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Introduction générale 

Ces dernières décennies, l’usage des produits phytopharmaceutiques a augmenté pour 

permettre une hausse des rendements agricoles en lien avec l’augmentation de la population 

mondiale. Cet usage excessif a eu des conséquences néfastes sur l’environnement avec 

notamment une atteinte des espèces non ciblées comme les espèces aquatiques, les Humains 

mais également une pollution des nappes phréatiques. De plus en plus de composés herbicides 

sont retirés du marché au fur et à 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 l’environnement comme les produits de biocontrôle.  

 

Cette thèse 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 

possèdent diverses stratégies dont une, pouvant se baser sur le relargage dans l’environnement 

de composés phytotoxiques ralentissant la croissance des plantes alentours. Ce mécanisme de 

production de métabolites influençant les autres plantes est appelé l’allélopathie et les 

interactions en résultant peuvent être positives ou négatives sur les espèces cibles.  

 

L’objectif majeur de ce projet de thèse 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 l’activité bioherbicide 

permettant un gain de temps et un couplage séparation chromatographique – test biologique.  

- L’étude du potentiel phytotoxique de la balsamine de l'Himalaya, plante invasive en Alsace et 

identification des molécules actives de cette plante 

- La culture in vitro de la balsamine de l’Himalaya avec l’obtention de cultures de cellules 

indifférenciées (cals, suspensions) et également de plantules.  

- Le criblage de l’activité phytotoxique d’une vingtaine de plantes et l’identification des 

composés actifs. 

 

Ce manuscrit est divisé en 7 chapitres. Le premier chapitre porte sur l’étude 

bibliographique des plantes adventices, de leur impact sur les cultures mais également sur les 

moyens de les contrôler notamment en utilisant des produits phytosanitaires ou des alternatives 

plus respectueuses de l’environnement. Les techniques d’analyse et de production de composés 
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d’intérêt par les plantes (comme la culture in vitro) sont également évoqués. Le deuxième 

chapitre se concentre sur le développement de la méthode de test de mesure de l’activité 

bioherbicide en plaque 96 puits et du couplage entre la chromatographie liquide et le test 

biologique. Le troisième chapitre porte sur l’étude du potentiel phytotoxique de la plante 

modèle du projet, la balsamine de l’Himalaya en utilisant la nouvelle méthode développée. Le 

quatrième chapitre se concentre sur les résultats du criblage de plusieurs plantes invasives ou 

adventices de la région. Le cinquième 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.  

 

 



 

    

 CHAPITRE I 
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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 l’Homme et qui peut potentiellement faire baisser 

ou déplacer la population de plantes qui ont été délibérément cultivées ou qui ont un intérêt 

écologique 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 être 

flottantes (jacinthe d’eau : Eichhornia crassipes L.) submergées (myriophylle en épi : 

Myriophyllum spicatum L.) ou émergées (massettes Typha sp.) en fonction des espèces 

concernées (M. Kaur et al., 2018) . Les algues ne sont quant à elles pas vraiment considérées 

comme des mauvaises herbes ou des adventices mais restent une catégorie végétale à surveiller 

avec des préoccupations qui ont commencé dès les années 1950 (Bartsch, 1954). Les plantes 

adventices terrestres et en particulier les adventices des cultures sont en grande majorité des 

Angiospermes1 (plantes à fleurs) sauf pour les prêles 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 à 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 Pièces florales par 3 Pièces florales par 4 ou 5 

Feuilles Nervures parallèles Nervures en réseau 

Pollen Un pore Trois pores (souvent) 

Racines Racines adventives Racine principale persistante 

Exemples 

d’adventices 

Panic pied de coq (Echinochloa crus-galli) 

Digitaire sanguine (Digitaria sanguinalis) 

Chénopode blanc (Chenopodium album) 

Gaillet gratteron (Galium aparine) 

Exemples de 

plantes cultivées 
Blé tendre (Triticum aestivum L.) Radis (Raphanus sativus L.) 

 

 
1 Les termes indiqués en bleu soulignés sont définis dans le glossaire 
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Ces plantes adventices prolifèrent rapidement grâce à diverses stratégies évolutives et 

leur reproduction peut se faire de façon 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. Après la germination, les plantes grandissent rapidement, avec un stade 

végétatif court qui leur permet de se reproduire très rapidement.  

 

1.1.2 Utilité des plantes adventices :  

On appelle plantes messicoles les plantes adventices ayant un cycle de développement 

synchrone à celui des plantes cultivées. Ces plantes ont des avantages que ce soit pour les 

insectes, les oiseaux ou les herbivores. En effet, l’enherbement spontané favorise la diversité 

des insectes présents dans les cultures mais permet aussi de contrôler 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 à aménager les bords des parcelles et permet la 

maîtrise 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 être associé avec une gestion globale de l’agriculture 

pour la production de fourrage pour les herbivores (Cambecèdes et al., 2012). Enfin, ces plantes 

considérées comme nuisibles peuvent être consommées par l’Homme, comme le pourpier 

(Portulaca oleacera L.) ou l’ortie (Urtica dioica L.). Certaines études ou plans proposent même 

une conservation de ces plantes voir une culture à des fins alimentaires en contrôlant ainsi la 

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

 

1.1.3 Désagréments causés par les plantes adventices :  

Malgré certaines utilisations des plantes adventices, leur capacité de prolifération accrue 

pose divers problèmes. La compétition pour les ressources avec les autres plantes présentes 

provoque une perte de rendement au sein des cultures pouvant aller jusqu’à 100%. De manière 

générale, la perte attribuée aux mauvaises herbes aux États-Unis dans les années 1970 pour les 

cultures des céréales était d’environ 10% (Zimdahl, 2018). En plus de la perte de rendement, 

les plantes adventices induisent des coûts supplémentaires. Pouvant être hôtes de certains 

ravageurs (virus, insectes, nématodes, champignons), elles rendent plus difficile la protection 

des cultures comme par exemple, l’avoine sauvage qui peut être l’hôte de la pourriture blanche 

(oïdium) qui infeste les cultures d’avoine, de blé ou d’orge (Zimdahl, 2018). Les graines de 

plantes adventices vont aussi être ramassées avec les plantes cultivées et réduire la qualité de la 

récolte si elles ne sont pas enlevées ce qui provoque un surcoût de production. Il est donc 

nécessaire de contrôler 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 écosystèmes car elles peuvent empêcher les autres 

plantes d’avoir accès aux ressources et de se développer. Ces mauvaises herbes peuvent être 

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 contrôler le développement de ces mauvaises herbes et de limiter leur impact sur 

les rendements des cultures, des herbicides ont commencé à être utilisés à partir des années 

1870. Ils étaient à l’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 grâce à de vastes essais 

a commencé en utilisant des plantes modèles et en pulvérisant les composés actifs sur les plants 

ou en les ajoutant directement dans le milieu nutritif. L’effet du composé était visualisé grâce 

aux symptômes que développait la plante, ainsi qu’à son poids sec et frais (Kraehmer et al., 

2014). Les modes d’action n’étaient pas très diversifiés ni vraiment étudiés. Les premiers 

herbicides commercialisés sont les auxines, les herbicides perturbant l’organisation 

microtubulaire et les photosystèmes en particulier le photosystème II.  

A partir des années 1980, des essais biochimiques ont été 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 mammifères (Kraehmer 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 à plus de 2 millions en 2019 

(FAO, 2022). Les continents qui en sont les plus gros consommateurs sont l’Asie (50%), 

l’Amérique (36.4%), l’Europe (11%), l’Océanie (1.8%) et enfin l’Afrique avec une part de 

1,3%. Même si la France se classe 8ème des pays les plus consommateurs d’herbicides sur la 

moyenne entre 1990 et 2009 avec environ 30 000 tonnes, elle reste loin derrière 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 à 2013) (FAO, 2022). 

Les herbicides utilisés dans le monde sont des molécules diverses avec des modes d’action 

spécifiques, ils peuvent être classés selon plusieurs critères qui sont détaillés dans les 

paragraphes suivants à 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 être appliqués à différents moments du développement de la 

plantule (figure I-1). En effet, le passage de graine à plantule se fait en différentes phases. La 

phase I est celle de l’imbibition (entrée d’eau dans la graine sèche). C’est pendant cette phase 

que la graine se remet à fonctionner (reprise de la respiration cellulaire, synthèse des ARNs). 

La phase II est celle de la germination avec une teneur en eau stable dans la graine et la synthèse 

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 l’émergence de la radicule et est caractérisée par une croissance 

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

Les herbicides peuvent être 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 être 

mis directement dans le sol avant la germination de la graine. Comme les herbicides de pré-

semis ou de pré-émergence doivent être présents avant la germination de la graine, ils sont 

incorporés dans le sol grâce à divers systèmes : comprimés à libération lente, micro-

encapsulation (micro ou nanoparticules). Les comprimés sont faits en un matériau inerte sur 

lequel est déposé l’herbicide. Une fois mouillés ils vont relarguer les composés herbicides petit 

à petit. Ces comprimés sont utilisés pour l’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 l’action d’intégrer les molécules 

actives dans un vecteur de transport biodégradable et peu cher qui peut être constitué de 

polymères, 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 à eux appliqués une fois que la pousse est 

sortie de terre, avec une application foliaire. Ils peuvent être sélectifs d’une catégorie de plante 

ou non et sont plutôt utilisés sous forme de granulés à diluer dans l’eau ou de solutions à 

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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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 empêchant ainsi la survie de la plante. Pour déterminer le mode d’action 

d’un composé, des critères morphologiques peuvent être utilisés comme la croissance des 

racines ou de l’hypocotyle, mais ces observations peuvent être insuffisantes. Des techniques 

différentes permettent de compléter les premières observations morphologiques comme la 

vérification de l’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 photosynthèse  (Dayan et 

al., 2000).   

Le Comité d’Action de la Résistance aux Herbicides (HRAC) est un groupement formé 

par des acteurs de l’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 inhibent2. Trois grandes catégories 

ont été formées : les herbicides ciblant l’activation des espèces réactives de l’oxygène par la 

lumière (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 à 34 selon la fonction biologique 

que les herbicides inhibent, la dernière 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 l’HRAC 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 et al. (2013) 

 

1.2.3.1 Impact sur l’activation des espèces réactives de l’oxygène par la lumière :  

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

des espèces réactives de l’oxygène par la lumière et impactent donc la photosynthèse de façon 

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

métabolique inhibée.  

Les espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species : ROS en anglais) sont 

produites par le mécanisme cellulaire, de façon physiologique notamment par la chaine de 

transport des électrons dans la mitochondrie, le chloroplaste et le peroxysome. En revanche, 

leur présence peut être augmentée lorsque la plante subit divers stress (sécheresse, salinité ou 

exposition à la lumière). Les 2 principaux ROS sont l’anion superoxyde (O2
• -) formé à partir 

d’O2 et peu réactif et le peroxyde d’hydrogène H2O2 formé par la photorespiration, ou par la 

chaine de transport des électrons du chloroplaste, de la mitochondrie. Ces 2 molécules peuvent 

être converties en des espèces plus réactives comme l’•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 systèmes leur permettant de réduire ce stress 

oxydant qui sont des enzymes ou des molécules antioxydantes comme le tocophérol, ou l’acide 

ascorbique par exemple. Ces systèmes sont pris pour cible par les herbicides de cette catégorie.  

La première cible de ces herbicides est la protéine D1 qui est importante pour le 

fonctionnement du photosystème II. Les plantes sont capables d’utiliser l’énergie lumineuse 

pour former des molécules carbonées mais également de stocker cette énergie sous forme 

d’ATP et de NADPH2. Cette conversion est possible grâce à plusieurs complexes 
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photosynthétiques appelés photosystèmes qui sont localisés dans la membrane des 

chloroplastes. Le photosystème II est le système qui va capter la lumière, il possède un centre 

actif composé de plusieurs protéines, dont les plastoquinones, qui peuvent accepter des 

électrons. Ces plastoquinones se lient normalement à une protéine D1 située dans le 

photosystème II. Certains herbicides comme l’atrazine de la famille des triazines se lient sur 

le site de la protéine D1 qui permet la fixation des plastoquinones empêchant leur interaction. 

Les électrons ne pouvant plus être évacués, la production d’espèces réactives de l’oxygène 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 lycopène. Le tocophérol empêche l’oxydation des lipides et réagit avec l’O2 produit dans 

les chloroplastes protégeant ainsi les membranes et le photosystème II.  La voie de biosynthèse 

de cette molécule implique 2 composés : l’acide homogentisique et le phytyldiphosphate et 

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

enzyme est la cible des herbicides appartenant à la sous-catégorie 27 telle que la sulcotrione 

(trikétone). Le lycopène fait partie des caroténoïdes et sa synthèse implique deux enzymes : la 

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

cibles des herbicides des sous catégories 12 et 34 (dont l’amitrole est le seul représentant) 

(figure I-3).  

 

Figure I-3 – Structure chimique de l’atrazine (sous-catégorie 5), de la sulcotrione (sous-catégorie 27) et de 

l’amitrole (sous-catégorie 34) inhibant le fonctionnement du photosystème II et la synthèse des composés 

anti-oxydants : le tocophérol et le lycopène  
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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 empêchant 

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 à 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 synthèse des protéines et des métabolites spécialisés qui aident la 

plante à s’adapter à son environnement.  

Dans cette catégorie d’inhibiteurs, 9 groupes ont été constitués selon la classification de 

l’HRAC en fonction de leur mécanisme d’action. Les mécanismes des inhibiteurs de la synthèse 

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

 

1.2.3.2.1 Herbicides ciblant la synthèse des acides aminés : groupes 2 et 9 de la 

classification de HRAC : 

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

particulièrement ciblées par les herbicides : l’AcétoLactate Synthase (ALS) impliquée dans la 

synthèse 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 I-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 synthèse d’acides 

aminés branchés essentiels qui doivent être apportés par l’alimentation chez les mammifères. 

Cette enzyme intervient dans les premières étapes de synthèse de la valine et de l’isoleucine et 

permet donc indirectement de synthétiser la leucine dont l’un des précurseurs est formé pendant 

la synthèse de valine. Les herbicides ayant comme cible cette enzyme sont donc peu nocifs pour 

les mammifères et ont donc été très développés au cours du temps (McCourt et Duggleby, 

2006). Dans la classification de l’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 études ont supposé que la baisse des acides aminés branchés provoquait une baisse de la 

synthèse protéique mais également une inhibition de la mitose et de la synthèse de l’ADN. 

Néanmoins, le renouvellement protéique étant accru, la teneur en acides aminés branchés ne 

semble jamais atteindre un seuil critique et l’accumulation d’autres acides aminés pourrait être 

à l’origine de la mort de la plante. De plus, l’accumulation des substrats de l’ALS à savoir le 

pyruvate et le ketobutyrate peut aussi avoir des effets délétères, notamment par l’augmentation 

de la fermentation cellulaire et la production de molécules potentiellement toxiques (lactate, 

éthanol, acétaldéhyde) (Q. Zhou et al., 2007).  

