresson (figure I1-18).
Toutes ces graines ont ét¢ achetées en jardinerie. Les conditions de culture ont été testées pour
chaque plante, avec un test de germination a la lumiére avec une photopériode (16/8 : jour/ nuit)

ou complétement a I’obscurité, a 25°C dans une enceinte de culture .

r 23 4 5 6 17
. -— - e w o &

Figure II-18 — Graines de pourpier (1), de pissenlit (2) de laitue (3-5) variété ‘reine de mai’ (3), ¢ a couper’

(4) et ‘batavia’, de cresson (6) et de radis (7). Le trait noir en bas a gauche représente S mm.

Le pourpier maraicher (Portulaca oleracea L.) est une plante de la famille des

Portulacaceae avec des graines de petites tailles rondes et noires (figure II-18). Ces derniéres
provenaient de 2 fournisseurs (A et B). Concernant le fournisseur A, au bout de 48 h le taux de
germination des graines a la lumiére était de 77 £ 7 % et a I’obscurité de 77 + 2 %. Pour les
graines du fournisseur B, seule la condition a la lumicre a été testée et le taux de germination

obtenu a été de 97 + 2 %.

Le pourpier du fournisseur B ayant un taux de germination élevé aurait été une plante
cible intéressante pour la suite des tests antigerminatifs mais sa trop petite taille (moins d’un
millimétre) rendait difficile sa manipulation, ces graines n’ont donc pas été choisies pour servir

de plante cible.

Le pissenlit (Taraxacum Weber ex F.H.Wigg.) est une plante de la famille des
Asteraceae, qui a des graines oblongues de couleur claire. Les graines de pissenlit n’ont pas
germé que ce soit a la lumiere ou a 1’obscurité au bout de 48 h de culture. Les graines ont été
laissées 4 jours de plus dans I’enceinte de culture et le taux de germination a augmenté
légérement 8 £ 2 % pour les deux conditions testées. Des graines ont germé que ce soit a la
lumicre ou a I’obscurité. Le taux de germination des graines de pissenlit était trop faible dans

les conditions testées pour que cette espece soit utilisée dans les tests antigerminatifs.

7 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.3.1
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La laitue (Lactuca sativa L.) est une plante de la famille des Asteraceae qui, comme le
cresson de la famille des Brassicaceae, est souvent utilisée dans le cadre d’études de mesure de
I’activité phytotoxique. De nombreuses variétés de laitue existent. Afin de sélectionner une
variété facile a faire germer en chambre de culture et dont la germination des graines serait
facile a repérer, les graines de trois d’entre elles ont été achetées : la ‘reine de mai’, la laitue ‘a
couper’ et la laitue batavia ‘dorée de printemps’. Bien que de taille identique, les graines de ces
variétés ont des couleurs différentes : claire pour les laitues ‘reine de mai’ et ‘dorée de
printemps’ et plus foncée pour la laitue ‘a couper’. Deux conditions de culture ont été testées :
germination a la lumicre (avec une photopériode 16/8 lumicre/ obscurité¢) ou a I’obscurité
(figure I1-19). Au bout de 48 h, des différences de germination ont été observées entre les
variétés, mais chaque variété a eu le méme taux de germination a la lumiére et a 1’obscurité.
Ainsi, la laitue ‘a couper’ n’a pas du tout germé, cependant les deux autres laitues ont montré
des taux de germination allant d’environ 70% pour la ‘reine de mai’ a plus de 80% pour la
‘dorée de printemps’.

La laitue ‘dorée de printemps’ a donc été sélectionnée pour la suite des tests avec une

mise en culture a la lumiére.

100
80
60
40

20

Lumi¢re Obscurit¢é Lumiére Obscunté Lumiére Obscurité

Reine de mai Laitue a couper Laitue Batavia

Figure I1-19 — Taux de germination moyen (A) des différentes variétés de laitue cultivées a la lumiére ou a

I’obscurité pendant 48h a 25°C.

Le radis (Raphanus sativus L.) est une plante de la famille des Brassicaceae comme le
cresson, mais ses graines sont rondes et brunes (figure I1-19). La variété choisie est la variété
‘de 18 jours’. Au bout de 48 h de culture, un plus grand nombre de graines avait germé a

I’obscurité qu’a la lumiere, avec 75% de germination pour les graines a 1’obscurité contre 44%
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pour les graines a la lumiere. Le radis sera donc mis a germer a 1’obscurité pour les tests qui
suivront.

Les 2 espéces de plantes dicotylédones sélectionnées pour la suite des tests ont été
la laitue et le radis en raison de la taille de leurs graines et de leur temps de germination

court, qui les rend adaptées aux tests antigerminatifs.

3.5.1.2 Les monocotylédones :

En plus des 2 espéces de dicotylédones supplémentaires choisies pour la suite des tests,
des plantes monocotylédones ont été testées. Ces plantes étaient toutes de la famille des Poaceae

et avaient des tailles de graines variables (figure 11-20)%.

1 2 3 4

r - S8
Figure II-20 — Graines de millet (1), de ray grass anglais (2), de blé tendre (3) et d’avoine noire (4). Le trait

noir en bas a gauche représente 5 mm.

Le millet commun (Panicum miliaceum L.) est une céréale qui peut étre cultivée pour

I’alimentation animale (oiseaux) mais qui peut également étre considérée comme adventices
des cultures de mais aux FEtats-Unis et des pratiques culturales couplées a 1’utilisation
d’herbicides sont envisagées pour limiter son développement (Harvey et McNevin, 1990). Les
graines sont de petites tailles, rondes et de couleur jaune-orangé. Le taux de germination des
graines apres 48 h de culture a la lumiére était de 75 + 0 % et a I’obscurité de 85 £ 5 %. Le
millet a mieux germé a I’obscurité avec un taux de germination de 85 %, néanmoins cette espece
n’a pas été retenue pour la suite des tests car apres des expériences supplémentaires, la

variabilité de la germination des graines était trop grande.

Le ray grass anglais (Lol/ium perenne L.) est une plante herbacée fourragére et adventice

dont les graines ressemblent a celles de la laitue, mais plus allongées. Le taux de germination
des graines a la lumiere et a I’obscurité était le méme (7 £ 4 % au bout de 48 h de culture). Au
bout de 6 jours de culture, les taux de germination étaient de 58 = 7 % a la lumicre et de 82 £ 9

% a I’obscurité. Les graines de ray grass ont mieux germées a 1’obscurité qu’a la lumiére au

8 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.3.1
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bout de 6 jours mais leur taux de germination a 48 h n’était pas suffisant pour permettre leur

utilisation comme plante cible dans la suite des tests.

Le blé tendre (77iticum aestivum L.) possede des graines plus grandes que toutes celles
des dicotylédones testées (figure II-20). Les graines ont été cultivées a I’obscurité et a la
lumicre (photopériode 16/8) pendant 48 h. Au bout de 48 h de culture, les taux de germination
étaient de 77% pour les graines a la lumiere et de 90% pour les graines a 1’obscurité. Ce résultat
a permis de sélectionner les graines de blé pour les tests suivants avec une mise en culture a

I’obscurité.

L’avoine noire (Avena sativa L.) est une céréale cultivée qui a des graines de couleur

sombre tres allongées (figure 11-20). Apres 48 h de culture, le taux de germination des graines
d’avoine a été de 28 = 10 % a la lumiére et de 25 + 8 % a I’obscurité. Au bout de 6 jours de
culture, les taux de germination a la lumiere et I’obscurité ont atteints les 70 %. Les graines
d’avoine ayant un faible taux de germination dans ces conditions a 48 h (moins de 30 %) et une
graine un peu trop longue pour une utilisation en plaque 96 puits, I’avoine n’a été pas retenue

comme plante cible modéle pour la suite des tests.

Seul le blé a été retenu comme graine de plante monocotylédone pour la suite des

expériences.

3.5.2 Impact de la lawsone sur la germination de différentes espéces de plantes :

Les différentes graines sélectionnées dans le paragraphe précédent, ont été mises a germer
au contact de différentes concentrations de lawsone dans les conditions de culture établies pour

chacune. Au bout de 48 h de culture, les taux de germination ont ¢t¢ mesurés (figure I1I-21).

Le bl¢, seule espece de monocotylédones utilisée dans cette étude, semble étre le moins
sensible a la lawsone. En effet, aucun impact sur la germination des graines de blé n’a été
observé en dessous de 2 mmol/L. De plus, la variabilit¢ du taux de germination était
particuliérement élevée pour les concentrations jusqu’a 1 mmol/L. Il est donc difficile d’établir
de fagon claire une activité antigerminative dans ces conditions. Toutefois, a une concentration
de 3 mmol/L de lawsone, le taux de germination a été réduit de 60 % montrant que la lawsone

pouvait inhiber de fagon significative la germination du blé, mais a des concentrations élevées.

113



Chapitre II - Développement d’un test de détection de I’activité bioherbicide en plaque 96 puits

Pour les 3 especes de dicotylédones utilisées (la laitue, le radis et le cresson), I’activité de
la lawsone était plus marquée, bien qu’aucun impact sur la germination ne soit observé en
dessous de 0,5 mmol/L. Toutefois, des différences de sensibilité entre les espéces ont été
visibles. Le radis était I’espéce la moins sensible des 3 dicotylédones avec une inhibition totale
de la germination obtenue seulement a partir de 2 mmol/L de lawsone. L’inhibition de la
germination de la laitue était visible a partir d’une concentration de 1 mmol/L et celle du cresson
1’était a partir de 0,5 mmol/L, concentration pour laquelle seulement 40% des graines de cresson
ont germe.

Ces résultats confirmaient ceux d’une étude de Campos ef al. (2019) qui, en utilisant un
test en boite de Petri, ont montré que la lawsone n’avait pas d’effet sur la germination du radis
et de la laitue en dessous de 0,11 mmol/L. Kocacé Aliskan et Terzi (2001) quant a eux ont testé
I’activité de la juglone, une autre naphtoquinone et n’ont pas remarqué d’effet sur la
germination du radis et du blé en dessous de 1 mmol/L, alors que celle du cresson était

totalement inhibée a cette concentration.

Pour des concentrations identiques de lawsone, des taux de germination différents ont
donc été obtenus en fonction de 1’espéce de plante cible utilisée. Ces résultats suggerent que le
cresson est I’espéce la plus sensible a la lawsone, suivie de la laitue, puis du radis et enfin le bl¢
est I’espece la moins sensible.
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Figure II-21 — Taux de germination des graines de blé, laitue, raids, et cresson en fonction de la
concentration en lawsone. Le taux de germination est exprimé comme la moyenne + erreur type de la
moyenne de 3 réplicats. Les lettres en bleu indiquent une différence significative (selon un test de Tukey au
seuil o = 0,05) entre les taux de germination des graines en fonction de la concentration en lawsone. Les
chiffres en vert indiquent une différence significative (selon un test de Tukey au seuil a = 0,05) entre les

taux de germination obtenus entre les 4 espéces a une concentration donnée en lawsone.
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3.5.3 Impact du 2,4-D sur la germination de différentes espéces de plantes :

La méme expérience a été réalisée en utilisant du 2,4-D comme molécule active. Pour
toutes les especes cibles testées, une diminution de la germination des graines a été observée

avec I’augmentation de la concentration en 2,4-D (figure 11-22).

Le blé avait cette fois-ci une sensibilit¢ intermédiaire avec une inhibition de la
germination des graines a partir d’une concentration de 1 mmol/L de 2,4-D. Toutefois, méme a
la concentration la plus élevée (3 mmol/L), la germination des graines de blé n’était pas
totalement inhibée avec un taux de germination toujours de 20 %.

Les especes de dicotylédones ont montré quant a elles des sensibilités différentes au 2,4-
D. En effet, la germination des graines de radis n’a été inhibée de facon significative qu’a 3
mmol/L avec un taux de germination de 60%. Le cresson était plus sensible car une inhibition
de la germination a été visible a partir de 1 mmol/L avec seulement 40% des graines germées.
La laitue quant a elle était la plus sensible a ’action du 2,4-D, puisque dés 0,01 mmol/L le taux
de germination a chuté a 40 % et a 0,1 mmol/L I’inhibition de la germination était totale.

La plante la plus sensible au 2,4-D était donc la laitue, suivie du cresson et du blé qui

avaient une sensibilité équivalente et enfin du radis.
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Figure II-22 — Taux de germination des graines de blé, laitue, radis, et cresson en fonction de la
concentration en 2,4-D. Le taux de germination est exprimé comme la moyenne * erreur type de la moyenne
de 3 réplicats. Les lettres en bleu indiquent une différence significative (selon un test de Tukey au seuil o =
0,05 %) entre les taux de germination des graines d’une espéce en fonction de la concentration en 2,4-D.
Les chiffres en vert indiquent une différence significative (selon un test de Tukey au seuil a = 0,05) entre

les taux de germination obtenus pour les 4 espéces a une concentration donnée en 2,4-D.
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Ces expérimentations complémentaires ont permis d’appliquer la méthode a d’autres
molécules herbicides et d’autres plantes cibles de fagon simple et reproductible. Les graines les
plus sensibles aux molécules testées sont le cresson et la laitue, des plantes trés utilisées comme

cibles modéles a cause de leur sensibilité aux composés allélopathiques.

3.6 Elongation racinaire :

Aprés avoir validé cette nouvelle méthode a travers la mesure de [’activité
antigerminative, une autre évaluation de 1’activité bioherbicide a ét¢ menée en utilisant cette
méthode et ce en mesurant I’inhibition de la croissance racinaire. A cet effet, la longueur des
radicules des graines de cresson utilisées pour déterminer ’activité antigerminative, a été
mesurée afin de voir s’il était possible d’évaluer également 1’effet sur la croissance racinaire.
Les données obtenues étaient complémentaires a celles sur D’activité antigerminative et

augmentaient les possibilités de détecter des molécules bioherbicides.

Pour ce faire, un test un été mené en utilisant les mémes concentrations de lawsone que
précédemment (de 0,01 a 3 mmol/L) en triplicat pendant 3 jours. Pour mesurer la longueur des
radicules, apreés 48 h de culture, les graines ont été placées dans une boite de Petri carrée et
photographiées, puis le logiciel ImageJ a été utilisé pour obtenir une mesure précise (figure I1-

23).

Figure I1I-23 — Germination des graines de cresson au contact de concentrations croissantes de lawsone (A) :
témoin négatif éthanol, (B) 0,01 mmol/L, (C) 0,1 mmol/L, (D) 0,5 mmol/L, (E) 1 mmol/L, (F) 2 mmol/L, (G)

3 mmol/L, (H) contréle de germination sans solvant.

La longueur moyenne des radicules pour les contrdles négatifs était de 6 mm et aucune
différence n’a été observée entre les moyennes obtenues pour les répétitions intra-jour ou inter-
jours, la longueur des racines pouvant varier de 0,6 a 13 mm (figure II-24). Concernant

I’activité de la lawsone, la longueur de la radicule diminuait lorsque la concentration en lawsone
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augmentait ce qui a permis de mettre en évidence I’activité inhibitrice de 1’¢longation racinaire
de ce composé, en plus de son activité antigerminative.
Concernant la répétabilité (entre plaques du méme jour), 3 différences ont été observées
pour le jour 1 : entre la plaque 2 et 3 a la concentration de 0,1 mmol/L, entre la plaque 1 et 2
pour 0,5 mmol/L et pour le jour 3 entre les plaques 1 et 3 pour le point a 0,1 mmol/L.
Concernant la fidélité intermédiaire (entre jours), les seules différences observées étaient
pour une concentration de lawsone de 0,5 mmol/L, les résultats obtenus pour le jour 1 étaient

différents de ceux obtenus pour les jours 2 et 3.

Les différences obtenues autant en fidélit¢ intermédiaire qu’en répétabilité peuvent
s’expliquer par le fait que la taille de la radicule est différente d’une graine a I’autre en fonction
de sa sensibilité et de ses caractéristiques propres, une légere différence de taille peut donc

conduire a de grands écarts entre les 36 graines testées sur 3 jours (figure 11-24).

La méthode est considérée comme validée et permettant en plus du potentiel

antigerminatif d’évaluer I’inhibition de la croissance racinaire des graines de cresson.

Longueur de la radicule (mm)
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Figure II-24 — Longueur de la radicule des graines de cresson en fonction de la concentration en lawsone
testée et du jour de ’expérience. Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur type de la moyenne des 3

répétitions faites le méme jour avec 12 graines par condition.

La nouvelle méthode développée a également permis en plus du taux de germination
d’évaluer la croissance racinaire des graines de cresson soumises a des concentrations
croissantes de lawsone. Ainsi, aprés avoir été validée pour la mesure de Dactivité
antigerminative, la méthode est également considérée comme validée pour 1’évaluation de

I’inhibition de la croissance racinaire des graines de cresson. Enfin, la méthode développée
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permet de mettre en évidence a la fois 1’activité phytotoxique de molécules pures (comme le
lawsone, le 2,4-D) sur différentes espéces de plantes cibles, mais également de mélanges
complexes de molécules comme un extrait éthanolique de balsamine. Le test étant développé
en plaque 96 puits, un couplage avec la chromatographie a été mis en place pour permettre

I’identification des molécules responsables de 1’activité dans un extrait complexe.

4. Couplage avec P’HPLC :

L’inconvénient majeur des méthodes utilisées couramment pour la détection de la
phytotoxicité est I’absence d’indication sur la nature des composés porteurs d’activité. En
réalisant un couplage séparation chromatographique - test antigerminatif, les composés actifs
peuvent étre identifiés. Le développement de la méthode en plaque 96 puits a rendu ce couplage
possible. Pour développer ce couplage, ’extrait éthanolique d’IGR ayant montré son activité
bioherbicide a été analysé en HPLC, puis un microfractionnement a été réalisé en collectant les
fractions directement dans une plaque 96 puits. Cette méme plaque a été utilisée pour la mise
en place du test antigerminatif comme précédemment aprés une étape d’évaporation des
solvants (phase mobile) (figure I1-25). Ce couplage permet en peu de temps, quelques heures
pour la séparation chromatographique et I’évaporation du solvant puis 48 h de culture, d’avoir
une indication sur la nature des composés responsables de 1’activité observée et leur nombre,

sans réaliser de fractionnement bioguidé classique qui peut €tre long a mettre en place.

Le but de ce couplage a été d’abord de permettre une premiere visualisation des composés
actifs ou a minima de connaitre leur temps de rétention et d’obtenir une premicre idée de leur

polarit¢ méme si les fractions n’étaient pas pures.

Séparation HPLC - UV

‘ I R Evaporation Eau +
Tween20
Sesmesene — | | ] L
(23 0wt
| Ajout d’une Observation de la
Microfractionnement graine de germination des
en ligne cresson graines m

Figure II-25 — Schéma des différentes étapes nécessaires au couplage séparation chromatographique — test

biologique.
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Différents parametres ont da étre optimisés pour le développement de ce couplage. Pour
la séparation chromatographique, le débit et le gradient de la phase mobile utilisée, ainsi que la
quantité d’extrait injectée ont di étre définis, de méme que le volume des fractions collectées
et donc D’intervalle de collecte. Pour la réalisation des tests d’activité, les conditions
d’évaporation de la phase mobile ont di étre déterminées et le nombre de répétitions défini

(figure 11-26).

‘ Séparation chromatographique }—{ Collecte des fractions Tests d’activité

Quantité ‘ Débit ‘ | Gradient ‘ ‘ Volume ‘ ‘ Intervalle ‘ Evaporation Nombre de
injectée du solvant répétition

Figure II-26 — Paramétres a définir pour la mise en place du couplage séparation chromatographique -

détection de I'activité bioherbicide

4.1 Séparation chromatographique :

Tout d’abord une mise au point de la séparation chromatographique a été réalisée pour

I’extrait éthanolique de balsamine °

en utilisant une colonne Nucleodur Sphinx C18 (150 x 3
mm, 3um) et un gradient de phase mobile (eau + acide formique (0,1% v/v) / acétonitrile) a un
débit de 0,3 mL/min. Cette colonne a été choisie pour la nature de sa phase stationnaire, mais
aussi ses dimensions avec un diameétre interne et une taille de particules, permettant d’ utiliser
un débit réduit a 0,3 mL/min tout en obtenant une bonne qualité de séparation. Le débit ne
devait pas étre trop élevé car le volume des puits des plaques utilisées pouvait contenir au
maximum 300 pL. Le gradient développé a permis d’obtenir la séparation présentée dans la

figure I1-27 pour une durée totale d’analyse de 37 minutes, reconditionnement compris.

Absorbance (mALT)

2 EtOH
Extrait éthanolique
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PO

Temps d’analyse (minutes)

Figure II-27 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de ’extrait éthanolique d’IGR (en noir), blanc éthanol (en
bleu) par HPLC-DAD et gradient d’élution utilisé en violet (gradient 1)

% Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.3.2.1
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.....

référence I’activité de la lawsone qui €tait visualisable a partir de 0,5 mmol/L correspondant a
une concentration de 0,087 mg/mL. Aprés évaporation de la phase mobile, les fractions
collectées ont été resolubilisées dans 60 pL. d’eau + Tween 20, ce qui correspond a une masse
de lawsone de 0,0052 mg, soit une concentration de 0,087 mg/mL, permettant ainsi la
visualisation d’une activité équivalente a celle de la lawsone. Plusieurs considérations et
approximations ont ensuite été faites :

- les molécules actives auraient une activité au moins équivalente a celle de la lawsone
pour étre des bioherbicides intéressants ;

- la masse collectée dans chaque fraction correspondrait a la masse d’extrait injectée
divisée par le nombre de fractions (masse équivalente dans toutes les fractions, ce qui n’est bien
entendu jamais le cas dans la réalité)

Cela conduit aux quantités d’extrait nécessaires suivantes : pour 20 fractions il faudrait
injecter 104 pg ou 208 ng pour 40 fractions collectées. La quantité d’extrait injectée a été fixée
a 400 pg avec un volume d’injection de 20 uLL ce qui correspond a une concentration d’extrait

de 20 mg/mL.

4.2 Fractionnement :

Pour la collecte des fractions, le volume des puits et le débit de phase mobile ont été pris
en compte. En effet, la capacité maximale d’un puits de la plaque 96 puits utilisée est de 300
pL. A un débit de 0,3 mL/min, I’intervalle de collecte des fractions ne devait pas dépasser 1
minute afin de collecter un volume maximal de 300 pL par puits. Au vu de la qualité de la
séparation chromatographique et de la largeur des pics, un intervalle collecte de 30 secondes a
été choisi afin d’essayer d’isoler les pics les uns des autres dans les fractions. La collecte des
fractions n’est pas effectuée sur la durée totale de I’analyse (37 minutes) mais uniquement sur
la durée sur laquelle des pics chromatographiques sont visibles et avant 1’étape de rééquilibrage

de la colonne a 27 minutes.

4.3 Tests antigerminatifs :

Apres séparation et collecte, le solvant des fractions constitué par une composition de
phase mobile variable suivant le gradient, doit étre évaporé pour permettre la réalisation du test

d’activité bioherbicide dans la méme plaque. Ce volume de phase mobile peut-Etre évaporé en
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quelques heures a I’évaporateur Speedvac, ce qui est compatible avec la mise en place du test.

Le temps d’évaporation a été fixé a 2h30 a 35°C.

Concernant le nombre de répétitions, un nombre minimal permettant de repérer plusieurs
fois les zones dans lesquelles la germination des graines était inhibée a di étre fixé. L’idéal
aurait ¢té¢ de répéter 12 fois la collecte pour obtenir 12 puits identiques représentatifs d’une
fraction. La durée de cette expérience aurait cependant été bien trop longue et fastidieuse. Il a
donc été choisi dans un premier temps de réaliser 4 collectes identiques (2 collectes effectuées
dans la méme plaque a la suite I'une de 1’autre), ce qui a permis de tester la germination de 4
graines dans les mémes conditions et d’identifier les zones du chromatogramme correspondant
a une inhibition de la germination ou de la croissance des radicules. Une fois les zones actives
repérées, des analyses complémentaires pouvaient étre effectuées pour aller plus loin dans

I’identification des composés actifs.

Les impératifs des tests antigerminatifs ont permis d’établir les parametres pour la

réalisation du couplage (figure I1-28).

Séparation HPLC
Quantité injectée : 400 pg
Débit : 0,3 mL/min

Cebia = 25 mries Nombre de réplicats : 4

N . Eau +
Evaporation .
I'ween20
TOOO OO ® > >

&OOCSDO(%()C)(%%)& ‘ o, ‘ - ‘ | -

(6]e[eloTaYalorslo) 2h30 35°C 60 ul, o
— Ajout d’une Observation de la
Microfractionnement graine de germma_tmn des

en ligne cresson graines m

Volume de collecte : 150 pL
Intervalle : 30 secondes

Figure II-28 — Schéma des différentes étapes du couplage HPLC — tests antigerminatifs avec indiqués en

vert les différents paramétres optimisés.

4.4 Application a un extrait éthanolique d’Impatiens glandulifera :

Pour vérifier que les parameétres définis permettaient bien de visualiser une activité
antigerminative, 1’extrait éthanolique d’IGR a été injecté et les fractions ont été collectées sur
deux plaques différentes. Avec une quantité injectée de 400 ug d’extrait, le chromatogramme
obtenu présentait des pics sont plus larges que précédemment (figure 11-29), dont certains
provoquant une saturation du signal de détection a 254 nm. Malgré cela, le profil

chromatographique est tout a fait comparable a celui obtenu figure I1-27.
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Figure II-29 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de ’extrait éthanolique d’IGR (en noir) par HPLC-DAD
(gradient 1)

Apres la collecte, un témoin positif (la lawsone) a ét¢ ajouté dans 12 puits ne contenant
pas de fractions collectées. La phase mobile ainsi que les solvants des témoins positifs ont été
¢vaporés a 1’aide de 1’évaporateur Speedvac pendant 2h30 a 35°C et une solution d’eau
contenant du Tween 20 (0,05%) a été ajouté puis une graine a été déposée dans chaque puits.
Au bout de 48 h de culture la germination des graines de cresson a pu étre mesurée (figure I1-
28). Quatre zones d’inhibition de la germination des graines de cresson ont pu étre observées
sur les 2 plaques (figure II-30), ce qui laissait supposer la présence d’au moins 4 composés
phytotoxiques. Ce couplage a donc permis de mettre en évidence de fagon reproductible la
présence de composés antigerminatifs dans I’extrait d’IGR, les analyses plus approfondies
permettant I’identification de ces molécules ont été réalisées et sont présentées dans le chapitre

I1I.

Figure II-30 — Germination des graines de cresson au contact des fractions de 1'extrait éthanolique d'IGR.

Les encadrés bleus désignent les zones d’inhibition de la germination (A et B désignent les deux réplicats).
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Le couplage HPLC - test biologique en ligne a permis dans un premier temps de
mettre en évidence de facon rapide des zones d’inhibition de la germination
correspondant a de possibles molécules candidates pouvant expliquer ’activité de la
balsamine de I’Himalaya. L’approfondissement de I’utilisation de la méthode et la
caractérisation de ces molécules sera détaillée dans le chapitre suivant consacré a I’étude

de cette plante.

5. Conclusions :

Une nouvelle méthode de détection de 1’activité antigerminative et plus généralement de
I’activité phytotoxique de molécules pures et d’un extrait de plante a été mise au point en
utilisant des plaques 96 puits. Cette méthode, validée en utilisant une molécule standard, la
lawsone, a permis d’obtenir des résultats identiques a ceux obtenus avec la méthode classique
utilisant des boites de Petri, mais avec un volume d’échantillon et un nombre de graines
nécessaires presque 2 fois plus faibles. Apres validation, la méthode a été appliquée a un extrait
¢thanolique de feuilles de balsamine ce qui a permis de visualiser son activité bioherbicide.
Enfin Dextrait a été fractionné et ’activité des fractions obtenues a été évaluée directement
grace a un couplage innovant entre séparation HPLC et test d’activité. Ce couplage a en
particulier permis de repérer les composés d’intérét qui sont a 1I’origine de 1’activité de I’extrait
analysé. Développée avec le cresson comme plante cible, cette méthode est aussi adaptable a
d’autres graines de plantes cibles, qu’elles soient monocotylédones ou dicotylédones. Ceci
permet d’¢élargir le champ des connaissances sur la sélectivité des composés et des extraits testés

et d’étre en mesure de détecter le plus de composés et d’extraits actifs possibles.

Lanouvelle méthode développée a également permis de mesurer la longueur des radicules
du cresson et peut ainsi apporter une information complémentaire quant a I’action des extraits
étudiés. Cette méthode a été utilisée pour I’évaluation de I’activité antigerminative d’extraits
de polarités variées de différents organes de la balsamine de I’Himalaya (chapitre I1I), mais

¢galement pour le criblage d’autres plantes (chapitre I'V).
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Chapitre I1I — Etude de I’activité phytotoxique de la balsamine de 1’Himalaya

Chapitre I1I - Etude de I’activité phytotoxique de la balsamine de I’Himalaya

1. La balsamine de I’Himalaya :

1.1 Description de la plante

La balsamine de I’Himalaya, balsamine géante ou Impatiens glandulifera Royle (IGR)
est une Balsaminaceae. Elle se caractérise par une taille comprise entre un et trois métres, une
tige rougeatre et robuste, des feuilles lancéolées (en forme de lance), opposées ou verticillées
(deux ou plus sur le méme nceud) et pétiolées. Les fleurs sont roses-violettes avec une floraison
de juillet a septembre (Tela botanica). Originaire des montagnes de 1’Himalaya, elle a été
introduite en Europe dans les années 1830 et se développe principalement sur les berges des

cours d’eau (figure II1-1).

Figure III-1 — Photo d’un parterre d’IGR a Gerstheim a gauche (lieu de récolte) et d’une fleur d’IGR a
droite

1.2 Une plante invasive :

Cette plante s’est propagée de maniere trés efficace en France grace a ses mécanismes de
reproduction performants (nectar attirant fortement les pollinisateurs (Chittka et Schiirkens,
2001) et dispersion de ses graines a plusieurs métres). A cause de son efficacité de colonisation
du territoire, elle a été classée, en 2017, sur la liste européenne des plantes exotiques
envahissantes préoccupantes, qui sont des espéces introduites en dehors de leur aire de
répartition naturelle (exotiques) et qui, a cause de leur introduction ou de leur propagation, sont
une menace ou peuvent avoir, entre autres, des effets néfastes sur la biodiversité
(envahissantes). L’Union Européenne a donc établi une liste de surveillance de ces especes et
mis en place un réglement n’autorisant pas leur mise sur le marché, leur culture et leur transport
au sein de ’Union Européenne, ceci afin de limiter leur propagation (Parlement Européen,
2014). Des initiatives ont également été mises en place localement grace a divers conservatoires
dont celui d’Alsace et du Bassin Parisien qui ont permis d’établir une liste hiérarchisée des
especes exotiques envahissantes. Pour ce faire, un systéme de classement a été mis au point
avec 5 catégories : les especes envahissantes exotiques a préoccupation mineure ; les espeéces
en liste d’observation ; les espéces potentiellement invasives et les espéces émergentes ou
implantées. Différents criteres ont été utilisés pour établir cette liste en fonction du statut de
I’espece en Europe, de son mode de dispersion, de son habitat, de I’espece et de sa reproduction.

La balsamine de I’Himalaya a ¢été classée dans la catégorie plante exotique envahissante
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implantée et est présente en Alsace, en Champagne Ardenne et en Lorraine. Une autre espece
du genre Impatiens, la balsamine a petite fleur (Impatiens parviflora DC.) a également été
classée dans cette catégorie, mais contrairement a la balsamine de I’Himalaya elle n’est pas sur

la liste de surveillance de I’Union Européenne (Duval ef al., 2020).

Pour limiter son impact sur I’environnement (érosion des berges, perte de biodiversité)
des moyens de contrdle ont été¢ mis en place. Plusieurs méthodes ont été testées pour limiter sa
prolifération avec notamment le paturage ou 1’utilisation d’herbicides comme le glyphosate ou
le 2,4-D qui, bien qu’étant faciles d’application restent a éviter a cause de leurs effets néfastes
sur I’environnement et ’Homme (Pacanoski et Saliji, 2014). Le contréle biologique est une
alternative qui se développe, elle consiste a utiliser un pathogene naturel de 1’espece a éradiquer.
Par exemple, au Royaume Uni, un essai a été mis en place visant a controler le développement
de I’'IGR grace a un champignon qui provoque la rouille : Puccinia komarovii var glandulifera
de deux origines (Inde et Pakistan). Les plantules infectées par ce champignon ont montré des
symptdomes a partir de 14 semaines apres infection, avec une baisse de la survie des plants. De
plus, plus I’infection était prononcée plus la taille et le diametre de la tige étaient réduits. De
méme, 1’expérience a été effectuée sur des plants adultes d’IGR, ce qui a permis de diminuer la
production des graines et le nombre de tiges florales des plants infectés par le champignon
d’origine pakistanaise (Pollard er al., 2021). Cette méthode de contrdle biologique est
intéressante car, a ce jour, aucun effet sur les plantes non ciblées n’a été observé et en réduisant
ne serait-ce que la reproduction de la plante (a travers la production de graines ou de fleurs), il
serait possible de limiter sa propagation sans utiliser de produits dangereux pour

I’environnement.

1.3 Composition phytochimique de la balsamine de I’Himalavya :

La composition phytochimique des différentes parties de la plante a été étudiée et est
légérement différente en fonction des organes étudiés. Le tableau III-1 présente la liste des
principales molécules décrites dans les différents organes de la balsamine de ’Himalaya et leurs

familles chimiques, comprenant des flavonoides, des naphtoquinones et des acides phénoliques.

Les huiles essentielles issues des parties aériennes ou des racines de cette plante ont été
caractérisées par (Szewczyk, Kalemba, ef al., 2016) et différentes familles chimiques ont pu
étre mises en évidence comme les acides gras (avec les acides palmitiques et myristiques
présents dans les parties aériennes) et les monoterpénes (comme le limonéne ou le B-
phellandréne présents dans les parties aériennes). Les huiles essentielles de la plante ne seront
pas traitées dans la suite de ce manuscrit, qui se concentre uniquement sur les molécules non

volatiles.
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Tableau III-1 — Liste non exhaustive des molécules décrites dans les différentes parties de I'lGR (en gris les
acides phénoliques, en orange les naphtoquinones ou dérivés du naphtaléne, en bleu les flavonoides et en

vert les flavonoides glycosylés).

hydroxybenzoique

Molécule Partie plante Référence
1,2,4- trihydroxynaphtaléne Racines (Triska et al., 2013)
1,2,4-trihydroxynaphtaléne-1-O-glucoside Racines (Tiiska et al., 2013)

. . . Feuilles
Acide 3-hydroxycinnamique Racines (Szewczyk et Olech, 2017)
Acide gallique, acide cis-caféique Fleurs ((Szewczyk and Olech, 2017)
Acide gentisique, acide salicylique, .
acide syringique, acide trans-caféique, acide trans-p- Rac.lnes

, . . RO Feuilles (Szewczyk et Olech, 2017)

coumarique, acide transferrulique, acide cis férulique,

. g . . . Fleurs
acide vanillique, acide cis-p-coumarique
Acide trans-sinapique, acide vératrique, acide 3- Feuilles (Szewezyk et Olech, 2017)

Acide 4-hydroxybenzoique
(= acide p-hydroxybenzoique)

Parties aériennes
Racines, Fleurs

(Szewczyk et al., 2019)
(Szewczyk et Olech, 2017)

2-hydroxy-1,4-naphtoquinone (= lawsone)

Parties aériennes

Acide 3,4-dihydroxybenzoique = acide | Parties aériennes (Szewczyk et al., 2019)

protocatéchique) Fleurs, Feuilles (Szewezyk et Oi;:ch 2017)
Racines ’
Fleurs (Lobstein et al., 2001)

(Block et al., 2019)

2-méthoxynaphtalene-1,4-dione

Parties aériennes

(Szewczyk et al., 2019)
(Lobstein et al., 2001)

- . Fleurs (Cimmino et al., 2016)
(GRge e ) Racines (Ruckli et al., 2014)
(Block et al., 2019)
Fleurs (Vieira et al., 2016)
Kaempférol Feuilles (Szewczyk, 2018)
(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)
Fleurs (Vieira et al., 2016)
Quercétine Parties aériennes (Szewczyk et al., 2019)
(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)
(Szewczyk et al., 2019)
Eriodictyol Parties aériennes

(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)

Kaempférol-3-rhamnosyl-diglucoside

Fleurs
Parties aériennes

(Vieira et al., 2016)
(Szewczyk et al., 2019)

Myricétine-3-O-galactoside, quercétine-3-0-6"-

malonyl-glucoside

(= hyperoside)

Parties aériennes

) o ) Fleurs (Vieira et al., 2016)
dihydromyricétine (= ampelopsine)
kaempférol-3-O-(6"-malonylglucoside)
Quercétine-3-O-galactoside Fleurs (Vieira et al., 2016)

(Szewczyk et al., 2019)
(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)

Kaempférol-3-O  -rutinoside, (= nicotiflorine),
kaempferol 3-O-b-b -galactoside, (trifoline)

Parties aériennes

(Szewczyk et al., 2019)

Eriodictyol-di-O-hexoside (proposition)

Parties aériennes

(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)

Quercétine-3-0O-glucoside (= isoquercétine)

Parties aériennes

(Szewczyk et al., 2019)
(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)

Eriodictyol-7- O-glucoside,

kaempférol-3-O-glucoside (= astragaline)

Fleurs
Parties aériennes

(Vieira et al., 2016)
(Szewczyk et al., 2019)
(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016)
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1.4 Potentiel allélopathique :

De par son caractere invasif, la balsamine de I’Himalaya a fait I’objet de plusieurs études
afin d’évaluer son potentiel allélopathique sur différentes plantes cibles, principalement pour

¢tudier sa capacité a inhiber la croissance ou la germination.

Par exemple, des plantules d’Impatiens sp. ont été cultivées en co-culture par Bieberich
et al., (2018) avec des plantules de grande ortie (Urtica dioica L.) et de reine des prés
(Filipendula ulmaria L.). Une perte de biomasse a été observée sur les plants juvéniles d’ortie.
De plus, les plants juvéniles (1 an de culture) se sont révélés plus sensibles a la compétition

avec ’IGR que les plantules.

Autre exemple, les extraits aqueux de parties aériennes de plants juvéniles d’IGR ont
montré une activité inhibitrice de la germination des graines d’éperviére des murs (Hieracium
murorum L.) et de scrofulaire noueuse (Scrophularia nodosa L.) a une concentration de 0,25
g/mL contrairement aux extraits de racines de plants juvéniles. En revanche, les extraits de
racines de plantes sénescentes a une concentration de 0,25 g/mL ont montré une stimulation de
la germination des graines de S. nodosa (Ruckli et al., 2014). De méme, les extraits aqueux,
méthanoliques et au dichlorométhane des feuilles d’IGR ont montré une activité
antigerminative sur les graines de moutarde blanche (Leucosinapis alba (L.) Spach). En
revanche, I’extrait au dichlorométhane n’a pas montré d’effet inhibiteur de la germination de
graines de colza (Brassica napus L.), mais un effet inhibiteur de la longueur des radicules
(Vrchotova et al., 2011).

Bien que I’activité phytotoxique de la balsamine de I’Himalaya ait déja été observée sur
différents types de plantes cibles, aucun lien direct (réalisé par fractionnement bio-guidé par
exemple) n’a été établi entre I’activité antigerminative observée et une ou plusieurs molécules
extraites de la plante. L activité des naphtoquinones telles que la lawsone ou la 2-methoxy-1,4-
naphtoquinone, décrite dans la composition phytochimique de la plante, a cependant été

démontrée.

Cette plante était donc un modele parfait pour cette these, idéale pour mettre en pratique
le nouveau test développé, dans le but d’identifier et de dénombrer les molécules actives
responsables de son activité antigerminative. Pour cela, des extraits ont ét¢ réalisés a partir des
différentes parties de la balsamine de I’Himalaya : feuilles, racines, tiges et fleurs. En plus de
I’étude de plants sauvages, la culture in vitro de la plante a été accomplie pour la premicre fois
et des cultures de cellules indifférenciées ont ét¢ obtenues permettant d’obtenir un extrait
¢thanolique de suspensions cellulaires. L’activité antigerminative de ces différents extraits a
ensuite ét€¢ évaluée en utilisant la méthode en plaque 96 puits développée dans le chapitre

précédent. Les extraits les plus actifs ont ensuite été étudiés par HPLC-DAD et les molécules
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actives ont ¢té identifiées grace a un fractionnement bio-guidé et des analyses par HPLC

couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution.

2. Culture in vitro de 1a balsamine de I’Himalaya :

Les plantes étant des organismes sessiles, elles produisent des métabolites spécialisés
pour lutter contre les menaces se trouvant dans leur environnement ce qui induit une variabilité
dans le profil métabolique de plantes de la méme espéce en fonction des moments de récolte
(saison, localisation...). La culture in vitro permet de s’affranchir de ces variations
environnementales en cultivant les plantes sous différentes formes (cals, suspensions, plantules)
en conditions contrdlées ce qui permet d’obtenir un matériel végétal homogene. De plus, ces
cultures sont accessibles a n’importe quel moment ce qui permet d’avoir une disponibilité tout

au long de I’année, sans contraintes climatiques par exemple.

La culture in vitro de la balsamine de I’Himalaya, avec 1’obtention de cultures de cellules
indifférenci¢es et de plantules, a permis d’étudier la phytochimie de la plante dans son
ensemble (plants a 1’état sauvage et suspensions cellulaires en milieu contr6lé) et de pouvoir
ainsi déterminer si des composés bioherbicides sont présents également dans des cellules
indifférenciées. Cet aspect sera développé dans la partie 4 de ce chapitre. De plus, le contenu
métabolique de ces cultures pourrait étre modulé grace a 1’¢licitation, qui permet d’induire la
surproduction de molécules d’intérét grace a I’ajout de molécules mimant un stress (les

¢liciteurs) ou de précurseurs des voies de biosynthese des molécules d’intérét.

Pour cultiver une plante in vitro, il est possible d’utiliser les différentes parties d’une
plante sauvage (Chapitre I — Introduction) en procédant a une stérilisation qui permet d’éviter
le développement de microorganismes (champignons, bactéries) lorsque les explants étaient
placés sur des milieux nutritifs riches en sucres contenant des balances hormonales variées. La
deuxiéme méthode consiste a utiliser des graines de la plante d’intérét, de réaliser une
stérilisation de surface et de faire germer ces graines en conditions stériles. De cette facon, les
plantules obtenues sont axéniques (stériles) et le risque de contamination est réduit. Ces
plantules peuvent étre ensuite utilisées comme matériel de base pour différents types de culture

(figure I11-2).
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Conditions stériles

[ \ Micropropagation

v

Stérilisation
[ J Stersation) - .
L [ ] [ ]
\ Cultures de
, . cellules indiffé; ié
Graines Mise sur Développement w(;;s ;]:ls;en;?gg;)es
d’Impatiens glandulifera un milieu solide d’une plantule '

Figure III-2 — Schéma général de mise en culture in vitro a partir de graines

A ce jour, aucune ¢étude ne présente la mise en culture in vitro de la balsamine de
I’Himalaya mais d’autres espéces du genre Impatiens ont fait I’objet de culture que ce soit pour
préserver une espeéce en danger comme au Sri Lanka avec I’ Impatiens repens Moon (Herath et
Wijesundara, 2010), ou a des fins ornementales comme 1’/mpatiens hawkeri W.Bull (Samiei et
al., 2018) et I'Impatiens balsamina (Mohamed et al., 2019). De plus, cette derniére a déja fait
I’objet d’une étude sur la production de naphtoquinones dans ses suspensions cellulaires

(Panichayupakaranant, 2001).

2.1 Germination des graines :

Cette approche utilisant des graines a été la premicre testée pour réaliser la mise en culture
in vitro de balsamine de I’Himalaya (IGR) afin d’obtenir des cellules indifférenciées. Les
graines de balsamine ont été récoltées en Alsace (prées de Mulhouse) et stockées au frigo

plusieurs mois avant leur utilisation.

Dans un premier temps, les graines d’IGR ont été stérilisées en s’inspirant de I’étude de
Taha et al., (2009) en utilisant de I’eau de Javel a 0,1% (v/v) pendant 10 minutes pour régénérer
des plantules d’Impatiens balsamina. Les graines d’IGR (10 graines par boite Magenta, 3 boites

utilisées) ont ensuite été déposées sur un milieu solide MS supplémenté en vitamines et avec

ajout de sucrose '* Les conditions de germination n’étant pas précisées dans 1’étude de Taha et
al., les graines ont été mises dans une enceinte de culture avec une photopériode 16 h de jour /
8 h de nuit et une température de 25°C. Au bout de 11 jours de culture, aucune germination n’a

été observée.

13 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — parties 4.2.1 et 4.2.2
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Plusieurs questions se sont alors posées : les graines ont-elles perdues leur potentiel de
germination ? Les conditions de culture sont-elles adaptées ? Les conditions de stérilisation

sont-elles trop fortes ?

2.1.1 Potentiel de germination :

Pour vérifier le potentiel de germination des graines, 10 graines ont ét¢ mises a germer
sans étre stérilisées dans les mémes conditions de culture (photopériode 16/8, température
25°C), mais sur papier filtre et non sur milieu gélos¢. Au bout de 8 jours, une graine seulement
avait germée (sur 10). Les graines ne semblent pas avoir perdu leur potentiel de germination,

mais les conditions de culture n’étaient peut-&tre pas optimales.

2.1.2 Conditions de culture :

Dans I’étude de Mumford (1988), il est montré que les graines d’/mpatiens sp. ont besoin
d’étre dans un environnement froid pour germer. Ce phénoméne est appelé la stratification,
certaines graines en dormance ont besoin d’une période d’exposition au froid qui mime les
conditions hivernales pour initier leur germination. Les boites Magenta contenant les graines
stérilisées '* qui étaient dans 1’enceinte de culture sur milieu gélosé ont été placées a 4°C et a
I’obscurité¢ pendant 4 ou 21 jours avant d’étre remises dans I’enceinte a 25°C avec une
photopériode de 16/8. Des graines non stériles ont été mises sur du papier filtre imbibé avec 1
mL d’eau du robinet et placé a 4°C, a I’obscurité pendant 4 ou 21 jours avant d’étre stérilisées
et mises dans I’enceinte de culture '*. Dans le cas des graines stérilisées (en boite Magenta),
aucune germination n’a été observée que ce soit a 4°C et a ’obscurité ou a 25°C avec une

phototopériode (16h de jour/ 8h de nuit) (figure I11-3).

Pour les graines non stérilisées, la premicre boite contenant les graines mises a 4°C
pendant 4 jours et replacée dans I’enceinte de culture apres stérilisation n’a permis a aucune
graine germée. En revanche, dans les boites de graines non stérilisées qui devaient étre mises
dans I’enceinte de culture au bout de 21 jours, des graines ont germé au bout de 8 jours de

culture, 4 graines dans une boite et 3 graines dans I’autre (figure I11-3).

14 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — parties 4.2.3
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/Conditions stériles \
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Figure III-3 — Bilan des résultats obtenus pour le test de stratification des graines d'IGR

Les conditions ayant permis d’obtenir une germination satisfaisante des graines de
balsamine de 1’Himalaya correspondent donc a une mise en culture a 4°C dans un

environnement humide (1 mL d’eau dans une boite de Petri de 5 cm pour 10 graines par boite).

Les graines ont germé en conditions non stériles, mais pas en conditions stériles ce qui
impliquait que la stérilisation empéchait les graines de germer, différents protocoles de

stérilisation ont donc été testés pour déterminer celui qui permettait aux graines de germer.

2.1.3 Conditions de stérilisation :

Concernant la stérilisation, plusieurs méthodes ont été testées soit en utilisant du PPM
(Plant Preservative Mixture) selon les recommandations d’usage qui préconisent la mise des
graines dans une solution de PPM a 4% pendant 12 h a 16 h (Plant cell technology), soit de

I’eau de Javel (contenant 0,1% de chlore actif), soit sans stérilisation'®.

Au bout de 22 jours, le taux de germination des graines sans stérilisation était faible
(moins de 10 %) et de 0 % avec les deux stérilisations testées. A 95 jours de culture en revanche,
le taux de germination des graines non stérilisées dépassait les 50% et quelques graines ont
réussi a germer (moins de 10% dans chacun des cas) apres stérilisation (figure 111-4). Les deux
stérilisations semblent empécher la germination des graines d’IGR. L’expérience aurait pu étre
prolongée pour vérifier si comme pour les graines non stériles le pourcentage de germination
augmentait avec le temps, mais 95 jours (soit prés de 3 mois et demi) semblaient déja étre un

temps suffisamment long pour observer la germination des graines.

15 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 4.2.4
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Ces résultats confirment que le potentiel de germination de ces graines n’a pas été perdu
mais que la stérilisation réduit trés fortement la germination, méme si les conditions de

germination sont réunies (froid et humidité).

Taux de germination
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W22 jours

70 095 jours
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. T -

pas de stérilisation NaOC10,1% PPM 4%

Stérilisation

Figure I1I-4 — Taux de germination des graines d'IGR en fonction des différents protocoles de stérilisation
testés. Les données sont exprimées en moyenne des taux de germination de 3 boites contenant chacune 60
graines.

Un dernier essai de stérilisation a été effectué en plongeant 10 graines dans un solution
¢thanol/eau (60/40, v/v) (EtOH 60%) pendant 3 minutes, puis dans 1’eau de Javel 5 minutes et
enfin en effectuant 3 ringages a 1’eau stérile. Au bout de 13 jours, aucune germination des

graines n’a €té observée.

En raison de I’absence de germination des graines apres stérilisation et du faible taux de
germination sans stérilisation (moins de 10 % aprés 22 jours), les graines ne seront pas

stérilisées avant germination, mais les plantules obtenues le seront aprés germination.

2.1.4 Croissance des plantules a partir des graines :

Les graines ont été mises a germer sur du papier filtre. Apres le développement des
plantules, ces derni¢res ont été placées dans 1’enceinte de culture avec photopériode pour
continuer leur développement. En effet, a 1’obscurité, ces plantules se sont développées de
maniere étiolée : feuilles plus petites et jaunes et tige plus longue et moins robuste que lorsqu’on

les place a la lumicere (figure I11-5).
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B

Figure III-5 — Développement des plantules d'IGR a I'obscurité pendant 21 jours (A) et développement de
la méme plantule aprés 4 jours a la lumiére (B). Le trait noir représente 1 cm.

Les graines germant petit a petit, 3 plantules ont été obtenues dans un premier temps, puis

deux de plus. Les graines tout juste germées ont ¢galement été utilisées pour la suite.

2.2 Mise en place des cultures de cals :

Pour la mise en place des cultures de cellules indifférenciées (cals puis suspensions
cellulaires), les plantules obtenues aprés germination des graines, des graines germées avant le
stade plantule (nommées graines germées par la suite) et des plants sauvages d’IGR ont été
utilisés (figure III-6). Un protocole de stérilisation a été mis en place pour permettre la mise
en culture des explants (feuilles, graines, racines ou tiges) sur un milieu gélosé contenant une
balance hormonale constituée d’une auxine, I’acide dichlorophenoxyacétique (2,4-D) ou I’acide
naphtaléne acétique (ANA) et d’une cytokinine la benzyladenine appelée également 6-
Benzylaminopurine (BAP). Ces hormones ont été testées a différentes concentrations afin de

déterminer quelle balance hormonale permettait d’obtenir des cals d’IGR.

e — o .
Graine Graine germée
(GG)
Plantule (P)
Plant sauvage
Stérilisation Stérilisation
(Développement du protocole) (Protocole optimisé)
Initiation de la callogenése Initiation de la callogenése
(Mise en culture sur milieu gélosé) (Mise en culture sur milieu gélosé)

Figure III-6 — Différentes étapes permettant I’initiation de la callogenése a partie de graines germées, de
plantules et une fois le protocole de stérilisation optimisé a partir de plant d’IGR sauvages.
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2.2.1 Essai avec les plantules obtenues a partir des graines et avec des graines

germées :

Les plantules provenant des graines germées avaient besoin d’étre stérilisées avant de
pouvoir étre placées sur un milieu de culture stérile pour la formation des cals. Plusieurs
protocoles de stérilisation ont été expérimentés, pour les différentes parties des plantules

(divisées en explants : hypocotyle (= explant caulinaire), feuilles ou cotylédons, racines) ou sur

les graines germées (tableau II1-2). Aprés chaque stérilisation utilisant de I’eau de Javel, les

graines ont été rincées 3 fois dans de 1’eau distillée stérile.

Tableau III-2 — Bilan des différents protocoles de stérilisation testés a partir des graines germées (GG) et
des plantules (P).

Protocole | Matériel | Stérilisation Milieu
végétal
1 P EtOH 60% — 3 minutes ANA/BAP (1/0,5)
Eau de Javel (0,1% chlore actif) — 2 minutes
2 P EtOH 60% - 3 minutes ANA/BAP (1/0,5)
Eau de Javel (0,1% chlore actif) — 5 minutes 30
secondes
3 P+ GG | Milieu MS + vitamines + PPM 4% — 8h ANA/BAP (1,5/0,5) +PPM
2,4-D/BAP (1,5/0,5) +PPM
4 P Eau de Javel (2,5% chlore actif) — 4 minutes Sans hormones
ANA/BAP (1,5/0,5) +PPM
2,4-D/BAP (1,5/0,5) +PPM

Dans un premier temps, les plantules ont été stérilisées avec de ’EtOH 60% (pendant 3
minutes) suivi par un bain d’eau de Javel (0,1% de chlore actif) pendant 2 minutes
(tableau III-2-Protocole 1), avant d’étre placées sur un milieu ANA/BAP (1 mg/L/0,5 mg/L).
Dés 4 jours de culture, des contaminations dues au développement de microorganismes ont été

observées au niveau des explants caulinaires, la stérilisation n’avait pas fonctionné.

Dans un deuxiéme temps, les plantules ont été stérilisées dans un bain d’EtOH
60% pendant 3 minutes suivi d’un bain d’eau de Javel (0,1% de chlore actif) pendant 5
minutes 30 secondes (tableau III-2-Protocole 2) et placées sur un milieu ANA/BAP (1
mg/L/0,5 mg/L). Au bout de 3 jours, des contaminations ont été visibles sur les parties
aériennes, mais pas sur les parties racinaires. Les conditions de stérilisation semblaient
suffisantes pour les racines, mais trop faibles pour stériliser les hypocotyles et les cotylédons
(plus épais). Neuf jours apres la mise en culture, les explants récupérables (racines et parties

aériennes) ont été transférés sur un milieu ANA/BAP contentant 1% de PPM pour tenter de
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réduire les nouvelles contaminations. Toutefois, 7 jours apres transfert sur le milieu contenant
du PPM, de nouvelles contaminations ont été observées, ce qui a confirmé que les conditions

de stérilisation des explants n’étaient pas adaptées.

Dans un troisiéme temps, une stérilisation a été testée avec du PPM a 4% (tableau I11-2-
Protocole 3). Les explants de plantules et graines germées ont été placés sur deux types de
milieux 2,4-D/ BAP (1,5 mg/L/0,5 mg/L) et ANA/BAP, (1,5 mg/L/0,5 mg/L) contenant 0,1%
de PPM. Au bout de 6 jours, les explants étaient de nouveau contaminés et aucun

développement de cals n’a été observé.

En dernier lieu, un ultime protocole de stérilisation a ét¢ expérimenté (tableau ITI-2-
Protocole 4) en utilisant de ’eau de Javel a 2,5% de chlore actif. Les différentes parties des
plantules, cotylédons, racines et hypocotyles ont été déposées sur 3 milieux différents pour voir
I’impact des hormones sur la callogenése. Apres 5 jours de culture, des contaminations sont
apparues sur les explants des cotylédons. Les explants racinaires n’ont pas développé quant a

eux de cals et la contamination a été restreinte.

Pour conclure, le protocole de callogenése utilisant des graines mises a germer pour
obtenir des plantules qui seront stérilisées n’a pas permis d’obtenir les résultats escomptés. Le
taux de germination faible des graines ne permet pas d’avoir beaucoup de matériel végétal pour
tester les différentes conditions de culture et le protocole de stérilisation s’est révélé inefficace

pour prévenir les contaminations.

Pour ces différentes raisons, des jeunes plants d’IGR ont été récoltés dans la nature et
pour les essais de callogenése suivants, des explants frais issus de plantes sauvages ont été

utilisés.

2.2.2 Callogenése a partir de plants sauvages de balsamine de I’Himalaya :

2.2.2.1 Tests préliminaires de stérilisation et de callogenése :
Un premier essai a été effectué pour tester le protocole de stérilisation consistant en un
bain dans I’eau de Javel (0,25 % de chlore actif) suivi de 3 rincages dans de ’eau distillée stérile

16 sur des plants sauvages (les feuilles étant plus fines que les cotylédons

durant 5 minutes
utilisés jusqu’a présents, mais les racines et les tiges plus épaisses), mais également pour tester

différentes balances hormonales (figure I11-7).

16 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — parties 4.3.2 et 4.3.3
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Figure III-7 — Protocole de mise en culture des explants a partir de plantes sauvages

Au bout de 4 jours, quelques contaminations étaient visibles. Au niveau des explants
foliaires, un brunissement a été observé avec peu de contaminations. Ceci pouvait étre di a un
protocole de stérilisation trop fort pour les feuilles qui sont assez fines (figure III-8). Au
contraire, pour les explants racinaires et caulinaires, le double de contamination a été observe,
ces parties étant plus « épaisses », le protocole de stérilisation n’avait pas permis d’éliminer
tous les contaminants exogenes. Le protocole de stérilisation pour les explants caulinaires devra

donc avoir un temps de contact plus long avec ’eau de Javel.

Sans hormones

- PPM

Figure ITI-8 — Evolution des explants foliaires aprés 4 jours de culture sur 3 milieux différents contenants
ou non du PPM.

Aprées 15 jours de culture, les explants mis sur les milieux contenant du 2,4-D ou de
I’ANA + PPM s’¢étaient repliés sur eux-mémes et des amas de cellules blanches/vertes ont été
observés. Apres 12 semaines de cultures, des cals étaient visibles sur les explants foliaires
cultivés sur le milieu ANA/BAP (figure III-9 (1)). Ces cals ont été placés sur du milieu de
culture frais avec ou sans PPM (figure I1I-9 (2) et mis a pousser pendant un mois (figure III-
9 (3)) au bout duquel un repiquage a été fait sur un milieu sans PPM (figure I11-9 (4)). En
effet, le PPM peut avoir des effets déléteres sur la formation des cals méme si en dessous de
0,2% (v/v) aucun effet délétére ne devrait étre observé (Compton et Koch, 2001). II est utile
d’introduire le PPM a I’initiation de la callogenése pour limiter les contaminations, mais quand

les cultures ne présentent plus de signe de contaminations, il est préférable de s’en affranchir.
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Un mois plus tard, les cals ont de nouveau été placés sur un milieu frais (repiquage) (figure I1I-

9 (5)) et une courbe de croissance a été établie. Cette lignée a été appelée la lignée 1.

1 2 3 4 3 -
p TR ___,,__m- y :ﬂw..\ N'“mu S, f S 1,.h - a.-' u-., -vt:ﬁ
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.:.. 4
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Figure I11-9 — Evolution des cals de la lignée 1 au fil des repiquages sur milieu ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5
mg/L) a partir d’explants foliaires : (1) a 12 semaines aprés la mise en culture, (2) repiqués sur un milieu
frais, (3) un mois plus tard, (4) repiqués de nouveau sur un milieu frais sans PPM, (5) de nouveau aprés un
mois de culture. Le trait noir représente 1 cm.

Les tests préliminaires ont permis de mettre au point des protocoles de stérilisation et de
callogenese qui donnaient des résultats satisfaisants avec I’obtention de cals au bout de quelques
semaines de culture. Des essais a plus grande échelle ont également été réalisés pour déterminer
avec plus de précision la nature des explants et la balance hormonale la plus adaptée a la

callogénese de la balsamine de I’Himalaya.

2.2.2.2 Test des différents explants /Test des différentes balances hormonales :
La premiere expérience a permis de déterminer que les explants foliaires €taient les plus
adaptés pour l’initiation de cals. L’expérience a été reproduite 3 fois afin de vérifier la
répétabilité des résultats obtenus sur un plus grand nombre de matériel végétal. Cette expérience
a également permis de déterminer la balance hormonale la plus adaptée pour la callogenése de
I’IGR. Cinq boites de Petri ont été utilisées par condition (balance hormonale) contenant

chacune 6 explants foliaires !”.

2.2.2.2.1 Taux de contamination en fonction des répétitions :

En premier lieu, le taux de contamination moyen pour chaque répétition et chaque milieu
a été évalué (tableau III-3) %, Ce taux diminue au fur et 2 mesure des répétitions jusqu’a
atteindre 5% pour la dernicre série. Pour la derniere répétition, le nombre de feuilles stérilisées
en méme temps dans un méme bain a été réduit permettant de bien stériliser la surface de chaque

feuille et de réduire les contaminations une fois les explants au contact du milieu gélosé.

17 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 4.3.3
18 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 4.3.4
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Tableau III-3 — Bilan du pourcentage de contamination apreés 7 jours de culture pour chaque milieu et
chaque répétition

Répétition | Milieu sans hormone | Milieu 2,4-D/BAP | Milieu ANA/BAP |Contamination moyenne

1 31,4 22,9 11,4 21,9
2 11,4 22,9 22,9 19,0
3 8,6 0,0 5,7 4,8

2.2.2.2.2 Comparaison des milieux :

Les différentes balances hormonales ont ensuite été comparées en évaluant le nombre de
cals obtenus par balance hormonale. Concernant le milieu sans hormone, aucun développement
de cals n’a été observé, les explants foliaires ont brunis. Concernant les deux balances
hormonales testées, le comptage du nombre de cals apres repiquage au bout de plusieurs
semaines de culture a montré des différences entre les différents réplicats (tableau I11-4). Ces
différences peuvent étre expliquées par le taux de contamination ¢élevé lors des deux premiers
réplicats, ayant entrainé une perte d’explants. Les 2 balances hormonales testées ont permis le
développement de 21 et 31 cals respectivement sur un total de 60 explants lors du 3™ réplicat.
La balance hormonale ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5 mg/L) semblait la plus adaptée compte tenu

du nombre plus important de cals obtenus au total pour chaque série.

Tableau III-4 — Nombre de cals total développés aprés 2 mois de mise en culture pour chaque milieu testé

Répétition Milieu sans hormone Milieu 2,4-D/BAP Milieu ANA/BAP
1 0 5 7
2 0 13 13
3 0 21 31

A chaque repiquage, les parties les plus friables et les plus claires des cals ont été
sélectionnées permettant ainsi d’obtenir des cals de plus en plus homogenes au fur et a mesure
des repiquages. Une comparaison de la croissance des cals sur chacun des milieux (2,4-D/BAP
et ANA/BAP) a été effectuée en mesurant 1’aire de chaque cal a I’aide d’Image] (figure I1I-
10) 3.

Aubout de 28 jours, les cals sur milieu 2,4-D/BAP, avaient une croissance comprise entre
15 et 56%. Le cal 4 avait une aire plus faible au bout de 28 jours de culture qu’au moment initial
de la mise en culture, ce qui peut s’expliquer par un asséchement du cal et un repli sur lui-
méme. En revanche, pour les cals sur milieu ANA/BAP au bout de 20 jours, la croissance était
déja comprise entre 15 et 123%. La mesure de la croissance s’est arrétée au bout de 20 jours
afin de diviser en 4 le cal numéro 4 (ayant atteint une taille nécessitant son repiquage) et de le

placer sur un milieu frais. Ce cal est a I’origine de la lignée 2.
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Cals | AireJ, | AireJyy | Croissance (%) Aire J, Aire Ty Cm;f;;‘““

L]
1 0,21 0,26 20,00 0,94 1,36 44,98
2 0,28 0,44 55,67 1,30 1,79 37,38
3 0,17 0,20 14,28 0,31 0,35 14,24
4 0,20 0,18 7,10 1,528 3,41 123,43

Figure III-10 — Aire (en cm?) des cals sur milieu 2,4-D/BAP (1,5 mg/mL/0,5 mg/mL) et ANA/BAP (1,5
mg/mL/0,5 mg/mL) aprés mise en culture (1) et aprés 28 ou 20 jours de culture (2) et taux de croissance des
cals.

Malgré un taux de contamination fluctuant en fonction des répétitions d’expérimentation,
les explants foliaires permettent d’obtenir des cals d’IGR de couleur verte, friables et se
développant bien (croissance permettant a partir d’un cal d’en obtenir 4) au bout de 3 mois de
repiquage sur un milieu ANA/BAP (1,5 mg/mL/ 0,5 mg/mL). Ces cals pourraient étre utilisés

pour la mise en place de cultures en milieu liquide (suspensions cellulaires).

2.2.2.3 Choix de la lignée pour mettre en place les suspensions cellulaires :
Deux lignées de cals (1 et 2) ont été établies précédemment, a partir de feuilles d’IGR
sauvages et se développant sur un milieu ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5 mg/L). Afin de choisir les
cals les plus adaptés a la mise en suspension, des courbes de croissance ont été établies pour

ces deux lignées (figure II1-11) '°.

Pour la lignée 1, 3 boites contenant chacune 4 cals ont été utilisées et la masse des cals a
été relevée tous les 7 jours pendant 28 jours (figure III-11 (A)). Pour la boite 1, la masse totale
des cals semblait croitre entre le jour O et le jour 28 mais a cause de la variabilité entre les cals
de la boite, aucune différence significative n’a été observée entre la masse obtenue aux
différents jours de mesure selon le test de Tukey au seuil de risque a = 0,05. Le méme résultat

a €té observé pour les boites 2 et 3 dont la variabilité des masses des cals était plus faible.

Pour la lignée 2, 4 boites contenant chacune 4 cals ont été utilisées et la masse des cals a

¢été relevée tous les 7 jours pendant 21 jours (figure III-11 (B)). Pour chacune des boites, la

19 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 4.3.5
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masse des cals augmentait significativement en fonction du temps de culture. Une différence a
été observée entre la masse obtenue le premier jour et la masse obtenue le 21°™ jour selon le
test de Tukey au seuil de risque o = 0,05. Pour les boites 2 et 4, une différence était déja visible
entre la masse du premier jour et celle du 14°™ jour. Les mesures ont été arrétées au 21°™ jour
car les cals étaient volumineux dans la boite et touchaient déja le couvercle, ils ont donc été

repiqués.

En comparant la croissance des deux lignées de cals obtenues, la lignée 2 a montré la plus
forte croissance et les cals les plus friables. Ainsi, elle semblait étre la plus adaptée pour
I’obtention de suspensions cellulaires, les cals friables permettaient d’obtenir une suspension
homogene et leur bonne croissance permettait d’avoir une suspension se développant bien.
Parmi les boites de la lignée 2, la boite 2 présentait la croissance la plus élevée et a été choisie

pour obtenir les suspensions.

A B
Masse totale . . . Masse totale m Boite 1 ®Boite 2 o Boite 3 aBoite 4
des cals (g) ®Boite 1 MWBoite2 ABoite 3 des cals (g)
0.4 2

0,3

Temps de culture (jours) Temps de culture (jours)

Figure III-11 — Courbes de croissance des deux lignées de cals en fonction du temps de culture (A) lignée 1
et (B) lignée 2.

2.2.3 Mise en culture des suspensions cellulaires :

2.2.3.1 Mise en suspension des cals :

A partir de la boite 2 de la lignée 2, 5 g de cals ont été placés dans 50 mL de milieu liquide
avec la méme balance hormonale (ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5 mg/L)) %° que celle sur laquelle les
cals se développaient convenablement (figure III-12 (A et B)). Cette suspension a été mise
sous agitation (130 rpm) pendant 7 jours (figure III-12 (C)), puis 50 mL supplémentaires de
milieu liquide ont été ajoutés dans I’erlenmeyer. Au bout de 17 jours, une suspension plus

homogene (figure I1I-12 (D)) que celle de départ a été¢ obtenue. Cette suspension a pu étre

20 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — parties 4.4.1 et 4.4.2
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diluée au demi et divisée en 2 suspensions (figure III-12 (E)), 'une devant servir a la culture

a la lumiére et ’autre, a 1’obscurité.

Figure III-12 — Initiation d'une suspension et évolution au fil du temps : (A) (B) initiation de la suspension ;
évolution de la suspension (C) aprés 7 jours de culture, (D) suspension diluée au demi aprés 17 jours et (E)
dilution au demi et division en 2 erlenmeyers de la suspension.