La 5-EnolylPyruvyl-Shikimate 3-Phosphate Synthase (EPSPS) est une enzyme impliquée 

dans la synthèse de 5-EnolylPyruvyl-Shikimate-3-Phosphate (EPSP) à partir de Shikimate-3-

Phosphate (S3P) et de PhosphoEnolPyruvate (PEP). Ce composé est un précurseur de la voie 
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de biosynthèse du tryptophane de la tyrosine et de la phénylalanine. Le seul herbicide inhibiteur 

de l’EPSPS est le glyphosate qui agit comme un inhibiteur compétitif du PEP en se liant au S3P 

formant ainsi des complexes glyphosate-S3P-EPSPS (Schönbrunn et al., 2001). Cette inhibition 

provoque une baisse de la synthèse des acides aminés aromatiques et donc de la synthèse 

protéique nécessaires au fonctionnement de la plante (Sikorski et Gruys, 1997) (figure 1-4).   

 

Figure I-4 – Structure chimique du chlorsulfuron (herbicide de sous-catégorie 2) et du glyphosate (herbicide 

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

 

1.2.3.2.2 Herbicides ciblant la synthèse de lipides : groupes 1 et 15 de la 

classification de HRAC : 

La synthèse des acides gras est assurée grâce à deux enzymes : l’acétyl CoA carboxylase 

(ACCase) et l’acide gras synthase.  

L’ACCase est présente sous deux formes homomérique et hétéromérique dans le règne 

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 première étape de synthèse 

des acides gras et doit être présente dans les deux compartiments. En effet, son produit, le 

malonyl-CoA, ne peut pas traverser la barrière plastidiale et est nécessaire autant dans le 

cytoplasme pour l’élongation des acides gras à très longue chaine, la synthèse des flavonoïdes 

et des anthocyanes, mais aussi dans le plaste pour la synthèse des acides gras (Sasaki et Nagano, 

2004). Les composés herbicides du Groupe 1 comme le diclofop-méthyle (figure I-5 (A)) 

n’altèrent l’activité que de l’ACCase homomérique plastidiale spécifique de la famille des 

Poaceae en agissant comme des inhibiteurs compétitifs et réversibles (Murphy et Tranel, 2019) 

du substrat de l’enzyme l’acétyl CoA en se liant à des domaines différents de l’enzyme (Takano 

et al., 2020). Appliqués directement sur les feuilles de plantes en herbicides de post-émergence, 

ils empêchent la production de lipides ce qui provoque la perte de l’intégrité membranaire, la 
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fuite de métabolites et la mort de la cellule. Les symptômes sont visibles sur la plante après 

seulement une semaine d’application et se traduisent par une chlorose et une désintégration des 

feuilles. (Takano et al., 2020). 

La synthèse des acides gras à très longue chaîne peut aussi être la cible de molécules 

herbicides (Groupe 15 de la classification HRAC). Ces acides gras possèdent un nombre 

d’atomes de carbone supérieur à 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 élongases 

qui permettent la synthèse de ces acides gras à très longue chaîne (Böger et al., 2000).  

 

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 dernière 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 l’assemblage et l’organisation des microtubules (comme la 

trifluraline). 

Les auxines sont des hormones végétales qui permettent l’élongation cellulaire, 

l’initiation des racines, la différenciation des méristèmes et la senescence. Elles sont 

caractérisées par leur structure présentant un cycle aromatique et une fonction acide 

carboxylique (Grossmann, 2010). A l’état naturel, les plantes produisent l’acide 3-indole 

acétique (AIA), l’acide phénylacétique et l’acide indole 3-butyrique (IBA) (figure I-6). Des 

auxines synthétiques ont aussi été développées : l’acide naphtalène acétique (ANA), l’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 première utilisation du 2,4-D dans les années 1940. A 

haute concentration, ces hormones de synthèse vont provoquer la mort de la plante, en 

accélérant la senescence des feuilles induisant une chlorose 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 à 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, l’étude de Ruszkowski 

and Forlani (2022) vise à mieux comprendre l’enzyme cible du glyphosate (l’EPSPS) pour 

identifier ou synthétiser de nouveaux herbicides ayant la même cible biologique.  

Certains modes d’action sont plutôt bien décrits alors que d’autres restent plus 

mystérieux, une sous-catégorie d’herbicides classée par l’HRAC contient 16 molécules dont 

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

 

1.2.4 Sélectivité :  

Les herbicides peuvent être 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 être utilisés pour réduire la présence d’adventices dicotylédones dans les cultures 

de graminées. Certains autres herbicides ne vont pas avoir de sélectivité et vont être utilisés 

pour l’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 à 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 synthèse 

des acides aminés aromatiques) (figure I-4) dérivée d’Agrobacterium spp. insensible au 

glyphosate ou d’enzymes qui dégradent le glyphosate de façon à les rendre moins sensibles 

(Schütte et al., 2017). 
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Pour augmenter la sélectivité des herbicides il est également possible d’ajouter des 

phytoprotecteurs à la formulation de l’herbicide qui permettent une détoxification plus rapide 

de l’herbicide chez les plantes traitées (Kraehmer et al., 2014). Ces composés sont utilisés avant 

ou pendant l’application de l’herbicide auquel ils sont associés pour protéger les cultures de 

céréales par exemple. Les phytoprotecteurs peuvent même être développés en parallèle de 

nouveaux composés herbicides comme le développement de cyprosulfamide (phytoprotecteur) 

et de thiencarbazone-methyl (herbicide) qui est un inhibiteur de l’ALS. L’association des deux 

composés permet de réduire l’activité de l’herbicide dans les plants de maïs mais ne fonctionne 

pas pour les plants de blé, ce qui implique une sélectivité des phytoprotecteurs également 

(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 maïs est passé de 28,9 en 1940 à 152,8 en 

2010 (Kraehmer et al., 2014). Les rendements des cultures en ligne ou fourragère a doublé avec 

le recours à l’utilisation de produits phytosanitaires aux États Unis en 10 ans. Cette solution est 

peu chère, facile à mettre en œuvre contrairement aux méthodes traditionnelles comme le 

labour, qui est demandeur en énergie et qui peut provoquer des problèmes d’érosion (Kraehmer 

et al., 2014).   

   

1.2.6 Les problèmes causés par les herbicides : 

1.2.6.1 Problèmes environnementaux et en santé humaine :  

Les herbicides ont des avantages sur la production alimentaire mondiale, mais ils ont aussi 

des effets délétères sur l’environnement et les espèces non ciblées. Depuis les années 2000 de 

nombreux herbicides ont été interdits d’usage en Europe comme l’atrazine en 2004 et le 

paraquat en 2007. Pour d’autres herbicides, les preuves de la toxicité sont plus difficiles à établir 

et l’impact négatif du glyphosate est par exemple sujet à controverse. En effet, le glyphosate 

ciblant l’EPSPS non présente chez les mammifères, sa toxicité devrait être limitée, néanmoins 

des études sur le Roundup ont montré une augmentation de l’apparition de tumeurs et une baisse 

de la fertilité chez le rat après exposition (Van Bruggen et al., 2018). Certaines études mettent 

en avant la toxicité des adjuvants utilisés dans sa formulation plutôt que le composé lui-même 

(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 photosystème II peut 

diminuer la photosynthèse d’espèces 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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également 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 

l’environnement et la santé humaine avec un impact sur les poissons, mais également sur les 

bactéries et une toxicité supposée pour l’Homme. Le 2,4-D a également un impact sur les 

espèces végétales non-cibles comme les fougères, ou des plantes aquatiques (Islam et al., 2018).  

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

physiologie des espèces cibles avec l’apparition de phénomènes 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 sensibilité moindre à 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 espèce de plante, la résistance à un herbicide (ou un groupe d’herbicide) donné est 

recensé, sachant qu’une espèce peut être multi-résistante. Au total, 513 cas de résistance ont 

déjà été observés dont 12 depuis le début de l’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 même une prédominance des dicotylédones résistantes aux herbicides inhibant 

l’acétolactate synthase et le photosystème II et aux analogues d’auxines.  

En plus de ces cas de mono-résistance, de plus en plus d’espèces développent des 

résistances multiples, avec une prévalence des doubles résistances (plus de 106 espèces 

recensées en 2020). Parmi les 12 nouveaux cas d’espèces résistantes recensées à travers le 

monde depuis le début de l’année 2022, 5 cas sont des adventices multi-résistantes. Parmi les 

espèces multi-résistantes, l’ivraie à épis serrés (Lolium rigidum Gaudin) et le pâturin annuel 

(Poa annua L.) sont celles qui ont développé le plus grand nombre de résistances simultanées 

avec un maximum de 12 résistances (chacune à un mode d’action différent), suivies de 

l’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 espèces 

résistantes, certains genres semblent enclin à développer des multi-résistances : 3 sont du genre 

Lolium, 3 Amaranthus et 2 Echinochloa (Heap, 2022). 
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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 l’activation par la lumière 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 à ces herbicides peut être due à différentes adaptations  

impactant directement le site d’action de l’herbicide ou l’empêchant 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 l’enzyme au niveau du site actif ce qui peut 

modifier l’affinité de l’herbicide pour l’enzyme (Yu et al., 2009). Le mécanisme de résistance 

peut également être lié à des mécanismes de détoxification ou de translocation de la molécule 

herbicide (Yu et al., 2009). 

Pour un mode d’action donné, différentes adaptations peuvent être combinées. C’est par 

exemple le cas des espèces d’Amaranthe (Amaranthus palmeri S.Watson) dans la publication 

de Nakka et al., (2017). Des modifications sur la séquence peptidique de l’enzyme peuvent 

apporter une résistance aux inhibiteurs de l’ALS et l’herbicide est détoxifié grâce à 

l’intervention des cytochromes P450. En effet lors de l’ajout d’inhibiteur de l’activité des 

cytochromes P450, les espèces résistantes redeviennent sensibles à l’herbicide concerné. Les 

cytochromes P450 sont impliqués dans la biotransformation de plusieurs types de molécules 

grâce à diverses réactions chimiques : hydroxylation, déméthylation, oxydation… mais les 

cytochromes impliqués dans ce mécanisme de résistance sont difficiles à identifier (Dimaano 

et Iwakami, 2021). 
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Concernant les cas de multi-résistances, certaines espèces comme deux populations 

d’ivraie à épi serré (Lolium rigidum Gaudin) ont développé des résistances au glyphosate 

(inhibiteur de l’ESPS), au chlorsulfuron (inhibiteur de l’ALS) et au diclofop-méthyle 

(inhibiteur de l’ACC) grâce à des mécanismes spécifiques. La résistance au glyphosate est due 

à une translocation de la molécule localisée au niveau des extrémités foliaires, ce qui permet 

d’avoir une action très réduite du produit et non la mort de la plante. Pour les résistances aux 

inhibiteurs d’ALS et d’ACC, elles seraient dues à l’implication de cytochromes (Yu et al., 

2009).  

 

Tableau I-2 – Mécanismes de résistance mis en place en fonction de l’étape d’action de l’herbicide. Adapté 

de Délye et al. (2013) 

Étapes de 

l’action de 

l’herbicide 

1 2 3 4 5 

Pénétration de 

l’herbicide 

Translocation de l’herbicide 

au site d’action 

Accumulation au 

niveau du site d’action 
Liaison à la cible 

Dommages 

cellulaires, mort de 

la plante 

Mécanismes 

de 

résistance 

Réduction de la 

pénétration 

Réduction de la translocation 

ou compartimentalisation 

Détoxification de 

l’herbicide 

Surproduction de 

la cible 

Mutation de la 

cible 

Compensation ou 

protection 

 

2. Une alternative – les produits de biocontrôle ?  

Les herbicides bien qu’ayant des avantages, présentent des inconvénients non 

négligeables comme la toxicité sur les espèces 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 l’installation durable des mauvaises 

herbes et maintient la pression de sélection en créant de la compétition pour les ressources 

(Nichols et al., 2015) mais elle implique plusieurs changements à mettre en place. D’autres 

agricultures plus respectueuses de l’environnement se développent également comme 

l’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 façon de cultiver sans avoir de garantie sur la production. Il est donc 

nécessaire de trouver une alternative permettant à la fois de garantir une production alimentaire 

suffisante mais également de réduire au maximum l’impact sur l’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 à réduire l’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 l’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 l’utilisation des 

produits phytosanitaires a été enregistrée entre 2009-2011 et 2011-2013. Face à 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 l’utilisation des produits pharmaceutiques en 10 ans et en 

deux temps avec un bilan à mi-parcours : 25% de réduction d’ici 2020 et 50% d’ici 2025 

(Ministère 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 

cancérigènes, mutagènes et reprotoxiques avérées ou présumées) par rapport à 2016 et d’une 

stabilisation de l’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 être observée dans 

les années à venir (Gouvernement français, 2021).  

Depuis 2018, le plan Ecophyto II a évolué en plan EcoPhyto II+ en gardant les mêmes 

objectifs que le plan EcoPhyto II mais en consolidant certains points avec notamment une 

reconnaissance des produits de biocontrôle 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 être déposé sur le site de l’Agence Nationale de 

Sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'Environnement et du travail (ANSES) puis le produit 

va être évalué par l’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 à usage stimulant sont quant à elles exemptées de demande de mise sur le marché 

(Anses, 2022). 

Les produits de biocontrôle sont l’ensemble des méthodes de protection des végétaux 

basés sur l’utilisation de mécanismes naturels. Ils peuvent être des macro-organismes ou des 

produits phytosanitaires composés de micro-organismes (17% des produits de biocontrôle), de 

médiateurs chimiques comme les phéromones ou des kairomones (12%), ou de substances 

naturelles d’origine végétale, animale ou minérale (71%) (Ministère de l’agriculture et de 

l’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 à 

eux utilisés pour lutter contre les insectes en contrôlant les populations (par exemple les pièges 

à phéromones). En effet, ces composés volatils ou non, sont perçus par l’odorat et le goût et 

permettent de transmettre des informations de danger, de stress, d’indication de ressources 

alimentaires (Institut technique de l’agriculture biologique et al., 2013). 



Chapitre I – Introduction 

    59 

Enfin, les substances naturelles utilisées dans le biocontrôle 3 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 l’extrait d’ail, fongicides comme les mélanges 

eugénol/thymol/géraniol ou encore insecticides comme l’huile essentielle d’orange (Ministère 

de l’agriculture et de l’alimentation, 2022). Quelques molécules sont utilisées comme 

herbicides mais un seul composé d’origine végétale est commercialisé en France avec cette 

action : l’acide pélargonique. Ce dernier fait l’objet d’une controverse quant à 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 sûr » en 2001 (Hall et Oser, 1970). 

L’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (AESA) a publié un rapport en 2021 qui classe 

l’acide pelargonique de qualité alimentaire comme irritant pour la peau (comme beaucoup de 

produits chimiques), mais avec un faible risque aigu et à long terme pour les mammifères et les 

oiseaux ce composé étant déjà présent dans la nature à faible concentration. Certaines 

formulations contenant de l’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 l’acide acétique (vinaigre) ou 

de l’acide citrique (Dayan et al., 2009). 

Les produits de biocontrôle d’origine végétale sont très peu utilisés, pourtant les plantes 

produisent et relarguent dans l’environnement des composés ayant différentes fonctions dont 

certaines leur permettant de se développer plus facilement. De tels composés pourraient être à 

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 mammifères) influençant ainsi le développement d’écosystèmes 

biologiques ou agricoles (De Albuquerque, 2011). Ce phénomène a été appelé allélopathie du 

grec allêlôn, 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 à cette définition la notion de composés relargués dans l’environnement 

pendant ces interactions (Bhadoria, 2010).  

 
3 Liste des produits phytopharmaceutique de biocontrôle disponible en Annexe 2 
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L’intérêt croissant pour l’allélopathie et les bioherbicides (produits de biocontrôle 

permettant de contrôler la prolifération des adventices) (Radhakrishnan et al., 2018),  se traduit 

par la production scientifique sur ces deux sujets au cours des dernières années (figure I-8). 

L’allélopathie a été un sujet d’intérêt dès 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 à 350 nouvelles 

publications sur ce sujet par an. L’intérêt 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.  

 

Figure I-8 – Nombre de publications par an d’après 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 être 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 diffèrent 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 à des stress biotiques (notamment des 

prédateurs), ou abiotiques. Ils leur confèrent également d’autres avantages comme la mise en 

place de relations avec les micro-organismes du sol, l’inhibition de la croissance des plantes 

alentours ou l’attraction des pollinisateurs. Ils sont répartis en trois grandes classes : les 

composés terpéniques, les composés phénoliques et les alcaloïdes. 

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

feuilles, les fleurs, l’écorce et les racines (figure I-9) et peuvent entrer dans l’environnement 
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via différents mécanismes. Ces composés peuvent être des molécules volatiles, libérées dans 

l’air, c’est le cas des composés terpéniques comme l’α-pinène produit par les espèces 

d’Eucalyptus (S. Kaur et al., 2011). Les composés non volatils peuvent quant à eux être libérés 

dans l’environnement par le lessivage des feuilles par la pluie. Les composés peuvent être 

« extraits » de la feuille et rester à sa surface ou être entrainés vers le sol. De la même façon 

quand les feuilles tombent au sol à cause d’une perturbation environnementale ou d’une 

senescence, les composés présents se retrouvent au niveau de la litière du sol. Ils peuvent y être 

dégradés par les microorganismes, transformés en d’autres composés ou y persister un certain 

temps (De Albuquerque et al., 2011). Enfin les composés peuvent être exsudés par les racines 

au niveau de la rhizosphère (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 rhizosphère en deux temps (l’excrétion 

et la sécrétion). Ces composés peuvent avoir des rôles divers avec notamment la mise en place 

d’interactions plante-plantes ou plante-microorganismes (Bais et al., 2006). Divers composés 

allélopathiques ont déjà 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 l’environnement différentes. Leurs mécanismes d’actions et 

leurs cibles métaboliques sont donc également variés.  

 

 

Figure I-9 – Schéma des différents moyens de libération dans l'environnement des composés allélopathiques 

et quelques exemples. Adapté de Weir et al. (2004), et de De Albuquerque et al. (2011) 
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2.2 Mécanismes d’action des composés allélopathiques ayant une activité bioherbicide :  

 L’identité des molécules allélopathiques 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 (Kocacë Aliskan et Terzi, 2001) (figure I-9), ou certaines hormones 

comme l’acide abscissique ou l’acide jasmonique.  

 Leurs mécanismes d’action sont, pour certains similaires à ceux observés pour les 

herbicides conventionnels. Pour déterminer leur mécanisme d’action les mêmes expériences 

que pour les herbicides conventionnels sont utilisées, comme des observations morphologiques 

et des études physiologiques telles que la détermination de l’index mitotique, la perte d’intégrité 

des membranes plasmiques.   

 Certains bioherbicides agissent sur la graine et la germination alors que d’autres ciblent 

plutôt les plantules déjà formées. Les composés phénoliques induisent une baisse de l’activité 

de l’-amylase (qui hydrolyse l’amidon en sucre) ce qui provoque un retard de germination. 

(Radhakrishnan et al., 2018). Les huiles essentielles peuvent provoquer un endommagement de 

l’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 l’expression des hormones provoquant par 

exemple la surexpression d’acide abscissique et d’acide jasmonique, causant une fermeture des 

stomates (Radhakrishnan et al., 2018). Le stress oxydatif peut également être un mode d’action. 

Les monoterpènes d’huile essentielle de Nepeta meyeri Benth. une plante de la même famille 

que l’herbe à 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 l’O2
• - (Mutlu et Atici, 2009).  

 Les composés bioherbicides peuvent également présenter des ressemblances avec des 

composés commerciaux comme la leptospermone qui a inspiré la synthèse de divers analogues 

comme la sulcotrione (Duke et al., 2000) ou avec des molécules biologiques comme la 

sorgoléone qui ressemble à une plastoquinone et va donc impacter le fonctionnement des 

photosystèmes (Dayan et al., 2000) (figure I-10). 
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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 l’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 phénomènes de résistances existants. Néanmoins pour limiter 

l’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 phytotoxicité de produits 

naturels d’origine végétale : 

En conditions de recherche exploratoire de nouvelles molécules d’intérêt, différentes 

mesures sont réalisées sur les plantes cibles pour évaluer le potentiel phytotoxique des 

échantillons testés, notamment la mesure du taux de germination, de la longueur des racines, 

de l’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 à étudier. Pour étudier les exsudats racinaires, une méthode est privilégiée 

il s’agit de la « Plant Box Method ». Lors de l’étude de poudre de plante, deux méthodes sont 

utilisées : la méthode sandwich et la Dish Pack. Enfin pour l’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 l’activité de 

l’échantillon testé. Certaines graines sont privilégiées notamment en raison de l’homogénéité 
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de leur taux de germination, de la longueur de la radicule et de l’hypocotyle mais aussi en raison 

de leur sensibilité aux produits phytotoxiques (Macías 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 (Triticum 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 études utilisent des adventices présentes dans la 

zone géographique de l’étude afin d‘obtenir des résultats se rapprochant des conditions 

agricoles réelles (Ismail et al., 2016). Cependant, les plantes adventices sont plus difficiles à 

cultiver in vitro, leur germination étant souvent peu homogène et les graines n’étant souvent 

pas commercialisées. Les plantes modèles 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 entière – « Plant box Method » : 

Lors de ce test, la plante d’intérêt 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 l’agar est ensuite coulé dans la boite et des graines de 

plantes cibles sont disposées dans l’agar à des distances différentes de la plantule. Les graines 

germées sont ensuite récupérées et la taille de l’hypocotyle et de la radicule est mesurée et 

comparée à un contrôle sans plantule (figure I-11). Cette méthode permet d’évaluer le potentiel 

allélopathique des exsudats racinaires et a été utilisée pour déterminer l’activité antigerminative 

et d’inhibition de l’élongation racinaire de Mucuna pruriens (L.) DC. sur des graines de laitue 

(Appiah et al., 2015), mais aussi pour étudier le potentiel allélopathique de 19 plantes 

médicinales pakistanaises (Syed et al., 2014).  

 

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 l’agar et qui sont à 

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 paramètres 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 être déposées sur la couche 

supérieure d’agar et après un temps d’incubation, le taux de germination ainsi que la longueur 

de la radicule et de l’hypocotyle des plantules vont être 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 à de faux négatifs.  

 

 

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 façon d’évaluer l’activité phytotoxique d’une poudre de plante est la méthode 

« Dish Pack » (figure I-13), adaptée à l’étude 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, l’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 espèces de plantes sino-japonaises (Appiah et al., 2015), 84 plantes ont montré une 

inhibition de la croissance des racines et de l’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 à 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 l’eau est 

ajoutée dans la boite de Petri et un nombre de graines de la plante cible est déposé. Les graines 

sont ensuite mises à germer dans une enceinte de culture en conditions de température et de 

photopériode contrôlées. 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 

l’hypocotyle et de la radicule. 

 

 

Figure I-14 - Schéma de la méthode en boite de Petri sur papier filtre, avec en vert l’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 
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tableau I-3. Il est possible de constater que les conditions expérimentales sont variables d’une 

étude à une autre, avec notamment un volume d’échantillon variant du simple au double en 

fonction des études (tableau I-3). Le diamètre de la boite de Petri est en général de 9 cm sauf 

pour l’étude de Li et al. (2005) pour laquelle les auteurs ont utilisé des boites de 3,5 cm de 

diamètre. Lors de l’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 l’étude de Palacios et al. (2010) 

utilise du 2,4-D comme contrôle 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 être 

utilisés pour déterminer la phytotoxicité d’un échantillon.  

Des tests de compétition sur le même modèle que la « Plant Box Method » peuvent être 

utilisés pour étudier l’impact de plantules de plantes à potentiel allélopathique sur la croissance 

d’espèces cibles. Des graines germées de plantes cibles ainsi que des graines germées de plantes 

à tester sont disposées dans une boîte de culture du même type que pour la « Plant Box 

Method ». Le retard de croissance des plantes cibles est mesuré au bout de plusieurs jours. Cette 

expérience peut être réalisée également avec des plantes de la même espèce pour évaluer l’auto-

toxicité des plantes à potentiel allélopathique. C’est par exemple le cas d’une étude sur 

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

Un autre test permet l’étude de la toxicité résiduelle du sol en récoltant le sol autour des 

racines d’une plante à potentiel allélopathique. Ce sol peut être utilisé directement en testant la 

germination et la croissance à son contact direct ou alors une extraction aqueuse peut être 

réalisée, puis cet extrait est testé avec la méthode en boîte de Petri sur papier filtre (De 

Albuquerque et al., 2011).  

Des tests peuvent également être réalisés pour identifier le mécanisme d’action du 

composé phytotoxique testé comme la teneur en chlorophylle, l’indice respiratoire des plantules 

(Batish et al., 2004), l’index mitotique mais également la perte d’intégrité membranaire (Dayan 

et al., 2000). Les dommages visibles de l’échantillon testé sur les plantules peuvent également 

être évalués (Batish et al., 2004).  

Pour finir, la spécificité d’action des composés phytotoxiques doit être évaluée avec des 

tests de cytotoxicité et des études toxicologiques avant une éventuelle mise sur le marché ou 

utilisation à grande échelle car comme l’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 l’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, l’étude utilisant des boites de Petri de 3,5 cm et en jaune l’étude utilisant des plaques 24 puits. 

Plantes testées Plantes cibles 
Nombre de graines 

(et réplicats) 
Type d’extrait 

Volume (concentration 

d’échantillon) utilisés 
Références 

Plantes d'Argentine 

centrale 

Avena sativa L. 

Raphanus sativus L. 
20 (3) EE 2 mL (10 mg/mL) (Palacios et al., 2010) 

19 plantes d'Asie du 

Sud Est 
Raphanus sativus L. 30 (4) EA 10 mL (nd) (Hong et al., 2003) 

Eupatorium maculatum 

L. 

Lolium perenne L. 

Echinochloa crusgalli L. 
30 (3) HE 

5 mL (0,02 – 0,5 

mg/mL) 

(S. Q. Wang et al., 

2020) 

10 plantes tunisiennes 

Trifolium incarnatum L. 

Silybum marianum (L.) Gaertn. 

Phalaris minor Retz. 

10 (3) EM 2 mL (5 mg/mL) (Kaab et al., 2020) 

Impatiens parviflora 

DC. 

Raphanus sativus L., 

Lepidium sativum L., 

Lactuca sativa L., 

Triticum aestivum L. 

10 (3) HE 
7 mL (0,062 - 2,5 

mg/mL) 
(Jurová et al., 2019) 

Ailanthus altissima 

(Mill.) Swingle Raphanus sativus L. cv. “Saxa”, 

Lepidium sativum L. cv. “Inglese”, 

Portulaca oleracea L. 

10 (6) 

 

HE, EA, EM, EC 
7 mL (1 mg/mL) 

(De Feo et al., 2003) 
Allanthone, 

chaparrine… 
MP 7 mL (10 -4 M) 

Oxalis corniculata L. 

Oxalis dillenii Jacq. 

Lepidium sativum L., 

Triticum aestivum L., 

Sinapis alba L., 

Festuca pratensis L. 

25 (4) EA, EE 5 mL (nd) (Hódi et al., 2012) 

24 plantes chiliennes 
Trifolium repens L., 

Raphanus sativus L. 
30 (3) EE 4 mL (10 mg/mL) (Alarcon et al., 2014) 
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Pueraria javanica 

Benth 

Eleusine  indica L, 

Cyperus iria L., 

Chromolaena odorata L. 

10 (5) EA 
5 mL (16,7 – 66,7 

mg/mL) 
(Ismail et al., 2016) 

Solidago canadensis L. Raphanus sativus L. 10 (5) EA 4 mL (nd) 
(Anžlovar et Anžlovar, 

2019) 

Impatiens glandulifera 

Royle 

Hieracium murorum L. 

Scrophularia nodosa L. 
25 (3) EA 

3 mL (0,0625 – 0,25 

g/mL) 
(Ruckli et al., 2014) 

Phragmites australis 

(Cav.) Trin. ex Steud 

Poa labillardierei  Steud., 

Lactuca sativa L., 

Melaleuca ericifolia Sm. 

20 (3) EA 5 mL (2,5 – 10 %) 
(Uddin et Robinson, 

2017) 

Cynara cardunculus L. 

var. altilis DC. 

Amaranthus retroflexus L. , 

Portulaca oleracea L., 

Stellaria media L. Vill., 

Anagallis arvensis L. 

25(4) EA, EMH, EEH 5 mL (nd) (Scavo et al., 2020) 

Amaranthus sp. Lactuca sativa L. cultivar Veronica 30(5) EE 5 mL (0,25 – 4 mg/mL 
(M. S. S. Carvalho et 

al., 2019) 

Brassica nigra L. Avena fatua L. 100 (4) EA 10 mL (4 - 20 mg/mL) (Turk et Tawaha, 2003) 

Métaux  

Cu2+, Zn2+, Pb2+, Cd2+, 

Hg2+ 

Arabidospis thaliana (L.) Heynh. 50-60 M 
0,7 mL (0,2 - 200 mM) 

 
(Li et al., 2005) 

Phytotoxines : 

trans-cinnamaldehyde, 

coumarine, nigericin, 

juglone, plumbagine, 

benzylisothiocyanate 

Medicago sativa L., cv. Vernal, 

Lolium multiflorum L., Abutilon 

theophrasti Medic. 

20 (4) MP 4 mL (100 M) 
(Dornbos et Spencer, 

1990) 

Eragrostis plana Ness 
Lactuca sativa L.,  

Agrostis stolonifera L. 
5 (2) EH, EDM, EA 

0,02 mL (1mg/mL) 

 
(Favaretto et al., 2019) 
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3. Identification et production de molécules actives : 

Une fois les extraits actifs identifiés à l’aide des tests décrits dans la partie précédente, il 

est nécessaire de les analyser pour identifier les molécules porteuses de l’activité constatée. Des 

techniques de séparation comme la chromatographie en phase liquide ou gazeuse sont utilisées 

et un fractionnement bio-guidé peut également être effectué pour accélérer l’identification des 

molécules actives. La culture in vitro peut ensuite être 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 à 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 l’objectif de les identifier ou de les quantifier. L’étude de Lobstein et al. (2001) par 

exemple, porte sur l’analyse d’un extrait hydro-alcoolique de feuilles de balsamine de 

l’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 à chaque 

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

 

Figure I-15 – Schéma général d’un système de chromatographie liquide à haute performance 

 

Différents types de chromatographie sont utilisés en fonction des molécules à 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 chaînes 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 l’analyse (mode gradient) ou non (mode isocratique). Différents paramètres 

sont donc à optimiser pour une analyse donnée afin de trouver un équilibre entre séparation 

correcte et durée d’analyse.  