2.2.3.2 Multiplication des suspensions cellulaires :

Les deux suspensions cellulaires ainsi obtenues ont été€ repiquées toutes les trois semaines
avec une dilution au quart ce qui permettait de renouveler le milieu pour permettre aux cellules
de continuer a se développer 2!. Toutes les trois semaines, a partir d’une suspension mére, 2 ou
3 suspensions filles supplémentaires étaient donc obtenues, elles-mémes utilisées comme

suspension mére au repiquage suivant (3 semaines plus tard) (figure III- 13).

Suspension meére
¥ T

Suspensions filles

i

Suspensions filles aprés 20 jours de culture
- i ! .\ ) “. B

Figure III-13 — Photos des suspensions cellulaires d’IGR cultivées dans un milieu ANA/BAP (1,5 mg/mL/0,5
mg/mL) permettant leur multiplication

2.2.3.3 Mise a ’obscurité :
Les suspensions a la lumiere se développant bien, une tentative de culture a I’obscurité a
¢té effectuée. En effet, en se développant dans des environnements différents, les profils

métaboliques des suspensions cellulaires devraient étre différents.

Une série de suspensions a donc été mise en culture a I’obscurité sous agitation (130 rpm)
et a 25°C. Au bout de 18 jours, les suspensions a I’obscurité et a la lumiere sont comparées
(figure I11-14). Un retard de croissance est observé pour la suspension a 1’obscurité. En effet,
le volume occupé par les cellules dans les suspensions mises a 1’obscurité est plus faible que
celui des suspensions mises a la lumicre (figure I11-14 (trait pointillé orange)). Ceci indique

que le nombre et/ou la taille des cellules est plus faible en condition de croissance a I’obscurité.

2 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 4.4.2
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La couleur des suspensions est passée de verte a jaune-beige lors de la croissance a 1’obscurité.
Ce changement de couleur des suspensions a I’obscurité a également été observé par Wang et
al., (2012) lors de la culture de cellules d’arabette des dames (Arabidopsis thaliana L.) et

s’explique par la perte des molécules de chlorophylles lors de la culture a 1’obscurité .

Suspensions méres Suspensions filles

e

Figure III-14 — Comparaison des suspensions au moment de la mises en culture a la lumiére et a 1'obscurité
(JO) et aprés 18 jours de culture (J18). Le trait orange pointillé représente le volume occupé par les cellules
dans la suspension. (1) (2) : suspensions cultivées a la lumiére, (A) (B) : suspensions placées a I’obscurité.

Les cultures de cellules végétales peuvent se faire a I’obscurité ou a la lumiére en fonction
des cellules étudiées et des molécules a produire. Par exemple, dans I’étude d’Andi et al.,
(2019), les cultures de vigne (Vitis vinifera L.) a 1’obscurité produisaient 3 fois plus de

stilbénoides que celles a la lumiére.

Concernant les cellules d'IGR, elles se développaient mieux a la lumiere selon les résultats
obtenus précédemment. Cette observation semble cohérente avec les observations de
Panichayupakaranant, (2001) sur la culture de suspensions cellulaires d’Impatiens balsamina.

Ce sont donc les cellules cultivées a la lumiere qui seront utilisées pour le suivi de croissance.

2.2.3.4 Courbe de croissance des suspensions cellulaires :

Afin de caractériser plus précisément la culture des suspensions a la lumiere, leurs
courbes de croissance ont été établies de la fagcon suivante. Tous les 3 jours, une partie des
suspensions est retirée de 1’enceinte, puis centrifugée pour récupérer les cellules et peser leur
masse fraiche, ces cellules sont ensuite lyophilisées ce qui permet d’obtenir la masse séche??.

Les courbes de croissance que ce soit pour la masse fraiche ou la masse séche sont

présentées dans la figure III-15. Les suspensions cellulaires ont montré un début de phase

exponentielle de croissance au bout de 5 jours de culture. Cette phase est caractérisée par une

22 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 4.4.3
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augmentation de la masse cellulaire et par un taux de croissance de 2,6 pour la masse fraiche et
de 2,9 pour la masse seéche. Cette phase a duré environ 15 jours, et les cultures cellulaires sont
ensuite entrées en phase stationnaire (les masses fraiches et seéches restent constantes). La
période de croissance observée est cohérente avec celle décrite par Panichayupakaranant,
(2001) pour les suspensions d’Impatiens balsamina qui est de 22 jours contre 20 jours dans
cette étude et qui peut s’expliquer par une dilution des suspensions différentes (1/5 dans 1’étude

de Panichayupakaranant, (2001) contre "4 dans cette étude).

Masse fraiche (gMF/L culture) A Masse séche (gMS/L culture) B
400 12
be ¢ c
300 9
ab
200 6
a

100 3 @

0 0

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Temps de culture (jours) Temps de culture (jours)

Figure III-15 — Courbe de croissance des suspensions d'IGR sur un milieu ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5 mg/L)
(A) masse fraiche, (B) masse séche. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- I’écart type de trois réplicats.
Les lettres différentes indiquent des différences significatives entre les valeurs obtenues selon le test de
Tukey a a = 0,05.

2.2.4 Micro-propagation — Obtention de plantules

Pour régénérer et multiplier les plantules d’IGR, des explants caulinaires contenant un
nceud ont €té préleves sur les plantules récoltées pour initier la callogenése. Ce procédé avait
été utilis¢é par Herath et Wijesundara (2010) pour 1’/mpatiens repens Moon, une plante

médicinale du Sri Lanka.

2.2.4.1 Obtention de plantules :

Dans un premier temps ces explants ont été stérilisés avec de 1’eau de Javel (0,25%
pendant 8 minutes) et ont été¢ placés sur un milieu sans hormones + PPM (figure I1I-16 (A))
pendant 1 mois pour permettre le développement de la partie aérienne (figure III-16 (B)) 2.
Des contaminations ont été observées notamment lors de la premiére répétition pour laquelle
tous les explants ont été contaminés, pour la deuxieéme répétition, 50 % des explants ont été

contaminés. Les explants se développant bien ont été placés sur un milieu contenant de I'IBA

23 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — parties 4.5.1 et 4.5.2

146



Chapitre III — Etude de 1’activité phytotoxique de la balsamine de I’Himalaya

(1 mg/L) + PPM (figure I1I-16 (C)) pendant un mois permettant le développement de la partie
racinaire (figure I11-16 (D)).

Milieu sans hormones + PPM (0,1% v/v) Milieu IBA (1 mg/L) + PPM (0,1% v/v)

Figure III-16 — Régénération d’une plantule entiére (D) a partir d’un explant caulinaire (A) grice a une
culture sur milieu sans hormone (B) puis un repiquage sur milieu contenant de ’'IBA (C).

2.2.4.2 Multiplication des plantules :

Dans I’objectif de cultiver du matériel végétal en conditions contrélées en quantité
suffisante pour la production de métabolites d’intérét ou d’autres applications, il est nécessaire
de parvenir a multiplier les plantules précédemment obtenues. Pour cela, des explants
caulinaires contenant un nceud (une plantule donne plusieurs explants en fonction de sa taille)
ont été prélevés sur les plantules obtenues au point précédent et cultivés sur un milieu solide
avec une balance hormonale (BAP/KIN(1/0,5) (figure III-17 (A)) comme utilisé¢ par
Thiyagarajan et Venkatachalam (2013) pour la multiplication de pousses de Gymnema
sylvestre. Cette méme balance hormonale contenant un ratio BAP/KIN a été utilisée par Herath
et Wijesundara (2010) pour la multiplication des pousses d’/mpatiens repens. Au bout de 25
jours, des pousses se sont développées (figure III-17 (B)) et ont été placées sur un milieu sans
hormones permettant le développement de la partie racinaire a partir de 1’auxine produite par
I’apex de la pousse elle-méme. A partir de 4 explants déposés sur milieu gélosé, entre 2 a 3 fois
plus de pousses ont pu étre mises sur milieu sans hormones (figure II1I-17 (C)). Au bout de 20
jours (figure III-17 (D)), les plantules ont été repiquées sur un nouveau milieu pour leur
permettre de continuer leur croissance. Au bout de 29 jours de culture, les plantules ont
redéveloppé un systeme racinaire (figure III-17 (E)). Cette opération peut étre réitérée

plusieurs fois, pour obtenir le nombre de plantules nécessaires aux expérimentations.
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L_ i

Milieu BAP/KIN (Img/L /0,5 mg/L) Milieu sans hormones

Figure I11-17 — Multiplication a partir d’explants caulinaires de pousses d’IGR.

La culture in vitro d’IGR a ainsi pu étre réalisée pour la premiére fois. Ceci a permis a
partir de plants de balsamine sauvages d’obtenir des cultures de cellules indifférenciées, puis
de cals et enfin de plantules. Les suspensions cellulaires pourront étre élicitées par la suite pour
produire des molécules d’intérét, de méme que les plantules qui pourront intégrer des

expériences de co-culture avec d’autres plantes.

3. Evaluation de I’activité des différentes parties de la plante :

3.1 Extraction des différentes parties de la plante :

Des plantes entic¢res de balsamine de I’Himalaya ont été récoltées. Les différents organes
ont été séparés (racines, tiges, feuilles, fleurs), puis congelés et cryobroyés grossierement. Les
4 organes et les suspensions cellulaires ont ensuite été¢ lyophilisés avant d’étre broyés en poudre
fine utilisée comme matrice pour I’extraction. Six solvants de polarités différentes ont été
utilisés pour ces différentes matrices : ’heptane, I’acétate d’éthyle, 1’isopropanol, I’éthanol, un
mélange éthanol/eau (60/40, v/v) et ’eau permettant ainsi d’extraire des molécules de polarités
diverses. Seul un extrait éthanolique a été réalisé pour les suspensions cellulaires suivant le

méme protocole que pour 1’obtention des autres extraits.

Pour réaliser les extraits, la poudre de plante a été mise en contact avec le solvant selon
un ratio 1 :10 (3 g de plante pour 30 mL de solvant) et mise a macérer pendant 30 minutes sous
agitation. Apres centrifugation, le surnageant a été récupéré et le culot a été soumis a deux
nouveaux cycles d’extraction avec du solvant frais 2%, Puis une évaporation a sec des extraits a
été réalisée a 1I’évaporateur rotatif sous vide puis sous flux d’azote permettant d’obtenir les

masses d’extraits secs.

Les rendements d’extraction ((masse finale d’extrait sec obtenue / masse de poudre séche

prélevée au départ) x 100) ont été calculés pour chaque organe et chaque solvant utilisé (tableau

24 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 1.3.2.1
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III-5). Ces rendements sont globalement plus faibles pour les solvants les plus apolaires comme
I’heptane et I’acétate d’éthyle et plus élevés pour les solvants les plus polaires comme 1’eau et
le mélange éthanol/eau (60/40, v/v) quel que soit I’organe. Concernant les différents organes,
les rendements pour les extraits de feuilles et de fleurs sont globalement plus €levés que ceux
des extraits de racine et de tiges, ces deux organes seraient donc plus riches en composés

extractibles avec les solvants utilisés.

Tableau I1I-5 — Rendements d’extraction (%, m/m) en fonction des solvants utilisés et de 1a matrice étudiée.

Organes de la plante

Solvant d’extraction Racines Tiges Fleurs Feuilles S::ﬁzl;gsls
Heptane 0,57 2,25 10,37 3,60 /
Acétate d’éthyle 1,01 1,95 10,49 9,11 /
Isopropanol 0,90 1,63 20,00 13,14 /

Ethanol 3,37 4,22 19,26 15,11 6,00

Ethanol/ f/avl; (60/40; 24,73 30,70 32,13 27,12 /
Eau 21,28 25,62 25,17 11,52 /

Les différences de couleurs obtenues pour les extraits en fonction des organes et des
solvants d’extraction indiquent des différences de compositions phytochimiques. Par exemple,
les extraits de racines sont beaucoup plus clairs que les extraits de feuilles, les racines ne

contenant pas de chlorophylles (figure I11-18).
2 1 2 1 2
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Racines Tiges Feuilles

Figure III-18 — Extraits heptane (1) et acétate d’éthyle (2) de racines, tiges et feuilles d’IGR avant
évaporation du solvant d’extraction.

3.2 Activité des différents extraits :

3.2.1 Inhibition de la germination :

L’activité antigerminative des différents extraits obtenus avec chaque solvant
d’extraction et chaque organe a été évaluée grace a la méthode en plaque 96 puits décrite dans

le chapitre 2. La plante cible utilisée pour ces mesures d’activité est le cresson. Chaque extrait
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a été testé a deux concentrations : 20 mg/mL et 5 mg/mL %°. La concentration effective dans les
puits est de 6,67 mg/mL pour une solution a 20 mg/mL d’extrait et de 1,67 mg/mL pour une
solution a 5 mg/mL et équivaut a une quantité déposée par puits de 0,4 mg et 0,1 mg
respectivement. La concentration la plus haute permet de visualiser une activité méme si elle
est faible alors que la concentration la plus basse permet de mettre en avant les extraits les plus
actifs. L activité des extraits a également été¢ comparée a celle de la lawsone témoin positif de
I’é¢tude. Une molécule est considérée comme d’intérét pour une application bioherbicide si elle
est active a une concentration inférieure a 10 mol/L (Dayan et al., 2000), néanmoins les
extraits étant des mélanges de plusieurs molécules leur activité est plus complexe a évaluer,
mais la comparaison avec la lawsone permettait d’avoir un point de comparaison. Plusieurs
témoins négatifs sont également réalisés : un témoin de germination et un témoin permettant
d’évaluer la toxicité des solvants dans lesquels ont été resolubilisés les extraits pour le test
(tableau II1-6).

Les résultats pour la concentration des extraits a 20 mg/mL sont présentés dans le
tableau III-6. Tout d’abord, les témoins négatifs permettent d’obtenir un taux de germination
des graines de cresson entre 80 et 100 %, comparable aux taux obtenus dans les études de potentiel
allélopathique utilisant le cresson comme plante cible, ce qui indique que les solvants dans lesquels
sont resolubilisés les extraits pour le test n’ont pas d’impact sur la germination. Le taux de
germination des témoins négatifs dans les plaques testées avec 20 mg/mL d’extraits de fleurs
était néanmoins plus faible ce qui peut indiquer potentiellement la présence de composés
volatils dans la plaque 96 puits qui inhiberaient la germination des graines alentours.
Concernant le témoin positif, la lawsone utilisé¢e a 0,25 mg/mL (= 1 ,43 mmol/L) a inhibé la

germination des graines de cresson, de 70 a presque 100%.

Tous les extraits de feuilles et de fleurs ont complétement inhibé la germination des
graines de cresson. Les extraits de racines ont permis eux aussi d’inhiber quasi-totalement la
germination des graines de cresson sauf pour 1’extrait aqueux permettant d’obtenir un taux de
germination de pres de 40%. L’extrait a I’isopropanol de racines n’a pas été testé¢ a 20 mg/mL
a cause de son tres faible rendement (0,90 % - tableau III-5). Concernant les extraits de tiges,
les extraits a I’acétate d’éthyle, a I’isopropanol et a I’éthanol ont permis une inhibition totale de
la germination, les autres solvants quant a eux ont permis a plus de 50 % des graines de cresson

de germer.

A cette concentration, les organes les plus actifs sont donc les fleurs et les feuilles quel

que soit le solvant d’extraction utilisé.

25 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 1.3.2.2
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Tableau III-6 — Taux de germination moyen (erreur type de la moyenne) des graines de cresson en fonction
des extraits obtenus par les différents solvants pour les 4 organes de I’IGR, testés a 20 mg/mL, 12 graines
par plaque 96 puits, 3 plaques par condition. (En vert les extraits ayant une activité comparable a celle de
la lawsone a 0,25 mg/mL pour ce test). Les lettres indiquent une différence significative entre les taux de
germination pour un organe donné selon le test de Tukey au seuil a = 0,05.

Organes de la plante
Solvant . . . .
, . Racines Tiges Fleurs Feuilles Suspensions
d’extraction
Heptane 0,0 (0,0) ® 83,3(4,8)° 0,0 (0,0) © 0,0 (0,0)® /
Acétate d’éthyle 2,8(2,8)" 0,0 (0,0)® 0,0 (0,0) ° 0,0 (0,0)® /
Ethanol 2,8(2,8)" 0,0 (0,0)® 2,8 (2,8)¢ 0,0 (0,0)® 91,7 (0,0)
Ethanol/eau 0,0 (0,0) ® 61,1(7,3)? 0,0 (0,0) © 0,0 (0,0)° /
Eau 38,9(2,8)" 55,6(10,0)® 0,0 (0,0) ° 0,0 (0,0)® /
Isopropanol / 0,0 (0,0)® 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)® /
Lawsone 30,6 (2,8) ° 11,1 (2,8)° 2,8(2,8)¢ 8,3 (4,8)° /
o 44,4 (7,3) b /
Controle 86,1 (2,8)* | 91,7 (4,8)° (7.3) 97,2 (2.8)°
germination 94,4 (5,5)?
ole sol 41,7 (12,7) b
Controle solvant o5 4 5ya | 944 (2,80 (12.7) 83,3 (0,0) ® 83,3 (0,0)
isopropanol 80 (12,1)®

L’activité antigerminative des extraits a ensuite été évaluée a une concentration plus
faible de 5 mg/mL (Tableau III-7). Les extraits de fleurs présentaient toujours 1’activité
antigerminative la plus intéressante. En effet, a 5 mg/mL tous les extraits exceptés celui a
I’isopropanol permettaient d’inhiber totalement la germination des graines de cresson.
Concernant les autres organes de la plante, on observait une inhibition trés forte de la
germination pour les extraits a I’acétate d’éthyle et éthanolique de racines et de feuilles, mais
une activité moindre pour les extraits de ces organes obtenus avec les autres solvants, les extraits
a I’heptane et aqueux étant les moins actifs. Les extraits de tiges avaient la plus faible activité
en comparaison avec les extraits des autres organes testés.

L’activité de I’extrait éthanolique de suspensions cellulaires a été testée comme pour les
autres extraits a deux concentrations (20 mg/mL et 5 mg/mL) et les résultats obtenus sont les
suivants. Le taux de germination des graines de cresson en contact avec 1’extrait de suspensions
cellulaires a 20 mg/mL est de 92 + 0 % et a 5 mg/mL est de 92 £ 5 %. L’extrait éthanolique de

suspensions cellulaires n’a donc pas d’effet sur la germination des graines de cresson.
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Ces comparaisons d’activité ont été réalisées dans le but de cibler un ou deux solvants
d’extraction et un ou deux organes les plus intéressants afin de poursuivre les investigations et
d’identifier les molécules responsables de 1’activité. Pour cela, il était nécessaire d’avoir une
quantité suffisante d’extrait. Aux vues du rendement d’extraction plus élevé et de I’activité
intéressante qu’il présente, I’extrait éthanolique de feuilles sera analysé plus en détail dans la

suite du manuscrit.

Tableau III-7 — Taux de germination moyen (erreur type de la moyenne) des graines de cresson en fonction
des extraits de différentes polarités des organes d’IGR testés a 5 mg/mL. 12 graines par plaques 96 puits, 3
plaques par condition. (En vert les extraits ayant une activité comparable a celle de la lawsone a 0,25 mg/mL
pour ce test). Les lettres indiquent une différence significative entre les taux de germination selon un test de
Tukey au seuil o = 0,05.

Organes de la plante
Solvant d’extraction Racines Tiges Fleurs Feuilles Suspensions
Heptane 97,2 (2,8) ® 97,2 (2,8) ® 0,0 (0,0) © 44,4 (10,0) © /
Acétate d’éthyle 2,8(2,8)° 52,8 (2,8)° 0,0 (0,0) © 5,5(2,8)¢ /
Ethanol 16,7 (4,8) ° 55,5(7,3) ® 0,0 (0,0) © 8,3 (4,8)¢ 91,7 (4,8)
Ethanol/eau 83,3 (4,8)? 88,9 (2,8)? 0,0 (0,0) © 22,2 (2,8)
Eau 94,4 (5,5)* 77,8 (7,3) 0,0 (0,0) © 47,2 (14,7) /
Isopropanol 5,55(5,5)° 16,7 (4,8) * 33,33 (4,8) % 8,3 (4,8)¢ 8,3 (4,8)
Lawsone 13,9 (5,5)° 13,9 (2,8) ¢ 2,8(2,8)¢ 55(2.8)¢ /
Contrdle germination 97,2 (2,8) * 97,2 (2,8)? 77,8 (5,5)? 97,2 (2,8)* /
Contrdle solvant /
on rgtgi;’ van 94,4 (2,8) ® 88,9 (2,8) * 72,2 (5,5)® 88,9 (2,8) ®
Ciggf;j;;igf‘m 86,11 (2,8)" | 91,66(48)° | 91,66(48)° | 83,3(0,0)® /

3.2.2 Inhibition de I’élongation racinaire :

Le taux de germination a été évalué et a permis d’identifier les extraits les plus actifs. Les

longueurs des radicules ont également été mesurées en suivant le méme protocole que dans le
chapitre 2 pour étudier I’impact des extraits d’IGR sur I’élongation racinaire. En effet, comme
pour le glyphosate, certains extraits pourraient ne pas avoir d’impact sur la germination mais

sur la croissance racinaire.
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A 20 mg/mL, les longueurs de radicules étaient comprises entre 0,4 et 0,7 cm pour les
contrles négatifs. Lors de I’évaluation de ’activité phytotoxique des extraits de fleurs, les
controles négatifs correspondants ont montré une diminution de la longueur des radicules
comparés a ceux observés lors des tests avec les autres organes de la plante. La lawsone a 0,25
mg/mL inhibait quant a elle la croissance racinaire (longueur moyenne inférieures a 0,1 cm ce
qui correspondait au taux de germination faible des graines de cresson en présence de lawsone.
Les extraits de racines, de fleurs et de feuilles ont eu le méme impact que la lawsone sur la
croissance des radicules. Les extraits a I’acétate d’éthyle et a I’éthanol de tiges ont également
eu le méme impact que la lawsone sur la croissance des radicules. En revanche, les extraits
hydroalcoolique et aqueux ont permis une croissance relativement importante des racines et
I’extrait & I’heptane a permis une élongation racinaire similaire a celle obtenue en conditions

controles (figure I11-19).

L’extrait éthanolique de suspensions cellulaires induit quant a lui une longueur moyenne

de 0,41 + 0,12 cm, équivalente a celle des contrdles négatifs.
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Figure II1-19 — Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits d’IGR a 20 mg/mL,
de lawsone et de solvants de resolubilisation (i-PrOH). CG : controle de germination. Les résultats sont
exprimés comme la moyenne de la longueur des radicules des graines de 3 plaques (12 graines par conditions
et par plaque) + erreur type de la moyenne

Pour les extraits testés a 5 mg/mL, les longueurs des radicules pour les contrdles négatifs
sont comprises entre 0,4 et 0,8 cm comme pour les tests avec les extraits a 20 mg/mL, les
controles négatifs des extraits de fleurs ont une taille de radicule plus faible (environ 0,3 cm)
comme observé précédemment, peut-étre a cause de composés actifs volatils dans ces extraits
de fleurs. La lawsone a 0,25 mg/mL conduit a une taille de radicules inférieure a 0,1 cm (figure
111-20).
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Concernant les extraits d’IGR, comme précédemment les extraits de fleurs et de feuilles
¢taient ceux qui inhibaient le plus la croissance racinaire avec une activité similaire a celle de
la lawsone. L’activité des extraits de racines et de tiges était plus dépendante du solvant utilisé.
En effet, les extraits a 1’acétate d’éthyle et a I’éthanol avaient une activité sur la longueur des
racines similaires a celle observée pour les autres extraits, en revanche, les extraits a I’heptane,
hydroalcoolique et aqueux avaient des activités similaires a celles obtenues avec les contrdles
négatifs (longueurs de radicules comprises 0,4 cm et 0,8 cm). L’extrait éthanolique de
suspensions cellulaires avait, 1a encore, une activité équivalente aux controles sur la

germination des graines de cresson avec une longueur moyenne de 0,55 + 0,19 cm.
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Figure I11-20 — Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits d’IGR a 5 mg/mL, de
lawsone et de solvants de resolubilisation (i-PrOH et EtOH) CG : contréle de germination. Les résultats
sont exprimés comme la moyenne de la longueur des radicules des graines de 3 plaques (12 graines par
conditions et par plaque)  erreur type de la moyenne

3.2.3 Profil phytochimique des extraits éthanoliques des différentes parties de la
plante et des suspensions cellulaires :
Le profil phytochimique des extraits éthanoliques des 4 organes et des suspensions a été

réalisé en utilisant la Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) couplée a une

détection UV-Visible grace a un détecteur a barrettes de diodes.

Les chromatogrammes des extraits des différents organes et des suspensions sont

présentés a la figure I1I-21 et ont été obtenus avec le gradient 1 2°. Les 4 extraits présentent des

26 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 2.1
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pics visibles entre 2 et 23 minutes. Certains pics sont communs a plusieurs extraits, mais
I’extrait de feuilles est celui qui présente les pics les plus intenses a 254 nm pour une méme
concentration.

Absorbance 4 254 nm (mAU)
2500

fl\_’. Suspensions
2000 A

1500

Feuilles

500 Fleurs
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0 Are e AN~ M A A &
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Figure III-21 — Chromatogrammes UV (a 254 nm) des extraits éthanoliques de feuilles, fleurs, racines, tiges
et suspensions cellulaires d’IGR par HPLC-DAD (gradient 1), (1) : lawsone, (2) : 2-MNQ.

Le pic le plus intense de I’extrait de feuilles avec un temps de rétention de 11,6 minutes
semble correspondre a un polyphénol car ses maxima d’absorbance sont de 267 nm et 350 nm.

Il est présent dans les extraits de feuilles, fleurs et tiges mais pas dans celui des racines.

Concernant I’extrait de suspensions cellulaires, 2 pics intenses coélués sont observables
avec un temps de rétention entre 9 et 10 minutes. D’autres pics moins intenses sont observables
aux temps de rétention de 2, 3 et 12 minutes (figure III-21). L’extrait de suspensions semble
étre beaucoup moins riche que les extraits d’organes de la plante récoltée. En effet, en culture
végétale in vitro, les conditions étant contrdlées, les cellules ont peu ou pas besoin de produire
de métabolites spécialisés. Cette composition phytochimique pauvre peut également expliquer
I’absence d’activité de I’extrait de suspensions méme a 20 mg/mL. De plus, cet extrait ne
semble pas contenir les 2 naphtoquinones décrites dans la plante (lawsone et 2-MNQ). Pour
augmenter le potentiel antigerminatif des suspensions cellulaires, une étape d’élicitation serait
nécessaire, en effet, en mimant un stress, les voies de biosynthése des composés d’intérét
peuvent étre activées. Sakunphueak et Panichayupakaranant (2010) ont par exemple utilisé¢ du
méthyl jasmonate pour augmenter la concentration intra ou extracellulaire de lawsone et de 2-

MNQ dans les cultures de racines d’Impatiens balsamina L..
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Les naphtoquinones étant connues pour leurs propriétés antigerminatives, la lawsone et
la 2-methoxy-1,4-naphtoquinone, déja décrites dans la plante (Lobstein et al., 2001) ont été
injectées a une concentration de 0,2 mg/mL (figure I11-22) 7 en utilisant le gradient de phase
mobile utilisé¢ pour les extraits ce qui a permis d’identifier leurs pics respectifs. Ces deux
naphtoquinones ont des spectres UV avec des maximas d’absorbance caractéristiques (247-248,
276-277 et 335-340 nm) et ont des temps de rétention de 13,7 minutes pour la lawsone et de
15,5 minutes pour la 2-methoxy-1,4-naphtoquinone. Elles correspondent respectivement aux
pics (1) et (2) sur la figure I11-22.
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Figure III-22 — Chromatogrammes UV (a 254 nm) de la lawsone et de la 2-MNQ par HPLC-DAD (gradient
1), encadré spectre d’absorbance UV

Des gammes ¢étalons de ces 2 naphtoquinones ont été réalisées pour avoir une estimation
de la concentration en lawsone et en 2-MNQ présentes dans les extraits des différentes parties
de la plante. Ces gammes étaient constituées de 6 points de gamme allant de 0,0025 mg/mL a
0,25 mg/mL 2. Elles ont été réalisées en représentant les aires sous les pics de la lawsone et de

la 2-MNQ en fonction de la concentration et en déterminant 1’équation de la droite.

L’extrait de feuilles contient la concentration la plus élevée en 2-MNQ), suivi par I’extrait
de fleurs, puis de racines et enfin de tiges (tableau I1I-8). La concentration en lawsone est plus
faible, les racines en étant cette fois-ci les plus riches, suivie des feuilles, des tiges, puis des

fleurs qui en contiennent tres peu.

27 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 2.1
28 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 2.1
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L’activité de la lawsone et de la 2-MNQ a été évaluée sur les graines de cresson dans le
chapitre 2, ces deux molécules inhibaient la germination des graines a partir de 0,5 mmol/L
dans les puits ce qui correspondait a des concentrations de 0,087 mg/mL pour la lawsone et
0,094 mg/mL pour la 2-MNQ. La concentration de lawsone calculée dans les extraits des
différents organes (tableau II1-8) est plus faible que celle a partir de laquelle I’activité avait été
détectée précédemment, il peut donc étre supposer que la lawsone ne participe pas seule a

[’activité des extraits.

En revanche, la concentration de 2-MNQ est deux fois supérieure dans les extraits de
feuilles et 1égérement supérieure dans 1’extrait de fleurs d’IGR a la concentration a partir de
laquelle une activité a été détectée dans le chapitre 2, laissant supposer que la 2-MNQ participe
bien a I’activité dans ces extraits. Néanmoins, dans les extraits de tiges et de racines la
concentration est presque dix fois plus faible que précédemment et les extraits de tiges n’ont
pas montré d’activité alors que les extraits de racines ont montré une activité & 5 mg/mL.
D’autres molécules semblent donc participer a 1’activité des extraits racinaires ou alors il existe

des phénomeénes de synergie entre molécules actives.

Ainsi, ces naphtoquinones participent strement a ’activit¢ de ces différents extraits
¢thanoliques, mais d’autres molécules peuvent étre également impliquées. Pour visualiser
I’impact de ces naphtoquinones sur 1’activité, il serait intéressant d’ajouter de la lawsone et de
la 2-MNQ aux extraits ou au contraire de retirer ces composés par fractionnement pour vérifier

I’activité des extraits ainsi appauvris sur la germination des graines de cresson.

Tableau III-8 — Concentration de la lawsone et de la 2-MNQ dans les extraits éthanoliques des différentes
parties de ’IGR (injection de SuL a 5 mg/mL)

Concentration(mg/mL) Feuilles Tiges Racines Fleurs
Lawsone 0,0141 0,0093 0,0204 0,0033
2-MNQ 0,1826 0,0149 0,0131 0,1055

Afin de vérifier I'implication de ces deux naphtoquinones dans ’activité de I'IGR et de
mettre en évidence les composés responsables de ’activité antigerminative des extraits, un

microfractionnement couplé a la détection de 1’activité bioherbicide a été effectué.

3.2.4 Microfractionnement bio-guidé de I’extrait éthanolique de feuilles :

3.2.4.1 Activité antigerminative des microfractions :
Pour identifier la ou les molécules actives, un microfractionnement a été réalisé sur
I’extrait éthanolique de feuilles, a cause de son activité et de la forte biodisponibilité des feuilles

par rapport aux fleurs. Les fractions ont été collectées directement en plaque 96 puits apres

157



Chapitre IIT — Etude de ’activité phytotoxique de la balsamine de I’Himalaya

passage dans la colonne a un débit de 0,3 mL/min. Ces fractions ne faisant que quelques

centaines de microlitres, elles ont été qualifiées de microfractions dans la suite de ce chapitre.

Vingt uL d’extrait éthanolique de feuilles d’IGR a une concentration de 20 mg/mL ont
été injectés, ce qui correspond a une masse de 0,4 mg d’extrait injecté. Aprés séparation,
I’extrait a été collecté en 38 fractions dans un intervalle de temps de rétention entre 1 et 20
minutes, ce qui correspondait a la zone du chromatogramme ou des pics étaient visibles. En
considérant que chaque fraction aurait une masse collectée équivalente, cela correspondrait a
une masse moyenne de fraction collectée par puits de 0,010 mg et a une concentration de 0,18
mg/mL dans chaque puits. La lawsone a une activité¢ inhibant 50 % de la germination des
graines de cresson a partir de 0,5 mM, ce qui correspond a 0,087 mg/mL. La concentration
moyenne calculée de chaque microfraction est théoriquement suffisante pour détecter 1’activité

des composés actifs présents dans 1’extrait.

Le gradient choisi pour le microfractionnement de I’extrait était le méme que celui utilisé
pour 1’obtention des profils par HPLC-UV et la collecte des fractions a été réalisée toutes les
30 secondes (figure II1-23). Le test d’activité a été effectué directement apres la collecte sur 2
plaques différentes sur lesquelles 2 collectes ont été réalisées. 38 fractions sont collectées au
total par analyse chromatographique. Il y a donc 4 puits identiques pour chaque microfraction

et donc 4 graines sur lesquelles est évaluée 1’activité.

Absorbance 4 254 nm (mAU)
1500
1000
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Temps d’analyse (minutes)

Figure III-23 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de extrait éthanolique d’IGR a 20 mg/mL, par HPLC —
DAD (gradient 1). En vert la période sur laquelle les fractions ont été collectées. Les traits verticaux
indiquent les limites de collecte entre les fractions.

Le nombre de graines germées sur les 4 testées en présence de chaque microfraction est
présenté dans la figure 111I-24. Les fractions 16 et 17 (en orange sur les figures 111-24 et I11-
25) inhibent complétement la germination des graines de cresson alors que les fractions 14, 22,
27, 28, 30 et 37 (en bleu sur les figures I11-24 et I11-25) inhibent la germination de 3 graines
sur 4. Les autres fractions permettent a plus de la moitié des graines de cresson de germer et

n’ont pas été étudiées plus en détail pour la suite des analyses.
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Figure I1I-24 — Nombre de graines germées par microfraction d’un extrait éthanolique de feuilles d’IGR,
avec 4 graines par microfractions sauf pour la fraction 1+2 pour laquelle 6 graines ont été testées.

3.2.4.2 Identification des molécules présentes dans les fractions actives :

Pour identifier les molécules présentes dans ces fractions, les microfractions ont été
analysées individuellement en utilisant ’HPLC couplée a une détection UV ?° et les
chromatogrammes obtenus sont présentés dans la figure III-25. De plus, les fractions actives
(en orange et en bleu sur le chromatogramme) contiennent des composés visibles sur le

chromatogramme a 254 nm. Les spectres UV de ces pics ont ensuite été étudiés.

Absorbance 4 254 nm (mAU)
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Figure III-25 — Chromatogrammes UV (2 254 nm) des différentes microfractions obtenues aprés
fractionnement de I’extrait éthanolique d’/GR, par HPLC — DAD (gradient 1). En orange les fractions 16 et
17 et en bleu les fractions 14, 22, 27, 28, 30 et 37.

2 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 2.1
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La fraction 16 est enrichie en un compos¢ ayant un temps de rétention de 8,8 minutes et
des maximas d’absorbance dans I'UV a 255 et 355 nm, ce qui correspond a des valeurs
caractéristiques des flavonoides. La fraction 17 est enrichie en 2 composés de temps de
rétention 8,8 minutes et 9,1 minutes, les maximas d’absorbance étant équivalents a ceux obtenus

pour le composé de la fraction 16 (figure I11-26).

Absorbance a 254 nm (mAU)
300

250

200

Fraction 16
A
150
100
50
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0
0 5 10 15 20 25 30 35

Temps d’analyse (minutes)

Figure I1I-26 — Chromatogrammes UV (a 254 nm) des microfractions 16 et 17 par HPLC-DAD (gradient
1).
Une analyse par HPLC couplée a la spectrométrie de masse haute résolution *° en utilisant

le méme gradient d’¢lution a été réalisée, ce qui a permis d’obtenir une proposition de formule
brute de C1H20012 et un profil de fragmentation qui pourrait correspondre a un noyau de
quercétine portant un sucre de type hexose pour les 2 composés (figure I11-27) (Raudone et al.,
2015)). Les 2 composés qui ont ce squelette de quercétine glycosylé peuvent donc correspondre

a ’hyperoside (quercétine-3-O-galactoside) et a I’isoquercétine (quercétine-3-O-glucoside).

A B
OH
m/z 303 OH
HO HO
OH
(0]
oH o ,HO
OH OH
perte de 162 perte de 162
m/z 465 mz 465

Figure I11-27 — Profil de fragmentation de 1'hyperoside (A) et de l'isoquercétine (B) obtenu par HPLC-
HRMS en mode d’ionisation positif.

30 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 2.3
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Pour différencier ces 2 isomeres, les standards disponibles au laboratoire ont été analysés
en HPLC — UV afin de comparer leur temps de rétention a ceux obtenus pour les pics
majoritaires des fractions collectées. L hyperoside a un temps de rétention de 8,8 min et
I’isoquercétine de 9,1 min. L hyperoside est donc le composé présent dans la fraction 16 alors

que I’isoquercétine est présente dans la fraction 17.

La présence de ces 2 molécules dans les parties aériennes d’ IGR a déja ét¢ démontré
(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016) et I’isoquercétine est déja connue pour son activité
antigerminative sur les graines de laitue dont elle réduit la germination de 50 % a 0,3 mg/mL
(Razavi et al., 2009).

L’activité de ces 2 composés a donc été évaluée au laboratoire en utilisant le test en plaque
96 puits et I’hyperoside n’a pas montré d’activité antigerminative sur les graines de cresson : a
une concentration de 0,25 mg/mL le taux de germination était de 76 £ 6 % et a 0,05 mg/mL de
87 +2 %. L’1soquercétine n’a pas montré d’activité a 0,05 mg/mL avec un taux de germination
des graines de cresson de 87 + 12 %. Dans les deux fractions, la concentration de ces deux
composés a été déterminée par étalonnage externe et sont inférieures a 0,01 mg/mL, ce qui
indique qu’ils ne semblent pas étre responsables de I’activité observée dans les fractions
16 et 17 bien qu’étant les composés majoritaires observés en UV a 254 nm. D’autres analyses

sont nécessaires pour identifier le ou les composés responsables de 1’activité de ces fractions.

Les autres fractions 14, 22, 27, 28, 30 et 37 ont ensuite ¢été¢ analysées pour déterminer

leurs composés et identifier la ou les molécules porteuse(s) d’activité.

La fraction 14 a été¢ analysée en utilisant ’"HPLC couplée a une détection UV, ce qui a
permis de détecter un composé majoritaire a un temps de rétention de 7,4 minutes et qui avait
des maxima d’absorbance a 236, 300 et 340 nm. Pour les fractions de 10 a 14, un pic est
¢galement présent a 13,7 minutes (en orange sur la figure I11-28) qui correspond a la lawsone,
toutefois, ces fractions correspondent a des temps de collecte compris entre 5 et 7,30 minutes
d’analyse (figure II1-28). Il n’est donc pas logique d’y trouver un composé ayant un temps de

rétention plus élevé par rapport au moment de la collecte.
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Figure I1I-28 — Chromatogrammes UV (a 254 nm) des microfractions 10, 11,12,13 et 14, par HPLC-DAD
(gradient 1)

Les composés visibles sur les chromatogrammes ayant un temps de rétention entre 5 et 7
minutes pourraient étre des formes tautomeres de la lawsone. En effet, la lawsone peut étre
présente en solution sous plusieurs formes et le pH des phases mobiles utilisées n’a pas été
mesuré (figure II1-29). Ces formes tautomeres seraient donc moins retenues sur la colonne C18
utilisée, en ayant par exemple des groupements hydroxyles a la place des groupements cétones
présents en position 1 et 4 de la lawsone. Les variations de pH permettraient également de
reformer de la lawsone détectable a 13,7 minutes. Néanmoins, la lawsone est trés peu

concentrée dans la fraction 14 et ne peut étre responsable a elle seule de 1’activité observée.
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Figure II1-29 — Formes tautoméres de la lawsone (Lépez Lopez et al., 2014)

La fraction 22 est quant a elle constituée d’un pic majoritaire avec un temps de rétention
a 11,65 minutes et des maxima d’absorbance UV a 260 et 350 nm caractéristiques d’un
flavonoide (figure 111-30).
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Figure III-30 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de la microfraction 22 par HPLC-DAD (gradient 1) et
spectre UV du composé majoritaire.

Apres une analyse par HPLC-HRMS, la formule brute C21H20011 a pu étre proposée avec
une erreur de 6,8 ppm. Cette masse ainsi que le profil de fragmentation qui comporte une perte
de sucre de 162 u et un squelette aglycone de m/z 287,2553 (proposition de formule Ci5sH100¢
avec une erreur de 7,2 ppm) suggere la présence de kaempférol glycosylé (figure I11-31). Cette
suggestion a été confirmée suite a I’analyse d’une solution de kaempférol-3-O-glucoside qui a
permis de confirmer le temps de rétention et spectre UV obtenus pour la fraction 22. De plus,
ce compose correspond au pic majoritaire de I’extrait de feuilles d’IGR qui a déja été décrit par
Szewczyk (2018). Dans 1’é¢tude de Jun ef al. (2011), du kaempférol 3-O-D-glucoside isolé de
Solidago canadensis L. (solidage du Canada) a inhib¢ la croissance de la partie aérienne de
graines germées d’Echinochloa colonum L. a partir de 15 pg/mL, en revanche aucun effet n’a
été visualisé sur la croissance racinaire. Pour confirmer que ce composé est bien responsable
de ’activité visualisée, 1’évaluation de ’activité de I’étalon de référence ainsi la détermination

de sa concentration dans la fraction sont nécessaire.
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Figure III-31 — Profil de fragmentation du kaempférol-3-O-glucoside obtenu par HPLC — HRMS en mode
positif.

Les fractions 27 et 28 ont montré une activité sur la germination des graines de cresson.
Lors de I’analyse HPLC, les fractions 27 et 28 ont montré la présence de lawsone (figure I11-
32) au temps de rétention 13,8 minutes. La lawsone est également présente dans la fraction 26
de fagon plus intense, bien que cette fraction ait montré une activité antigerminative moindre
que celle des fractions 27 et 28. Les concentrations en lawsone dans les fractions lors de
I’évaluation de I’activité de ces derniéres ont été calculées et sont respectivement de 0,026;
0,0089 mg/mL pour les fractions 26 et 27. Pour la fraction 28, la concentration de lawsone est
inférieur a 0,0025 mg/mL. La concentration de lawsone dans ces fractions est inférieure a la
concentration minimale pour laquelle I’activité de la lawsone a été observée dans le chapitre 2
(0,087 mg/mL). La lawsone ne peut donc étre seule responsable de 1’activité observée pour ces

fractions.

Dans la fraction 27, un deuxieme composé (figure II1-32) est présent a un temps de
rétention de 14,3 minutes et présente des maxima d’absorbance similaires a ceux de la lawsone
et caractéristiques d’une naphtoquinone.

Dans la fraction 28, un troisiéme composé est présent en plus des 2 composés décrits
précédemment, a un temps de rétention de 14,6 minutes. Les maxima d’absorbance pour ce
compos¢ sont de 287 et 360 nm (figure II1-32). Ainsi les composés minoritaires de 1’extrait

présents dans les fractions 27 et 28 pourraient étre a 1’origine de ’activité observée.
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Figure ITI-32 — Chromatogrammes UV (a 254 nm) des microfractions 26, 27 et 28 par HPLC-DAD (gradient
1) et spectre UV des composés 1, 2 et 3.

La fraction 30 est enrichie en un composé qui a un temps de rétention de 15,5 minutes
dont les maxima d’absorbance en UV sont 247, 280 et 335 nm ce qui correspond a la 2-MNQ
(figure I1I-33). La concentration en 2-MNQ dans la fraction a été calculée et est de 0,053
mg/mL ce qui est inférieur a la concentration de 0,097 mg/mL pour laquelle I’inhibition de la
germination des graines de cresson était visible. La 2-MNQ peut donc participer a I’activité de
cette fraction mais n’est pas la seule molécule active.
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Figure III-33 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de la microfraction 30 par HPLC-DAD (gradient 1) et
spectre UV du composé majoritaire
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La fraction 37 est enrichie en un composé¢ qui a un temps de rétention de 19,1 minutes.
Ce composé a des maxima d’absorbance UV a 252,3 276 et 335 nm proches de ceux
caractéristiques des naphtoquinones (figure I11-34).
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Figure III-34 — Chromatogramme UV (2 254 nm) de la microfraction 37 avec le gradient 1 par HPLC-DAD
(gradient 1) et spectre UV du pic majoritaire

Apres une analyse par HPLC-HRMS, le rapport m/z du pic a 19,1 minutes est de 375,0839
avec un profil de fragmentation contenant les fragments 276,1578 et 175,0380 ce qui a permis
d’avoir une proposition de formule brute C>2H1406 (6,5 ppm d’erreur). Cette proposition de
formule brute pourrait correspondre a I’impatienol, une naphtoquinone déja décrite dans le
genre Impatiens ou a I’un de ses isomeres. De plus, lors de I’analyse en spectrométrie de masse,
des fragments ont pu étre observés, ils sont listés dans le tableau ITI-9. L ’impatienol pourrait
se fragmenter de fagon a produire les fragments observés selon le schéma de fragmentation
proposé dans la figure I1I-35, ce qui appuie de fagon favorable la proposition de ce composé
comme présent dans la fraction 37. Ce composé¢, dont I’activité antigerminative n’a pas été

décrite auparavant, pourrait participer a I’activité de la plante.
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Tableau ITI-9 — Ions fragments obtenus lors de la fragmentation du composé majoritaire de la microfraction

37
Ion fragments (m/z) | Formule brute | A ppm
155,0489 C11H;,0 1,4
175,0390 Ci0H703 0,1
183,0434 C12H/02 3,7
201,0556 C12Hy03 4,9
283,0736 C20H1102 6,2
311,0694 C21H1104 2,9
339,0635 CxH1104 4.9
357,0787 C2H 1305 8,4

m/2339 7 T G L7 on Y, m/z357
LS —

Figure III-35 — Schémas de fragmentation proposés de I'impatienol

3.2.5 Fractionnement par HPLC préparative :

Apres le microfractionnement, un fractionnement utilisant une HPLC préparative a été
réalisé pour 1’extrait éthanolique de feuilles d’IGR. L’HPLC préparative permet d’injecter une
quantité d’extrait plus importante et d’obtenir des fractions plus conséquentes. Cette approche
plus classique a été complémentaire au microfractionnement. Elle a permis de confirmer les
zones actives du chromatogramme détectées précédemment avec le microfractionnement,
d’obtenir de plus grandes quantités de fractions et de vérifier que des molécules un peu moins
actives ou présentes ont plus faible quantité n’avaient pas été manquées. De plus, grice a la
plus grande quantit¢ de composés obtenus dans les fractions, il était possible de faire des
analyses complémentaires pour identifier des composés, comme par exemple de la Résonance
Magnétique Nucléaire ou encore de refaire des tests d’activité plus poussés sur des molécules
pures ce qui était impossible avec les faibles quantités de composé obtenues par

microfractionnement.
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3.2.5.1 Transposition du gradient analytique :
Des transpositions entre colonnes analytique et préparative sont possibles afin de
reproduire la méme séparation a une échelle plus grande.
Au laboratoire CAMBAP, cette transposition a été développée entre une colonne
analytique kinetex C18 100 x 3,0 mm, 2,6 um et une colonne préparative Axia C18 100x 21,20

mm, Sum sur I’extrait éthanolique d’IGR.

HPLC analytique HPLC préparative
Temps d’analyse : 27 minutes Temps d’analyse : 6,5 minutes Temps d’analyse : 10 minutes
Nucleodur Sphinx C18 (150 x 3 mm, 3pum) Kinetex C18 100 x 3,0 mm, 2,6 pm  Kinetex C18 (100 x 21.20 mm, 5pm)
Débit : 0,3 mL/min Débit : 0,7 mL/min Débit : 15 mL/min
[ 1t [ T
Réduction du temps d’analyse en vue Transposition HPLC préparative
de la transposition en HPLC
préparative

Figure I11-36 — Etapes d’optimisation du gradient utilisé en HPLC analytique pour le fractionnement par
HPLC préparative

Il a donc tout d’abord fallu transposer la méthode développée précédemment sur une
colonne nucléodur C18 150 x 3,0 mm, 3,0 um 26 sur une colonne Kinetex C18 de dimensions
100 mm x 3 mm, 2,6 um ' pour ce faire ’outil HPLC Calculator v3.0 développé par le Dr
Davy Guillarme de I’Université de Geneve a été utilisé. A partir du gradient 1 sur 27 minutes,
un gradient sur 6,5 minutes a €té proposé et testé sur la séparation de I’extrait éthanolique de
feuilles d’IGR (figure III-37 — Gradient 2). Le gradient a été allongé d’une minute pour
permettre une meilleure séparation des pics visibles entre 3,5 et 4 minutes d’analyse en vue
d’une collecte toutes les 30 secondes sur ’'HPLC préparative (figure I1I-37 — Gradient 3). Le
gradient 3 a été conservé pour la séparation et la collecte en HPLC préparative en utilisant cette
fois-ci la colonne Axia Kinetex C18 de dimensions 100 x 21,20 mm, 5 um, la période
d’équilibrage d’une minute a été enlevée, la colonne étant préalablement équilibrée et les

analyses sur la colonne préparative n’étant pas faites en série.

31 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI — partie 2.2
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Figure III-37 — Chromatogramme (a 254 nm) de l'extrait éthanolique d’IGR analysé par HPLC-DAD, avec
le gradient 1 (colonne nucléodur C18 150 x 3,0 mm, 3,0 pm), le gradient 2 et le gradient 3 (colonne Kinetex
C18 de dimensions 100 x 21,20 mm, 5 um)
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3.2.5.2 Séparation et collecte par HPLC préparative :

L’échantillon a été solubilisé a 40 mg/mL (ImL injecté a un débit de 15 mL/min) dans
un mélange correspondant aux conditions initiales utilisées en début de gradient (Eau + 0,1%
acide formique / Acétonitrile (80/20 ; v/v)). La transposition n’a pas permis d’obtenir les mémes
pics qu’attendus aprés HPLC — analytique, une perte de résolution est visible des le début du
chromatogramme, mais les fractions collectées ont donné des résultats intéressants. Vingt
fractions de 30 secondes ont été collectées (figure II1-38), puis évaporées et enfin lyophilisées.
La masse seche collectée pour certaines fractions était nulle voire trés légerement négative
indiquant qu’une infime quantité avait été collectée, seules les masses et les pourcentages
représentatifs de chaque fraction ayant permis d’obtenir une masse positive ont été indiqués
dans le tableau III-10. Le total des pourcentages des fractions ne correspond pas a 100%, mais
plutot a 60%. Cela peut étre due a 1’étape de resolubilisation lors de laquelle 1’extrait a été filtré

et une partie a été retenue par le filtre.

169



Chapitre III — Etude de 1’activité phytotoxique de la balsamine de I’Himalaya

100.0 35000 ; o
7 3000.0 | I
g0.0 § !
2500.0 i -
o - -
i 2000.0 /
L 800 ™ T
iy 4 = |
= £ ISDD'D': I Ios] o+ W [ o =] = 9 3 = B g i 3 = =
o o 2 g | i | | J | | J | | J | |
=400 10008 O Gl o g y o o o o oo oo onmo o2
# - S-S S S T AN~ N~ R 1 A Y Y 1 I
500.0 E/’Ipcf = = = = = = = = = = = = = = = =
20.0 g ©§ & & = 8 § &8 4§ & 4 4§ &8 & 1§ &8 =B
po H & £ A . % B E .8 ® £ = 85 5 8 5 85 =
| ) m m M M| M M| m m M| M My M| m My M m m
LT T oo I /I T /| N I | R cH
L [T [T [ [ [ [ [T [T [ [ [ [ [T [ [T [T [T
0.0 -500.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 1.0 3.0 4.0 5.0 6.0 70 g0 2.0 10.0

Figure I1I-38 — Chromatogramme UV (4 254 nm) de I'extrait éthanolique d’IGR par HPLC préparative-

UV (gradient 4).

Tableau I11-10 — Rendement des fractions collectées aprés I'HPLC préparative (40 mg injectés).

fraction (%)

Fraction 3 4 5 10 11 13 15 18 19 | Total
Masse (mg) 1,9 | 2,1 2,1 14 1,9 2 3,3 0,8 1 24 .4
Pourcentagedela | o} 55| 53 | 35| 46 5 | 83 2 | 25| 609

L’activité antigerminative des fractions 2’ a été évaluée en utilisant le protocole développé

dans le chapitre 2 sur les graines de cresson, en utilisant 3 graines par fractions en duplicat (sur

2 plaques 96 puits) (figure I1I-39). Un total de 6 graines par fraction a donc été utilisé. Le

nombre de graines germées pour chaque fraction a été compté, les résultats sont résumés dans

le tableau ITI-11.

0

T o = m o

Figure I1I-39 — Test antigerminatif des 20 fractions de 1'extrait de feuilles d'IGR collectées aprés HPLC —
préparative. Lignes B-F : test des fractions (3 graines par fractions réalisé en duplicat). A : témoin négatif
solvant (éthanol), G : témoin positif (lawsone a 0,083 mg/mL), H : témoin de germination. Encadrés verts :
zones d’inhibition de la germination.
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Tableau III-11 — Nombre de graines germées pour chaque fraction collectée par HPLC préparative. Trois
graines par plaque, en duplicat.

Fraction |F1|F2|F3|F4|F5|F6|F7|F8|F9|F10|F11|F12|F13|F14|F15|F16|F17|F18|F19|F20
Plaque 1 {3 3 |3 |0 [2 |0 [0 [0 |3 |1 |3 |3 |2 |3 |2 |3 |2 |2 |3
Plaque2 {3 3 |3 |0 [3 |0 [0 [0 |3 |2 |2 |3 |3 |3 |2 |3 |2 |2 |3 |2
Total |6 [6 |6 |0 [5 |0 |0 [0 |6 |3 |5 |6 |5 |6 |4 [6 |4 [4 |6

Sur les 20 fractions testées, 4 inhibaient complétement la germination des graines de
cresson, les fractions 4, 6, 7 et 8. La fraction 10 inhibe 50 % de la germination des graines. Les
autres fractions permettaient a plus de la moitié, voir a la totalité des graines de germer et n’ont
donc pas ¢été analysées de facon approfondie.

Les fractions ont ensuite ét¢ analysées par HPLC — UV avec le gradient 1(figure 111-40). Les
fractions obtenues par HPLC préparative présentent plus de pics que celles obtenues par

microfractionnement, indiquant un isolement moins fin des pics chromatographiques pour la

plupart des fractions.

Absorbance a 254 nm (mAU)

2000
1 2
1800 Fraction 10
[
1600 ‘|
1400 H‘
1200 ‘ |
| Fraction 8
1000 — b'& ~
800
600
400
H_A)\k Fraction 7
200 Fraction 6
0 B Fraction 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Temps d’analyse (en minutes)

Figure I11-40 — Chromatogrammes UV (a 254 nm) des fractions obtenues avec I'HPLC préparative, (1)
lawsone, (2) 2-MNQ par HPLC - DAD (gradient 1)

Les fractions 7 et 8 sont enrichies en naphtoquinones, notamment en lawsone pour la

fraction 7 et en 2-MNQ pour la fraction 8 (pics n° 1 et 2).

Les fractions 6 et 4 contiennent également de la lawsone, mais en plus faible
concentration (inférieure a 0,0025 mg/mL), ainsi que d’autres composés dont les pics sont

visibles. L’activité observée est donc due a d’autres composés qui sont soit présents en faible
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concentration dans la fraction soit non visualisables avec un détecteur UV ou encore a la

synergie de plusieurs composés.

La fraction 10 quant a elle présente un profil avec un seul pic majoritaire ne
correspondant ni aux 2 naphtoquinones connues, ni aux flavonoides glycosylés mis en évidence
par le microfractionnement. Son profil chromatographique a montré un pic majoritaire en UV
a un temps de rétention de 16,5 minutes avec des maxima d’absorbance UV a 255, 273 et 330
nm, proches de ceux des 2 autres naphtoquinones (248, 278 et 330 nm). Cette fraction a été
analysée par HPLC couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution. L’ion pseudo-
moléculaire de ce composé en mode positif posséde un rapport masse sur charge de 375,0858.
Une formule brute correspondant a C2oH140 a pu étre proposée avec une erreur de 0,7 ppm par
rapport a la masse théorique. Ce composé pourrait €également correspondre a I’impatienol tout
comme le pic de la microfraction 37 vu précédemment. Le rapport m/z et les formules brutes
de ces 2 produits étant identiques, il pourrait s’agir de 2 isomeres de position, I’un ayant un
temps de rétention de 16,5 min (fraction 10 HPLC préparative) et ’autre un temps de rétention
de 19,1 min (microfraction 37). Des analyses par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) sont

nécessaires pour confirmer cette hypothése.

Le fractionnement par HPLC-préparative a donc été répété plusieurs fois pour isoler le
composé d’intérét en quantité suffisante pour I’analyse par RMN. La masse de matiére obtenue
¢tait cependant relativement faible. Pour 3 injections de 2 mL de 40 mg d’extrait chacune, 0,7
mg de produit ont pu étre obtenus. Une fois I’ensemble de la fraction 10 séché, celle-ci a été
resolubilisée dans du DMSO deutéré compatible avec ’analyse RMN. Divers solvants deutérés
ont ¢té testés au préalable mais n’ont pas permis de solubiliser correctement le composé
(chloroforme, acétone, méthanol, dichlorométhane, D>O, pyridine et acétonitrile). La faible

concentration de la fraction 10 n’a pas permis 1’obtention de résultats exploitables en RMN.

Les molécules présentes dans les microfractions et fractions actives de 1’extrait
éthanolique de feuilles d’IGR détectables en HPLC-UV et HPLC-HRMS ont été¢ mises en
évidence. Un total de 10 composés plus ou moins susceptibles d’étre responsables de 1’activité
phytotoxique ou été identifiés (figure III-41). Le composé 9 est trés peu visible sur le
chromatogramme de 1’extrait, mais la fraction 10 de I’'HPLC préparative est enrichi en ce
composé. L’activité de certains composés n’a pu étre détectée que suite a I’"HPLC préparative
(composé 9 — tableau III-12), ou suite au microfractionnement (composés 1, 2,3,4 et 10 —

tableau I11-12), les deux méthodes sont donc complémentaires.

Ces composés ont pu étre identifiées grace a leurs données spectrales et a des molécules
de référence (hypersoside, isoquercétine, kaempférol-3-O-glucoside, lawsone, 2-MNQ) et

d’autres sont encore en cours d’identification comme I’impatienol ou un de ces isomeres.
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Néanmoins, la majorité des molécules présentes dans I’IGR ayant une activité semblent étre
des naphtoquinones et des flavonoides, ces deux classes étant déja connues pour leurs propriétés
phytotoxiques, cependant pour certaines, leur activité antigerminative n’avait pas encore été

décrite dans un extrait d’ IGR.

HPLC - préparative
Absorbance a 254 nm

Microfractionnement
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300
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Figure I1I-41 — Chromatogramme UV (2 254 nm) de I’extrait d’IGR par HPLC-DAD avec en bleu les zones
actives détectées griace a I’HPLC préparative et en violet celles mises en évidence griace au
microfractionnement

Tableau I1I-12 — Composés identifiés dans les fractions actives de I’extrait éthanolique d’IGR par HPLC
Préparative (HP) ou griace au microfractionnement (MF), * identifié grice a un standard.

Ne . . Proposition
composé HP MF Tr (min) [M+H] Formule brute | A ppm Amax dlidentification
1 14 7,4 236,300,340 | 1automerede
lawsone?
2 7 8,78 465,1028 C21H20012 6,1 255,355 Hyperoside *
3 8 9,05 465,1612 C21H20012 5,6 255,355 Isoquercétine *
Kaempférol-3-
4 22 11,65 449,1050 C1H20011 6,4 260, 350 O-glucoside *
5 4/7 27/28 13,8 175,0379 Ci10HgO3 6,2 248,278,330 Lawsone *
nd
6 27 14,3 289,0687 Ci5sH130¢ 6,8 252,280, 330 (naphtoquinone)
7 7 28 14,6 351,2496 C,1H3404 9,6 287,370 nd
8 8 30 1546 | 189,0546 C11Hy0; 12 247,280,335 2-MNQ *
9 10 16,5 375,0861 CaH1406 0,7 255,273, 330 Impatienol ou
isomeére
10 37 19,15 | 375,0863 C2H 1405 6,5 252,276,330 Impatienol ou
isomeére
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4. Conclusions
Le potentiel phytotoxique des extraits de la balsamine de I’Himalaya a pu étre étudié et un

lien direct avec les molécules responsables de I’activité a pu étre établi pour la premiére fois.

La culture in vitro de la plante a permis d’évaluer le potentiel antigerminatif d’un extrait
¢thanolique de suspensions cellulaires, qui s’est avéré inactif bien que possédant des
flavonoides. Les suspensions cellulaires produisant trés peu de molécules d’intérét sans étapes
d’¢licitation, il serait intéressant de tester différents ¢€liciteurs et de voir I’impact des différentes

molécules produites sur I’activité antigerminative des suspensions.

Les extraits des organes de la plante, ont montrés quant a eux une activité antigerminative
intéressante notamment dans les extraits éthanoliques et a 1’acétate d’éthyle de fleurs et de
feuilles. Le microfractionnement couplé au test d’activité a été optimisé pour mesurer I’activité
des fractions, Cette méthode a permis de mettre en évidence 10 molécules majoritaires dans les
fractions actives dont certaines participent a 1’activité de 1’extrait éthanolique d’IGR. Ces
molécules sont majoritairement des naphtoquinones et des flavonoides. Cette identification a
¢été confirmée pour les naphtoquinones par une séparation et un fractionnement en utilisant une
HPLC préparative. Cette deuxiéme séparation chromatographique a plus grande échelle a
permis de mettre en évidence une molécule active supplémentaire, peu visible sur le

chromatogramme UV de ’extrait et qui semble elle aussi étre une naphtoquinone.

L’identification des molécules actives dans un extrait est un processus complexe, qui
comme décrit dans ce chapitre a nécessité 'utilisation de plusieurs techniques de séparation
chromatographique et de détection (UV et spectrométrie de masse). Néanmoins, il est possible
que toutes les molécules actives n’aient pas été identifiées lors de cette approche si ces
composés €taient présents en faible quantité dans 1’extrait ou si leur activité était faible. De
plus, il a été considéré que les pics actifs correspondaient aux pics majoritaires dans les fractions
ce qui peut s’avérer erroné pour les molécules comme 1’hyperoside, I’isoquercétine et la

lawsone qui semblent participer faiblement a I’activité de I’extrait d’IGR.

La méthodologie de criblage comprenant le test d’activité et le microfractionnement couplé
a la détection de I’activité est un bon outil pour réaliser des €tudes préliminaires sur les extraits
de plantes possédant une activité phytotoxique. Cette méthode a été mise en place a plus grande
échelle pour permettre le criblage d’autres plantes ayant un potentiel allélopathique et mettre

en évidence des molécules ayant une activité bioherbicide.
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ornementales vigoureuses

Chapitre IV - Recherche de composés a potentiel allélopathique dans des plantes

invasives, adventices et ornementales vigoureuses

1. Etude bibliographie des différentes plantes d’intérét :

La méthode en plaque 96 puits développée dans le chapitre 2 a pu étre utilisée pour étudier
I’activité phytotoxique des extraits des différents organes de la balsamine de I’Himalaya et
identifier les molécules responsables de cette activité dans le chapitre 3. Dans le but de
découvrir de nouvelles molécules ayant un potentiel phytotoxique, cette méthode a été utilisée
pour déterminer l’activité de plantes invasives, adventices ou ornementales vigoureuses
récoltées dans le Bas Rhin, au Sud de Strasbourg a Illkirch (figure IV-1 (1)) et Gerstheim
(figure IV-1 (2)). En effet, ces plantes ayant une capacité a se développer rapidement et au
détriment d’autres plantes, elles pourraient produire des composés phytotoxiques utilisables

comme composés bioherbicides.
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Figure I'V-1 — Localisation des lieux de récolte des plantes étudiées en France, dans le Bas Rhin au Sud de
Strasbourg.

La partie aérienne d’une vingtaine de plantes majoritairement des dicotylédones de
familles botaniques diverses ont été récoltées (tableau IV-1). L’activité de 7 d’entre elles a été
évaluée et les résultats obtenus sont présentés dans ce chapitre, I’analyse de ’activité des autres
plantes récoltées est en cours de traitement. Dans un premier temps, une bréve étude
bibliographique des plantes sélectionnées a été réalisée pour détailler les caractéristiques

botaniques, phytochimiques et les utilisations traditionnelles connues. Puis leur activité a été
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évaluée en utilisant la méthode en plaque 96 puits. L’identification botanique de chaque espece
a été confirmée par Gisele Haan-Archipoff, maitre de conférences en botanique et responsable
de I’herbier du jardin botanique de Strasbourg. Une planche d’herbier a été réalisée pour chaque
espece et conservée au laboratoire. De plus, comme chaque espéce a été collectée dans la nature,
les déclarations pour I’acceés aux ressources génétiques et le partage des avantages découlant de
leur utilisation ont été effectuées aupres du ministére de I’environnement afin d’étre conforme

a la réglementation en vigueur.

Tableau IV-1 — Liste des plantes récoltées et du lieu de la collecte

Nom scientifique Nom commun Lieu de récolte
Impatiens glandulifera L. Balsamine de 'Himalaya Gerstheim
Oxalis corniculata L. Oxalide corniculée Gerstheim
Escholtzia californica Cham. Pavot de Californie Gerstheim
Duchesnea indica (Andrews) Th.Wolf Fraisier des Indes Gerstheim
Clematis vitalba L. Herbe aux gueux Gerstheim
Borago officinalis L. Bourrache Gerstheim
Glechoma hederacea L. Lierre terrestre Gerstheim
Galium aparine L. Gaillet gratteron Gerstheim
Galium mollugo L. Gaillet commun Gerstheim
Hedera helix L. Lierre grimpant Gerstheim
Geranium robertianum L. Herbe a Robert Gerstheim
Potentilla reptens L. Potentille quintefeuille Gerstheim
Solanum tuberosum L. Pomme de terre Gerstheim
Pilosella aurantiaca (L.) F.W.Schultz & Eperviére orangée Gerstheim
Sch.Bip.
Portulaca oleraceae L. Pourpier commun Gerstheim
Thuja occidentalis L. Thuya Gerstheim
Geum urbanum L. Benoite commune Gerstheim
Chenopodium album L. Chénopode blanc Ilkirch
Gaillardia spp Foug. Gaillarde Ilkirch
Heliantus tuberosus L. Topinambour Gerstheim
Allium ursinum L. Ail des ours Ilkirch
Rhus Typhina L. Sumac de Virginie Tllkirch

1.1 Le fraisier des Indes :

La premiere plante étudiée est le fraisier des Indes également appelé Duchesnea indica
(Andrews) Foke ou encore Potentilla indica (Andrews) Th.Wolf. C’est une plante vert sombre
de la famille des Rosaceae qui pousse en colonies. Les feuilles sont bordées de grosses dents
irrégulieres et les fleurs sont jaunes et donnent un fruit rouge qui ressemble a une fraise (figure
IV-2) mais qui est insipide (Tela botanica). Cette plante est considérée comme invasive en
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Europe et notamment en Allemagne, en Suisse et en Autriche ou son développement s’est

accéléré ces vingt dernieres années (Littschwager et al., 2010).

-

Figure IV-2 — Plant de fraisier des Indes

La phytochimie de la plante a été décrite notamment par une étude de Zhu et al. (2015)
qui a mis en évidence la présence de composés phénoliques avec en majorité des tannins
hydrolysables, des acides ellagique, café¢ique, mais également des flavonoides avec la présence
de quercétine et de kaempférol glycosylés dans des extraits hydroalcooliques de plante enticre.

En ethnobotanique, la plante est connue pour avoir des effets sur la toux, la diarrhée, mais
¢galement sur la pharyngite (Khuda ef al., 2012).

Les propriétés allélopathiques de cette plante ont été étudiées grace a la méthode
sandwich, mais I’influence de 10 mg de poudre de plante n’a pas permis de visualiser une
inhibition de la croissance racinaire ou de I’hypocotyle de graines de Lactuca sativa L. (laitue)
(Ali et al., 2019). Dans I’étude de Khuda et al. (2012), la fraction a I’acétate d’éthyle d’un
extrait méthanolique de feuilles a montré une inhibition de la germination de Lemna minor L.
(petite lentille d’eau, flottant sur 1’eau) des I’incorporation de 5 pg de fraction dans le milieu de
culture. En revanche, I’extrait brut méthanolique a montré une plus faible inhibition de la
germination (10% a 5 pug jusqu’a 25 % a 500 pg).