Après séparation des molécules par la colonne, une étape de détection est nécessaire. 

Différents types de détecteurs existent selon les propriétés physico-chimiques des molécules à 

analyser. Le détecteur à 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 l’absorbance de la lumière 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 être analysées 

avec d’autres types de détecteurs plus universels comme le détecteur évaporatif à diffusion de 

lumière (DEDL). Après 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 l’analyse 

de triglycérides dans plusieurs huiles végétales parmi lesquelles l’huile de tournesol ou de 

noisette (Cunha et Oliveira, 2006) mais également pour l’analyse de sucres tels que le fructose 

ou le glucose dans des extraits aqueux de fruits (pastèque, pêche) (Ma et al., 2014). 

La spectrométrie de masse (en anglais Mass Spectrometry) est également un détecteur de 

choix pour l’identification de composés. Les spectromètres 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 I-16). La source permet d’ioniser 

les molécules positivement ou négativement. Différentes sources sont utilisables en fonction 

des molécules à analyser comme l’ionisation chimique à pression atmosphérique, l’impact 

électronique, l’électrospray. Cette dernière 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). Il 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, à 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 : quadripôle, temps de vol, Orbitrap. S’ils sont à haute résolution, c’est-à-dire capables 

de séparer des ions de masses très proches, la précision des rapport m/z obtenue sera au moins 

de 4 chiffres après 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 à l’aide d’un spectromètre de masse 

à haute résolution, la masse des fragments obtenus peut donner une indication sur la structure 

des molécules analysées et ainsi orienter l’identification. Dans l’étude de Szewczyk et al. 

(2016), les propositions d’identification des polyphénols de différentes espèces d’Impatiens ont 

été effectuées en utilisant les données obtenues en HPLC couplée à un DAD et à la 

spectrométrie de masse haute résolution, ces deux détections permettant d’obtenir des 

informations complémentaires pour l’identification des composés.  

Le dernier élément constituant un spectromètre de masse est le détecteur qui va permettre 

de convertir les signaux électriques des ions en rapports masse sur charge et de les associer à 

leur temps d’analyse, ce qui permettra de retracer un chromatogramme présentant l’intensité 

des signaux de masse en fonction du temps de rétention.  

 

Figure I-16 – Schéma des différentes parties d’un spectromètre de masse en tandem. Adapté de McLafferty, 

(1981) 

 

3.1.2 Couplage HPLC - fractionnement – détection d’activité : 

L’analyse des extraits en utilisant l’HPLC couplée à 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 être nécessaire. Il s’agit de collecter les 

composés à la sortie du détecteur au lieu de les éliminer (figure I-15).  

Cette collecte peut s’effectuer en utilisant une HPLC analytique ou préparative. En HPLC 

analytique, les diamètres internes des colonnes sont petits, des débits de phase mobile de l’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 après fractionnement. 

Dans l’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 l’identification des molécules porteuses de 

l’activité. Les masses de fractions obtenues avec une HPLC analytique sont faibles (de l’ordre 

du microgramme), ce qui peut s’avérer insuffisant pour l’identification de certaines molécules 

ou pour effectuer des tests complémentaires permettant de caractériser l’activité (détermination 

de la concentration inhibitrice 50 (IC50) ou test de cytotoxicité par exemple).  

L’HPLC préparative utilise des colonnes de plus grands diamètres 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 être utilisée pour effectuer un 

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

Les différentes techniques séparatives présentées couplées à un fractionnement 

permettent d’identifier les molécules responsables de l’activité recherchée dans des matrices 

complexes. Les rendements d’extraction et de purification de certaines molécules naturelles 

sont parfois faibles, il peut donc être intéressant pour la production à grande échelle de certaines 

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

 

3.2  Production de métabolites spécialisés grâce à la culture végétale in vitro :  

3.2.1 Principe/ avantages :  

 Comme vu auparavant dans ce chapitre, les plantes sont des êtres vivants sessiles qui 

produisent des métabolites secondaires indépendamment du métabolisme de base de la plante. 

Ces métabolites spécialisés sont synthétisés en réponse à un stress et peuvent être différents 

d’une espèce à une autre mais également entre plantes d’une même espèce à cause de facteurs 

génétiques ou ontogéniques (suite d’évènements subis par un organisme).  

Cette production est également dépendante de différents facteurs environnementaux qui 

peuvent être biotiques ou abiotiques. Les facteurs biotiques sont constitués par les êtres 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 à eux sont 

issus de l’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 paramètres, le profil 

phytochimique des plantes d’une espèce donnée peut varier en fonction des saisons, du climat, 

de l’emplacement géographique, de l’individu sélectionné et rend donc difficile l’obtention de 

résultats homogènes. La culture végétale in vitro (CVIV) permet de lisser ces variations.  

En effet, lors de la culture in vitro de plantes, ces dernières vont se développer en 

conditions contrôlées ce qui signifie qu’elles auront le même environnement donc les mêmes 

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

régénérer une plante entière, 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 I-17). 

 

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 après quelques semaines de culture sur un milieu solide des cals (amas de 

cellules indifférenciées). Ces cals peuvent ensuite être mis dans un milieu liquide sous agitation 

et vont former une suspension cellulaire. Ces types de cultures peuvent être placées à la lumière 

ou à l’obscurité et peuvent être utilisées pour la production à grande échelle de métabolites 

d’intérêt grâce à des bioréacteurs, comme le paclitaxel qui est une molécule anticancéreuse 

(Espinosa-Leal et al., 2018). 

 La micro-propagation permet à partir de peu de matière végétale (en général de nœuds) 

de régénérer et de multiplier des plantes qui peuvent ensuite être acclimatées en terre puis être 

plantées en serre ou en champs. Elle permet de multiplier des plantes menacées d’extinction 

comme par exemple l’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 l’infection peut être 

reproduit in vitro avec des cocultures plantes/bactéries tout en éliminant ensuite les bactéries, 

pour obtenir un tapis racinaire qui va pouvoir être utilisé pour la production de métabolites 
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secondaires, à petite ou à grande échelle (jusqu’à plusieurs litres de culture dans des 

bioréacteurs) (Pistelli et al., 2010). La scopolamine est par exemple produite de cette façon par 

une entreprise japonaise (Espinosa-Leal et al., 2018). La culture de chevelus racinaires peut 

également permettre de régénérer des plantes entières (Pistelli et al., 2010).   

La culture hydroponique est une méthode qui permet de produire des métabolites d’intérêt 

et qui peut également être 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 l’extraction des exsudats racinaires. Il peut ensuite être déchargé des molécules d’intérêt 

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 système 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 particulière.  

 Les auxines, déjà présentées dans la partie 1.2.3.3, peuvent être soit produites par la plante 

au niveau de l’apex de la tige soit obtenues de manière 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 l’acide indole 3-butyrique (IBA) une auxine 

naturelle et le 2,4-D et l’ANA deux auxines synthétiques (Beyl, 2004). 

 Les cytokinines sont produites au niveau de l’apex racinaire et sont des dérivés de 

l’adénine (une base purique) ou de la phénylurée. Parmi les dérivés de l’adénine, on trouve la 

kinétine (KIN), la zéatine (ZEA) et la 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 à 20 atomes de carbone. L’acide gibbérellique 3, produit 

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

Les gibbérellines permettent de favoriser l’élongation des entre-nœuds et la germination 

(Davies, 2010). 
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Figure I-18 – Structure des différentes cytokinines et de l’adénine.  

 

3.2.3 Élicitation :  

L’élicitation consiste à reproduire un stress in vitro pour induire la production de 

métabolites d’intérêt grâce à des composés appelés éliciteurs ajoutés au milieu de culture utilisé. 

Ces éliciteurs peuvent être biotiques c’est-à-dire d’origine biologique ou abiotiques (Naik et 

Al-Khayri, 2016). 

Parmi les éliciteurs biotiques se trouvent les polysaccharides comme le chitosan qui est 

un polymère 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 être composés de molécules qui ne sont pas d’origine 

biologique à savoir les éliciteurs chimiques ou physiques. Les éliciteurs chimiques sont par 

exemple des minéraux ou des métaux. Cai and Kastell (2013) ont utilisé de l’argent, du 

cadmium et du cobalt à différentes concentrations pour faire produire des dérivés de resvératrol 

à des suspensions cellulaires de Vitis vinifera L. (vigne cultivée). Les éliciteurs physiques sont 

quant à 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 stilbènes 

par des suspensions de vigne cultivée.  

Les hormones bien que produites par les plantes sont parfois considérées comme des 

éliciteurs abiotiques (Naik et Al-Khayri, 2016), ou comme une catégorie d’éliciteurs à part 

entière (Baenas et al., 2014). Les hormones les plus utilisées sont le méthyl-jasmonate, l’acide 

jasmonique et l’acide salicylique.  

Ces différents éliciteurs peuvent être 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 l’acide salicylique.  

L’élicitation peut être réalisée sur différents types de cultures pour la production de divers 

métabolites d’intérêt à 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 

été élicités avec du méthyl-jasmonate pour augmenter leur production en acide bétulinique 

(triterpène) qui est un anticancéreux (Pandey et al., 2015) et des suspensions d’Hypericum 

perforatum (millepertuis) ont été élicitées avec différentes molécules (méthyl-jasmonate, acide 

salicylique, ou sulfate de nickel) pour augmenter la production de flavonoïdes (J. Wang et al., 

2011). Des cultures de chevelus racinaires de l’Impatiens balsamina ont été élicitées avec du 

méthyl-jasmonate, du chitosan, mais aussi de l’extrait de levure pour augmenter la production 

en naphtoquinones (Sakunphueak et Panichayupakaranant, 2010). Un même éliciteur ne 

favorise pas forcément la production de toutes les molécules appartenant à une même famille 

chimique. Par exemple en appliquant du méthyl jasmonate à des cultures racinaires d’Impatiens 

balsamina, Sakunphueak and Panichayupakaranant (2010) ont observé une surproduction de 

lawsone et de lawsone méthyl éther mais pas du méthylène-3,3’-bilawsone par exemple. Les 

éliciteurs peuvent aussi être ajoutés dans le milieu de culture des pousses. Le sorbitol, le 

chitosan, le NaCl et le KCl ont par exemple été appliqués à 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 biosynthèse des molécules d’intérêt peuvent 

être utilisés. Dans le cas des glycosides cardiotoniques, du cholestérol et de la progestérone ont 

été utilisés. Même si l’ajout de ces précurseurs peut permettre d’augmenter la production de 

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

  

4. Objectifs du projet de thèse : 

 Ce projet de thèse intitulé « Méthodes de caractérisation innovantes pour la 

recherche de molécules à 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 l’Homme, les espèces non-cibles mais également pour l’environnement. Ainsi, des 

initiatives gouvernementales se développent pour trouver des alternatives limitant leur impact 

sur l’environnement, dont l’utilisation de produits de biocontrôle. Les plantes et notamment les 

plantes invasives, ornementales vigoureuses ou adventices semblent être 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 à évaluer le 

potentiel allélopathique des plantes ont été développées, mais celles-ci sont basées sur des 

protocoles très hétérogènes. Ainsi, au sein d’une même méthode comme la méthode en papier 

filtre, de grandes différences dans les paramètres 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’intérêt de manière rapide et standardisée. Le premier objectif de ce projet 

était donc de développer une méthode en plaque 96 puits permettant l’étude du potentiel 

allélopathique d’extraits de plantes de polarités différentes sur différentes plantes cibles (à la 

fois monocotylédones et dicotylédones). Pour ce faire, une molécule standard a été choisie pour 

optimiser les étapes du test et une plante modèle connue pour son caractère invasif dans la 

Région Grand Est a été utilisée en première application du test à 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 

modèle, une étude approfondie de son caractère phytotoxique, décrite dans le chapitre 3 de ce 

manuscrit, constituait le deuxième objectif de cette thèse. Elle comprenait à la fois l’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 

contrôlées. 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, 

grâce à 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 l’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 boîte de Petri sur papier filtre : mise en place et problématiques : 

 Dans la littérature, on peut voir que différents tests ont été 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 boîte de Petri sur papier filtre. Ce dernier est particulièrement usité pour évaluer 

le potentiel bioherbicide d’extraits de plantes. Toutefois, des paramètres consensus ne semblent 

pas avoir vraiment émergés et d’importantes variations dans les conditions expérimentales sont 

visibles d’une étude à 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 à 100 (tableau I-3, 

page 68). Les études listées dans le tableau I-3 ont majoritairement utilisé des boîtes de Petri 

de 9 cm de diamètre. 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 modèles comme le cresson et la 

laitue ou encore des plantes adventices comme l’éleusine d’Inde (Eleusine indica L.) utilisée 

dans l’étude d’Ismail et al. (2016). Enfin, peu d’études utilisent des contrôles positifs, on ne 

peut citer que celles de Palacios et al. (2010) et d’Alcarcon et al. (2014) où 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, l’un des objectifs de cette thèse était de 

développer une méthode de mesure de l’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 boîte 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 à 

mettre en œuvre avec peu de matériel nécessaire et qui permet une évaluation rapide du potentiel 

bioherbicide des extraits plantes. Néanmoins, elle a quelques inconvénients notamment les 



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

 

 82 

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 

l’activité. La nouvelle méthode développée devait conserver les points positifs de la méthode 

en boîte 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 

homogène et rapide (48h). De plus, cette plante a une forte sensibilité aux composés 

allélopathiques, ce qui en fait une plante cible modèle intéressante (Macías 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 boîtes de Petri choisies sont de 5 cm de diamètre, 

plus petites que les boîtes de 9 cm de diamètre généralement utilisées. Le volume d’échantillon 

à déposer sur le papier filtre a été adapté au diamètre de la boîte choisie et permettait d’imbiber 

complétement le papier filtre. De même pour le nombre de graines à déposer dans la boîte. Dans 

les études utilisant le cresson comme plante cible, le nombre de graines est compris entre 10 et 

25 par boîtes. Ces graines ayant une petite taille, 20 ont pu être 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 L d’extrait 

ou de solution à tester. Les boîtes 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 boîte de Petri. Le Tween 20 est un tensioactif qui, ajouté dans l’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 boîte, le volume d’eau par graine est donc de 75 L. Les boîtes ont été ensuite 

mises dans une enceinte de culture pendant 48 h avec des conditions de température et de 

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

 

 

Figure II-1 – Schéma du protocole utilisé pour le test de référence en boîte de Petri pour la mesure de 

l’activité 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 

été 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 II-2-C). En effet, si cette 

distance est supérieure à 1 mm, la graine est considérée comme germée, sinon comme non 

germée. Si la graine est bien germée (Figure II-2-D), la taille de la radicule est mesurée de sa 

base à sa pointe, à l’œil nu à l’aide d’une règle.  

 

Figure II-2 – Étapes de la germination d’une graine de cresson, Adaptée de Müller et 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 l’endosperme du micropyle.  

 

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

 La nouvelle méthode développée devait être, comme le test de référence, facile et rapide 

à mettre en place, mais elle devait, également 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 après séparation en plaque 96 puits, la 

méthode développée a utilisé ce contenant avec pour objectif de disposer une graine par puits. 

Les différents paramètres de culture ont dû être optimisés (figure II-3), le contenant du test 

n’ayant pas les mêmes caractéristiques qu’avec la méthode en boîte de Petri.  

 Dans un premier temps, les graines de cresson devaient germer correctement en plaque 

96 puits, c’est-à-dire de façon équivalente à ce qui était obtenu en boîtes de Petri, malgré le fait 

que chaque graine était à présent dans un puit de la plaque 96 puits et non plus dans une boite 

de Petri. Dans la méthode en boîte, les graines étaient placées sur un papier filtre qui servait de 

support. Mais ce support n’était pas pratique à utiliser en microplaque, des minidisques devant 

être introduits dans chacun des puits. Trois conditions ont donc été testées : utilisation de l’agar 

comme support, utilisation du papier filtre de diamètre adapté au puits comme support et 

absence de support. Le volume d’eau permettant la germination des graines a aussi dû être 

adapté lors de l’utilisation de papier filtre ou sans support.  
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 Dans un deuxième 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 l’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 à introduire dans 

les puits ont dû être déterminées, ainsi que les conditions d’évaporation des solvants dans 

lesquels les échantillons à tester ont été resolubilisés. Le volume de la solution eau + Tween 20 

a dû être ajusté pour permettre à la fois aux graines de germer et aux molécules d’être 

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.  

 

Figure II-3 – Résumé des paramètres à 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 : 

 Après le développement et l’optimisation des différents paramètres expérimentaux, la 

méthode de l’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 à démontrer que 

celle-ci  permet d’atteindre les objectifs techniques définis.  Par exemple, lors de cette thèse, 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 à la méthode en boîte de Petri avec papier filtre utilisée jusqu’alors. Dans le but 
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de valider la nouvelle méthode, différents paramètres 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 l’impact de l’extrait ou de la 

molécule à tester sans interférence avec d’autres facteurs. La sélectivité a été contrôlée en 

évaluant le taux de germination des graines en fonction de la concentration de l’échantillon à 

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

 Ensuite, la fidélité de mesure ou fidélité (precision en anglais) a été contrôlée. Elle est 

quantifiée grâce à 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 dernière est utilisée lors de la normalisation d’une méthode 

et fait intervenir plusieurs laboratoires (Feinberg, 2012). Il serait intéressant de l’évaluer si 

l’utilisation de la méthode augmente. La répétabilité est la fidélité de la mesure selon les 

conditions de répétabilité qui sont définies comme suit : « la même procédure de mesure, les 

mêmes opérateurs, le même système de mesure, les mêmes conditions de fonctionnement et le 

même lieu, ainsi que des mesurages répétés sur le même 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 même jour et à des jours différents et a été caractérisée par un coefficient de 

variabilité de répétabilité (CVr) calculé comme suit :  

CVr =  
SR

𝑥̅
×  100 =

√VINTRA

𝑥̅
 × 100  avec 𝑉𝐼𝑁𝑇𝑅𝐴 =  

SCE (INTRA)

N−k
=  

∑ ∑ (𝑥𝑖𝑗−mj)2n
i=1

k
j=1

N−k
 

 

Avec i : l’indice de la répétition dans un groupe, j : l’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 à xij et la moyenne du groupe est notée mj. N correspond à la somme des effectifs 

de chaque groupe j et est calculé comme suit : N = n*k. La moyenne estimée 𝑥̅ est la moyenne 

des mj. SCE(INTRA) correspond à la somme des carrés des écarts à 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, i étant 

l’indice de la répétition, il sera compris entre 1 et 2. k correspond au nombre de groupes 

différents (ici les jours) et est égal à 3, j étant l’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 à 6.  
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Tableau II-1 – Exemple du nombre de graines germées en conditions contrôlées avec l’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 𝑥12 = 10 𝑥13 = 9 

Répétition 2 𝑥21 = 9 𝑥22 = 8 𝑥23 = 9 

 

  La fidélité intermédiaire est la fidélité de la mesure dans les conditions suivantes : « la 

même procédure de mesure, le même lieu et des mesurages répétés sur le même 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 systèmes 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 grâce à un coefficient de variation de fidélité 

intermédiaire (CVFI) qui se calcule comme suit :  

CVFI =  
SFI

𝑥̅
 x 100 =   

√VINTRA+
VINTER − VINTRA

n

𝑥̅
 x 100   

avec VINTER =  
SCE(INTER)

k−1
=  

∑ nj(mj−𝑥̅)2k
j=1

k−1
 

  

Avec i : l’indice de la répétition dans un groupe, j : l’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 à xij et la moyenne du groupe est notée mj. La moyenne estimée 𝑥̅ est la moyenne 

des mj. SCE(INTER) correspond à la somme des carrés des écarts à la moyenne entre les groupes.   

 

 Enfin, la justesse de la mesure (measurement trueness en anglais) a été vérifiée. Il s’agit 

de l’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 mêmes conditions 

grâce au test en boîte de Petri avec du papier filtre.  

 

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

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

l’activité 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 l’impact 

d’un ou plusieurs facteurs sur une variable donnée. Dans le cas de l’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 l’hypocotyle 

en fonction de la concentration en échantillon testée. Pour ce faire, différents tests statistiques 

sont utilisés sans harmonisation entre les études. Dans l’étude de M. S. S. Carvalho et al. (2019) 

le test de Tukey est utilisé pour évaluer l’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 l’adéquation à plusieurs conditions. En revanche, dans l’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 l’impact de fractions d’extraits d’acacia sur la germination 

de graines de laitue. Enfin dans l’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 l’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 caractère 

binomial des observations, grâce au modèle linéaire généralisé (GLM) qui se base sur le 

modèle linéaire général. Ce dernier peut être ajusté en fonction de la distribution correspondant 

au mieux aux données acquises et se définit par :  

𝐸(𝑦) = 𝑎1𝑥1 + 𝑎2𝑥2 + 𝑏 + 𝜀 

Avec E(y) étant l’espérance de la variable ou sa moyenne attendue, a et b sont des 

coefficients propres à l’analyse et 𝜀 est l’erreur sur la mesure.  

A partir de ce modèle linéaire général il est possible de faire une transformation des 

données d’origine afin de les faire correspondre à une distribution donnée grâce à une fonction 

de lien qui va varier en fonction de la distribution choisie. C’est le modèle linéaire généralisé 

qui est définit par :  
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𝑓(𝐸(𝑦)) = 𝑎1𝑥1 + 𝑎2𝑥2 + 𝑏 + 𝜀 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 thèse, la distribution des valeurs suit une loi binomiale. 

La fonction de lien correspondante pour utiliser le modèle linéaire généralisé est : 

𝑓(𝑦) = log (
𝑦

𝑦−1
)  également appelée logit 

Cette utilisation d’une fonction de lien (logit) a été comparée à une transformation des 

données en utilisant la fonction arcsin (pourcentage de germination /100) dans la publication 

de Mora et al (2008) qui a évalué l’impact de la température, du stockage et du milieu de culture 

sur la germination de graines de Cattleya bicolor L. (une espèce d’orchidée provenant du 

Brésil). En comparant les deux approches les auteurs avaient remarqué qu’avec la 

transformation, l’effet du milieu utilisé et du stockage était inexistant alors que dans la 

littérature un effet avait déjà été décrit. En revanche, avec le GLM, tous les paramètres testés 

avaient un effet sur la germination que ce soit le stockage, la température ou même le milieu 

utilisé. Ainsi, en utilisant un modèle non adapté pour le traitement des données de germination, 

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

De plus, dans l’étude de Carvalho et al. (2018), le pourcentage de germination des graines 

de Copaifera langsdorffii Desf. (copaïer) a été étudié pour comparer la qualité des modèles 

« normal » et « linéaire généralisé ». Lors de la représentation graphique des données en 

comparaison à une droite théorique, l’utilisation de la loi binomiale et de la fonction de lien 

logit a été plus appropriée. De même pour l’estimation de l’intervalle de confiance sur les 

valeurs, lorsque le modèle normal a été utilisé, les valeurs obtenues dépassaient les 100% de 

germination car ce modèle est étudié pour traiter des valeurs allant de - à + contrairement à 

l’utilisation de la loi binomiale pour laquelle les valeurs sont bornées de 0 à 100 %, ce qui 

renforce la nécessité d’utiliser le GLM avec une loi binomiale.  

Les modèles utilisés dans la plupart des études pour le traitement de données liées à la 

germination des graines ne semblent pas optimaux à cause du caractère binaire des observations 

obtenues, graine germée ou non germée. Le modèle linéaire généralisé semble être une 

bonne alternative permettant d’utiliser un modèle plus adapté aux traitements de ces 
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données. Il a donc été utilisé 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 II-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 l’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 

paramètres du test : quantité à 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 l’absence 

de composés phytotoxiques. Cela a permis de vérifier si les graines germaient de façon 

homogène dans les puits et si l’utilisation de plaque 96 puits ne provoquait pas d’effet de bords 

c’est-à-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 à l’intérieur de la plaque. Les 

trois types de supports ont ensuite été testés.  

 Puis, l’objectif du test étant de déterminer l’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, éthanol/H2O (60/40 (v/v)), isopropanol/H2O (50/50 (v/v)) 

…) pour resolubiliser ces composés et extraits et de vérifier qu’eux-mêmes ne possédaient pas 

de phytotoxicité. Ces deux expériences permettaient d’établir les conditions des contrôles 

négatifs du test.  

 

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

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

utilisant de l’agar comme support pour les graines. Cent L d’agar à 1% (m/v) ont été mis dans 
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chaque puits, puis après solidification une graine de cresson a été déposée au-dessus. Au bout 

de 48 h, les graines ont été sorties des puits et leur germination a été mesurée1.  

Il a été constaté que le taux de germination était de 96,8 % (une plaque 96 puits) et que 

celle-ci était homogène sur toute la plaque, aucun effet de bord n’a été observé.  

 Les graines de cresson germant bien sur de l’agar à 1% (m/v), l’incorporation d’une 

proportion de solvant à l’agar a été testée en vue de l’ajout des extraits à tester, resolubilisés 

dans un mélange isopropanol/eau 50/50 (v/v), éthanol/eau 60/40 (v/v) ou dans de l’eau. Dix L 

de chaque solvant testé ont été déposés dans les puits avant d’y ajouter 90 L d’agar à 1%. 

Utilisés à ce ratio, ces solvants ne doivent pas être phytotoxiques. La germination des graines 

de cresson a été mesurée à plusieurs heures d’intervalle (figure II-4). Les graines déposées sur 

de l’agar seul ou avec 10 L d’eau avaient des taux de germination semblables à ceux observés 

précédemment (plus de 90 % de germination après 48h de culture). En revanche, en présence 

de solvant organique, le taux de germination était de 0% pendant plusieurs heures (jusqu’à 66 

h de culture pour les puits dans lesquels de l’isopropanol à 50% avait été ajouté). Le taux de 

germination au bout de 94 h (soit au bout de 4 jours) était d’environ 30% pour l’éthanol à 60% 

et de 40% pour l’isopropanol. Ces deux solvants ajoutés au dixième dans l’agar provoquaient 

un retard de germination, non compatible avec la mise en place de tests antigerminatifs. 

 

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

solvants ajoutés à l’agar. (8 graines par condition, 3 réplicats).  

 
1 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 L ont été testés toujours avec 90 L d’agar à 1%. Ces ratios 

n’affectaient pas la croissance des graines de cresson. Néanmoins le volume de solution à tester 

qu’il était possible d’ajouter était trop faible pour être compatible avec le criblage envisagé et 

l’utilisation d’agar présente plusieurs inconvénients : solidification rapide à 1%, risque de non-

diffusion des molécules à 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 diamètre, obtenu à l’aide d’une 

perforatrice à partir de papier filtre Whatman) avec un volume d’eau de 100 L + Tween 20 

(0,05%). Au bout de 48 heures de culture, les graines ont été sorties des puits (figure II-5) et le 

taux de germination a été évalué dans chacune des plaques (expérience réalisée en duplicat). 

Dans la première plaque, le taux de germination des graines de cresson était de 92,7% et dans 

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

 

Figure II-5 – Germination des graines de cresson en plaque 96 puits avec papier filtre utilisant 100 L d’eau, 

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

 

Dans l’optique de déterminer le volume d’eau à utiliser lors du test pour permettre une 

germination optimale des graines de cresson, des volumes de 30 L et 75 L ont été testés (dans 

le test en boîte de Petri, le volume d’eau + Tween 20 rapporté par graine étant de 75L). Le 

taux de germination des graines de cresson dans les plaques 96 puits était le même peu importe 

le volume d’eau utilisé : 95 ± 5 % (2 plaques contenant chacune 20 graines).  

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

évalué. Dix L de chaque solvant ont été placés dans les puits de la plaque 96 puits et comme 
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pour la méthode en boîte de Petri, les plaques ont été laissées 1 h sous la hotte, puis 30 L d’eau 

+ Tween 20 ont été ajoutés. Au bout de 48 h, les taux de germination dans les puits où de 

l’éthanol avait été placé était de 95 ± 5 % et ceux dans lesquels de l’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 

après 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 à 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 l’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 été évaluée avec 

différents volumes d’eau, de façon à 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 étaient du même 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 après 48 h d’incubation (8 graines par conditions 3 réplicats). 

Volume d’eau 30 L 40L 50L 60L 70L 

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, l’impact de l’éthanol et celui de l’eau sur la 

germination des graines de cresson ont été évalués, 10 L 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 L 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.  

Après cette première série de tests préliminaires sur le choix du support permettant la 

germination des graines en conditions contrôles, l’utilisation d’agar a été écartée à cause de son 

aspect peu pratique et du faible volume de solvant possible à utiliser pour ajouter les 

échantillons 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 L et des 

volumes de solvants de 10 L après 1 h d’évaporation sous hotte malgré la difficulté de 

visualisation des graines germées pour les manipulations avec papier filtre. La suite de 

l’optimisation des paramètres de la méthode en plaque 96 puits a donc été faite en utilisant ces 

deux supports.  

 

Figure II-6 – Schéma des différents paramètres à optimiser pour le développement de la méthode en plaque 

96 puits 

 

2.2  Évaluation du potentiel antigerminatif de molécules témoins :  

2.2.1 Quantité de molécules à déposer : 

2.2.1.1 Références obtenues avec la méthode en boite de Petri : 

Pour déterminer les concentrations des molécules à tester, des mesures ont été faites en 

boîte de Petri pour obtenir des valeurs de référence de leur activité antigerminative. Des 

solutions mères de lawsone et de 2,4-D ont été préparées dans de l’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 contrôles négatifs étaient supérieurs à 95 %. Le 2,4-D a eu un 

effet sur la germination des graines de cresson à partir de 3 mmol/L (avec 56 ± 4 % de 

germination) et la lawsone a eu un effet à 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 à une concentration de 1,87 mmol/L et 

le 2,4-D à 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 l’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 l’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 L 

d’une solution eau + Tween 20 ont ensuite été ajoutés ainsi qu’une graine de cresson par puits. 