L’activité antigerminative de cette plante semble donc étre dépendante de la méthode et

du type de graines cibles utilisées.

1.2 La benoite commune :

La deuxiéme plante étudiée est la benoite commune dont le nom scientifique est Geum
urbanum L. et qui est une plante de la famille des Rosaceae. Elle mesure entre 20 et 60 cm et
est velue. Ses fibres ont une odeur de clou de girofle, ses feuilles sont dentées et elle posséde
de petites fleurs jaunes a 5 pétales (figure IV-3) (Tela botanica). Elle a parfois ét¢ décrite

comme une plante adventice des jardins (Taylor, 1997)
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Figure IV-3 — Plant de benoite commune (Laurent Petit, Tela Botanica)

Du point de vue phytochimique, I’huile essentielle de racines de benoite contient des
phénylpropanoides (comme 1’eugénol), des monoterpenes et des sesquiterpénes. La plante
contient des tannins, des caroténoides, mais également de 1’acide caf€ique, de I’acide
chlorogénique ainsi que du vicianose qui est un diholoside composé de L-arabinose et de D-
glucose (Al-Snafi, 2019).

La benoite est utilisée traditionnellement comme sédatif, hémostatique et anti-
inflammatoire. L’extrait méthanol/eau (70/30, v/v) de feuilles et de racines de benoite a montré
une activité antioxydante comparable a celle du trolox (Owczarek et al., 2015). L’extrait
¢thanolique de benoite a également montré des résultats intéressants pour la prévention de la
maladie de Parkinson, en diminuant I’agrégation de protéines caractéristiques de cette maladie
(Lobbens et al., 2016).

La benoite est une plante dont le potentiel allélopathique a été peu testé mais qui est
utilisée pour évaluer ’impact de plantes invasives sur les plantes environnantes. Elle se
développe par exemple bien dans les sols naturels en compétition avec un hybride de renouée
du Japon (Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr.) (Parepa et Bossdorf, 2016) mais également
dans le substrat dans lequel s’était développée Alliaria petiolata L. (alliaire officinale) (Prati et
Bossdorf, 2004). Sa croissance a également été testée en présence de balsamine de I’Himalaya,
la benoite est I’une des plantes dont les racines sont les moins affectées par la présence de cette
plante. En revanche, mise au contact de poudre de feuilles d’IGR, la taille des racines de benoite
est réduite (Bieberich ef al., 2018).

1.3 Le pourpier commun :

Le pourpier commun ou pourpier maraicher, Portulaca oleraceae L., est une plante
annuelle de 10 a 30 cm de la famille des Portulacaceae. Ses feuilles sont opposées et épaisses
et ses fleurs sont de petites tailles et jaunes (figure IV-4). Cette plante, consommée en salade,
peut provoquer une baisse de rendement des cultures de céréales. Elle est donc a la fois une

plante adventice et alimentaire.
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Figure IV-4 — Plant de pourpier commun (Jean-Claude Echardour, Tela botanica)

La phytochimie du pourpier montre qu’il contient des flavonoides comme le kaempférol,
la lutéoline ou les portulacanones spécifiques du genre, des alcaloides comme 1’oleraceine et la
dopamine, des terpeénes (portulosaide, lupéol) et des acides gras comme I’acide palmitique,

stéarique ou oléique (Y. X. Zhou et al., 2015).

Cette plante est utilisée traditionnellement comme fébrifuge, antiseptique ou vermifuge
(Y. X. Zhou et al., 2015). Différents extraits de cette plante ont montré des activités différentes,
en effet un extrait méthanol/eau (70/30, v/v) a présenté une activité antibactérienne, un extrait
aqueux a montré une réduction de ’inflammation et la poudre de graine peut permettre de
réduire le poids corporel ainsi que I’hyper-insulinémie et pourrait étre utilisée dans le traitement
du diabéte (Y. X. Zhou et al., 2015).

L’¢tude du potentiel allélopathique de cette plante montre que des extraits aqueux de
feuilles et de racines inhibent la germination des graines de Cucurbita pepo L. lorsque leur
concentration augmente (Abd-Elgawad et al., 2015). Les extraits méthanoliques de plante
entiére a une concentration de 10 mg/mL inhibent de 40 % la germination de Trifolium repens
L. (trefle blanc) et de 10% la germination de Raphinus sativus L. ( radis cultivé) (Alarcon et al.,
2014).

L’impact de la culture des graines de pourpier sur les graines alentours a également été
¢tudié. La germination des graines de Phaseolus vulgaris L. (haricot vert) est inhibée de 10%,
la taille des radicules est diminuée de quatre fois lorsqu’elles sont au contact des graines de
pourpier. Mais la réciproque est également vraie, la croissance des graines de pourpier est
inhibée de 10 % par la présence de P. vulgaris (Rashidi et al., 2021).

1.4 La potentille quintefeuille :

La potentille également appelé Potentilla reptans L. ou Fragaria pentaphylla Crantz, fait
partie de la famille de Rosaceae avec 500 especes faisant partie du genre Potentilla. La

potentille (figure IV-5) est une petite plante vivace dont les feuilles sont pétiolées et digitées

(5 doigts) c’est pour cela qu’elle est souvent appelée quintefeuille. Les fleurs sont jaunes et

mesurent 1,5 a 3 cm de diamétre.
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Figure IV-5 — Plant de potentille (Mathieu Sinet Tela Botanica)

Dans une étude phytochimique de cette plante, Ahangar et al. (2021) ont montré que
I’extrait méthanol/eau (80/20 v/v) contenait des flavonoides, des tannins, des triterpénes, des
acides phénoliques et des saponines (Ahangar et al., 2021). Une autre espéce du genre
Potentilla contient quant a elle de I’'umbélliferone, et des flavones (acacétine et chrysine)
(Ahangar et al., 2021).

Les plantes du genre Potentilla ont beaucoup d’utilisations traditionnelles a travers le
monde. En Europe, elles sont utilisées pour réduire I’inflammation et la diarrhée et la potentille
quintefeuille est utilisée pour réduire les ulceéres buccaux. L’activité de différents extraits de
cette plante a ét¢ évaluée. Un extrait méthanol/eau de Potentilla reptans a montré des effets
antinociceptifs et anti-inflammatoires (Ahangar et al., 2021). Des extraits aqueux de rhizomes

et de parties aériennes ont montré une activité antibactérienne.

La seule étude sur le potentiel allélopathique de cette plante est celle de Luminita et al.
(2018) qui ont étudié I’influence d’extrait aqueux de feuilles de potentille sur le développement
de Agropyron repens L. ou chiendent qui est une Poaceae, adventice des cultures. L utilisation
d’extrait aqueux de potentille a différentes concentrations (entre 5 et 20 g/L) pour arroser les
plants de chiendent a provoqué une baisse de la teneur en chlorophylle ce qui induit une
diminution de la photosynthése et en eau a cause d’une augmentation de la respiration et de la
transpiration. Ces processus physiologiques sont souvent utilisés pour mesurer 1’activité

allélopathique des extraits lors d’études en champs ou en conditions contrdlées.

1.5 Le gaillet commun et gaillet gratteron :

Deux especes de gaillets ont ensuite été étudiées, le gaillet commun appelé également
caille -lait blanc et Gallium mollugo L. et le gaillet gratteron également appelé Gallium aparine
L. (figure IV-6). Ces deux gaillets font partie de la famille de Rubiaceae, et présentent des
caractéristiques morphologiques communes comme une tige carrée, des feuilles verticillées par
6 ou 8 et des petites fleurs blanches. Néanmoins des différences sont visibles, notamment au
niveau de I’aspect de la tige et des feuilles, en effet le gaillet gratteron présente des trichomes
le long de la tige et des feuilles qui lui donne son nom contrairement au gaillet commun qui a

une tige et des feuilles glabres.
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Figure IV-6 — Plant de gaillet commun (a gauche), (Julien Barataud, Tela botanica) et de gaillet gratteron
(a droite), (Paul Fabre, Tela botanica)

Les deux especes de gaillets contiennent des polyphénols (acide chlorogénique et
caféique par exemple), des phytostérols comme le campestérol ou le B-sitostérol (Mocan ef al.,
2016). La composition phytochimique est plus détaillée pour le gaillet gratteron, avec la
présence d’acides gras (acide palmitique, acide stéarique, acide linoléique, oléique) (Atmaca et
al., 2016).

Les gaillets sont traditionnellement utilisés pour la coagulation du lait, mais également en
tant que diurétiques et anti-diarrhéiques (Mocan et al., 2016). Concernant les activités
biologiques des deux especes, celles du gaillet gratteron sont mieux décrites dans la littérature,
avec une activité cytotoxique des extraits méthanoliques sur des cellules du cancer du sein
(Atmaca et al., 2016) et une activité antibactérienne des extraits au chloroforme (Tatyana
Vasilevna et al., 2016). De plus, les trichomes de ce gaillet sont étudiés pour déterminer leurs
propriétés physiques dans le but de les reproduire in vitro (Andrews et Badyal, 2014). Le gaillet
commun est quant a lui anti-oxydant et présente également une activité antibactérienne
(Tomovic et al., 2021)

Les propriétés allélopathiques du gaillet gratteron ont été évaluées sur des céréales. Un
extrait aqueux de gaillet gratteron a un effet stimulant sur la germination de différentes variétés
de graines de mais a faible concentration (deux fois plus de graines ont germé apres 72 h de
culture par rapport au controle), mais a plus forte concentration il a peu d’effet ou un 1éger effet
inhibiteur par rapport au taux de germination du controle. Ce méme extrait a un effet stimulateur
par rapport a la masse fraiche des plantules de mais peu importe la variété testée a plus faible
concentration (Pula ef al., 2016). Dans I’étude de Kwiecinska-Poppe et al. (2011), un extrait
aqueux diminue la capacité des graines de seigle et de triticale (un hybride de blé et de seigle)

a germer lorsque la concentration en extrait augmente.

Les propriétés du gaillet commun étant peu étudiées, il est intéressant de pouvoir

comparer son activité avec celle du gaillet gratteron.
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1.6 Le thuya :
Le thuya appel¢ également Thuja occidentalis L. fait partie des gymnospermes (plantes a

graines nues en opposition aux Angiospermes) et est de la famille des Cupressaceae. C’est un
arbre issu d’Amérique du Nord introduit en Europe pour étre ornemental, qui peut mesurer de
15 a 20 metres de haut et qui possede des feuilles a écailles (Belal Nasser, 2005). Dans le genre
Thuja, quatre especes sont décrites et plusieurs variétés de Thuja occidentalis sont connues
(Caruntu et al., 2020).

Cette plante contient des coumarines (umbelliferone, acide p-coumarique), des
flavonoides comme le kaempférol, la catéchine ou la quercétine, des acides tanniques et des
polysaccharides. De I’huile essentielle peut étre extraite de cette plante, elle contient
principalement des terpenes comme le bornéol, le limonene ou encore la thujone. Cette dernicre
peut étre toxique a haute dose mais a également une activité antibactérienne contre les bactéries
gram négatif. Les polysaccharides contenus dans cette plante ont également montrés une

activité anti-inflammatoire in vivo et anti-virale in vitro.

L’activité allélopathique de la plante a été¢ étudiée. L’impact des composés volatils
contenus dans les feuilles de thuya (7Thuja occidentalis) sur la germination des graines de
cresson a ¢té évaluée grace a la mise en contact de feuilles de thuya et de graines de cresson
selon la figure IV-7. Les morceaux de feuilles ont ét¢ déposés dans une petite boite de Petri,
posée dans une plus grande contenant un papier filtre imbibé d’eau et sur lequel ont été posées
des graines de cresson. La boite étant fermée hermétiquement grace a 1’utilisation de parafilm,
seul I’impact des composés volatils a été évalué sur la germination des graines de cresson. Plus
la quantité de feuilles était importante plus la germination était inhibée. Des analyses ont été
meneées sur les composés purs responsables de I’activité en utilisant la méthode en papier filtre,
et les composés ayant la plus faible ICso étaient le bornéol, I’isobornéol, le carvacol et le thymol.
L’acide abscissique a également eu une activité inhibitrice de la germination des graines de
cresson (Oster et al., 1990).

Fermeture hermétique

Graines de de la boite de Pétri
Cresson |

- 1 X1 X1IIXIIIXTII/ Morceaux de feuilles

Papier filtre
imbibé d’eau

Figure IV-7 — Schéma de la méthode utilisée par Oster et al. (1990) pour déterminer I’influence des
molécules volatiles contenues dans les morceaux de feuilles de thuya sur la germination des graines de

cresson.

Les études portant sur le potentiel allélopathique du thuya se sont surtout intéressées aux
huiles essentielles pouvant étre produites par ce genre. Tres peu d’études ont analysé 1’impact
de différents extraits sur la germination des graines. Une étude publiée dans un journal canadien
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(Keeling et al., 2018) a montré I’impact des extraits méthanoliques de différents coniféres dont
deux especes de thuya (Thuja plicata et Thuja occidentalis) sur la germination de graines
d’Arabidopsis thaliana L. (arabette des dames) et les deux espéces de thuya ont montré I’ECso
la plus faible. Cet impact, comme précédemment pour les huiles essentielles, peut étre attribué
a la présence de composés terpéniques présents dans les résines de Thuya, mais également a la
présence d’acide abscissique. En effet, sur un mutant d’Arabidopsis thaliana L. insensible a

I’acide abscissique, I’inhibition de la germination est plus faible (Keeling et al., 2018).

Les propriétés allélopathiques des différentes plantes que nous avons sélectionnées ont
¢té peu étudiées et si certaines comme le pourpier ou le fraisier ont montré une activité, les
molécules responsables de cette activité n’ont pas été identifiées. De plus, les études se sont
concentrées sur 1’activité de quelques extraits, d’huiles essentielles ou sur ’impact sur la
croissance lors d’interactions entre plantules. Grace a la méthode développée, le potentiel
phytotoxique de ces plantes a été évalué sur une graine cible, le cresson, de maniére standardisée
en utilisant des extraits de polarités variées. De plus, les molécules responsables de cette activité
pourront étre identifiées grace au couplage entre la séparation chromatographique et le test

d’activité bioherbicide.

2. Evaluation de P’activité des différentes plantes :

2.1 Extraction des parties aériennes des plantes récoltées :

Apres récolte, les plantes ont été placées a -80°C pour prévenir toute dégradation du
matériel végétal, elles ont été cryobroyées grossierement, lyophilisées et broyées au moulin a
café pour obtenir une poudre fine qui a servi de matrice pour I’extraction. Les 5 solvants utilisés
sont les mémes que pour les extraits d’IGR a I’exception de I’isopropanol qui avait donné des
résultats similaires a 1’éthanol en termes de rendement d’extraction et d’activité biologique pour
les extraits d’IGR.

Le méme protocole que pour les extraits d’IGR (Matériel et Méthodes) a été appliqué et
les rendements d’extraction ((masse finale d’extrait sec obtenue / masse de poudre seche
prélevée au départ) x 100) ont également été calculés pour chaque plante (tableau IV-2).
Globalement, plus le solvant est polaire, plus les rendements d’extraction sont élevés. Les

rendements maximaux sont obtenus en utilisant de ’eau.
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Tableau IV-2 — Rendements d’extraction (%, m/m) en fonction des solvants utilisés et de la plante extraite.

* seuls 2 cycles d’extraction ont été effectués

Solvants d'extraction

Plantes testées Heptane | Acétate d'éthyle | Ethanol | Ethanol/eau (60/40 ; v/v) Eau
Fraisier des Indes 1,64 13,43 5,50 31,20 31,17
Benoite commune* 2,56 3,72 5,42 31,09 31,58
Pourpier commun 0,32 3,33 4,99 23,77 29,38
Potentille quintefeuille 1,27 2,64 7,50 28,99 2543
Gaillet gratteron 4,30 6,02 13,84 37,26 43,18
Gaillet commun 5,09 4,45 11,27 31,92 37,40
Thuya sp. 5,21 6,29 6,11 17,00 17,54

2.2 Activité des différents extraits :

2.2.1 Impact sur la germination :

Comme pour les extraits d’organe d’IGR, I’activité des extraits des différentes plantes a
¢té¢ évaluée en utilisant le cresson comme plante modéle. Les extraits ont été testés a 2
concentrations : 20 mg/mL et 5 mg/mL ce qui correspond respectivement a une concentration
dans chaque puits de 6,67 mg/mL et 1,67 mg/mL. Pour mesurer 1’activité de chaque plante des
controles négatifs ont été réalisés, avec les solvants de resolubilisation des extraits qui sont les
mélanges isopropanol/eau (50/50 ; v/v), éthanol/eau (60/40 v/v) et un témoin de germination
sans solvant. Le témoin positif de ces tests est la lawsone utilisée a une concentration de 0,25

mg/mL.

Les résultats des extraits a 20 mg/mL sont présentés dans le tableau I'V-3. Les controles
négatifs avec de I’isopropanol/eau (50/50, v/v) et sans solvant permettent a plus de 80 % des
graines de germer. La lawsone a 0,25 mg/mL permet a seulement 10% des graines de cresson

de germer ou 30 % des graines dans le cas du test des extraits de fraisier.

La majorité des extraits a I’acétate d’¢éthyle des plantes testées ont montré une activité
antigerminative avec des taux de germination significativement plus faibles que ceux des
témoins négatifs. Pour les extraits a I’acétate d’éthyle de potentille quintefeuille et de fraisier
des Indes, le taux de germination est intermédiaire entre celui obtenu avec les controles positifs
et celui obtenu avec les négatifs, alors que pour la benoite commune, le pourpier commun et le
thuya le taux de germination est similaire a celui obtenu pour la lawsone. Tous les extraits de
thuya testés a 20 mg/mL ont montré un impact sur la germination des graines de cresson

identiques a celui de la lawsone.

A cette concentration, tous les extraits a 1’acétate d’éthyle et tous les extraits de thuya
sont actifs, pour distinguer les extraits les plus actifs, les résultats obtenus avec une

concentration en extraits de 5 mg/mL ont ét€¢ comparés (tableau 1V-4).
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Tableau IV-3 — Taux de germination moyens (erreur type de la moyenne) des graines de cresson mesurés
pour les extraits des 7 plantes obtenus par les différents solvants d’extraction, testés a 20 mg/mL. 12 graines
par plaque 96 puits, 3 plaques par condition (en vert foncé les extraits ayant une activité comparable a celle
de la lawsone a 0,25 mg/mL pour ce test et en vert clair les extraits ayant une activité intermédiaire, en blanc
les extraits ayant une activité différente de celle de la lawsone). Les lettres indiquent une différence

significative entre les taux de germination pour une plante donnée selon un test de Tukey au seuil a = 0,05.

Fraisier des Benoite Pourpier Potentille Gaillet Gaillet
. . Thuya sp.
Indes commune commun | quintefeuille | commun gratteron
Heptane 75,0 (8,3)* | 91,7(0,0)® | 66,7(8,3)* | 80,6 (2,8)® |22,2(12,1)% | 13,9 (7,3)" 11,1b(2,8)
AcOEt 58,3 (0,0 | 33,3(8,3)® | 13,9(2,8)® | 16,7(8,3)% | 83(4,8)¢ | 2,7(2.8)® |2,8(2.8)°
EtOH 55,6(12,1)® | 75,0 (0,0)® | 61,1 (7,3)* | 41,7(17,3) | 66,7 (4,8) | 11,1(2,8)° | 5,6 (5,5)°
EtOH/H,O | 75,0 (12,7)* | 86,1 (2,8)* | 75,0 (4,8)* | 52,8 (2,8)" | 55,6 (2,8)" | 83,3(9,6)* | 0,0 (0,0)®
H>O 66,7 (16,7)* | 91,7 (4,8)% | 88,9(2,8)* | 47,2(2,8)>¢ | 88,9 (2,8)* | 30,5(5,5) " | 0,0 (0,0)°
Lawsone | 27,8 (2,8)° | 11,1 (7,3)® | 5,6 (2,8)° 8,3 (4,8)° 11,1 (55¢] 11,1 (5,5 ° | 8,3(4,8)°"
Isggﬁ;’fg"l 75,0 (9,6)* | 94,4 (2,8)" | 86,1(5,5)% | 94,4 (55)° | 91,7(4,8)* | 91,7(4,8)° | 77,8(2,8)*
0
Témoin- | 91,7 (0,0 | 83,3(0,0)° | 944 (2,8)° | 944(55)° | 833 (9,67 | 833 (9,6)° | S0 (7:3)

Lors de I’évaluation de I’activité antigerminative des extraits 2 S mg/mL (tableau I'V-

4).), les contrdles négatifs, a savoir 1’éthanol et le t¢émoin de germination, ont permis d’obtenir
des taux de germination des graines de cresson supérieurs a 80 %. Le controle positif utilisant
la lawsone a 0,25 mg/mL a permis d’obtenir des taux de germination globalement inférieurs a
20 %.

Les taux de germination des graines de cresson en contact avec les différents extraits de
plantes ont été comparés a ceux obtenus en utilisant la lawsone. Sur les 35 extraits testés seuls
quatre ont montré une inhibition du taux de germination des graines de cresson similaires a
celui obtenu avec la lawsone : ’extrait a ’acétate d’éthyle de potentille quintefeuille, de gaillet
gratteron et de gaillet commun et I’extrait éthanolique de thuya. L’activité de 1’extrait
éthanolique de thuya pourrait étre expliquée par la présence de thujone, qui est extraite lorsque
la proportion d’éthanol augmente (Belal Nasser, 2005). L’activité de I’extrait a I’acétate
d’¢thyle de potentille et de gaillets pourrait étre due a des molécules de polarité intermédiaire.

Tous les autres extraits n’ont pas inhibé de facon significative la germination avec des
taux de germination proches de celui du controle négatif ou alors des taux moyens comme dans
le cas de I’extrait a I’acétate d’éthyle du pourpier qui intermédiaire entre celui du témoin négatif
et celui du témoin positif

Les extraits les plus actifs sont donc ceux a l’acétate d’éthyle de potentille, gaillet
commun et gratteron et I’extrait éthanolique de thuya.

Tableau IV-4 — Taux de germination moyens (erreur type de la moyenne) des graines de cresson mesurés
pour les extraits des 7 plantes obtenus par les différents solvants d’extraction, testés a 5 mg/mL. 12 graines

par plaque 96 puits, 3 plaques par condition (en vert les extraits ayant une activité comparable a celle de la
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lawsone a 0,25 mg/mL pour ce test, en blanc les extraits ayant une activité différente de celle de 1a lawsone).

Les lettres indiquent une différence significative entre les taux de germination pour une plante donnée selon

un test de Tukey au seuil a = 0,05.

Fraisier des | Benoite Pourpier P.otentillie Gaillet Gaillet Thuya sp.
Indes commune commun quintefeuille | commun gratteron
Heptane | 86,1(2,8)® | 91,7 (4,8)* | 69,4 (10,00® | 97,2(2,8)* |58,3(9,6)% | 63,8(7,3)% | 75,0 (4,8) %
AcOEt 97,2(2,8)% | 69,4(2,8)* | 57,3(12,4)° | 38,9 (13,9)° | 25,0 (8,3)% | 16,6 (0,0) ¢ | 86,1 (7,3)*
EtOH 97,2 (2,8)% | 88,9(2,8)% | 88,9(7,3)%® 86,1 (2,8)% |69,4(14,7)*| 55,6(7,3)° | 44,4 (7,3)"
ol s33@s | 86129 | 8060 | 9T@H* | 805(55)* 833 AP | 94455
H,O 88,9 (2,8)* | 91,7(8,3)* | 86,1(7,3)® | 91,7(4,8)* |72,2(10,0)*| 69,4 (2,8)® | 83,3 (4,8)*°
Lawsone | 27,8 (7,3) " | 5,6 (2,8)° 16,7 (4,8) © 16,7 (4,8)° | 11,1 (2,8)% | 11,1 (2,8)¢ | 16,7 (4,8) ¢
EtOH(T) | 97,2 (2,8)® | 94,4 (2,8) | 88,9(2,8)% 97,2(2,8)* | 97,2(2,8)* | 97,2(2,8)* | 94,4(5,5)?
Témoin- | 97,2 (2,8)* | 91,7(4,8)* | 91,7 (0,0)? 83,3(4,8)* | 91,7(4,8)* | 91,7(4,8)* | 91,7(4,8)*

2.2.2 Impact sur I’élongation racinaire :

L’impact des extraits sur 1’élongation racinaire a été également évalué. Les résultats des

extraits a une concentration de 20 mg/mL sont présentés dans la figure I'V-8. Pour les

contrbles négatifs, la taille de la radicule est comprise entre 0,5 et 0,7 cm et pour le controle

positif utilisant la lawsone, la taille moyenne des radicules est autour de 0,1 cm. Globalement

pour les différents extraits testés, ceux a I’heptane et a 1’eau sont les moins actifs sur

1’¢élongation racinaire, tout comme pour 1’activité antigerminative. Les extraits éthanoliques et

a I’acétate d’éthyle semblent étre les plus inhibiteurs de la croissance racinaire mais aussi de la

germination, les deux observations étant liées car une graine est considérée comme germée

lorsque la taille de la radicule est supérieure a 0,1 cm.
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Figure IV-8 - Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits des différentes plantes
testées a 20 mg/mL, de lawsone et de solvants de resolubilisation (i-PrOH/H:0 : 50/50 (v/v)). Témoin- :
contréle de germination. Les résultats sont exprimés comme la moyenne de la longueur des radicules des
graines de 3 plaques (12 graines par condition) + erreur type de la moyenne. * valeurs significativement
différentes du contréle EtOH(T) et identiques a celles de la lawsone selon un test de Tukey a =0,05, **.

Valeurs significativement différentes du controle EtOH(T) et de la lawsone selon un test de Tukey a =0,05.

Pour les tests d’activité en utilisant les extraits a 5 mg/mL, la longueur moyenne des
radicules des graines de cresson pour les contrdles négatifs est comprise entre 0,4 et 0,8 cm
(figure IV-9). Les contrdles positifs avec la lawsone, comme précédemment inhibent la

croissance racinaire avec une moyenne autour de 0,1 cm.

Les extraits de fraisier des Indes et de benoite commune inhibent pas de facon
significative la croissance des racines de cresson quel que soit le solvant utilisé pour
I’extraction. En effet, la longueur de la racine des graines de cresson est soit équivalente a celle
observée pour le controle, soit 1égerement inférieure sans atteindre la longueur des graines en
contact avec la lawsone. Pour la potentille quintefeuille et le thuya seul un extrait inhibe la
croissance des radicules de fagon comparable a la lawsone. Il s’agit de I’extrait a ’acétate
d’¢éthyle pour la potentille et de I’extrait éthanolique pour le thuya. Enfin, certaines plantes
présentent une activité pour plusieurs solvants d’extraction comme le pourpier et les gaillets.
L’extrait a ’heptane de pourpier a une activité intermédiaire et I’extrait a [’acétate d’éthyle a
une activité comparable a celle de la lawsone. Pour les gaillets, 4 et 3 extraits sur 5 présentent

une activité, les extraits de gaillet commun présentent tous une activité équivalente a la lawsone
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sauf I’extrait hydroalcoolique et les extraits actifs de gaillet gratteron sont les extraits a I’acétate

d’éthyle, a I’éthanol et aqueux.

Longueur de la racine (cm) ® Fraisier des Indes = Benoite commune Pourpier commun
Potentille quintefeuille  m Gaillet commun ® Gaillet gratteron
1 ® Thuya
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Figure IV-9 — Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits des différentes plantes
testés a 5 mg/mL, de lawsone et de solvants de resolubilisation (EtOH (T)). Témoin-: contréle de
germination. Les résultats sont exprimés comme la moyenne des longueurs des radicules des graines de 3
plaques (12 graines par conditions) + erreur type de la moyenne * valeurs significativement différentes du
controle EtOH(T) et identiques a celles de la lawsone selon un test de Tukey o =0,05, **. Valeurs

significativement différentes du controle EtOH(T) et de la lawsone selon un test de Tukey o =0,05

Les extraits éthanoliques de thuya, a I’acétate d’éthyle de potentille quintefeuille et ceux
des gaillets sont les plus intéressants du point de vue de I’inhibition de la germination et de
I’inhibition de la croissance racinaire des graines de cresson, ils ont donc été étudiés plus en

détail dans la suite du projet.

3. Etudes phytochimiques préliminaires des extraits actifs :
Les extraits les plus actifs de potentille et de thuya ont été analysés par HPLC couplée a
une détection UV, puis I’extrait de thuya a été fractionné dans le but de déterminer les molécules

actives.

3.1 Extrait a ’acétate d’éthyle de potentille :

L’extrait a I’acétate d’éthyle étant ’un des plus actif, il a été analysé par HPLC couplée a
une détection UV-Visible. Le gradient et la colonne utilisés pour 1’analyse étaient les mémes

que pour I’analyse des extraits d’IGR. De nombreux composés étaient présents dans cet extrait
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(figure IV-10) avec une absorbance inférieure a 40 mAU a 254 nm. Les pics visibles dans cet
extrait ont des temps de rétention compris entre 2 et 27 minutes (le pic a 30 minutes n’étant pas

da a I’injection de I’extrait) avec un pic plus intense a un temps de rétention de 24,9 minutes.

Cet extrait présentait un profil phytochimique riche avec des composés ayant des temps
de rétention couvrant I’ensemble du chromatogramme ce qui est peu informatif quant a la nature
de la/les molécules actives. Le fractionnement bioguidé a I’aide du couplage développé sera a

effectuer afin de recentrer les recherches vers la/les zones actives du chromatogramme

Absorbance 4 254 nm (mAU)
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Figure IV-10 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de ’extrait a ’acétate d’éthyle de potentille par HPLC-
DAD (gradient 1).

3.2 Extraits de thuya :

L’extrait éthanolique de thuya testé a 5 mg/mL a montré une inhibition de 55 % de la

germination des graines de cresson, celui-ci a été également analysé par HPLC couplée a une
détection UV-Visible. L’extrait hydroalcoolique, moins actif, a été¢ également analysé et les
profils phytochimiques ont été¢ comparés (figure I'V-11). Les deux extraits ont permis d’obtenir
des profils tres similaires a 254 nm avec globalement des pics présentant les mémes temps de
rétention et ne variant que par leur intensité. A partir de 14 minutes, les pics sont plus intenses
dans ’extrait éthanolique ce qui pourrait expliquer son activité supérieure a celle de 1’extrait

hydroalcoolique.
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Figure IV-11 — Chromatogramme UV (a 254 nm) de Dextrait éthanolique et éthanol/eau (60/40, v/v) du
thuya par HPLC-DAD (gradient 1).

Un fractionnement bioguidé préliminaire a été effectué sur 1’extrait éthanolique de thuya
en utilisant le couplage HPLC — activité biologique développé, des fractions ont été collectées
toutes les 30 secondes sur deux plaques différentes et I’activité antigerminative a ét¢ mesurée
sur 2 graines par fraction. Ce fractionnement préliminaire a permis d’identifier une fraction
active qui a été ré-analysée en HPLC — UV (figure IV-12). Cette fraction est enrichie en un
compos¢ ayant un temps de rétention de 18,0 minutes (1), mais contient ¢galement des
composés avec des temps de rétention de 18,2 minutes (2), 18,3 minutes (3) et 19,4 minutes
(4). Des analyses complémentaires sont nécessaires pour identifier la ou les molécules
responsables de 1’activité dans cet extrait.
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Figure IV-12 — Chromatogramme UV (2 254 nm) de la fraction active du thuya par HPLC-DAD (gradient
1).
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4. Conclusions :

Le criblage de 7 plantes extraites avec 5 solvants de polarités différentes (35 extraits) a
été réalisé grace a la nouvelle méthode en plaque 96 puits. Ceci a permis de mettre en évidence
le potentiel antigerminatif de 4 plantes (la potentille, les gaillets commun et gratteron et le
thuya). Parmi les extraits de ces plantes, les extraits a I’acétate d’éthyle et a 1’éthanol sont les

plus actifs.

La méthode développée précédemment en plaque 96 puits permet de discriminer les
extraits actifs d’autres moins actifs et ainsi d’orienter les analyses vers ceux qui présentent le

plus grand intérét pour la recherche de composés bioherbicides.

Les analyses HPLC préliminaires de ces extraits d’intérét montrent des profils riches qui
nécessitent de poursuivre les investigations pour mettre en évidence le ou les composés
responsables de 1’activité observée. Le couplage utilisé pour I’'IGR sera donc utilisé pour la
suite du projet.

Le test de I’activité des autres plantes récoltées est en cours et permettra certainement de
mettre en évidence d’autres extraits actifs. L activité bioherbicide des plantes choisies renforce
I’hypothese selon laquelle les plantes invasives, adventices ou ornementales sont une bonne

source de nouveaux candidats bioherbicides.
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Chapitre V - Conclusions générales et perspectives

Dans le contexte de croissance de la population mondiale et de la demande agronomique,
I’utilisation des herbicides s’est accrue au XIX®™ siécle. Aprés des années d’utilisation de ces
produits phytosanitaires, des études ont mis en évidence leur toxicité tant sur I’Homme,
I’environnement ou les especes non ciblées comme les poissons ou les pollinisateurs et certains
composés ont été retirés du marché. La demande en ressource alimentaire ne cessant
d’augmenter, il est nécessaire de trouver des alternatives a ces produits toxiques qui soient plus
respectueuses de 1’environnement tout en permettant de conserver des rendements agricoles
suffisants. Des initiatives gouvernementales ont été mise en place, avec notamment le plan
EcoPhyto II+ en France pour favoriser le développement de produits de biocontrdle.

Néanmoins, le nombre d’herbicides naturels d’origine végétale sur le marché reste faible.

Cette theése avait comme objectif principal d’utiliser les ressources végétales pour
identifier de nouvelles molécules phytotoxiques. Pour ce faire, le premier objectif a été de
développer une nouvelle méthode de test en plaque 96 puits pour évaluer I’activité bioherbicide
d’extraits ou de molécules pures. Le développement en plaque 96 puits a permis d’envisager
un couplage HPLC — tests biologiques, dans le but d’accélérer I’identification des composés
actifs. Le deuxiéme objectif a été d’étudier le potentiel phytotoxique des différents organes et
cultures de cellules indifférenciées d’une plante invasive de la région Grand Est : la balsamine
de I’Himalaya, plante modé¢le de ce projet. Enfin, le dernier objectif a été¢ d’utiliser la méthode
nouvellement développée pour évaluer le potentiel phytotoxique de diverses plantes invasives,
ornementales ou adventices de la région et d’identifier les molécules responsables de cette

activité.

Dans un premier temps, la méthode en plaque 96 puits a été développée en utilisant le
cresson comme plante cible et les résultats obtenus ont été¢ comparés a ceux obtenus avec la
méthode en boite de Petri avec papier filtre utilisée comme référence. Plusieurs parametres ont
été optimisés avec notamment le contenant, le support mais également 1’évaporation du solvant
qui a été une étape limitante pendant plusieurs semaines. En effet avant d’utiliser 1’évaporateur
Speedvac la méthode n’a pas permis pas d’obtenir des résultats similaires a la méthode de
référence en boite de Petri. Lorsque les parameétres ont été optimisés, la méthode a été validée
avec une molécule pure, la lawsone et en utilisant le modele linéaire généralisé pour le
traitement statistique des données. Cette validation a fait I’objet d’une publication dans le
Journal of Agricultural and Food Chemistry (Flieller et al., 2022). L utilisation de la lawsone a
permis de vérifier que le test en plaque 96 puits était adapté a 1’évaluation de 1’activité

antigerminative d’une molécule pure. L’activité d’un extrait éthanolique de balsamine de
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I’Himalaya a également été évaluée en utilisant la méthode en plaque 96 puits et en boite de
Petri pour vérifier la possibilité d’évaluer ’activité des mélanges complexes. Les résultats
obtenus ont été similaires entre les deux méthodes. Ce test a ensuite été encore optimisé en
diminuant le nombre de graines cibles nécessaires. La méthode en plaque 96 puits permet de
réduire la masse d’extrait nécessaire par deux. En effet, pour une concentration en extrait de 5
mg/mL, seulement 3,6 mg et 36 graines sont nécessaires pour le test en plaque 96 puits
contre 7,5 mg et 60 graines pour la méthode en boite de Petri. Cette réduction de la masse
d’extrait nécessaire et du nombre de graines permet un gain de temps de manipulation non

négligeable lorsque I’activité¢ d’un grand nombre de plantes est évaluée.

Apres validation et comparaison avec une méthode classique en boite de Petri, le test en
plaque 96 puits a été appliqué a 3 autres molécules : 2 herbicides : le glyphosate et 1’acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique et une autre naphtoquinone la 2-méthoxy-1,4-naphthoquinone. Les
profils d’inhibition de la germination du cresson ont ¢été similaires entre les deux
naphtoquinones testées alors que le glyphosate n’a pas eu d’activité. En effet, le glyphosate est
un herbicide de post émergence qui agit sur les parties foliaires de la plante, il n’était pas
aberrant qu’il n’ait pas d’impact sur la germination des graines de cresson. Le test développé
est donc adapté a la mesure de 1’activité de diverses molécules et permet également de
discriminer celles n’ayant pas d’impact sur la germination des graines. D’autres especes de
plantes cibles ont ensuite été utilisées pour diversifier les cibles. Les plantes utilisées ont été a
la fois une monocotylédone (le blé) et deux dicotylédones (le radis et la laitue) car certains
herbicides sont sélectifs des monocotylédones par exemple. Ces plantes cibles ont montré des
profils de sensibilités aux composés antigerminatifs différents avec une inhibition de la

germination accrue pour les graines de laitue et de cresson.

La méthode développée permet en peu de temps d’évaluer 1’activité de molécules en
solution mais pas des composés volatils. De plus, les graines sont au contact d’une solution
aqueuse contenant du Tween 20, mais il pourrait €tre intéressant de réaliser une solution
aqueuse contenant du DMSO pour augmenter la resolubilisation de certains composés présents
dans les extraits les plus apolaires. Avec la méthode développée, 1’activité des extraits a
I’heptane et a 1’acétate d’éthyle est peut-étre sous-estimée. En utilisant cette méthode, le taux
de germination des graines mais également des longueurs des radicules a été mesurée. L’étude
de la longueur des hypocotyles pourrait étre effectuée. Les plantules pourraient ¢galement tre
collectées et séchées pour mesurer leur poids frais et sec qui est un paramétre évalué dans les
¢tudes sur le potentiel allélopathique. En revanche, pour étudier plus en détails le
développement des plantules, le contenant plaque 96 puits, est peu adapté car elles disposent de
peu d’espace pour se développer. Ce test convient pour I’étude des premiers stades de
développement des graines/plantules. La viabilité des graines peut également étre évaluée avant

le test pour réduire la proportion de graines non germées pour cause d’anomalie intrinseque
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avec des méthodes non destructives ou en évaluant le nombre de graines viables dans chaque

lot en utilisant le test de viabilité au tétrazolium (Franga-Neto et Krzyzanowski, 2019).

L’application du test a d’autres graines cibles de familles botaniques différentes ou a des
plantes adventices résistantes aux herbicides commerciaux est envisageable. L’ utilisation des
graines de plantes résistantes permettrait de tester les molécules/extraits directement sur celles-
ci et ainsi d’essayer de contourner ces phénomenes de résistance. Néanmoins la culture de ces
plantes en laboratoire peut s’avérer complexe car elles ne sont pas standardisées comme les
graines commercialisées, ou ne sont pas disponibles a I’achat mais proviennent directement de

plants sauvages ou de collections.

La méthode permettant de déterminer les extraits les plus actifs, la deuxieme étape du
développement de la méthodologie a ét¢ de mettre en place, pour la premiére fois, un couplage
séparation HPLC - test antigerminatif, de facon a réaliser un fractionnement bioguidé. Ce
couplage permet de caractériser rapidement les molécules actives en utilisant peu de maticre
premicre. Les parametres de collecte, d’évaporation ont été optimisés et la méthode a été utilisée
pour évaluer le potentiel allélopathique de la balsamine de I’Himalaya. Un fractionnement
préliminaire réalisé toutes les 30 secondes a permis de mettre en évidence quatre zones
d’activité. Le couplage a été optimisé en utilisant un détecteur UV — Visible. Il pourrait étre
intéressant d’utiliser d’autres types de détecteurs permettant de réaliser un fractionnement
différent sur la base du chromatogramme obtenu. De plus, dans un premier temps, un extrait
¢thanolique a été utilisé mais des extraits de polarité différentes pourraient étre fractionnés en
utilisant d’autres phases mobiles et stationnaire et en adaptant le temps d’évaporation du solvant
dans I’évaporateur Speedvac. Le fractionnement bioguidé présente des avantages tant au niveau
du gain de temps que de la mise en place mais également des inconvénients. En effet en
fractionnant 1’extrait il est possible de séparer des molécules qui agiraient en synergie et dont
I’activité ne serait plus détectée aprés fractionnement. De plus, les faibles quantités d’extrait
utilisées pour le microfractionnement ne permettent pas forcément de mettre en évidence
I’activité de toutes les molécules de 1’extrait, seules les molécules les plus actives ou les plus
concentrées sont identifiées. De plus, ’HPLC préparative est a utiliser en parallele du
microfractionnement pour permettre I’identification de molécules présentes en trop faibles
quantité dans les microfractions et tester ces molécules de fagon plus approfondie, sur d’autres
graines cibles ou pour les caractériser en masse ou en RMN

Le deuxiéme objectif a été¢ d’étudier 1’activité de la balsamine de ’Himalaya car méme
si son potentiel phytotoxique a déja été décrit, le lien direct entre les molécules et ’activité
phytotoxique de la plante n’a pas ét¢ démontré. En revanche, la présence de naphtoquinones
(particulierement la lawsone et la 2-MNQ) dans la plante étant déja décrite ces molécules sont

souvent considérées comme responsables de I’activité observée sans étape de fractionnement
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bioguidé. Pour étudier le potentiel phytotoxique de cette plante, 6 extraits de polarités
différentes des organes de la plante (feuilles, tiges, racines et fleurs) ont été réalisés et leur
potentiel bioherbicide a été¢ évalué en utilisant la méthode en plaque 96 puits. Les résultats
obtenus pour les extraits de balsamine sont présentés dans le tableau bilan (tableau V-1). Parmi
les 4 organes de la plante et les 35 extraits testés, seuls 11 extraits ont présenté un intérét : les
extraits de fleurs quel que soit le solvant et les extraits a 1’acétate d’éthyle et a 1’éthanol des
racines et des feuilles (indiqués en vert foncé dans le tableau). Les molécules a potentiel
phytotoxique semblent étre contenues dans les organes de la plante qui vont tomber au sol, ou
dans les racines qui pourraient les libérer directement dans le sol. La plante a également été
cultivée pour la premicre fois in vitro avec succes pour obtenir des plantules, des cals et des
suspensions cellulaires. L’activité de 1’extrait éthanolique de suspensions cellulaires a pu étre
testée mais I’extrait n’a présenté aucun impact sur la germination des graines de cresson. Le
profil phytochimique a pu été effectué, montrant un extrait relativement pauvre en composés
chimiques. La culture in vitro de la plante permet d’approfondir I’étude de ces mécanismes de
développement et de colonisation du territoire mais ¢galement de réaliser des co-cultures avec
d’autres plantes pour étudier leurs interactions en conditions contrdlées. L’obtention de plants
d’IGR in vitro peut aussi étre utilisée pour tester de nouvelles stratégies de controle biologique
avec des tests de bioherbicides par exemple. Les suspensions peuvent quant a elles étre utilisées
pour produire des molécules d’intérét en plus grande quantité grace a des manipulations

d’élicitation qui non pas pu étre initiées dans ce projet par manque de temps.

L’extrait de feuille de balsamine a été analysé par le couplage HPLC analytique — test
biologique. Parmi les 37 fractions collectées seulement 8 ont présenté une activité
antigerminative sur les graines de cresson. Parmi certaines fractions actives, des composés ont
pu étre identifiés par une analyse des spectres d’absorbances des spectres de masse et
I’utilisation de molécules standard comme la lawsone ou la 2-MNQ. L’hyperoside,
I’isoquercétine et la lawsone ont été identifiés dans les fractions les plus actives mais sont
présentes a des concentrations pour lesquelles leur activité n’a pas été démontrée. Si ces
molécules participent a I’activité¢ c’est donc plutét en synergie avec d’autres molécules de
I’extrait. Le couplage permet d’obtenir une premicre appréciation des molécules actives mais
certaines molécules minoritaires pourraient également étre actives sans étre détectées par
I’analyse chromatographique réalisée dans ce projet. Six naphtoquinones ont été caractérisées
dans les fractions actives, comme la 2-MNQ et la lawsone, mais d’autres sont minoritaires dans
I’extrait et leur identité est inconnue pour I’instant. L’identification des molécules actives dans
un extrait végétal est un travail complexe car certaines molécules, comme la lawsone ou
I’hyperoside, ne sont pas les molécules actives principales de I’extrait malgré leur présence non
négligeable. De plus, certaines naphtoquinones actives sont minoritaires dans 1’extrait ce qui

complique leur identification. Il est probable que d’autres molécules participent a 1’activité mais
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ne soient pas en concentration suffisante pour étre détectées lors du microfractionnement. Des

analyses plus approfondies sont nécessaires pour identifier avec certitude les molécules actives.

De plus, seul I’extrait de feuilles d’IGR a été fractionné mais 1’étude des extraits
éthanoliques de fleurs, encore plus actifs, est en cours pour identifier les molécules responsables
de D’activité dans un autre organe de la plante et comparer les zones actives lors du
microfractionnement. Le test d’activité effectué¢ sur les microfractions de 1’extrait de feuille
feuilles sera étendu en utilisant 12 graines par fractions au lieu de 4 pour s’assurer de I’activité
des fractions, car comme discuté dans le chapitre 2 lors du développement de la méthode, au

moins 10 graines sont nécessaires pour obtenir un taux de germination fiable.

Le dernier objectif de ce projet était d’évaluer le potentiel antigerminatif de plantes
invasives, adventices ou ornementales vigoureuses. Durant cette thése, une vingtaine de plantes
ont été récoltées et 7 ont été testées a ce jour en plus des différents organes de I’IGR. Pour
chaque plante 5 extraits ont été réalisés avec des solvants de polarité différentes et I’activité de
chaque extrait a été évaluée a deux concentrations sur 36 graines de cresson. Au total, pour ce

criblage la germination d’un peu plus de 4 000 graines a été étudiée.

Parmi les 35 extraits testés, 3 extraits ont montré une activité intéressante (similaire a une
solution de lawsone a 0,083 mg/mL) : les extraits de potentille quintefeuille, de gaillet commun
et de gaillet gratteron a 1’acétate d’éthyle. Deux extraits ont présenté une activité intermédiaire
avec une concentration en extrait de 5 mg/mL : D’extrait a I’acétate d’éthyle de pourpier
commun et a I’éthanol de thuya (tableau V-1). Certaines plantes en revanche n’ont pas montré
d’activité quel que soit le solvant utilisé comme la benoite commune ou ont montré une activité

trés faible comme le fraisier des Indes.

Tableau V-1 — Activité des différents extraits de plantes testés sur les graines de cresson (en vert foncé
les extraits présentant une activité similaire a la lawsone lors de ’utilisation d’un extrait 2 5 mg/mL, en vert
intermédiaire, les extraits présentant une activité intermédiaire lors de I’utilisation d’un extrait a3 5 mg/mL
et en vert clair, les extraits présentant une activité similaire a ’activité de la lawsone lors de I’utilisation
d’un extrait a 20 mg/mL. Les cases grisées correspondent a des extraits non traités.
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Les extraits actifs de potentille et de thuya ont été¢ analysés en HPLC mais les molécules
actives n’ont pas encore ¢été identifiées. Un couplage séparation HPLC — test biologique doit
étre effectué pour mettre en évidence les molécules actives de ces 2 plantes, ainsi que celles
contenues dans les 2 especes de gaillets. En parall¢le, le potentiel phytotoxique des 10 plantes

récoltées restantes doit étre évalué au laboratoire.

L’utilisation du test en plaque 96 puits a permis de déterminer rapidement les extraits les
plus actifs de différentes plantes, sur la germination et la croissance des radicules. Les extraits
d’intérét pourraient étre testés sur la germination d’autres graines cibles et le couplage HPLC —
test biologique va étre mise en pratique pour le fractionnement de plusieurs extraits de polarité
différentes. En effet, pour les plantes testées, les extraits les plus actifs sont les extraits a

I’acétate d’éthyle et a I’éthanol. A ce jour, seul un extrait a I’éthanol a été fractionné.

Grace a la méthode en plaque 96 puits, il est possible de tester I’activité de plusieurs
plantes de maniére standardisée et rapide, I’activité phytotoxique d’autres plantes pourrait
¢galement étre testée a 1’avenir. Néanmoins, apres identification des composés actifs des tests
complémentaires sont nécessaires, comme des tests de cytotoxicité, de toxicité pour les
pollinisateurs mais également 1’étude de la dégradation des composés dans le sol. De plus, les
mécanismes d’action de ces composés peuvent étre évalués avec des études physiologiques.
Enfin I’étude de I’activité des composés purs, de mélanges de composés voire de mélanges de
fractions enrichies ou d’extraits pourrait étre évaluée pour permettre de contourner les
phénomeénes de résistance avec des approches multicibles, et une étape de formulation sera

envisagée pour la commercialisation des candidats bioherbicides.

Pour conclure, ce projet a permis d’ouvrir le champ des possibles dans la découverte de
molécules a potentiel herbicide grace a une méthode innovante, rapide et validée qui permet
d’évaluer le potentiel antigerminatif d’une multitude de plantes et d’identifier les molécules
actives. Ce projet de theése par son aspect pluridisciplinaire a été trés enrichissant d’un point de
vue personnel mais également professionnel avec une partie validation de méthodes et
statistiques mais également une partie chimie analytique et identification de métabolites actifs

ainsi qu’un aspect culture in vitro de la plante modéle de 1’étude.
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Chapitre VI - Matériel et méthodes

1. Tests antigerminatifs et criblage :

1.1 Provenance des solvants, étalons, réactifs et références des appareils :

Tableau VI-1 — Provenance des étalons, solvants, réactifs et appareils utilisés pour la mise au point du test
en plaque 96 puits

Produit Fournisseur
2-MNQ Sigma-Aldrich(Saint-Quentin-Fallavier,
France)
2-propanol Carlo Erba (Val-de-Reuil, France)
2,4-D Duchefa Biochemie(Haarlem, Pays Bas)
Acétate d’éthyle Fisher (Ilikirch Graffenstaden, France)
Acide formique Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France)
Ethanol Fisher (Ilikirch Graffenstaden, France)
F:talons, solvants et Glyphosate Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
S France)
réactifs
Heptane Fisher (Ilikirch Graffenstaden, France)
Hyperoside Merck, Darmastadt, Allemagne
Isoquercétine Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France)
Kaempférol-3-O-glucoside Extrasynthése (Genay, France)
Lawsone Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France)
Tween 20 Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France)
Appareils utilisés Boite de Petri (50 mm de diamétre) VWR (Rosny Sous-Bois, France)
Centrifugeuse Beckman CS-15R
Lyophilisateur LabConco Freezone
Papier filtre 47 mm Whatman™ VWR (Rosny Sous Bois, France)
Pl 96 puit couvercle Thermo Fisher Scientific (Illkirch
aque 75 putls avee couv Graffenstaden, France)
Evaporateur I'Oté.ltlf., pompe a vide, bain Biichi — R-114, V-100, B-480, 1-100
marie, interface
Speedvac Thermo Scientific, Savant SPD121P
Systéme eau Ultra Pure Merck Millipore (Molsheim, France).
Appareil photo Lumix DHC GH3
Macroscope Leica

1.2 Tests antigerminatifs — Mise au point de la méthode :

1.2.1 Graines utilisées :

Les graines de cresson alénois (L.sativum L.), de laitue (L. sativa L.) , de radis (R.sativus
L.), de bl¢ (T. aestivum L.), de pourpier maraicher (P. oleracea L.), d’avoine (4. sativa L.), de
pissenlit (Taraxacum Weber ex F.H.Wigg.), de millet (P. miliaceum L), de ray grass (L. perenne

L.) ont été achetées dans une jardinerie.
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1.2.2 Tests préliminaires :

1.2.2.1 Test agar :

L’agar a été dilué dans de I’eau distillée a raison d’une concentration de 1% (m/v), puis
mis a chauffer jusqu’a ébullition. Il a été laissé a refroidir & une température permettant le
pipetage tout en étant encore liquide. 100 uL ont été placés dans chaque puits, puis 1’agar s’est
solidifi¢ et une graine de cresson a été déposé par puits. Les graines ont été mises a germer dans
une enceinte de culture a 25°C avec une photopériode 16 h de jour et 8 h de nuit. Au bout de
48 h la germination des graines a ¢€té ¢évalué en mesurant la taille des radicules a I’ceil nu, en

dessous de 1 mm la graine n’était pas considérée comme germée.

Pour tester I’impact du solvant, des solutions ont été testées : isopropanol/eau (50/50,
v/v), éthanol/eau (60/40, v/v) et eau. 10 pL de chaque solution a été déposée dans un puits et
90 uL d’agar a 0,05% a été ajouté. Les graines ont ¢té placées dans une enceinte de culture a
25°C avec une photopériode 16 h de jour et 8 h de nuit. La germination des graines a été évaluée

des 17 h d’incubation jusqu’a 94 h a I’ceil nu sans sortir les graines des puits.

1.2.2.2 Evaluation du potentiel antigerminatif de molécules témoins :

En plaque 96 puits, 20 uL de solution de lawsone a 1,25 mg/mL (7 mmol/L) et de
2,4-D a 5 mg/mL (22 mmol/L) ont été déposés dans chaque puits, puis les plaques ont été
laissées sous la hotte pendant 1h. Lors de I'utilisation de papier filtre, du papier Whatman a été
découpé grace a une perforatrice, un papier filtre a été placé dans chaque puits, puis 10 puL de
solution de lawsone (2 2,5 mg/mL, 14 mmol/L) et de 2,4-D (a2 10 mg/mL, 44 mmol/L) ont été
déposé sur chaque puits. Une fois les solvants évaporés 30 uL. d’une solution eau + Tween 20
(0,05%) ont été ajoutés. Les graines ont été laissées a germer pendant 48 h dans ’enceinte de

culture et la germination des graines a été évaluée a ’ceil nu.

1.2.2.3 Volume de resolubilisation :

Pour le test en boite de Petri, la concentration de la solution mére de lawsone est de 1
mg/mL (5,7 mmol/L) et de 2,4-D de 6 mg/mL (27 mmol/L) et pour le test en plaque 96 puits,
elle est de 1,25 mg/mL (7 mmol/L) pour la lawsone et de 7,5 mg/mL (33,9 mmol/L). Le
protocole suivi est décrit dans la figure VI-1, les quantités disponibles par graine dans les boites

et dans les plaques sont égales.
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Boite de Pétri Plaque 96 puits
1 mg/mL 6 mg/mL 1,25 mg/mL 7 mﬁgme
Dépots standards
500 ulL { Evaporation sous hotte { 20 L }
3 25 nug 150 pg
0,5 mg © 3mg
7 \ / AN
1,5mL 30 uL / )\ 210 pL 30uL / \‘\ 210 uL
Ajout de 20 graines Eau = Tween20 / \ Ajout d’1 graine / \

¥ R v b

el @ Obwl  [Ee Em

ﬁ Solution mére de lawsone D Solution meére de 2,4-D Quantite¢ déposée dans le contenant
I:, I:I Quantité / graine

Figure VI-1 — Protocole des tests antigerminatifs permettant de faire varier le volume de resolubilisation en
conservant la méme masse de standards.

1.2.2.4 Techniques d’évaporation :

Pour tester les techniques d’évaporation, les solutions de lawsone et de 2,4-D ont été
préparés a 1,25 et 7 mg/mL permettant d’avoir une quantité dans les puits de 25 pg pour la
lawsone et de 150 pg pour le 2,4-D en déposant 20 uL dans chaque puits. Les plaques ont été
mises au Speedvac, un évaporateur sous vide, pendant 30 minutes a 35 °C. Puis 60 pL de
solution eau + Tween 20 (0,05%) ont été ajoutés. Les graines ont ensuite €t€ mises a germer

dans I’enceinte de culture a 25°C pendant 48 h.

1.2.2.5 Mesure de la germination des graines de cresson :

Avec la méthode en plaque 96 puits, la mise en place d’un systéme de prise de vue a 1’aide
d’un stéréo-macroscope et d’un appareil photo. Cela permet de bien visualiser la taille des
graines peu germeées sans sortir les graines de la plaque dans un premier temps, et d’obtenir un
taux de germination des graines de cresson. Dans les rares cas pour lesquels la germination
d’une graine n’était pas visible, il était également possible de la sortir du puits et de reprendre

une photo sous un meilleur angle.

Le logiciel Image] est utilisé pour mesurer la taille des radicules des graines peu germées.
Tout d’abord 1’échelle des photographies est précisée grace a la photographie d’une feuille de
papier millimétré (figure VI-2) au méme grossissement que les photographies des graines
(Fonction Calibration > Set Calibration). Les photographies sont ensuite visualisées les unes

apres les autres. Si les graines sont germées et sous forme plantules, la longueur de la radicule
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n’est pas mesurée a cette étape utilisant le macroscope, en revanche si la graine est peu germée
la radicule est mesurée (Fonction freehand lines pour indiquer la radicule et Analyse > Measure
pour donner une valeur a la ligne tracée) (figure VI-2). Lors de I’évaluation de I’impact des

¢chantillons sur 1’élongation racinaire, toutes les radicules sont mesurées.

Détermination de 1’échelle Mesure de la tailles des radicules

Figure VI-2 — Mesure de la taille des radicules des graines de cresson dans les plaques 96 puits

1.3 Tests antigerminatifs — application de la méthode :

1.3.1 Utilisation de différentes graines cibles et molécules testées :

Les conditions de germination de différentes graines cibles ont été testées en suivant les
modalités présentées dans le tableau VI-1. Les graines ont été déposées sur un papier filtre
imbibé avec 2 mL d’eau distillée, ou directement dans les puits d’une plaque 96 puits contenant

60 pL d’eau. Le taux de germination a été évalué toutes les 24 h.

Tableau VI-2 — Conditions de germination des différentes graines cibles.

Plante Contenant Nombre de graine Conditions de culture
Pourpier Boite de Petri 5 cm, | 20 graines Photopériode 16/8, 25°C
papier filtre 2 boites par conditions Obscurité, 25°C
Pissenlit Boite de Petri 5 cm, | 20 graines Photopériode 16/8, 25°C
papier filtre 3 boites par conditions Obscurité, 25°C
Laitue Plaque 96 puits 32 graines Photopériode 16/8, 25°C
2 plaques par conditions Obscurité, 25°C
Radis Plaque 96 puits 96 graines Photopériode 16/8, 25°C
1 plaque par conditions Obscurité, 25°C
Millet commun Boite de Petri 5 cm, | 20 graines Photopériode 16/8, 25°C
papier filtre 2 boites par conditions Obscurité, 25°C
Ray grass Boite de Petri 5 cm, | 20 graines Photopériode 16/8, 25°C
papier filtre 2 boites par conditions Obscurité, 25°C
BI¢ tendre Boite de Petri 5 cm, | 20 graines Photopériode 16/8, 25°C
papier filtre 3 boites par conditions Obscurité, 25°C
Avoine noire Boite de Petri 5 cm, | 20 graines Photopériode 16/8, 25°C
papier filtre 3 boites par conditions Obscurité, 25°C

Les différentes molécules testées : le glyphosate, 2,4-D et 2-MNQ ont été préparées a 3

mmol/L dans un solvant approprié¢ qui était I’eau pour le glyphosate et 1’éthanol pour le 2,4-D
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et la 2-MNQ. Leur activité a été testée avec la méthode en plaque 96 puits développée

précédemment.

1.3.2 Evaluation de P’activité phytotoxique de la balsamine et d’autres plantes

invasives, adventices ou ornementales

1.3.2.1 Matériel végétal et extraction :

Les plants de balsamine de 1I’Himalaya (Impatiens glandulifera Royle) ont été récoltés
dans le haut Rhin prés de Mulhouse et les parties aériennes des autres plantes testées ont été
récoltées dans le bas Rhin en France. Pour chaque plante récoltée, un spécimen d’herbier a été
conservé et la plante a été identifiée par une botaniste du Jardin botanique de I'université de
Strasbourg). Apres la récolte, les plantes ont été conservées a -80°C pour éviter toute
dégradation. Les plantes congelées ont ensuite été cryobroyées en utilisant de 1’azote liquide,
puis lyophilisées et broyées au moulin a café pour obtenir une poudre fine conservée au

congélateur avant utilisation.

La poudre de plante séche a ensuite été extraite avec des solvants de polarités différentes :
I’heptane, D’acétate d’éthyle, 1’éthanol, un mélange éthanol/eau (60/40, v/v), I’eau et
I’isopropanol pour les différents organes de la balsamine de I’Himalaya et I’heptane, 1’acétate
d’éthyle, I’éthanol, un mélange éthanol/ eau (60/40, v/v), I’eau pour les autres plantes testées.
La procédure d’extraction utilisée pour toutes les plantes est la méme et est décrite dans la

figure VI-3. Les suspensions cellulaires ont subi 3 cycles d’extraction avec de I’éthanol.

Récupération l-lva]\mr:m on
a sce
du surnageant
_—
30 ml. de solvant .

Agitation Centrifugation

_

10 min, 5000 rpm

3 g de poudre 30 min, 630 rpm
de plante

Ajout de solvant frais (3 cycles d’extraction)

Figure VI-3 — Protocole d’extraction utilisé pour I’extraction des échantillons de plantes

1.3.2.2 Evaluation de I’activité des extraits de plantes :
Les extraits secs sont préparés pour leur utilisation dans les tests de mesure de I’activité
bioherbicide de la fagon suivante (figure VI-4). Des contrdles négatifs sont réalisés d’une part
pour évaluer I’impact du solvant (isopropanol/eau (50/50 v/v) ou éthanol) et d’autre part pour

évaluer la germination des graines dans une solution eau + Tween 20 (contrdle de germination).
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De plus un contréle positif avec de la une solution de lawsone a 0,25 mg/mL (0,47 mmol/L) est

réalisé.

Resolubilisation en fonction de la masse d’extrait
(80 mg/mL, 40 mg/mL ou 20 mg/mlL) ¢ d

H Ac Contrdles négatifs :
0o Ac I Tsopropanol/eau

1
= = Fxtraits & 20 me/ml. Isopropanol/eau 50/50 (v/v)
30730 (viv) & Contrdle de germination
Pl - ~ e
L Contrdle posititf :

E E EMH Lawsone a 0,083 mg/mL

E/H . py
= Ethanol /eau
60/40 (v/v) Dilution

Aq
= Fan = “a Contréles négatifs
Extraitsa Smg/ml. Ethanol
Contrdle de germination

Controle positif :
Lawsone a 0,083 mg/mL

Figure VI-4 — Protocole de préparation des extraits avant d’effectuer les tests d’activité. Extraits a I’heptane
(H), a Pacétate d’éthyle (Ac), a I’isopropanol/eau : 50/50 (v/v) (I), éthanolique (E), a I’éthanol/eau 60/40 (v/v)
(E/H), aqueux (Aq).

Le test d’activité bioherbicide en plaque 96 puits est réalisé de la méme maniére pour tous

les extraits et suivant le protocole présenté dans le chapitre 2 du manuscrit avec le protocole ci-

dessous, figure VI-5 :

Enceinte de culture

Dépot extrait Evaporation Speedvac Deépot 60 pLL 48 h, 25°C,
Eau + Tween20 photopériode 18/6
» > >
35 min 35°C < e
Plaque 96 puits 20 pL d’extrait : e ora :
(exemple pour un puit) Ajout d’une graine Observation de la
Lepidum sativum L. germination des graines

et mesure de la longueur
des radicules

Figure VI-5 — Protocole du test optimisé et validé utilisé pour I’étude du potentiel phytotoxique des extraits
de plantes.

2. Analyse phytochimique des extraits et couplage :
2.1 HPLC analytique :

Pour les analyses chromatographiques, une chaine d’HPLC Dionex (Ultimate 3000,

Thermo scientific) équipée d’une pompe, d’un injecteur automatique avec passeur
d’échantillons permettant de réaliser la collecte des fractions et d’un détecteur a barrette de
diodes équipé d’une lampe UV a été utilisée. Le logiciel utilisé pour I’acquisition et le
traitement des données obtenues est Chroméléon (version 6,80 SR15). Les solvants utilisés
comme phase mobile sont : A : eau + 0,1% acide formique (v/v) et B : acétonitrile. La colonne

utilisée est une colonne Nucleodur Sphinx C18 (150 x 3 mm, 3pum). Le débit de phase mobile
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est de 0,3 mL/min et le gradient utilis€¢ pour I’analyse des extraits en HPLC est décrit dans le
tableau VI-2.

Tableau VI-3 — Gradient utilisé pour D’analyse des extraits et des molécules pures utilisant
I’HPLCanalytique
Gradient 1
Temps d’analyse Pourcentage de
(minutes) solvant B
0-5 20
5-20 20 -100
20-25 100
25-27 100 -20
27 -37 20

Les extraits sont injectés soit a 5 mg/mL avec un volume d’injection de 5 pL pour
I’obtention des profils chromatographiques (a 254, 270,320 et 360 nm), soit & 20 mg/mL avec
un volume de 20 pL lors du microfractionnement pour la collecte en plaque 96 puits. La collecte
a été réalisée toutes les 30 secondes, de 0 a 20 minutes d’analyse. Pour réaliser les profils
chromatographiques des microfractions, 2 collectes identiques ont été regroupées afin d’obtenir
un volume suffisant dans les vials et les fractions obtenues ont été analysées en injectant 20 pL

en utilisant le gradient 1.

Concernant les molécules de référence analysées avec le gradient 1, les solutions
d’hyperoside et d’isoquercétine a 0,2 mg/mL ont été préparé en diluant une solution a I mg/mL
dans de I’¢thanol, 5 puL ont été injectés en mode full loop La solution de kampférol 3 glucoside
a été préparée en solubilisant de la poudre présente dans un pot du standard (mais en trop petite
quantité pour €tre pesée), la concentration est donc inconnue, 5 pL. ont été injectés en mode full
loop.

Les solutions d’2-MNQ et de lawsone ont été injectée a 5 pL pour une concentration de
0,2 mg/mL La gamme étalon de lawsone et de 2-MNQ est préparée de facon a contenir les 2
molécules en mélange, 6 points de gamme sont définis : 0,0025 ; 0,05 ; 0,02 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,25

mg/mL en diluant une solution initiale a 1 mg/mL dans de I’éthanol.

2.2 HPLC préparative :

La méthode analytique développée sur la colonne Nucleodur Sphinx C18 (150 x 3 mm,

3um) a di étre adaptée sur la colonne Kinetex C18 de dimensions 100 mm x 3 mm, 2,6 um
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préalable a la transposition en HPLC préparative. Deux gradients de phases mobiles différents

ont ¢ét¢ développés et sont présentés dans le tableau VI-3, toujours en utilisant la chaine

d’HPLC Dionex avec les mémes solvants A et B et le méme débit de phase mobile.

Tableau VI-4 — Gradients utilisés pour la transposition entre HPLC analytique et HPLC préparative.

HPLC analytique HPLC préparative
Gradient 2 Gradient 3 Gradient 4
Temps d’analyse Pourcentage :Femp S Pourcentage de :l"emps Pourcentage
. d’analyse d’analyse de solvant B
(minutes) de solvant B . solvant B .
(minutes) (minutes
0-7 20 -100 0-3 20-50 0-6 20 - 100
7-8 100 3-4 50 6-10 100
8-8.5 100 - 20 4-6 50-100
8,5-9,5 20 6-7 100
7-7,5 100-20
7,5 -8,5 20

Le fractionnement des extraits a ensuite été réalisé grace a une chaine d’HPLC préparative
Gilson, comprenant une pompe Gilson 322, une boucle d’injection de 2 mL montée sur une
vanne d’injection manuelle, un détecteur UV/Vis 151 Gilson réglé a 254 nm et un collecteur
automatique de fractions FC 204 Gilson. La colonne utilisée est une colonne Axia Kinetex C18

de dimensions 100 x 21,20 mm, 5 um. Le gradient utilis¢ est le gradient 4 (tableau VI-3).