Au bout de 48 h, le taux de germination des graines a été évalué. Les résultats sont présentés 

dans la figure II-7. 

Comme avec les contrôles négatifs utilisant de l’éthanol et de l’eau, les résultats obtenus 

avec les 2 méthodes étaient similaires au taux de germination maximal (figure II-7), même 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), l’activité des molécules herbicides n’est pas visible. 

 

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 :  

Après avoir constaté ce résultat, l’expérience sans papier filtre a été reproduite. Il a ainsi 

pu être observé que lors de la phase d’évaporation du solvant sous hotte, la lawsone, 

particulièrement visible à 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 même quantité de molécules à tester rapportée par 

graine a été déposée dans les puits des plaques 96 puits et dans les boîtes de Petri, soit 25 g 

pour la lawsone et 150 g pour le 2,4-D. Dans les boîtes de Petri, le volume d’eau utilisé est de 

1500 L (soit 75 L par graine). Dans les plaques 96 puits, 30 et 210 L ont été testés de façon 

à avoir une hauteur d’eau très différente dans les puits. Après 48 h d’incubation, le taux de 

germination des graines de cresson a été mesuré (figure II-8)3.  

Pour les conditions contrôle, aucune différence n’était observée entre les 3 conditions : 

boîte de Petri, ou plaque 96 puits avec 30 L d’eau ou 210 L. Pour les standards, l’activité 

antigerminative était plus marquée lors de l’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 L d’eau, le taux de germination était identique à celui des contrôles négatifs et 

un début d’activité a été visualisé avec des plaques 96 puits contenant 210 L pour la lawsone, 

alors que pour le 2,4-D l’activité était similaire à celle obtenue en boîte de Petri.  

Il 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 l’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 à récupérer 

toutes les molécules déposées sur les parois du puits. L’activité des molécules ne peut donc pas 

être visualisée. Cela a été confirmé avec l’utilisation d’un volume plus important d’eau, 

l’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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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 à 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 ou de 1 : 15. Ce test n’a pas été concluant, car comme lors de l’expérience avec 

l’agar, la présence de solvants organiques même 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, l’utilisation de solvants dès 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 dépôt 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 grâce à un système 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 dépôts 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 L de solvant, correspondant à 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 éthanol/eau (60/40 v/v)). Les plaques ont été placées dans le Speedvac à 45°C pendant 18 

minutes, le seul solvant totalement évaporé était l’éthanol. Au bout de 35 minutes, l’éthanol 

60% et l’isopropanol 50 % étaient majoritairement évaporés. Finalement, 20 L de chaque 

solvant ont été déposés ce qui permettait d’obtenir des dépôts secs au bout de 30 minutes à 

40°C. 

 Un test a été réalisé sur la germination des graines de cresson après évaporation du solvant 

et ajout de 60 L d’eau + Tween 20. Les graines de cresson avaient un taux de germination de 

presque 100 % après évaporation des différents solvants (figure II-9 (A)). Des solutions de 

lawsone et de 2,4-D sont déposées dans chaque puits 4. Au bout de 30 minutes à 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 à cet endroit. Soixante L d’eau + 

Tween 20 ont été ajoutés et au bout de 48 h, les résultats ont été observés avec comme témoin 

négatif de l’éthanol et de l’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 très peu avec la lawsone (entre 5 et 7 % de germination) (figure II-9 (B)). Les taux de 

germination étaient plus faibles dans ces conditions qu’en boîte de Petri (Figure 9), cela pouvait 

être dû au volume d’eau par graine plus faible (60 L comparé à 75 L précédemment en boîte) 

ou à la concentration dans le puits qui était plus importante que celle dans la boîte de Petri (0,41 

mg/mL contre 0,16 mg/mL). Même si les concentrations par graine étaient théoriquement les 

mêmes, dans la boîte les graines ne sont pas isolées les unes des autres, les concentrations de 

molécules actives n’étaient pas forcément réparties de la même façon dans toute la boîte de 

Petri. 

 

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 à la visualisation 

de l’activité antigerminative, les tests préliminaires étaient achevés.  

L’utilisation de molécules témoins a permis d’optimiser les conditions expérimentales du 

test, en particulier quant à l’évaporation des solvants qui se fait grâce à un évaporateur 

Speedvac, compatible avec un volume de resolubilisation fixé à 60L. Le résumé des 

paramètres optimisés est présenté dans la figure II-10. 

 

 

Figure II-10 – Bilan des paramètres 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 à 1 

mm. Lors de l’utilisation des boîtes de Petri, les radicules étaient enchevêtrées dans les boîtes 

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 à l’œil nu à l’aide d’une règle. Il se 

révélait parfois difficile d’avoir une mesure précise de la taille des radicules pour les graines 

très peu germées. De plus, les mesures devaient être faites directement au bout des 48 h 

d’incubation dans la chambre de culture.  
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En utilisant la méthode en plaque 96 puits, avec une graine par puits, la visualisation a 

été facilitée. A l’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 premières graines sont germées alors que pour la quatrième un doute 

était possible. Le logiciel ImageJ 5 a alors été utilisé pour mesurer avec précision la taille de la 

radicule (figure II-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 façon décalée, les photos prises après 48 h de culture pouvaient être 

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

 

Figure II-12 – Graines de cresson en conditions contrôle après 48h de germination (A), mesure de la radicule 

à l’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 à la fois pour le test initial de référence en boîte de Petri et pour la 

 
 5 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.2.2.5 

A 

 

Figure II-11 – Graines de cresson germant en conditions contrôles dans une boîte de Petri (A) et une fois 

déposées sur un papier noir (B).  
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nouvelle méthode en plaque 96 puits. Cette validation a fait l’objet d’une publication dans le 

Journal of Agricultural and Food Chemistry (Flieller et al., 2022). Le nouveau test, une fois 

validé, a pu être utilisé de façon systématique pour l’évaluation du potentiel antigerminatif de 

molécules pures ou d’extraits. Pour cela, la lawsone a été choisie comme molécule active de 

référence. Une même 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 activité herbicide soit considérée comme intéressante, les composés 

allélopathiques doivent être actifs à une concentration inférieure à 0,1 mmol/L (Dayan et al., 

2000) . Cette gamme de concentrations permettait également d’obtenir à la fois un taux de 

germination maximal des graines de cresson avec les concentrations les plus faibles (de 0,01 à 

0,1 mmol/L), mais également de visualiser l’inhibition totale de la germination des graines de 

cresson pour les concentrations les plus fortes en lawsone (de 1 à 3 mmol/L). Un même nombre 

initial de 20 graines a été utilisé pour la méthode en boîte de Petri et la nouvelle méthode en 

microplaque. Puis une optimisation du nombre de graines nécessaires pour réaliser le test a été 

effectuée. La méthode a ensuite été appliquée à un extrait éthanolique d’Impatiens glandulifera 

Royle (IGR). Pour finir, l’activité de différentes molécules herbicides a été évaluée sur les 

graines de cresson et sur des graines d’autres espèces de plantes monocotylédones et 

dicotylédones, permettant ainsi d’évaluer la sélectivité des molécules testées. Enfin, la capacité 

du test à être utilisé pour la mesure de l’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 II-13). Tout d’abord, le contenant utilisé est 

différent (boîte de Petri ou plaque 96 puits), ensuite dans le premier cas, un support papier filtre 

est utilisé, mais pas dans le second. Pour l’étape de dépôt de l’échantillon, 500 L ont été utilisés 

pour 20 graines dans le test en boîtes de Petri contre 20 L par graine (au total 400 L pour 20 

graines) en utilisant une plaque 96 puits. L’évaporation des solvants s’effectuait sous hotte pour 

les boîtes de Petri et dans un évaporateur Speedvac pour les plaques. De la même façon que 

pour le dépôt d’échantillon, l’ajout d’eau + Tween 20 se fait avec un volume plus faible dans 

les plaques également avec 60 L par graine (au total 1,2 mL pour 20 graines) contre 1,5 mL 

dans la boîte. Le temps de culture a été le même et la visualisation des graines s’est faite en 

déposant les graines sur un papier noir pour les boîtes alors que les plaques ont été prises en 

photo à l’aide d’un macroscope. Afin d’évaluer la germination des graines, les tailles des 

radicules ont été mesurées grâce à ImageJ dans les 2 cas.  
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Figure II-13 – Comparaison des différentes étapes et des conditions utilisées pour l'application de la 

méthode en boîte 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 fidélité de la mesure des méthodes.  

 En premier lieu, la sélectivité des 2 méthodes a été déterminée. Pour cela, différentes 

concentrations (de 0,01 à 3 mmol/L) de lawsone ont été mises au contact des graines de cresson 

et leur germination a ensuite été mesurée (figure II-14).  

 Pour les 2 méthodes, les contrôles négatifs en l’absence de lawsone permettaient d’obtenir 

un taux de germination des graines de cresson supérieur à 90%. En ajoutant des concentrations 

croissantes de lawsone, une diminution de la germination des graines de cresson était observée 

jusqu’à une inhibition quasi-totale de la germination lorsque la concentration était supérieure à 

1 mmol/L. La réduction du taux de germination des graines de cresson était donc bien due à la 

présence de lawsone. Les valeurs des taux de germination étaient du même ordre de grandeur 

pour les différents réplicats interjour et intrajour. En revanche, les taux de germination avaient 

des variabilités très importantes en fonction de la concentration testée et du test (en plaque ou 

en boîte de Petri). Pour vérifier l’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 l’expérimentation. Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’erreur 

type à la moyenne pour 3 réplicats. Les * indiquent des différences significatives entre les valeurs obtenues 

d’après un test de Student au seuil  = 0,05. 

 

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

au sein des répétitions d’un même jour) et à la fidélité intermédiaire (variation observée entre 

les valeurs obtenues à des jours différents). Les coefficients de variation de répétabilité CVr et 

de fidélité intermédiaire CVFI ont été calculés pour les 2 méthodes (en boîte de Petri et en plaque 

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

Les coefficients de variation de répétabilité et de fidélité intermédiaire obtenus étaient 

globalement similaires entre les deux méthodes à une concentration donnée. Ils étaient plus 

faibles aux concentrations en lawsone inférieures à 0,50 mmol/L pour les 2 méthodes et plus 

élevés pour les concentrations supérieures à 1 mmol/L.  

Aux concentrations les plus fortes en lawsone, étant donné que le taux de germination 

moyen était très faible, lorsqu’une graine germait alors que la majorité des autres non, cela 

produisait une grande variabilité. Par exemple, pour la 3ème répétition en plaque 96 puits à 2 

mmol/L, sur les 3 plaques, les taux de germination étaient de 0% pour l’une des plaques (pas 

de graine germée), de 5% pour la deuxième (une graine germée) et de 10% pour la troisième (2 

graines germées). La moyenne du taux de germination était de 5 ± 5% et le coefficient de 

variation était élevé, 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 être expliqué par le fait que cette concentration 

permet à environ 50% des graines de germer, mais qu’elle n'est ni suffisamment élevée pour 

empêcher complétement la germination ni suffisamment faible pour permettre à toutes les 

graines de germer. La germination d’une graine est un phénomène complexe qui dépend de sa 

sensibilité au composé phytotoxique testé, ce qui induit davantage de variations pour cette 

concentration intermédiaire. Par exemple, en boîte de Petri où le phénomène était le plus 

marqué, on pouvait obtenir pour 3 boîtes traitées le même jour, 20% de germination dans 2 

boîtes et 30% dans la troisième 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 à 23,3% pour le jour 3.  

 

Tableau II-3 – Coefficients de variabilité de répétabilité CVr et de fidélité intermédiaire CVIF 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 

Boîte de Petri 

CVr 3,59 3,92 7,97 12,86 105,75 212,13 0 

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

Plaque 96 puits 
CVr 3,92 6,36 5,39 33,7 65,27 70,71 150 

CVFI 4,75 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 à ceux obtenus en boîte de Petri grâce à un test de Student 

permettant de comparer une valeur test à une valeur de référence. Seules 3 valeurs de la nouvelle 

méthode étaient statistiquement différentes, pour le jour 2 à 0 et 2 mmol/L et pour le jour 3 à 1 

mmol/L (figure II-14). La différence à 0 mmol/L et 1 mmol/L était due à des faibles variabilités 

sur les taux de germination, mais les valeurs restaient du même ordre de grandeur que pour les 

autres répétitions effectuées. La différence observée à 2 mmol/L, était la seule observée pour 

cette concentration et peut être 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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légères différences observées ont été considérées comme négligeables pour la suite de 

l’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 être 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 

été démontré par le calcul de la justesse. La nouvelle méthode était donc tout à fait appropriée 

pour effectuer des mesures d’inhibition de la germination. Dans ces conditions d’utilisation, 

cette méthode présentait déjà des avantages : une meilleure visualisation de la germination des 

graines ; un volume et une quantité d’échantillon nécessaires plus faibles par rapport à ceux 

utilisés en boîte de Petri (passant d’1,5 mL à 1,2 mL) pour un nombre de 20 graines par 

condition en triplicat. Dans l’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, l’utilisation de tests 

en boîte de Petri sur papier filtre fait état d’un nombre de graines de cresson variable allant de 

10 graines dans l’étude de Jurová et al. (2019) portant sur l’activité d’huiles essentielles 

d’Impatiens parviflora à 25 graines dans l’étude de Hódi et al. (2012) portant sur l’activité 

d’extraits d’espèces d’Oxalis.  

 L’objectif de cette expérience était de tester des nombres de graines inférieurs à 20, de 

mesurer le taux de germination et de vérifier si celui-ci était toujours comparable à celui obtenu 

avec 20 graines. Pour cela, une modélisation informatique a été utilisée. Grâce aux données 

obtenues précédemment, un système 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 grâce à 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 

être suffisant. Néanmoins pour la suite de l’étude, 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 à utiliser, passant de 1,2 mL pour 20 graines à 0,72 mL pour 12 graines en triplicat. 

L’optimisation de la nouvelle méthode était ainsi achevée.   

 

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 à obtenir des résultats 

représentatifs de différents échantillons, celui-ci a été appliqué à un extrait éthanolique d’IGR 

et à différentes molécules herbicides connues, avant d’utiliser d’autres plantes cibles que le 

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

 Après avoir été validée en utilisant la lawsone, la méthode développée a été utilisée pour 

évaluer le potentiel antigerminatif d’un extrait éthanolique d’IGR 6, ce qui a constitué une 

première application sur un mélange complexe. Pour cela, la méthode la plus optimisée en 

plaque 96 puits avec 12 graines a été utilisée et les résultats ont été comparés à ceux obtenus en 

plaque 96 puits (20 graines) et en boîte 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 à 0,83 mg/mL) et minimal avec les concentrations en extraits les plus élevées 

(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) 

 

Figure II-16 – Taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en extrait 

éthanolique d’IGR et de la 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.  