L’extrait éthanolique d’IGR a été solubilisé a 40 mg/mL dans un mélange correspondant
aux conditions initiales utilisées en début de gradient (Eau + 0,1% acide formique / Acétonitrile
(80/20 ; v/v)), puis filtré a I’aide d’un filtre seringue en PET de 0,45 um. Le volume d’injection
est de 1 mL avec un débit de phase mobile de 15 mL/min (gradient 4). Les fractions ont été
collectées toutes les 30 secondes, ce qui permet d’obtenir 20 fractions de 7,5 mL. Le solvant
est évaporé a 1’aide d’un turbovac et d’un flux d’azote. Les fractions séches sont pesées et
resolubilisées dans 200 pL d’éthanol. 20 pL de fraction est placé dans 3 puits distincts pour
¢valuer la germination des graines de cresson en contact avec les composés obtenus. La
manipulation est réalisée en duplicat. Des témoins négatifs ont été également déposés sur la
plaque a savoir 12 graines en contact avec de 1’éthanol et 12 sans ajout de solvant. Le témoin
positif était une solution de lawsone a 0,083 g/mL. Au bout de 48 h, la germination des graines
a ¢te évaluée le nombre de graines germées a été dénombré sur les 2 plaques pour une fraction

donnée.

L’analyse par HPLC analytique de ces fractions a été effectuée en utilisant le gradient 1

et les conditions détaillées dans la partie 2.1 de ce chapitre et dans le tableauVI-2.
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2.3 Spectrométrie de masse :

Pour les analyses en spectrométrie de masse, un systeme UPLC Aquity (Waters) couplé
a un spectromeétre de masse microTOF QII (Bruker) a été utilisé. Les paramétres d’analyse
chromatographiques sont les mémes que pour I’HPLC analytique. La source utilisée est une
source a électrospray (ESI) et I’analyseur est un quadrupdle couplé a un temps de vol. Le
logiciel utilisé pour 1’acquisition des données est le logiciel HyStar (version 3.2). Le logiciel
utilisé pour le traitement des données de masse est DataAnalysis (version 4.0.234.0). Les
parametres utilisés pour les analyses en spectrométrie de masse sont décrits dans le tableau VI-

4.

Tableau VI-5 — Paramétres utilisés pour les analyses en spectrométrie de masse

Mode d’ionisation Positif
Plage de m/z balayée 50— 1500

Fréquence d’acquisition 2 spectres par seconde

Voltage du capillaire 4500 V

Gaz de désolvatation et de nébulisation N2

Débit de gaz de désolvatation 8,5L/h

Pression du gaz de nébulisation 34,6 psi

Température de la source 200 °C

Energie de collision 10,0 eV

Pour les analyses en MS/MS, le mode AutoMSMS a été utilisé avec un mode de
fragmentation de type DDA. 2 précurseurs par cycle ont été sélectionnés avec un seuil

d’intensité minimal absolu de 2 000.

3. Analyses statistiques :

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel R (R-4.0.3), avec un seuil
de significativit¢ a = 0,05. La répétabilité et la fidélité intermédiaire ont été calculées en
utilisant des écart types dans les jours et entre les jours obtenus par 1’analyse de la variance.
Pour comparer les résultats obtenus entre différentes méthodes et concentrations, le test post
hoc de comparaison multiple a été effectué en utilisant le modele linéaire généralisé (fonction

glm()) pour les données binomiales et le test de Tukey (multcomp R package).

213



Chapitre VI — Matériel et méthodes

Les taux de germination ont été exprimés en moyenne, les écart types et les erreurs types
de la moyenne (en anglais Standard Error to the Mean : SEM) ont été calculés en utilisant
Microsoft Excel. Les erreurs type de la moyenne sont calculées comme suit :

s
erreur type de la moyenne = —

Vn
avec s : I’écart type et n le nombre de réplicats (dans le cas des tests réalisés en 3 plaques).
Pour les comparaisons des taux de germination entre les extraits et les longueurs
racinaires, le test post hoc de comparaison multiple a été effectué en utilisant le modéele linéaire

généralis¢ (fonction glm()) pour les données binomiales et le test de Tukey (multcomp R

package).

4. Culture in vitro :

4.1 Provenance des solvants, étalons, réactifs et références des appareils :

Tableau VI-6 — Provenance des constituants des milieux de culture et des appareils utilisés pour la culture

in vitro
Produit Fournisseur
ANA Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas
BAP Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas
KIN Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas
Composants des IBA Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas
milieux de
Sucrose Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas
culture

MS + vitamines Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas

PPM Plant Cell Technology, Washington DC, Etats Unis

Tween 20 Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France)
Boite Magenta (75 x 75 x 102 mm) Dutscher, Bernolsheim, France
Boite de Petri Dutscher, Bernolsheim, France
Chambre de culture (MLR 352) Panasonic
) Hotte a flux laminaire horizontal Thermo Fisher Scientific (Illkirch Graffenstaden,
Appareils et
. . HERAguard Eco France)
matériel utilisés
Agitateur rotatif, MIR- S100 Panasonic

TurboVap ® LV

Biotage (Uppsala, Suede)

Evaporateur sous flux d’azote
(Stuart, SBHCONC/1)

Dutscher, Bernolsheim, France
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4.2 Germination des graines d’Impatiens glandulifera :

4.2.1 Milieux utilisés :

Pour la germination des graines d’IGR, le milieu solide utilisé est composé de milieu MS
+ vitamines (Murashige and Skoog 1962) a 4,4 g/L et de sucrose a 3% (m/v). Le pH a été ajusté
a 5,7 avec une solution de NaOH a IN. De I’agar a 0,8% (m/v) a été ajouté au milieu avant
I’autoclavage (20 minutes a 120°C). Apres 1’autoclave, les milieux ont été mis a refroidir puis
100 mL de milieu encore liquide ont été prélevés et déposés dans des boites Magenta stériles
de dimensions sous hotte. Pour permettre aux milieux de se solidifier, les boites de Petri ont été
laissées ouvertes sous hotte pendant quelques heures, avant d’étre emballées dans du papier

aluminium et d’étre stockées a 4°C.

4.2.2 Protocole de stérilisation :

Pour la stérilisation des graines d’IGR, différentes solutions ont été préparées. De 1’eau
de Javel commerciale (9,8% de chlore actif) a été diluée au 1/10 avec de 1’eau permettant
d’obtenir une solution contenant 0,98% de chlore actif ou au ' permettant d’obtenir une
solution contenant 2,5% de chlore actif. Du Tween 20 a ensuite été ajouté a ces solutions pour

obtenir une concentration finale de 0,1% v/v.

4.2.3 Protocole de stérilisation 1 :

Le premier essai concernant la stérilisation des graines d’IGR (12 graines) a été fait en

suivant le protocole ci-dessous (figure VI-6).

Ringage eau EtOH 60% NaOC1 0,98% chlore actif
du robinet Tween 20 0,1% (v/v) Ringage a ’eau distillée stérile

Lh 1 min 10 min 5 min 5 min 5 min

Figure VI-6 — Protocole de stérilisation des graines d’IGR dans des boites Magenta stériles

Pour mettre au point les conditions optimales de germination des graines d’Impatiens, ces
dernieres ont €té placées sur des milieux soit gélosés si elles ont été stérilisées soit sur du papier
filtre imbibé d’eau si elles n’étaient pas stérilisées. La période d’exposition au froid est variable
de 4 a 23 jours. Les graines stérilisées sont directement placées dans 1’enceinte de culture apres
la durée d’exposition et celles non stériles sont ensuite stérilisées puis mise dans 1’enceinte de

culture (Figure VI-7).
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1 I 1 I 1

| 21 jours | ‘ 23 jours ‘* 21 jours

| ! {
T | T | —
L,

u u -’.\- u

o L J v L)
/ Conditions stériles

1
@& 10 graines * 4°C, a I’obscurité -:.:- 25°C, photopériode 16h jours/8h nuit, intensité lumineuse 50 pmoles de photons/m?/s
1

23 jours ﬁ'ﬁ

O
il H1O)

/[}

M Milieu gélosé : MS + vitamines, sucrose @ Papier filtre imbib¢ de 1 mL d’cau

Figure VI-7 — Mise en culture des graines d’IGR aprés le protocole de stérilisation 1

4.2.4 Protocole de stérilisation 2 :

Le second protocole de stérilisation testé est décrit dans la figure VI-8. Trois stérilisations
différentes ont été testés pour permettre la germination des graines : les graines ont été mises a
germer soit sans stérilisation soit apres une stérilisation utilisant de I’eau de Javel a 0,98% avec
du Tween 20 (0,1%) ou encore en utilisant une solution de PPM 4%. Pour chaque stérilisation

20 graines ont été placées dans 3 boites de Petri carrées différentes.

Stérilisation Mise en culture

Pas de stérilisation
20 20 20
graines graines graines

Ringage eau EtOH 60% NaOCl1 0,98% chlore actif

du robinet Tween20 0,1% (v/v) Ringage a I’eau distillée stérile
20 20 20
graines graines graines
Lh 1 min 30 5 min 5 min 5 min 5 min
Ringage eau
du robinet PPM 4% (v/v)
20 20 20
graines graines graines
1h 16 h sous agitation

Figure VI-8 — Protocole de stérilisation 2 des graines d’IGR dans des boites Magenta stériles

4.3 Callogenése :
4.3.1 Milieux utilisés :

Pour la callogenése, le milieu solide est composé de milieu MS + vitamines (Murashige

and Skoog 1962) a 4,4 g/L et de sucrose 3% (m/v). Les hormones sont ajoutées en fonction de
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la balance hormonale souhaitée : ANA (1 mg/mL)/BAP (0,5 mg/mL), ANA (1,5 mg/mL)/BAP
(0,5 mg/mL) ou 2,4-D (1,5 mg/mL)/BAP (0,5 mg/mL). Lorsque du PPM (Plant Preservative
Mixture) a été ajouté, une concentration de 0,1% (v/v) a été préparée. Le pH a ensuite été ajusté
a 5,7 avec une solution de NaOH a IN. De ’agar a 0,8% (m/v) a été ajouté au milieu avant
autoclavage (20 minutes a 120°C). Apres 1’autoclave, les milieux ont été mis a refroidir puis 25
mL de milieu encore liquide ont été prélevés et déposés dans des boites de Petri stériles de 9
cm de diametre. Pour permettre aux milieux de se solidifier, les boites de Petri ont été laissées
ouvertes sous hotte pendant quelques heures, avant d’étre emballées dans du papier aluminium

et d’étre stockées a 4°C.

4.3.2 Protocole de stérilisation :

Pour la mise en culture des explants d’IGR (racines, feuilles et tiges), des plants
juvéniles ont été récoltés a Gerstheim (Bas Rhin, Alsace) au mois de juillet 2020. Les feuilles

ont été stérilisées suivant le protocole ci-dessous (figure).

MNaOCl 2,5% chlore actif

Ringage eau Tween20 0,1% (v/v) Ringage 4 I’eau distillée stérile
du robinet
1h 3 min 5 min 5 min 5 min

Figure VI-9 — Protocole de stérilisation des explants foliaires pour la mise en culture dans le but d’obtenir
des cals.

4.3.3 Mise en culture et repiquage :

Les feuilles sont ensuite coupées en morceaux de 1 cm? environ et déposées sur le milieu
de culture. 3 milieux sont testés contenant tous du PPM (0,1% v/v), un milieu sans hormone,
un milieu 2,4-D/BAP (1,5/0,5) et ANA/BAP (1,5/0,5). 6 explants sont déposés par boite et 5
boites sont réalisées par milieu de culture. L’expérience est répétée 3 fois au cours du mois de
juillet 2020.

Le repiquage des cals a ét¢ effectué toutes les 4 semaines. Pour cela, les cals a repiquer
ont été divisés en cals d’environ 3-4 mm? en ne sélectionnant que les parties les plus claires et
les plus friables. Ces petits cals étaient ensuite déposés sur un milieu frais dans une nouvelle

boite de Petri.
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4.3.4 Taux de contamination et aire des cals :

Le taux de contamination a été évalué en dénombrant le nombre d’explants sur lesquels
des champignons ou des bactéries se développaient par rapport au nombre d’explants utilisés
pour I’expérience.

nombre d'explantscontaminés

Taux de contamination (%) = - -
nombre d'explants mis en culture

La moyenne des taux de contamination pour chaque milieu ainsi que les écart types

associés ont été calculés.

L’aire de chaque cal a été évaluée en utilisant le logiciel ImageJ et la fonction freehand
sélection pour indiquer les cals et Analyse > Measure pour donner une valeur a 1’aire de la

sélection.

4.3.5 Courbe de croissance :

La courbe de croissance des cals a été réalisée grace a 3 boites de Petri contenant chacune
4 cals pour la lignée 1 et 4 boites de Petri contenant chacune 4 cals pour la lignée 2. Tous les 7
jours chaque cal était prélevé et déposé sur une boite de Petri stérile placée sur une balance sous
la hotte permettant ainsi de le peser, il était ensuite redéposé dans sa boite d’origine pour

continuer son développement. Seule la masse fraiche a été évaluée.

4.4 Suspensions cellulaires :
4.4.1 Milieu de culture :

Pour la culture des suspensions cellulaires, le milieu est composé¢ de milieu MS +
vitamines a 4,4 g/L, de sucrose a 3% (m/v), et d’une balance hormonale ANA/BAP (1,5
mg/L/0,5 mg/L). Le pH a été ajusté a 5,7 avec une solution de NaOH a 1N avant I’autoclavage
(20 minutes a 120°C).

4.4.2 Mise en culture et repiquage :

Le repiquage des suspensions a été fait toutes les deux ou trois semaines en fonction du
facteur de dilution utilisé. Concernant les repiquages au % toutes les deux semaines, 100 mL de
milieu frais ont été ajoutés a la suspension mere (100 mL). 100 mL de cette suspension diluée
au ' était ensuite prélevés et introduits dans un nouvel erlenmeyer stérile pour constituer la

suspension fille.
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Concernant les repiquages au %4, 100 mL de milieu frais ont été ajoutés a la suspension
mere (100 mL) et 50 mL de ce milieu frais ont été placés dans 2 ou 3 erlenmeyers stériles. 50
mL de la suspension diluée au Y% ont été prélevés et ajoutés au 50 mL de milieu déja présent
dans les erlenmeyers. Ainsi les 2 ou 3 suspensions nouvellement formées diluées au 7 ont été

obtenues.

4.4.3 Courbe de croissance :

La courbe de croissance des suspensions a ét¢ réalisée grace a de la masse séche et fraiche
des suspensions mesurées a 6 jours différents sur une période de 25 jours. Chaque mesure a été
réalisée en triplicat. Ceci a donc nécessité 18 erlenmeyers de 50 mL contenant chacun 20 mL

de suspension cellulaire diluée au Va.

Pour réaliser la courbe de croissance des suspensions une suspension mere est diluée au
% en ajoutant 100 mL de milieu. Puis 10 mL de milieu sont placés dans 18 erlenmeyers suivis
de 10 mL de la suspension mere diluée au 1/2. Chaque jour de collecte, trois erlenmeyers sont
prélevés, leur contenu est centrifugé, le surnageant éliminé puis le culot cellulaire est pesé (ce
qui correspond a la masse fraiche). Ces culots sont ensuite congelés (a -80°C) puis lyophilisés

et enfin pesés pour obtenir la masse séche de suspensions.

4.5 Micropropagation :
4.5.1 Milieu de culture :

Pour la micropagation, le milieu solide est composé de milieu MS+ vitamines (Murashige
and Skoog 1962) a 4,4 g/L et de sucrose 3% (m/v). Les hormones sont ajoutées en fonction de
la balance hormonale souhaitée : IBA (1 mg/L), BAP/KIN (1 mg/mL/0,5 mg/mL). Du PPM
(0,1% ; v/v) peut également étre ajouté a une concentration de 0,1% (v/v) si besoin. Le pH a
ensuite été ajusté a 5,7 avec une solution de NaOH a IN. De I’agar a 0,8% (m/v) a été ajouté
au milieu avant autoclavage (20 minutes a 120°C). Apres I’autoclave, les milieux ont été laissés
a refroidir puis 100 mL de milieu ont été prélevés et déposé dans des boites magenta stériles.
Pour permettre aux milieux de se solidifier, les boites Magenta sont laissées ouvertes sous hotte

pendant quelques heures, avant d’étre stockées a 4°C

4.5.2 Protocole de stérilisation :

Pour la mise en culture des plantules, les explants caulinaires contenant un nceud des
plants juvéniles récoltés pour la mise en place de la callogenese ont été utilisés. Les explants

caulinaires ont été stérilis€s comme suit.
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NaOCl 2,5% chlore actif

Ringage eau Tween20 0,1% (viv) Ringage a I'eau distillée stérile

du robinet

lh 8 min 5 min 5 min 5 min

Figure VI-10 — Protocole de stérilisation des explants caulinaires des plantules récoltées pour régénérer des
plantules d’IGR.

Les tiges ont été coupées en morceaux d’1 cm de long et placées a la verticale dans le

milieu gélosé ne contenant pas d’hormones. Dans chaque boite Magenta, 3 a 5 explants ont été

disposés et 5 boites ont été utilisées pour le premier réplicat puis 2 pour les deux suivants.
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Chapitre VII - Glossaire

Angiospermes : végétaux qui forment des graines protégées par un fruit clos par opposition

aux gymnospermes. Ils sont constitués des monocotylédones (plantes ne possédent qu’un

cotylédon) et les dicotylédones (plantes qui posseédent deux cotylédons).

Antinociceptifs : qui inhibent la sensibilité a la douleur

Apex de la tige : le sommet d’une tige est appelé I’apex, il s’agit d’une zone de prolifération

cellulaire augmentée et de production d’auxines (hormone végétale)

Boite Magenta : Boite carrée de dimensions fixes 76 x 76 x 76 mm en polycarbonate

transparent autoclavable avec un couvercle en polypropylene utilisée pour la culture végétale

in vitro.

Cellules indifférenciées : cellules qui ont la capacité de devenir n’importe quelle cellule d’un

végétal en fonction des besoins.

Cellule végétale :

/ g
v

- — /L Pari

Chloroplaste
Noyau

Réticulum endoplasmique Membrane plasmique
rugueux ‘

Réticulum endoplasmique

) Vacuole
lisse | ‘
Appareil de Golgi —.‘I
Lysosome I‘I Mitochondrie
Cytoplasme

Figure VII-1 — Schéma d'une cellule végétale

Chloroplaste : (voir cellule végétale et plaste)

Chlorose : décoloration des feuilles plus ou moins marquée
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Cytosol : (voir cellule végétale) : Le cytosol est un constituant du cytoplasme qui est considéré

comme étant le cytosol (partie liquide) et les organites cellulaires.

Digitée : une feuille digitée est découpée en forme de main.

Elution (€éluer) : remise en solution d’un composé adsorbé sur une colonne par exemple

Entre neeuds : zone entre les nceuds (points d’attache des feuilles) au niveau de la tige d’un

végétal

Fidélité de mesure ou fidélité (precision en anglais) : étroitesse de l'accord entre les

indications ou les valeurs mesurées obtenues par des mesurages répétés du méme objet ou
d'objets similaires dans des conditions spécifiées. La fidélité est en général exprimée
numériquement par des caractéristiques telles que I'écart-type, la variance ou le coefficient de
variation dans les conditions spécifiées. Les conditions spécifiées peuvent étre, par exemple,
des conditions de répétabilité, des conditions de fidélité¢ intermédiaire ou des conditions de
reproductibilité (voir I'ISO 5725-1:1994). La fidélité sert a définir la répétabilité de mesure, la

fidélité intermédiaire de mesure et la reproductibilité de mesure

(Condition de) fidélité intermédiaire (intermediate precision en anglais), f condition de

mesurage dans un ensemble de conditions qui comprennent la méme procédure de mesure, le
méme lieu et des mesurages répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une
période de temps étendue, mais peuvent comprendre d'autres conditions que I'on fait varier. Les
conditions que 1'on fait varier peuvent comprendre de nouveaux étalonnages, étalons, opérateurs
et systemes de mesure. En chimie, on utilise quelquefois le terme « condition de fidélité inter-

série» pour désigner ce concept.

Gymnospermes : plantes dont les graines sont portées par des €cailles et non par des fruits

fermés. Cet embranchement est constitué presque uniquement des coniferes.

Hypocotyle : partie de la plante entre les cotylédons et le début de la radicule

Justesse de mesure, f justesse, f (measurement trueness en anglais) étroitesse de I'accord entre

la moyenne d'un nombre infini de valeurs mesurées répétées et une valeur de référence.
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Kairomones : Substance, parfois odorante, produite par les individus d'une espece, qui induit,

chez ceux d'une autre espéce, un comportement défavorable a 1'espeéce émettrice, mais parfois

bénéfique a l'espece réceptrice (Ministere de la culture, 2011)

Organisation _microtubulaire : dans les cellules végétales se trouvent des structures

composées de tubuline impliquées dans la mitose et le transport qui sont les microtubules.

Peroxysome : (voir cellule végétale) organite végétal qui est impliqué entre autres dans le la

lutte contre les espeéces réactives de I’oxygene.

Pétiolé : feuille qui posseéde un pétiole (figure VII-2)

Limbe
Pétiole ——

Figure VII-2 — Schéma d'une feuille

Photosystéme : complexes photosynthétiques localisés dans la membrane des chloroplastes

Plaste :: Les plastes sont des organites propres aux cellules végétales (Buvat et Ledoigt, s. d.).
Il y a plusieurs catégories de plaste : chloroplaste dans lesquels se fait la photosynthese,

amyloplaste pour le stockage de I’amidon.

Plastidiale : (voir plaste et cellule végétale) : 1la membrane entre le plaste et le cytosol est

appelée membrane plastidiale/barriére plastidique

Ptéridophytes : Plante ayant des vaisseaux et une circulation de seve, mais se reproduisant sans

fleurs ni graines, telle que les fougéres (Dictionnaire Larousse, s. d.)

Répétabilité (repeatability) : répétabilité de mesure répétabilité, : fidélité de mesure selon un

ensemble de conditions de répétabilité.

Sélectivité : propriété d'un systéme de mesure, utilisant une procédure de mesure spécifiée,

selon laquelle le systéme fournit des valeurs mesurées pour un ou plusieurs mesurandes, telles
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que les valeurs de chaque mesurande sont indépendantes des autres mesurandes ou d'autres

grandeurs dans le phénomeéne, le corps ou la substance en cours d'examen
Sessiles : les organismes sessiles sont fixés au substrat

Trichomes : les trichomes sont des structures pileuses présentes a la surface des organes

végetaux

Verticillées : les feuilles verticillées ont une insertion particuliére autour de la tige, elles ont

par groupe le méme point d’insertion au niveau de la tige (figure VII-3)
c;}

Figure -VII-3 — Schéma d’une tige avec des feuilles verticillées
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Annexe 1 : HRAC : Mode of Action Classification

Light Activation of ROS*

ion of Photosynthesis at PS Il

D1 Serine 264 binders (and
other non-histidine 215 binders)

Triazinones

D, Histidine
215 binders

14 Inhibition of 10 Inhibition of Glutamine
Protoporphyrinogen Oxidase Synthetase

N-Phenyl-imides Phosphinic acids

PS | Electron
Diversion

Inhibition of Homogentisate
Solanesyltransferase

N-Phenyktriazolinones
27 Inhibition of Hydroxyphenyl 32 Inhibition of Solanesyl
Pyruvate Dioxygenase Diphosphate Synthase

12 Inhibition of Phytoene
Desaturase

Phenyl-ethers

Inhibition of Deoxy-D-Xyulose
Phosphate Synthase

Inhibition of
Lycopene Cyclase

*Reactive cxygenspecies.

"V Indicates pro herbicde:

Cellular Metabolism

Inhibition of
Acetolactate Synthase

Imidazolinone

Pyrimidinyl benzoates

Sulfonanilides
Triazolinones

Triazolopyrimidine ~ type 1 Triazolopyrimidine  type 2

1 Inhibition of Acetyl 15 Inhibition of Very Long-Chain Inhibition of Fatty Acid
CoA Carboxylase Fatty Acid Synthesis Thioesterase
Cyclohexanediones

«a-Chloroacetamides

a-Thioacetamides
a-Oxyacetamides
Thiocarbamates Oxiranes
Isoxazolines
Azolyl
e Inhibition of Serine Threonine q ion of Enolpyruvyl
Protein Phosphatase Shikimate Phosphate Synthase

18 Inhibition of
Dihydropteroate Synthase

;9’ O
@

Nitriles Inhibition of Dihydroorotate
Dehydrogenase

Tetuppame

Cell Division and Growth

Inhibition of
Microtubule Assembly

ion of Microtubule
ition

Phosphoroamidates
Pyridines
Uncouplers
Auxin
Mimics Dinitrophenols.
Pyridine-carboxylates

Pyridyloxy-carboxylates

Benzoates

Quinoline-carboxylates

Phenoxy-carboxylates Jty Auxin Transport

Inhibitors
Unknown Mode
of Action

Legacy Legacy
HRAC | hrac HRAC | rac
1 A inhbilon of ACCase 19 P Awin tansportinhibiors
2 B InnbilonofALS 2 D PSlckcrondverson
3k Inhibtionof motbule 25 K2 Inhibiion of micrtubule rganizaton
EsSS] % M Uncouplers
alre I““h*;”( e — 27 F2 inhibilon of HPPD
inhibion of photosynthesis
5 c12 . Inhibition of dihydroorotate:
‘Pi :" Se"("e:‘;‘“ ~ B ohydrogenase
nhibiton of phofosynihesis
6 c3 PS Il Histidine 215 2 L Inhibition of cellulose synthesis
9 G Inhibition of EPSP synthase 30 Q Inhibition ﬂ: fatty aclw: thioesterase
Inhibition of serine threonine
Inhibition of glutamine 31 R
10 H s g Ipr:x::n uho’sph‘msey'
: inhibitionofsolanes
2 Fl inhbitonofPDS @ | o |dREKea)
13 F4 Inhibition of DOXP synthase Inhibition of homogentisate
4 EInhibiionofPPO 8 T Solanesylransierase
15 K3 Inhibition of VLCFAs. 34 F3 Inhibition of lycopene cyclase
18 I DHP inhibition 2 z Unknown mode of action

Afree copy of this poster can be downloaded at www.hracglobal.com
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Annexe 2 : Liste des produits phytopharmaceutiques de biocontrdle, au titre des articles L.-253-5 et L.253-7 du code rural et de la péche

maritime

NB. Figurent en gras les produits de référence (noir) et les produits de seconde gamme (bisw). Les produwits de revente sont représentés en ifalque. Les PCP, seconds noms commerciaux, &f

produits génénigues sss0ckés & chacun des produwils de référence ou de seconde gamme sont alignés sur la droite.

Les nouvesux produwits sont grisés ef les retraits sonf barrés.

Substance active

Adaxophyes orana GV souche EV-000

Ampelormyoes quisqualis strain A0

Aureabasidiem pulldans souche DEM 14940 &1 D3M 14841
Aureabasidiem pulldans souche DEM 14340 & D3M 14841
Awureabasidiem pulldans souche DEM 14340 &1 DSM 14841
Aureabasidiem pulldans souche DEM 14340 & D3M 14841
Badillus amyloBguefacians souche FZBE24

Bacillus amyloBquefacians souche MBISOD

Bacillus amyloBquefacians souche MBISOD

Bacillus amyloliquetaciens ssp. plantarum souchs D747
Bacillus amyloliquetaciens ssp. plantarum souchs D747
Bacillus amyloliquetaciens ssp. plantarum souchs D747
Barillus amyloliquetaciens ssp. plantarum souchs D747
Bacillus fmus |-1582

Bacillus fmus |-1582

Bacillus pumilus C3T 2808

Bacillus pumilus C3T 2808

Bacillus sublilis sowche WAB/BS03

Bacillus subdilis sowche LAB/BS03

Bacillus sublilis sowche LAB/BS03

Bacillus sublilis sowche LAB/BS03

Bacillus sublilis sowche 5T 713

Bacillus sublilis sowche 5T 713

Bacillus subfilis sowche 5T 713

Bacillus sublilis sowche 5T 713

Bacillus subfilis sowche 5T 713

Bacillus sublilis sowche 5T 713

Bacillus sublilis sowche 5T 713

Bacillus uningienss subag. airswal

Bacillus thuringienss subsp. airswal souche GG 91
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuingiensss subsgp. kurstaki souche ABTS 351
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche ABTS 351

DIPEL DF JARDIN

FORAY 48 B

Mom commencial

CAPEX 2140187
AQ 10 2100207
AURED SHIELD 10042
ELOSS0M PROTECT 2110079
BOTECTOR 7120082
CINERKIL 2140036

TAEGRO 180651
INTEGRAL PRO 2171253
SERIFEL 171248
AMYLO-X WG Z160841
DANBACIL Z200852

AMYLO-X JARDIN 7100346
VALCURE 0063
FLOCTER 7120069
VOTIVO 7180154
BALLAD 140160
SOMATA 180633
MILDORE F200311
PORTENTO 2200800

SEITYLIS 2200802

SUBELUS 2200801

HARMONIX TURF DEFENSE 211033
SERENADE ASD 10404
RHAPSODY 2180404

SERENADE BIDFUNGICIDE 050001
SERENADE MAX 100162
TEXIO 180630
TEXIO WP 110040
NENTARI 020241
AGREE 50 WG 170436
DIPEL DF 0513

BACHERS DF 2010513
BACTOSPEINE DF 2010513
BACTURA DF 2010513
SCUTELLOD OF 210513

BIOEIT DF 2010513
INSECTOBIOL DF 2010513
2150417

BACIVERS DF JARDIN 2150417
BACTOSPEINE DF JARDIN 2150417
BACTURA OF JARDIN 2150417
SCUTELLO DF JARDIN 2150417
ES0D137

HEE XEER

Ancienne dénomination: DECCOFERM

2017-028
2017-028
2017-028

2017-028

2017-027

2017-028

2017-028
2017-028

2018-034

2018-034
2018-034
2018-034
2018-034
2018-034
2018-034
2018-034

Ooui

Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
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Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche EG 2348
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche EG 2348
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki souche PB 54
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki souche PB 54
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 11
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 11
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 11
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 11
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 11
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 11
Bacillus thuringienss subsp. kurstaki souche SA 12
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki souche SA 12
Beauveria bassiana soushe 147

Baauveria bassiana souche ATCC 74040
Beauveria bassiana soushe GHA

Beauveria bassiana soushe GHA

Baauveria bassiana souche NFP111B005
Baauveria bassiana souche NFP111B005
Baauveria bassiana souche PPRIS339

Candida oleophila sowche O

Coniathyrium miritans

Coniathyrium miritans

Cydia pamonelia granulosis vins

Cydia pamonelia granulosis vins

Cydia pamonelia granulosis vins

Cydia pamonella granulosis vins

Cydia pamonelia granulosis vins

Cydia pamonelia granulosis vins

Cydia pamonelia granulosis vins

Cydia pamonelia granulosis vins

Clonostachys rosea sowche J1446 [anciennement Gliocdadium cabenutabum

souche J144E6)

Clonostachys rosea sowche J1446 [anciennement Gliocdadium cabenutabum

souche J1446)

Heltoverpa armigera nucleopolyhedrovins

|saria fumosonosea Agapka souchs 8T

Lecanicilliurm muscaium souche Vel

Metsehnikowia fructicola souche NRRL Y-2T328
Metschnikowia fructicola souche NRRL Y-2T328
Metsehnikowia fructicola souche NRRL Y-2T328
Metarhisum anisoplize var. anisopliae BIPESCO SF52

Mlelashisum srspoplise var anisoslias BIBESCO SIESD

Metarhidum anisoplize var. anisopliae BIPESCO 5/F52
Paecilomyces lumasoreseus souche Fedo01
Pacailisrpaes-for s-geehe-Fe0084+

Passilomyces lilagnus souche 251
Prilebiopss ggantsa

Pseudomenas chieroraphis MA342
Pseudomenas sp. sauche DSMZ 13134
Prythium oligandrum M1

Sa:ﬂmnrnyms carevisise souchs LASO2

LEPINOX PLUS
RAPAX AS
TURIBEL

DELFIN

DELFIN JARDIN

COSTAR WG
COSTAR JARDIN
OSTRINIL
HATURALIS
BOTANIGARD 22 WP
EOTANIGARD OD
ARY-OT11b-01

VELIFER
HEXY
CONTANS WG

CARPOVIRUSINE 2000
CARPOVIRUSINE GARDEN
CARPOVIRUSINE 2000 J
CARPOVIRUSINE EVO 2

MADEX PRO

PRESTOP

PRESTOP 4B

HELICOVEX
PREFERAL
MYCOTAL
ANTONI
LORAN
HOLI

' LALGUARD M52 GR

|METSI GRANULE

FB FESS01 OD
FHFIREGO-MOFEY-WR

BIDACT PRIME
ROTSTOP
CERALL
PRORADIX
POLYVERSUM
JULIETTA

2160454

Z20D048

Z200701

DOCTRIN 7210328
B20D482
DELBACILETI 2160943
WASCO ARBO 2220180
WASCO WG B20D4a2
2030175

WASCO JARDIN 2030175
21704656

21TD4E5

B300093

217437

2170780

Z20D033

2180058

SEREMIZIM 2180058
210811

Z0anioa

E300183

FELIZ 2140217
BB0DOTE

2150851

2160620

2120081
CARPODELIA 2170825
KAPUSIMNE 2170832
2130175

2140238

2120177

2150847

140084
0206
040354
100671
2100672
7100673

| 2110055

2110055

MITAXION & 2110055
Z200563
2206820

200187
2120178

2170a31
2150328
2189010

|Ancienne dénomination: METS2 GRANULE

Meuvells déneminaticn: LALGUARD M52
GR

Retrail de la liste au 01022022 -
Dl e rrise & jour d'Sliguetta - 31/01/2023

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

Oui
S

Oui
Oui

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2018-034

2018-034
2018-034
2018-034

2018-034

2021-084
2021-084

2017-026
2017-026
2017-004

2017-004

2017-004
2017-004
2017-026

201B-046
2018-042
2018-042

2018-021
2017-028

Ooui
Ooui

Ooui

Ooui
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Sﬂmﬂfﬂ#! carevisise souchs LASO2

Sﬂmﬂfﬂ#! carevisise souchs LASO2

Sireplamyees KE1 (anciennement 5. griseovirids)

Sireplamyees KB1 (ancennement 5. griseovirids)

Triehaderma ssperellum souches ICC0M2 &t Trich, gamsil seuche ICCDBD
Triehaderma ssperellum souches ICC0M2 &t Trich, gamsil souchs ICCDBD
Triehaderma ssperellum souches ICC0M2 &t Trich, gamsil seuche ICCDBD
Triehaderma ssperellum souches ICCO2 T25 &l TV