 

 
6 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.3.2.1 
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La répétabilité a aussi été évaluée comme précédemment pour la lawsone (tableau II- 

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 à 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 à 10% pour la méthode en plaque 96 puits 

utilisant 12 graines par condition pour les concentrations allant jusqu’à 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 l’utilisation de la méthode dans 

le cadre de l’évaluation de l’activité antigerminative d’extraits de plantes.  

 

Tableau II-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 CVr en %. 

  Concentration en extrait (mg/mL) 

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

Boîte de 

Petri 

(20 graines) 

Taux de 

germination 

91,82 

(1,60) 

95,00 

(2,89) 

93,33 

(1,68) 

88,33 

(4,42) 

55,00 

(11,56) 

10,00 

(1,68)  

3,33 

(1,68) 

CVr 3,02 5,26 3,11 8,65 36,37 29,00 87,90 

Plaque 96 

puits 

(20 graines) 

Taux de 

germination 

98,33 

(1,68) 

95,00 

(2,89) 

96,67 

(4,42) 

66,67 

(7,27) 

45,00 

(7,64) 

13,33 

(2,89) 

1,67 

(3,33) 

CVr 2,94 5,26 7,90 18,87 29,38 37,50 345,50 

Plaque 96 

puits 

(12 graines) 

Taux de 

germination 

97,22 

(2,78) 

97,22 

(2,78) 

83,33 

(4,82) 

94,44 

(2,78) 

66,67 

(0,00) 

11,11 

(2,78) 

2,78 

(2,78) 

CVr 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 boîte de Petri avec 20 
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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 l’extrait était visible à 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 façon juste 

l’activité antigerminative d’un extrait de plante.  

 

3.4 Activité antigerminative du glyphosate, du 2,4-D et de la 2-MNQ : 

 La lawsone ayant été utilisée comme molécule « modèle » lors de la validation, le test a 

ensuite été appliqué à d’autres molécules herbicides connues : le glyphosate et le 2,4-D, ainsi 

qu’une deuxième naphtoquinone : la 2-MNQ. Les 6 concentrations testées étaient identiques à 

celles utilisées pour la validation avec la lawsone ce qui a permis de comparer l’activité de ces 

4 molécules sur la germination des graines de cresson (figure II-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 mol/L à 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 plutôt 

que le taux de germination.  

 Le 2,4-D en revanche a induit une baisse du taux de germination visible à 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 été observée à partir de 0,5 mmol/L et 

dès 1 mmol/L une inhibition totale de la germination des graines de cresson a été observée.  

 L’activité de la 2-MNQ était très 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 même courbe d’activité, sans différence significative a été 

obtenue pour le 2,4-D.  
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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  = 

0,05)  entre les taux de germination des graines de cresson en fonction de la concentration en molécules 

d’intérêt. Les chiffres en vert indiquent une différences significatives (selon un test de Tukey au seuil  = 

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

  

3.5 Utilisation d’autres espèces de plantes cibles :  

La méthode a été développée en utilisant le cresson comme plante modèle.  Dans les études 

évaluant le potentiel allélopathique de plantes, plusieurs plantes cibles sont en général utilisées 

et peuvent être des monocotylédones ou des dicotylédones et faire parties de différentes familles 

botaniques. Cela permet de vérifier l’activité d’un extrait ou d’un composé sur plusieurs 

modèles qui peuvent présenter des sensibilités différentes au même 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 thèse, les espèces choisies devaient avoir des graines de 

petite taille (quelques millimètres) pouvant être disposées dans les puits et manipulées 

facilement.  

 

3.5.1 Sélection des graines et conditions de culture :  

3.5.1.1 Les dicotylédones :  

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

les plus adaptées aux tests antigerminatifs. Ces plantes sont des espèces cultivées et 
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comestibles, parfois apparentées à des adventices (pourpier et pissenlit) de familles différentes, 

avec des graines de différentes tailles plus ou moins proches de celle du cresson (figure II-18). 

Toutes ces graines ont été achetées en jardinerie. Les conditions de culture ont été testées pour 

chaque plante, avec un test de germination à la lumière avec une photopériode (16/8 : jour/ nuit) 

ou complétement à l’obscurité, à 25°C dans une enceinte de culture 7.  

 

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

(4) et ‘batavia’, de cresson (6) et de radis (7). Le trait noir en bas à gauche représente 5 mm. 

 

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

Portulacaceae avec des graines de petites tailles rondes et noires (figure II-18). Ces dernières 

provenaient de 2 fournisseurs (A et B). Concernant le fournisseur A, au bout de 48 h le taux de 

germination des graines à la lumière était de 77 ± 7 % et à l’obscurité de 77 ± 2 %. Pour les 

graines du fournisseur B, seule la condition à la lumière 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 

millimètre) 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 à la lumière ou à l’obscurité au bout de 48 h de culture. Les graines ont été 

laissées 4 jours de plus dans l’enceinte de culture et le taux de germination a augmenté 

légèrement 8 ± 2 % pour les deux conditions testées. Des graines ont germé que ce soit à la 

lumière ou à l’obscurité. Le taux de germination des graines de pissenlit était trop faible dans 

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

l’activité phytotoxique. De nombreuses variétés de laitue existent. Afin de sélectionner une 

variété facile à faire germer en chambre de culture et dont la germination des graines serait 

facile à repérer, les graines de trois d’entre elles ont été achetées : la ‘reine de mai’, la laitue ‘à 

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 ‘à couper’. Deux conditions de culture ont été testées : 

germination à la lumière (avec une photopériode 16/8 lumière/ obscurité) ou à l’obscurité 

(figure II-19). Au bout de 48 h, des différences de germination ont été observées entre les 

variétés, mais chaque variété a eu le même taux de germination à la lumière et à l’obscurité. 

Ainsi, la laitue ‘à 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’ à 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 à la lumière. 

 

 

Figure II-19 – Taux de germination moyen (A) des différentes variétés de laitue cultivées à la lumière ou à 

l’obscurité pendant 48h à 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 II-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 à 

l’obscurité qu’à la lumière, avec 75% de germination pour les graines à l’obscurité contre 44% 
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pour les graines à la lumière. Le radis sera donc mis à germer à l’obscurité pour les tests qui 

suivront. 

Les 2 espèces 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 espèces 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 II-20)8. 

 

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 à gauche représente 5 mm.  

 

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

l’alimentation animale (oiseaux) mais qui peut également être considérée comme adventices 

des cultures de maïs aux États-Unis et des pratiques culturales couplées à l’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 après 48 h de culture à la lumière était de 75 ± 0 % et à l’obscurité de 85 ± 5 %. Le 

millet a mieux germé à l’obscurité avec un taux de germination de 85 %, néanmoins cette espèce 

n’a pas été retenue pour la suite des tests car après des expériences supplémentaires, la 

variabilité de la germination des graines était trop grande.  

 

Le ray grass anglais (Lolium perenne L.) est une plante herbacée fourragère et adventice 

dont les graines ressemblent à celles de la laitue, mais plus allongées. Le taux de germination 

des graines à la lumière et à l’obscurité était le même (7 ± 4 % au bout de 48 h de culture). Au 

bout de 6 jours de culture, les taux de germination étaient de 58 ± 7 % à la lumière et de 82 ± 9 

% à l’obscurité. Les graines de ray grass ont mieux germées à l’obscurité qu’à la lumière au 
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bout de 6 jours mais leur taux de germination à 48 h n’était pas suffisant pour permettre leur 

utilisation comme plante cible dans la suite des tests.  

 

Le blé tendre (Triticum aestivum L.) possède des graines plus grandes que toutes celles 

des dicotylédones testées (figure II-20). Les graines ont été cultivées à l’obscurité et à la 

lumière (photopériode 16/8) pendant 48 h. Au bout de 48 h de culture, les taux de germination 

étaient de 77% pour les graines à la lumière et de 90% pour les graines à l’obscurité. Ce résultat 

a permis de sélectionner les graines de blé pour les tests suivants avec une mise en culture à 

l’obscurité.  

 

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

sombre très allongées (figure II-20). Après 48 h de culture, le taux de germination des graines 

d’avoine a été de 28 ± 10 % à la lumière et de 25 ± 8 % à l’obscurité. Au bout de 6 jours de 

culture, les taux de germination à la lumière et l’obscurité ont atteints les 70 %. Les graines 

d’avoine ayant un faible taux de germination dans ces conditions à 48 h (moins de 30 %) et une 

graine un peu trop longue pour une utilisation en plaque 96 puits, l’avoine n’a été pas retenue 

comme plante cible modèle 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 espèces de plantes :  

Les différentes graines sélectionnées dans le paragraphe précédent, ont été mises à 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 été mesurés (figure II-21). 

Le blé, seule espèce de monocotylédones utilisée dans cette étude, semble être le moins 

sensible à 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 variabilité du taux de germination était 

particulièrement élevée pour les concentrations jusqu’à 1 mmol/L. Il est donc difficile d’établir 

de façon claire une activité antigerminative dans ces conditions. Toutefois, à une concentration 

de 3 mmol/L de lawsone, le taux de germination a été réduit de 60 % montrant que la lawsone 

pouvait inhiber de façon significative la germination du blé, mais à des concentrations élevées.  
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Pour les 3 espèces de dicotylédones utilisées (la laitue, le radis et le cresson), l’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 espèces ont été 

visibles. Le radis était l’espèce la moins sensible des 3 dicotylédones avec une inhibition totale 

de la germination obtenue seulement à partir de 2 mmol/L de lawsone. L’inhibition de la 

germination de la laitue était visible à partir d’une concentration de 1 mmol/L et celle du cresson 

l’était à partir de 0,5 mmol/L, concentration pour laquelle seulement 40% des graines de cresson 

ont germé.  

Ces résultats confirmaient ceux d’une étude de Campos et al. (2019) qui, en utilisant un 

test en boîte 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. Kocacë Aliskan et Terzi (2001) quant à eux ont testé 

l’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 à cette concentration.  

Pour des concentrations identiques de lawsone, des taux de germination différents ont 

donc été obtenus en fonction de l’espèce de plante cible utilisée. Ces résultats suggèrent que le 

cresson est l’espèce la plus sensible à la lawsone, suivie de la laitue, puis du radis et enfin le blé 

est l’espèce la moins sensible.  

 

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  = 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  = 0,05)  entre les 

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

La même expérience a été réalisée en utilisant du 2,4-D comme molécule active. Pour 

toutes les espèces cibles testées, une diminution de la germination des graines a été observée 

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

Le blé avait cette fois-ci une sensibilité intermédiaire avec une inhibition de la 

germination des graines à partir d’une concentration de 1 mmol/L de 2,4-D. Toutefois, même à 

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 espèces de dicotylédones ont montré quant à elles des sensibilités différentes au 2,4-

D. En effet, la germination des graines de radis n’a été inhibée de façon significative qu’à 3 

mmol/L avec un taux de germination de 60%. Le cresson était plus sensible car une inhibition 

de la germination a été visible à partir de 1 mmol/L avec seulement 40% des graines germées. 

La laitue quant à elle était la plus sensible à l’action du 2,4-D, puisque dès 0,01 mmol/L le taux 

de germination a chuté à 40 % et à 0,1 mmol/L l’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.  

 

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  = 

0,05 %)  entre les taux de germination des graines d’une espèce en fonction de la concentration en 2,4-D. 

Les chiffres en vert indiquent une différence significative (selon un test de Tukey au seuil  = 0,05)  entre 

les taux de germination obtenus pour les 4 espèces à une concentration donnée en 2,4-D.   
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Ces expérimentations complémentaires ont permis d’appliquer la méthode à d’autres 

molécules herbicides et d’autres plantes cibles de façon simple et reproductible. Les graines les 

plus sensibles aux molécules testées sont le cresson et la laitue, des plantes très utilisées comme 

cibles modèles à cause de leur sensibilité aux composés allélopathiques.  

 

3.6 Élongation racinaire :  

 Après avoir validé cette nouvelle méthode à travers la mesure de l’activité 

antigerminative, une autre évaluation de l’activité bioherbicide a été menée en utilisant cette 

méthode et ce en mesurant l’inhibition de la croissance racinaire. A cet effet, la longueur des 

radicules des graines de cresson utilisées pour déterminer l’activité antigerminative, a été 

mesurée afin de voir s’il était possible d’évaluer également l’effet sur la croissance racinaire. 

Les données obtenues étaient complémentaires à celles sur l’activité antigerminative et 

augmentaient les possibilités de détecter des molécules bioherbicides.  

 Pour ce faire, un test un été mené en utilisant les mêmes concentrations de lawsone que 

précédemment (de 0,01 à 3 mmol/L) en triplicat pendant 3 jours. Pour mesurer la longueur des 

radicules, après 48 h de culture, les graines ont été placées dans une boîte de Petri carrée et 

photographiées, puis le logiciel ImageJ a été utilisé pour obtenir une mesure précise (figure II-

23).  

 

Figure II-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) contrôle de germination sans solvant. 

 La longueur moyenne des radicules pour les contrôles 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 à 13 mm (figure II-24). Concernant 

l’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 l’activité inhibitrice de l’élongation racinaire 

de ce composé, en plus de son activité antigerminative. 

 Concernant la répétabilité (entre plaques du même jour), 3 différences ont été observées 

pour le jour 1 : entre la plaque 2 et 3 à 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 à 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 fidélité intermédiaire qu’en répétabilité peuvent 

s’expliquer par le fait que la taille de la radicule est différente d’une graine à l’autre en fonction 

de sa sensibilité et de ses caractéristiques propres, une légère différence de taille peut donc 

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

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

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

 

Figure II-24 – Longueur de la radicule des graines de cresson en fonction de la concentration en lawsone 

testée et du jour de l’expérience. Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur type de la moyenne des 3 

répétitions faites le même 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 à des concentrations 

croissantes de lawsone. Ainsi, après avoir été validée pour la mesure de l’activité 

antigerminative, la méthode est également considérée comme validée pour l’évaluation de 

l’inhibition de la croissance racinaire des graines de cresson. Enfin, la méthode développée 



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

 

 118 

permet de mettre en évidence à la fois l’activité phytotoxique de molécules pures (comme le 

lawsone, le 2,4-D) sur différentes espèces 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 

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

 

4. Couplage avec l’HPLC : 

L’inconvénient majeur des méthodes utilisées couramment pour la détection de la 

phytotoxicité est l’absence d’indication sur la nature des composés porteurs d’activité. En 

réalisant un couplage séparation chromatographique - test antigerminatif, les composés actifs 

peuvent être identifiés. Le développement de la méthode en plaque 96 puits a rendu ce couplage 

possible. Pour développer ce couplage, l’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 même plaque a été utilisée pour la mise 

en place du test antigerminatif comme précédemment après une étape d’évaporation des 

solvants (phase mobile) (figure II-25). Ce couplage permet en peu de temps, quelques heures 

pour la séparation chromatographique et l’évaporation du solvant puis 48 h de culture, d’avoir 

une indication sur la nature des composés responsables de l’activité observée et leur nombre, 

sans réaliser de fractionnement bioguidé classique qui peut être long à mettre en place.  

Le but de ce couplage a été d’abord de permettre une première visualisation des composés 

actifs ou a minima de connaître leur temps de rétention et d’obtenir une première idée de leur 

polarité même si les fractions n’étaient pas pures.  