Triehaderma asperellum T34

Triehaderma ssperellum T34

Triehaderrna straviide -1237

Triehaderma straviide -1237

Triehadermna straviide 1-1237

Triehadermna stroviride 501

Triehaderma stroviride 501

Triehaderma straviide scuche T11 el Trich, asperellm seuche T25
Triehaderma harzianum Rifai seuches T-22 el ITEM-008

Triehaderma harzianum Fifai seuches T-22 el ITEM-008

Triehaderrna harzianum Fifai seuches T-22 el ITEM-008

Triehaderma harzianum Fifai seuches T-22 el ITEM-008

Virus de la mesaigue du péping, isslal VO peu virdent / Virss de la masaigue

o pagine, isolal VX1 peu virdent
Virus de |2 mesaigue du péping, seuche CHZ, isolal 1008
WWW

Wirus de la palyhedrosa nucleaine

Substance active

Phéromones & chaine lindaire de lépidogbéres (SCLP)
Phéromones & chaine lindaire de lépidopbéres [(SCLP)
Phéromones & chaine lindaire de lépidogbéres (SCLP)

Phigramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |Epidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)

'BIDOTWIN L

BOX TPRO PRESS
CELADA LB 400

CHECKMATE CM-XL

CHECKMATE PUFFER CM-O
CHECKMATE PUFFER CM-PRO
CHECKMATE PUFFER FRUIT MULTI
CHECKMATE PUFFER LB
CHECKMATE PUFFER LB/EA
CHILOTEC HC

CIDETRAK-CM

CIDETRAK-CM MESO
CIDETRAK-EGVM
CIDETRAK-OFM

CLICK LB

SHGH-EE-PRE

CRYPTOTEC

CYDIATEC

ECODIAN CP

ENRAPTA CYDIA BALL

ENRAPTA GRAPHOLITA PRESS

HIVA 2180010
JULIETTA GARDEN 180011
MYCOSTOP 140208
LALSTOP K&1 WP 2140208

BLINDAR 150155
CASSAT WP 2150155

ESCALATOR 2180120

NEDAVIR 7130089
T34 Biotontrol 160452
ASPERELLD T34 Bioeonirel 2160452

ESQUIVE WP 080004
TRI-50IL 7160685
TRIEWALL F21068
VINTEC F16EE08
TREADANIN 2210474

TUSAL 150839
TRIAKUM-G a0168
TRIAGRO GR 2090168

TRIANUM-P a0169
TRIAGRO WG 2090163

V10 2100247
PMV-01 7156905
AGROGUARD.Z 2060425
LITTOVIR 2160706

ZI00132
71BE908
FI00914

21000356
CARPOF 2130046
2150173
Z200388
2180561
2160423
Z200383
2198993
2130272
2180583
2130273
2140143
o073
ZROESHE
2188995
Z200373
2100242
Frgliy

CYDIA PRO BALL Z210541

D610

Retrail de FPAMM le 2000172022
Produil ulilisable jusou'au 200012023

Changement de nam du CLICK LB-PRO |&

1002021,

Produil ulilisable jusou'au 300042023

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

Oui

2017-028

2017-026
2017-026
2021-045
2017-026

2021-045

2018-046

2017-005

2017-005
2017-005
2017-005
2020-009
2020-009

2017-005
2017-005

2017-005

2020-009

2017-005
2017-005

Ooui
Ooui

Ooui
Ooui

Ooui

Ooui

Faible risque -
Art. 4T
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Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |Epidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phieramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |epidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |Epidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |Epidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phéramenes & chaine lindaire de lEpidopteres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phigramenes 4 chaine lindaire de |&pidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes 4 chaine lindaire de |épidegtéres [SCLP)
Phiéramenes & chaine lindaire de |epidegtéres [SCLP)

:EHRAP"I'ALOBESI.I.FH
ENRAPTA TUTA PRESS

EXOSEX CM
FERSEX CHS C TM

GINKO

GINKO DUD
GINKO RING
IZ0OMATE-A/OFM
IZ0OMATE-C

IZ0OMATE-CLR

ISOMATE-CLR MaX
IZ0OMATE-JARDIN
IZ0OMATE-OFM

IZ0OMATE-OFM TT
IZ0OMATE-F
IZOMET 1+2
IS0OMET 2

IZ0OMET L

IZ0OMNET L PLUS
IZ0OMET LA PLUS
IZ0OMET LE

IZONET T

IZ0OMNET T3
IZ0OMNET-Z

LOBESIA ECO AERDSOL
LOBESIA PRD SPRAY

LOBETEC

MISTER L E
RAK 1 COCHYLIS
RAK 1+2 MIX
RAK I NEW
RAK 1 SUPER
RAK 3+4

RAK 5§

RAK 5+6

SEMIOS LB PLUS AEROS0L

SEMIOS OFM PLUS

SEMIOSHET CODLING MOTH

GRAPHOLITA PRO PRESS 2210610
| 2220934

2220335

2110074

2060042

22107

000535

ISOMATE C TT 2040121
POMMUS 2120017
2110173

2160923

2180543

£a00123

ISOMATE C PLUS 2040120
210175

ISOMATE TP MAX 2160974
21707ES

2120033

2100241

ISOMATE OFM ROSSO 2120105
2120130

2180257

2130108

2130108

2140043

2140044

2161035

2120030

IMAGO 2120124
ISONET DUO 2130064
2180417

ETIONS T 2180851
2180594

2170960

GINKO Z 2170960
2220044

2210439

EXPLOYD VIT 2210433
2170435

AGRI-LOB 2210757
DANICONFUS 2210758
2220002

Ba0D4E2

2140215

2150105

2140148

2170434

BIODSES

CONFUSE 2100130
AGRI-GRAPHOLITA 2190353
2171126

2220045

2220048

2210521

Oui

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2017-005

2017-005
2017-005

2017-005

2017-005

2017-005

2017-005

2017-005

2020-009
2020-009
2020-009
2020-009
2020-009
2020-009

2020-071
2017-005
2017-005

2020-009
2020-009
2020-009
2020-009
2020-009

2020-009
2020-009
2020-009
2017-005
2017-005
2017-005

2017-005
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Phéromones & chaine lindaine de lépidopbéres (SCLP) TUTATEC Z200133 Ohii 2020-071
Phéromones & chaine lindaire de lépidopléres [(SCLP) WEINTEC 210421 Ohi
Phéromones & chaine lindaire da lépidopléres [(SCLP) ZEUTEC 2200702 Ohi

E-Benzyladenine
E-Benzyladenine
E-Benzyladenine
E-Benzyladenine
E-Benzyladenine
E-Benzyladenine
E-Benzyladenine
E-Benzyladenine

Substance active

E-Benzyladenine, Gihbérallines GANGAT
E-Benzyladenine, Gibérallines GANGAT
E-Benzyladenine, Gihbérallines GANGAT
E-Benzyladenine, Gihbérallines GANGAT

ABEITSE

Acide acklicue
Acide actlicue
Acide actlicue
Acide actlicue
Acide actlicue
Acide actlicue
Acide actlicue
Acide actlicue
Acide caprylique
Acide caprylique
Acide caprylique
Acide gibberelligue
Acide gibberelligue
Acide gibberelligue
Acide gibberelligue
Acide gibberelligue
Acide indalbalyrigue
Aeide indalbalyrique
Acide indalbalyrigue
Acide indalbalyrique
Acide indalbalyrique
Acide indalbalyrigue
Aeide indalbalyrique
Acide indalbalyrigue
Acide pelarpanique
Acide pelarpanique
Acide pelarpanique
Acide pelarpanique
Acide pelarpanique
Acide: pelargarque
Acide pelarpanique
Acide pelarpanique

Partie C: Produits p

Wom commercial NAMM
EXILIS 2000055
FUSIO 2090055
CLAIRCI 2130071
EXILIS FIMP 2180314
MAXCEL a0019
CYLEX 2000013
KLARD 2140155
MAXOLETI 2160421
GIBBALIN 60079
GIBBALIN FORTE FI00148
PERLAN G700a5T
PROMALIN BZO04ES
BELVINE Z30aar
CITO FAST Z1B0244
CITO MAX Z1B0245
MATUREN EXPRESS 2130153
SPEED 2130153
HERBATAK CONTACT 2130153
DESERBVERT 2170685
ROUNDUP AC 2170002
ROUNDUP AC AT 2170003
DESHERBNAT 180369
MET-HEREE PRO 2180363
MET-HERBE PAE Z1B0GET
BERELEX 405G 140001
RYZUF 2140001
GETRO 40 5G 2100858
FLORGIE TABLET Z160383
PROLIANT 0416
CHRYZOPLUS GRIS B500354
CHRYZOPON ROSE B500352
CHRYZOTEK BEIGE B500353
CHRYZOTOP VERT B500351
CLOMEX Z1B0252
RHIZOPON Af POUDRE 0,5% GIO00E2
RHIZOPON Af POUDRE 1% GI00058
RHIZOPON Al POUDRE 2% GI00056
BELOUKHA 140255

KATAMISA 2140255

KALINA 2140255

FOC 2170062

EUDICATCH SEVIGNEA 2180075
RACABELVIG 2180361
PELARGO 21808967
ROCBULVAG 2200515

=

HoE R EE X

Ancienne dénomination: GIBBALIMN 3G

Retrail de la liste au 0M/O22022 -

Dl e rrise & jour d'Sliguetta - 31/01/2023

OTIOTIR2021)
2018-033
2018-033
2018-033

2018-033
2018-033
2018-033

2017-028

2017-020
2017-020
2017-020
2017-020
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Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Acide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Acide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Acide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Adide pelargarique
Aeide pelargarique
Adide pelargarique
Acides gras
Acides gras
Acides gras
Acides gras
Acides gras
Acides gras
Acides gras
Acides gras
Ceravigans
Ceravigans
Ceravigans
Ceravigans
Ceravigans
Ceravigans
COE-00GA
COE-0GA
COE-00GA
COE-00GA
COE-00GA

BELOUKHA GARDEN

FINALSAN

FINALSAN AF

FINALSAN AF PRO

FINALSAN POLYVALENT JARDIN
HARMONIX FOLIAPLUS
HERBATAK EASY

HERBATAK ULTRA

HEREBICLEAN CONCENTRE
HERBICLEAN SPRAY
HEREBISTOP

HERBISTOP SPRAY

KATOUN

KATOUN GOLD

ROUNDUP ECLAIR
ROUNDUP ECLAIR AT
ACARIDOIL 135L
FLIPPER

HERBICLEAN ALLEES
HERBICLEAN JARDIN
INSECTES ET MALADIES CPJ
HEUDOSAN

PUCERONS CPJ

ROMECD

ROMECQ GARDEMN
FYTOSANE

FYTOSAVE GARDEN
MESSAGER

2170243

ALEAV] 2170243
BROMORY 2170243
HERBATAK EXPRESSE 2170243
HERBISTOP ULTRA 2170243
KALINA GARDEN 2170243
RADICAL AP 2170243
ROUNDUP PAZ 2170243
STARNET 2170243
WEEDOL EXPRESS 2170243
2110056

DEVATOL 2110058
2110033

2160614

2170355

2180187

2180319

SPEED EASY 2180313
Z200526

SPEED ULTRA 2200526
D563

Z200372

2140121

NATURNET 2140121
STOPHEREBE 2140121
2160115

STOFHEREE RTU 2160115
21403254

EUDICATCH 2171234
VEGOLD 2201033
2170321

KALIPE 2170321
REDIALD 2170321
2190513

2180514

Fralich bl

2160527

GRASONOREI 2190357
2140166

2140167

AN0100

210244

Faigli o]

217654

ACTILEAF 2171118
CAROMAIT 2200510
CERWITIS 2200142
CEZAME 841 PM 2200399
2180275

2180730

ESDEAIME 2190730
2170a32

2150473

BASTID 2150473

HEE HEEX X =RHEE

=

=

HEHEEXE EHE R R

= o=

Oui
Oui
Oui

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2017-020
2017-020

2017-020

2017-020
2017-020

2018-043
2018-043

2020-007

2020-007
2020-007

2020-007
2020-007

Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
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COS-0GA
COS-0GA
COS-0GA

Extrait fad
Extrait fad
Fasing de saryg
Géraniel, Thymed
Giibérellines GALGAT
Gitibérellines GALGAT
Gitbérellines GALGAT
Gibérellines GALGAT
Giibérellines GALGAT
Giibérellines GALGAT
Graisse de meulon
Graisse de meulon
Hestamnaaxdoglacan
Huile de clous de girofle
Huile de colza
Huile de colza
Huile de colza
Huile de colza

Huile de menthe verte
Huile de menthe verte
Huile de parafline
Huile de parafline
Husle de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Husle de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Husle de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline
Huile de parafline

MEVALONE

NEMGUARD GRANULES

CERTASOL
CEDROZ
GIEB PLUS

GIEB FORTE
HOVAGIB

REGULEX 10 3G
STEFAGIE

TRICO

TRICO JARDIN
PELIN GV

BIOXEDA

HATIVERT

HATIVERT SPRAY
HATUREN ERADIEUG
HATUREN ERADIGUN
IO -

BIDX-M AMATEUR
ACTIPRON PLUS
ALPHASIS J

ANTICOCHENILLES NOVA
CATANE

BLASON 2150473
BSTIM 2150479

MESALIA 2150479
MESSIDOR 2150479
MESTAR 2150473
VACAZOTEL 2170516
GALOPIN® 2171257
PERFORMER SL 2200158
Z161080

MIRKA 2161080

YATTO 2161080

EUGETI 2170855
TRIGEMOL 2170859
CAGENOLETA 2171177

| 2100200

2160454

MAMOTELI 2170746
2110185

Z20D643

2030259

GIBB PLUS 10 5L 2100198
Z200147

8700355

2160390

ANDE43

2120057

2180283

20Toi0a

2110075

21T0aTa

2170aTT

2110150

2110143

2100184

2180858

B200024

2171250

HIVERSAIN 2171250
SPASIS 2171250
STORMING 2171250
2140108

B80D09G

ANTICOCHENILLES BID MASS0 2150100

CATANE JARDIN

ARBHIVER JARDIN 2180408

Z20D263

INSECTICIDE ACARICIDE BIO MASSO 2210843

CITROLE
ESTIUOIL

FINAVESTAN EMA
INSECTOIL KEY
LAINCOIL

B200235

217462

SUMMER QIL 7170452
CAZDOILTE 2180650
ES0D4TD

217463

2170454

= o= oEE

R EX

o=

| Retrail de IAMM |e DND2/2022
Produil ulilisable jusou'au 310082023

Ancienne dénomination: GIEB PLUS G

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

Oui
Oui
Oui

2020-007
2020-007
2020-007
2020-007
2020-007

2017-028
2017-028
2017-028
2017-028

2017-027

2018-035

2020-033

2020-033
2020-033
2020-038
2020-033

2020-033
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Annexes

Husle de parafline
Huile de parafline

Husle de parafline

Huile de parafline

Huile de parafline

Huile de parafline

Huile de parafline

Husle de parafline

Huile de parafline

Huile de paraffine

Huile de parafline

Huile de parafline

Husle de parafline

Huile de parafline

Huile de parafline

Hule de parafline

Huile de parafline

Husle de parafline

Huille de peigsan

Huille de paigsan

Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Huile essentielle darange
Hude sessstiolls dorance

Hude sasenticlle Forange

Hule essentielle darange
Huile essentielle darange

Huile essentielle darange

Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potasshrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potasshrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm

OVIPHYT

OVISPRAY

POLITHIOL

STOP GIBIER PLUS

ARGOS

LIMOCIDE J

OROCIDE

OROCIDE PLUS
ESSEN'CIEL

| PREV-GARD

PREV-GOLD
PREV-GOLD GARDEN
AHL-FOO1

AHL-FO01 HG
ANL-FOO2

AHL-FOD4

ARMICARB

2300504

ACAKILL B300504
ALPHASIS EV 2300504
EUPHYTANE GOLD 2300504
LAWY 8300504

OLIBLAN 9300504

VAZYL-Y 2300504
ACTIPRON EXTRA 2150103
OVIPRON EXTRA 2150104
B400406

OVIPRON PLLIS 2080010
CVIPRON PLUS JARDIN 2160616
LOVELL 2100065

LUMIERE 2190843
INSECTES D'HIVER SB00395
2160985

OVIPRON SUPER 2160085
OVITHIOL 2160985

2110009

XPULEE GISIERS 2160399
7300893

ASKOR 2210851

LIMONEN 2210853

7200059

LIMOCIDE GARDEN 2200053
CILIIR 2200059

ORIANGE 2200053

2180631

ORO-CUIN 2180631
PREVAM 2180631

PREVAM PLUS 2180631
PREV-AM ULTRA 2180631
7300324

2090127

AURANTCIEL 2090127
LIMOCIDE 2090127

LIMOIL 2000127
PREY-AM PLUE 2170412

CAZMARAN) Zaon3ns

21009

7100538

F20885

Z1B0543

180544

17081

7100264

2110058

APC-0BCD 2110053
PONDUCARE 2110059
K-BLOC 2140027
BICARBEMAT 85 2170461
KARBICURE 5P 2200365

o= =R

Ancienne dénomination: PREV-AM

|Reteail de IAMM le 171272021

Produil ulilisable jusou'au 1500672023

Restrail de FAMM le 1722021
Produil utilisable jusou'au 150062023

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
O

Oui
Oui
O

Oui

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2020-038
2020-033
2020-033
2020-038
2020-038
2020-033
2020-033
2020-033
2020-038
2020-038

2020-033
2020-038

2020-038
2020-038
2020-033

2018-035
2018-035
2018-035

2018-044
2018-044
2018-044
2018-044
=HHEges

2018-044

2017-028
2017-028

2017-028
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Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potasshrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Hydragénesarbanate de potassrm
Larinarife

Larminarine

Larinarine

Larninarine

Larminarine

Larminarine

Larminarine

Maltedexlrine

Maltedexlrine

Maltedexlrine

Maltedexlrine

Mélange de lespéncides ORD 460
Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrgue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrgue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrgue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrgue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

Phiosphate ferrigue

ARMICARE JARDIN

ARMICARB JARDIN SPRAY

ECHIIUIER
VITISAN

IDDUS 2 CEREALES

BICAREI 85 210334
2110198

APC-10CD| 2110158
2171067

2180265

2171200
AGRITISAN 2180737
2020021

WVACCIPLANT GRANDES CULTURES 2020021

KOURDS 2020021

IDDUS 2 CULTURES SPECIALISEES 2080019

VACCIPLANT FRUITS ET LEGUMES 2080013

PLANTWAX Z210501
VINIVAX 210501

ERADICOAT 2160114
BLANMOSCATE 2161072

ERADICOAT MAX 2180181
MAJESTIK 2180181

REQUIEM PRIME 2180198
DOFF ANTI-LIMACES ET ESCARGOTS Z20D0ET
LIMASOL 2200067

DOFF ANTI-LIMACES ET EBCARGOTS PLUS Z20D068
DOFF ANTI-LIMACES ET EECARGOTS PRO 2180537
IROMNCLAD 2190537

FERRAMOL 2020003
NEU 1165 M 2020003

FERRAMOL PRO 2160409
HEU 1168 M PRO 2160409

FERREX 2180147

FERREX JARDIN
LIMAFER JARDIN

TURBOPADS JARDIN
TURBODISQUE JARDIN

FERRIMAX

HEU 1186 M

HEUDORFF 1181 M

LIMAFER 2180147
TURBOPADS 2180147
TURBODISQUE 2180147
MOLLUSTOP NATURE 2180147
COMTRE LIMACE NATURE 2180147
LIMADESQUE NATURE 2180147
2180148

2180143

2180150

2180151

2150963

LIMABIOL 2150963

2160226

IRONMAK MG 2160226
MUSICA 2160226

21403252

STOF MET LIMACES 2140252
2150780

LIMEX NAPPA 2150780
2150783

FERRAMOL ULTIMA 2150783
FERRAMOL ULTRA 2150783
2110031

DAXMOE 2110031

MOLLLGK 2110031

A A

HoE R HEE X

HEEEXE =R

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2017-028
2017-028

2020-007
2020-007

2018-043
2018-043

2017-023
2017-023

2017-023
2017-023
2017-023
2017-023
2017-023
2017-023
2017-023

2017-023
2017-023
2017-023

2017-023
2017-023
2017-023

Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
Ooui
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Phiosphate ferrigue
Phiosphate ferrigue
Phiosphate ferrgue
Phiosphate ferrigue
Pisodphate fecsique

Phiosphate ferrigue
Phiosphate ferrigue
Phiosphenate de disadum
Phiosphenate de disadum
Phiosphenate e disadum
Phiosphenate de disadum
Phiosphenate de disadum
Phiosphenate e disadum
Phiosphenate de disadum
Phiosphenate e disadum
Phosphonates de polassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassism
Phosphenales de palassism
Phiosphenales de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassium
Phiosphenales de palassism
Phiosphenales de palassism
Phiosphenates de palassism
Phiosphenates de palassism

SLUXX HP 2100030
BABOXX 2100030

MM 2100030

SEEDMIXK 2100030

o 2190330

ULTIMUS Z0340

BUCCATA 2210940

CERANEL 2150074

BCP 358 FC 2150074

REDELI 2150067
SIRIUS 2150067

FRUCTIAL 2150067

DELIRE+ 2171201

FOSFODILMA 2180567

DISOOI 2190953

ACTICLASTER 2200194
ELAKMUR 2180162
DECCOFITO 2180162

CENTURY 2180558
S0ORIALE 2180588

TAFOS 2180572

FOSIKA 2180161
MILDFOS 2220003

FER-A 2180318
FBR-D' 2210305

FBR-E 2210308

FBR-F 2210307

FOSHIELD 2200457

URANSER 7201000

ATAPHOS-K 2210265

FER-B 2180317
DRAP-FHOS 2200798

ELIXIR 2210248

PHOSFIK 7200831

FER-C 2180316
LEG-01F34 2100041

FERTINAN 2100053
ETONAN 2100060
MIFOS 2140083
CAZFOSF] 2150372
PHOSTIM 730 5L 2160662
SDN-TOP 2170150
EPATAN 2180720
ALLCINAN 7200454
FACINAN 2200478
KUTAISI 2200512
ALAMODE 2210770
PHOSTIM PRO 2210777
PHYTOSARCAN 2180160
BOING 2180160

KERALA 2180160
TENROK 21901680
CAZSOFAJ 2190863

Retrail de PAMM le 31252020
Produil ulilisable jusou'au I00EE022

Ancienne dénomination: DRA-FHOS

2017-023
2017-023
2017-023
2017-023

2017-023

2020-007
2020-007
2020-007
2020-007
2020-007

2020-007
2020-007

2020-007
2020-007
2020-007

2020-007
2020-007
2020-007
2020-007

2020-007
2020-007
2020-007

2020-007
2020-007

2020-007
2020-007

Ooui
Ooui
Ooui
Ooui

Ooui
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Phosphonales de polassiom
Phosphonales de polassiem
Phosphonales de polassiom
Phosphonales de polassiem
Phosphonales de polassiom
Phosphonales de polassiom
Phisphinitia-de-palsien

Pyrathrines

Pyrathrines

Pyrathrines al Abamecling
Pyrathrines &l Huile de colza
Pyrathrines &l Huile de colza
Pyrathrines &l Huile de colza
Pyrathrines &l Huile de colza
Pyrathrines &l Huile de colza
Pyrathrines &l Huile de colza
Pyrathrines &l Huile de colza
Sable quartreus

Silicate d'aluminium

Silicate d'aluminium

Silicate d'aluminium

Silicate d'aluminium

Silicate d'aluminium

Silicate d'aluminium

Silicate d'aluminium

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saoufre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

Saulre

POST-PFHITE
PYGMALION

SAVIAL DIRECT
SAVIAL FORTE

BAVIAL POST

POHON-EFOPINBECTES

QDX INSECTICIDE BID PLM

FAZILO
INSECTICIDE SPRUZIT AF

INSECTICIDE SPRUZIT EC
SPRUZIT AF PRO
SPRUZIT EC PRO
RAPIDINSECT SPRAY

WOBRA
ARGICAL PRO

ARGI JARDIN

SOKALCIARBD WP

SURROUND WP CROP PROTECTANT

ACOIDAL WG

ACTIOL

AFEFLOR POUDRE
AFEFLUID VENTILE SUPER
AFESOUFRE VEMNTILE 88.5

AFESUL LIQUIDE 800 SUPER MICRONISE

2100159
2210128

CARPEDIEM 2210128
100190

2100158

CUMEE 2190158
CRAMEEWD 2400453
MIKOMOS 2100158
MIKONOS EVO 2220267
2100157

2400405

2110084

QDX INSECTICIDE PLM 2110084

2090146
2090200
SOLMEECT 2090200
2090123
2160603
2160608
21804808

POLYSECT PLUS SFRAY 2190808

BTOD7S2

2120158

ARGI HATURE 2120158
2120173

FRUCTIFIA 2120173
2100038

BAIKAL WP 2100038
2060034

2150168

S0FRAL B200360
E30D0E3

DARTAGHAN EI0DIE3
FAETON BC B300063
STARTUF B30D0GE3
LUCKFERE 2190128
SATELLITE XF 2190188
FAETON XF 2100348
DARTAGMAN XF 2100945
STARTUFR XF 2180948
LUCIFERE 5 2190950
SATELLITE & 2180950
BO0DASD

ET00385

E20D445

POMROUCH 2040338
MOPFLUID 6200445
E300488

SOFRAL FLO 2140021

ACOIDAL BDO FLO 2170023

CUMELA SC B300488

SAMEBA BOD SUPER COMNCENTRE E30D488

MAMBO SC E300488

o E R R K

Ancienne dénomination: CURAMNE EVO

Retrail da FAMM le 150672021

Produil ulilisable jusqu'au 120052022

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
O
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2020-007

2018-039
2018-039

2018-039
2018-039
2018-039

2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
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Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre

Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre

CEPSUL ESPECIAL 98.5 % 2060007
CAZEPSUL 2110034

SOFLUYD OF 2140134

SOFLUID DF JARDIW 2160815

COSAVET DF 2130277
SOLTRAM DF 2130277

STIEIN OF 2130277

SULBARI DF 2130277

SULGRAM DF 2130277

FLOSUL 2160818
AZZIIRRI 2160818

CRETA 2160818

MAGMNALI 2160818

SEFFIKA 7160818

STYRAX L 2160818

DANISOFRE 2200583

FLUIDOSOUFRE 5100219
FLUID AMCRE 2 5100219

FLUIDAMCRE 3 5100219

IDEALFLUID 5100219

GRAIN D'OR 2090105
OROFLUID 2090105
HELIOSOUFRE 3 000222

BIOS0UFRE B000222
COMEISOUFRE 8000222
HELIOTERPEN S0OUFRE 8000222
MAKISOUFRE 8000222

SALTO BO00222

SITIA 8000222

VERTISOUFRE 2000222

JUBILE 2170a97
KUMULUS DF B200214

AZUPEC WG 2080103
QUALISOUFRE 2090103

SULPEC 2090103
KUMUZORLA 2100238
AZUFEC 80 GD 2160475
SULFEC 80 GD 2160475
WISUL WG 2100852
AMODE DF 5200214
ATEMEA DF 8200214
BADISOUFRE M 5200214
COVER DF 5200214
FILILILAN 0200214
SULFOJET DF 5200214
SULFOSTAR 8200214
TENDER DF 8200214
TRILOG 5200214
LABELIS EV 2030184

KUMULUS JARDIN AND410
MALADIES DES ROSIERS CPJ Ao
MICROTHIOL SPECIAL DISPERSS 5800245

CITROTHIOL DG 5800245

= o=

Ancienne AMM: 2000102, ulilisable jusgua
épuisament des siocks

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui

2021-008

2021-008

2021-008

2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008

2021-008

2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
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Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Saufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Saoufre
Soufre
Soufre

Soufre
Soufre

Soufre
Soufre
Soufre
Soufre
Soufre

COLLOMIC SP 2800245

COLPENN DG 5800245

FEMNTHIOL 8800245

S0FRIL GD sa00245

SOUFREBE DG BA00245

SULFOL LS 5800245

SULFORIX LS 5800245

THICWIT GOLD MICROBILLES BA00245

MICROTHIOL SPECIAL JARDIN B500341
SOUFROR | 2060182
MICROTHIOL SPECIAL LIGLIDE TTOD216

CATZO 5C 7700216
CITROTHIOL LIQUIDE 7700216
CITROTHIOL RAINFREE 7700218
MICROSOFRAL SC 7700218
PENNTHIOL LIQUIDE 7700218
PENNTHIOL RAINFREE 7700218
PLANTIZOUFRE 7700218
SULFORLX RAIMFREE 7700216
SULTOX FLUIDE LD 7700216
THIOFRON RAINFREE 7700216
CATZO 2180945

OIDIOL POUDRAGE 700310
VEGESOUFRE POUDRAGE 7800310

POL-SULPHUR 80 WG 2150251
POL-SULPHUR 80 WP 2150252
POL-SULPHUR 800 5C 2170538
WITIZOUFRE 2040338

SOUFRE SUBLIME AFEPASA 2150118

FLORFLUID 2150118
VENTIFLOR 2150118
SUBLIMOGR 2180832
SUBLIME EXTRA 59% 2160845

SOUFRE TRITURE 85% 2120168
SOUFRUGEC ETOD15T
SULFUR ULTRA 0933
SULFURMAX 2180474
THIOVIT JET MICROEILLES 2000318

KOLTHIOR 20003018

MICROTHIOL SPECIAL DG 2000018
OIIASE B0 2000018

THIOVIT PRO 2000018

THIOVIT JARDIN B500147
VELOURS | z220168
VISUL GD 80 G700114

AZUMO GD 8700114
S0LFO CER 8700114
SULPHLIRYA 50 W& 2220108

AZUMO JARDIN D263
WETTASUL DP 21890027
WHISPER 2190453

AUDITORILM 2190453
KASHMIR 2100459

2021-008
2021-008

2021-008

2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
2021-008

2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008

2021-008
2021-008
2021-008
2021-008

2021-008

2021-008
2021-008
2021-008
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Soufre el Addes gras RAPID'TOTAL 190811 X Oui

Spinasad SUCCESS GR 171083 Oui 2018-037

Spinasad STORY 2210285 Oui

Spinosad MUSDO GR 2171083 Oui 2018-037

Spinasad SUCCESS SOL 190760 X Oui

Spingsad INSECT'S0L 2190760 X Oui

Spingsad PROTECT'SOL 2190760 X Oui

Spingsad SYNEIS APPAT 2060130 Qi

Spingsad CAZSUOLIE 2150763 Oui

Spingsad TOPGRAIN 7190441 Oui 2020-078

Spinosad ORGRAIN 2100441 Oui 2020-078

Sulfale de fer DETRUI-MOUSSE J 180256 X

Sullale de fer ENGRAIS GAZON ANTIMOUSSE PREMIUM 2180283 X

Sulfale de fer ERADKAMOUSSE F 2130126 X

Sulfale de fer ENGRAIS GAZON ANTIMOUSSE F 130128

Sulfale de fer ERADKAMOUSSE F+ 130125 X

Sulfale de fer FLORANID GAZON ANTIMOUSSE 130127

Sulfale de fer ENGRAIS GAZON ANTI-MOUSSE 2201024 X

Sulfale de fer RAIDMOUSS 2140190

Sulfale de fer RAIDMOUSS JARDIN 2140193 X

Sulfale de fer SCOTTS ANTIMOUSSE 2190066 X

Tere de dialames (Kiesslgur) SILICOSEC 130123 Oui 2020-063

Substance active Mom cammercial N AMM Mention Riermangise Production CEPP Faible risque -
EAJ Biologigue [actualisation Art. 4T

| | OTIOTI2021)

Pigge 4 insecles [Delametring) CERATIPACK 7130114 2018-041

Pigge 4 insecles ([Delametrine) DECIS TRAP 130115 Oui 2018-041

Pigge 4 insecles ([Delametrine) DECIS TRAP MED 2130115 Oui 2018-041

Pigge 4 insecles ([Delamethring) DECIS TRAP MB 2170392 2018-041

Pigge 4 insecles ([Delamethring) FLYPACK WALNUT HUSK 2170542

Pigge 4 insecles [Delamethrine) DECIS TRAP D3 0477

Pigge 4 insecles ([Delametrine) DECIS TRAP MC 190252

Pigge 4 insecles ([Delametrine) FLYPACK CERASI 190253

Pidge 4 msactes (Dellamathrine) FLYPACK COMPLETA 2180891

Pigge 4 insecles ([Delametrine) FLYPACK DACUS 200509 Oui

Pigge 4 insecles [Delamethrine) FLYPACK SUZUKI 10476

Pige 4 insecles (Esfemalérats) KENOTRAP COMPLET 0110

Piage 4 insecles [Esfemalérats) MOSKISAN 2210475

Pigge 4 insecles [Delamethrine) MAGNET MED 2140091 Oui

Pigge 4 insecles ([Delamethrine) VIO-TRAP 130112 Oui 2018-041

* EAJ : Emploi sutorisé dans les jardins
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innovantes pour la recherche de
molécules a potentiel
allélopathique

L’utilisation massive de produits phytosanitaires pour la protection des cultures est un
probléme majeur a cause de leur toxicité environnementale et sur les espéces non-
ciblées. L’objectif de cette these a été de développer une méthode innovante en plaque
96 puits permettant d’évaluer I'activité phytotoxique d’extrait de plantes ou de molécules
pures rapidement ainsi qu'un couplage seéparation chromatographique — test
antigerminatif. L’activité d’une dizaine de plantes adventices, ornementales vigoureuses
ou invasives a été évaluée dont celle de la balsamine de I'Himalaya (différents organes
et suspensions cellulaires). Les extraits de feuilles de cette derniere ont montré une forte
activité phytotoxique sur les graines de cresson qui semble due a la présence de
naphtoquinones.

Mots clés : Impatiens glandulifera Royle, phytotoxicité, bioherbicides, développement
de méthode, plantes adventices, culture in vitro.

Innovative characterization method for the research of
molecules with an allelopathic potential

The massive use of crop protection products is a major problem due to their toxicity on
the environment and on non-target species. The aim of this project was to develop an
innovative method in 96 well plate allowing the evaluation of the phytotoxic activity of
plant extracts or pure molecules to accelerate the discovery of plant phytotoxic
compounds. This test was coupled with an HPLC separation for the first time. The
activity of ten weed or invasive plants was evaluated including the one of the Himalayan
balsam. The extracts of the leaves showed a strong activity against the germination of
cress seeds which could be due to the presence of naphthoquinones.

Key words: Impatiens glandulifera Royle, phytotoxicity, biohercides, method
development, in vitro culture.