 

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

biologique.  
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 Différents paramètres ont dû être 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 dû être définis, de même que le volume des fractions collectées 

et donc l’intervalle de collecte. Pour la réalisation des tests d’activité, les conditions 

d’évaporation de la phase mobile ont dû être déterminées et le nombre de répétitions défini 

(figure II-26).  

 

Figure II-26 – Paramètres à définir pour la mise en place du couplage séparation chromatographique - 

détection de l'activité bioherbicide 

 

4.1 Séparation chromatographique :  

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

l’extrait éthanolique de balsamine 9 en utilisant une colonne Nucleodur Sphinx C18 (150 x 3 

mm, 3μm) et un gradient de phase mobile (eau + acide formique (0,1% v/v) / acétonitrile) à 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 diamètre interne et une taille de particules, permettant d’utiliser 

un débit réduit à 0,3 mL/min tout en obtenant une bonne qualité de séparation. Le débit ne 

devait pas être trop élevé car le volume des puits des plaques utilisées pouvait contenir au 

maximum 300 µL. Le gradient développé a permis d’obtenir la séparation présentée dans la 

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

 

 

Figure II-27 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l’extrait éthanolique d’IGR (en noir), blanc éthanol (en 

bleu) par HPLC-DAD et gradient d’élution utilisé en violet (gradient 1) 

 
9 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI - partie 1.3.2.1 
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La quantité à injecter pour la collecte des fractions a été déterminée en prenant comme 

référence l’activité de la lawsone qui était visualisable à partir de 0,5 mmol/L correspondant à 

une concentration de 0,087 mg/mL. Après évaporation de la phase mobile, les fractions 

collectées ont été resolubilisées dans 60 L d’eau + Tween 20, ce qui correspond à une masse 

de lawsone de 0,0052 mg, soit une concentration de 0,087 mg/mL, permettant ainsi la 

visualisation d’une activité équivalente à celle de la lawsone. Plusieurs considérations et 

approximations ont ensuite été faites :  

- les molécules actives auraient une activité au moins équivalente à celle de la lawsone 

pour être des bioherbicides intéressants ; 

- la masse collectée dans chaque fraction correspondrait à 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 g ou 208 g pour 40 fractions collectées. La quantité d’extrait injectée a été fixée 

à 400 g avec un volume d’injection de 20 L ce qui correspond à 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 

L. A un débit de 0,3 mL/min, l’intervalle de collecte des fractions ne devait pas dépasser 1 

minute afin de collecter un volume maximal de 300 L 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 l’analyse (37 minutes) mais uniquement sur 

la durée sur laquelle des pics chromatographiques sont visibles et avant l’étape de rééquilibrage 

de la colonne à 27 minutes. 

 

4.3 Tests antigerminatifs :  

Après séparation et collecte, le solvant des fractions constitué par une composition de 

phase mobile variable suivant le gradient, doit être évaporé pour permettre la réalisation du test 

d’activité bioherbicide dans la même plaque. Ce volume de phase mobile peut-être évaporé en 



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

 

 121 

quelques heures à l’évaporateur Speedvac, ce qui est compatible avec la mise en place du test. 

Le temps d’évaporation a été fixé à 2h30 à 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 dû être fixé. L’idéal 

aurait été 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 même plaque à la suite l’une de l’autre), ce qui a permis de tester la germination de 4 

graines dans les mêmes conditions et d’identifier les zones du chromatogramme correspondant 

à une inhibition de la germination ou de la croissance des radicules. Une fois les zones actives 

repérées, des analyses complémentaires pouvaient être effectuées pour aller plus loin dans 

l’identification des composés actifs.  

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

réalisation du couplage (figure II-28).   

 

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

vert les différents paramètres optimisés. 

 

4.4 Application à un extrait éthanolique d’Impatiens glandulifera :  

Pour vérifier que les paramètres définis permettaient bien de visualiser une activité 

antigerminative, l’extrait éthanolique d’IGR a été injecté et les fractions ont été collectées sur 

deux plaques différentes. Avec une quantité injectée de 400 g d’extrait, le chromatogramme 

obtenu présentait des pics sont plus larges que précédemment (figure II-29), dont certains 

provoquant une saturation du signal de détection à 254 nm. Malgré cela, le profil 

chromatographique est tout à fait comparable à celui obtenu figure II-27. 
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Figure II-29 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l’extrait éthanolique d’IGR (en noir) par HPLC-DAD 

(gradient 1) 

 

Après la collecte, un témoin positif (la lawsone) a été ajouté dans 12 puits ne contenant 

pas de fractions collectées. La phase mobile ainsi que les solvants des témoins positifs ont été 

évaporés à l’aide de l’évaporateur Speedvac pendant 2h30 à 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 être mesurée (figure II-

28). Quatre zones d’inhibition de la germination des graines de cresson ont pu être 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 façon reproductible la 

présence de composés antigerminatifs dans l’extrait d’IGR, les analyses plus approfondies 

permettant l’identification de ces molécules ont été réalisées et sont présentées dans le chapitre 

III.  

 

Figure II-30 – Germination des graines de cresson au contact des fractions de l'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 façon rapide des zones d’inhibition de la germination 

correspondant à de possibles molécules candidates pouvant expliquer l’activité de la 

balsamine de l’Himalaya. L’approfondissement de l’utilisation de la méthode et la 

caractérisation de ces molécules sera détaillée dans le chapitre suivant consacré à l’étude 

de cette plante.  

 

5. Conclusions :  

Une nouvelle méthode de détection de l’activité antigerminative et plus généralement de 

l’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 à ceux obtenus avec la méthode classique 

utilisant des boîtes de Petri, mais avec un volume d’échantillon et un nombre de graines 

nécessaires presque 2 fois plus faibles. Après validation, la méthode a été appliquée à un extrait 

éthanolique de feuilles de balsamine ce qui a permis de visualiser son activité bioherbicide. 

Enfin l’extrait a été fractionné et l’activité des fractions obtenues a été évaluée directement 

grâce à un couplage innovant entre séparation HPLC et test d’activité. Ce couplage a en 

particulier permis de repérer les composés d’intérêt qui sont à l’origine de l’activité de l’extrait 

analysé. Développée avec le cresson comme plante cible, cette méthode est aussi adaptable à 

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

La nouvelle méthode développée a également permis de mesurer la longueur des radicules 

du cresson et peut ainsi apporter une information complémentaire quant à l’action des extraits 

étudiés. Cette méthode a été utilisée pour l’évaluation de l’activité antigerminative d’extraits 

de polarités variées de différents organes de la balsamine de l’Himalaya (chapitre III), mais 

également pour le criblage d’autres plantes (chapitre IV).  

 

 

 

 

 

. 
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Chapitre III - Etude de l’activité phytotoxique de la balsamine de l’Himalaya 

1. La balsamine de l’Himalaya :  

1.1 Description de la plante 

La balsamine de l’Himalaya, balsamine géante ou Impatiens glandulifera Royle (IGR) 

est une Balsaminaceae. Elle se caractérise par une taille comprise entre un et trois mètres, une 

tige rougeâtre et robuste, des feuilles lancéolées (en forme de lance), opposées ou verticillées 

(deux ou plus sur le même nœud) et pétiolées. Les fleurs sont roses-violettes avec une floraison 

de juillet à septembre (Tela botanica). Originaire des montagnes de l’Himalaya, elle a été 

introduite en Europe dans les années 1830 et se développe principalement sur les berges des 

cours d’eau (figure III-1). 

 

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

droite 

 

1.2 Une plante invasive :  

Cette plante s’est propagée de manière très efficace en France grâce à ses mécanismes de 

reproduction performants (nectar attirant fortement les pollinisateurs (Chittka et Schürkens, 

2001) et dispersion de ses graines à plusieurs mètres). 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 espèces introduites en dehors de leur aire de 

répartition naturelle (exotiques) et qui, à 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 espèces et 

mis en place un règlement n’autorisant pas leur mise sur le marché, leur culture et leur transport 

au sein de l’Union Européenne, ceci afin de limiter leur propagation (Parlement Européen, 

2014). Des initiatives ont également été mises en place localement grâce à divers conservatoires 

dont celui d’Alsace et du Bassin Parisien qui ont permis d’établir une liste hiérarchisée des 

espèces exotiques envahissantes. Pour ce faire, un système de classement a été mis au point 

avec 5 catégories : les espèces envahissantes exotiques à préoccupation mineure ; les espèces 

en liste d’observation ; les espèces potentiellement invasives et les espèces émergentes ou 

implantées. Différents critères ont été utilisés pour établir cette liste en fonction du statut de 

l’espèce en Europe, de son mode de dispersion, de son habitat, de l’espèce et de sa reproduction. 

La balsamine de l’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 espèce 

du genre Impatiens, la balsamine à petite fleur (Impatiens parviflora DC.) a également été 

classée dans cette catégorie, mais contrairement à la balsamine de l’Himalaya elle n’est pas sur 

la liste de surveillance de l’Union Européenne (Duval et al., 2020).  

Pour limiter son impact sur l’environnement (érosion des berges, perte de biodiversité) 

des moyens de contrôle ont été mis en place. Plusieurs méthodes ont été testées pour limiter sa 

prolifération avec notamment le pâturage ou l’utilisation d’herbicides comme le glyphosate ou 

le 2,4-D qui, bien qu’étant faciles d’application restent à éviter à cause de leurs effets néfastes 

sur l’environnement et l’Homme (Pacanoski et Saliji, 2014). Le contrôle biologique est une 

alternative qui se développe, elle consiste à utiliser un pathogène naturel de l’espèce à éradiquer. 

Par exemple, au Royaume Uni, un essai a été mis en place visant à contrôler le développement 

de l’IGR grâce à 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 

symptômes à partir de 14 semaines après infection, avec une baisse de la survie des plants. De 

plus, plus l’infection était prononcée plus la taille et le diamètre de la tige étaient réduits. De 

même, l’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 et al., 2021). Cette méthode de contrôle biologique est 

intéressante car, à 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 (à travers la production de graines ou de fleurs), il 

serait possible de limiter sa propagation sans utiliser de produits dangereux pour 

l’environnement.  

 

1.3 Composition phytochimique de la balsamine de l’Himalaya : 

La composition phytochimique des différentes parties de la plante a été étudiée et est 

légèrement 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 l’Himalaya et leurs 

familles chimiques, comprenant des flavonoïdes, 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, et al., 2016) et différentes familles chimiques ont pu 

être mises en évidence comme les acides gras (avec les acides palmitiques et myristiques 

présents dans les parties aériennes) et les monoterpènes (comme le limonène ou le β-

phellandrène 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 l'IGR (en gris les 

acides phénoliques, en orange les naphtoquinones ou dérivés du naphtalène, en bleu les flavonoïdes et en 

vert les flavonoïdes glycosylés).  

Molécule Partie plante Référence 

1,2,4- trihydroxynaphtalène Racines (Tříska et al., 2013) 

1,2,4-trihydroxynaphtalène-1-O-glucoside Racines (Tříska et al., 2013) 

Acide 3-hydroxycinnamique 
Feuilles 

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-

coumarique, acide transferrulique, acide cis férulique, 

acide vanillique, acide cis-p-coumarique 

Racines 

Feuilles 

Fleurs 

(Szewczyk et Olech, 2017) 

Acide trans-sinapique, acide vératrique, acide 3-

hydroxybenzoïque 
Feuilles (Szewczyk et Olech, 2017) 

Acide 4-hydroxybenzoïque 

(= acide p-hydroxybenzoïque) 

Parties aériennes 

Racines, Fleurs 

(Szewczyk et al., 2019) 

(Szewczyk et Olech, 2017) 

Acide 3,4-dihydroxybenzoique (= acide 

protocatéchique) 

 

Parties aériennes 

Fleurs, Feuilles 

Racines 

(Szewczyk et al., 2019) 

(Szewczyk et Olech, 2017) 

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

Parties aériennes 

(Lobstein et al., 2001) 

(Block et al., 2019) 

2-méthoxynaphtalene-1,4-dione 

(= 2-methoxy-1,4-naphtoquinone) 

Parties aériennes 

Fleurs 

Racines 

(Szewczyk et al., 2019) 

(Lobstein et al., 2001) 

(Cimmino et al., 2016) 

(Ruckli et al., 2014) 

(Block et al., 2019) 

Kaempférol 
Fleurs 

Feuilles 

(Vieira et al., 2016) 

(Szewczyk, 2018) 

(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016) 

Quercétine 
Fleurs 

Parties aériennes 

(Vieira et al., 2016) 

(Szewczyk et al., 2019) 

(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016) 

Eriodictyol Parties aériennes 
(Szewczyk et al., 2019) 

(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-O-6ʺ-

malonyl-glucoside 

dihydromyricétine (= ampelopsine)  

kaempférol-3-O-(6ʺ-malonylglucoside) 

Fleurs (Vieira et al., 2016) 

Quercétine-3-O-galactoside 

 (= hyperoside) 

Fleurs 

Parties aériennes 

(Vieira et al., 2016) 

(Szewczyk et al., 2019) 

(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016) 

Kaempférol-3-O -rutinoside, (= nicotiflorine), 

kaempferol 3-O-b-ᴅ -galactoside, (trifoline) 
Parties aériennes (Szewczyk et al., 2019) 

Eriodictyol-di-O-hexoside (proposition) Parties aériennes (Szewczyk, Zidorn, et al., 2016) 

Quercétine-3-O-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 caractère invasif, la balsamine de l’Himalaya a fait l’objet de plusieurs études 

afin d’évaluer son potentiel allélopathique sur différentes plantes cibles, principalement pour 

étudier sa capacité à 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 à la compétition 

avec l’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’épervière des murs (Hieracium 

murorum L.) et de scrofulaire noueuse (Scrophularia nodosa L.) à une concentration de 0,25 

g/mL contrairement aux extraits de racines de plants juvéniles. En revanche, les extraits de 

racines de plantes sénescentes à une concentration de 0,25 g/mL ont montré une stimulation de 

la germination des graines de S. nodosa (Ruckli et al., 2014). De même, 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, l’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 

(Vrchotová et al., 2011).  

Bien que l’activité phytotoxique de la balsamine de l’Himalaya ait déjà été observée sur 

différents types de plantes cibles, aucun lien direct (réalisé par fractionnement bio-guidé par 

exemple) n’a été établi entre l’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 modèle parfait pour cette thèse, 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 été réalisés à partir des 

différentes parties de la balsamine de l’Himalaya : feuilles, racines, tiges et fleurs. En plus de 

l’étude de plants sauvages, la culture in vitro de la plante a été accomplie pour la première fois 

et des cultures de cellules indifférenciées ont été obtenues permettant d’obtenir un extrait 

éthanolique de suspensions cellulaires. L’activité antigerminative de ces différents extraits a 

ensuite été 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 été identifiées grâce à un fractionnement bio-guidé et des analyses par HPLC 

couplée à la spectrométrie de masse à haute résolution. 

 

2. Culture in vitro de la balsamine de l’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 même espèce 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 contrôlées ce qui permet d’obtenir un matériel végétal homogène. De plus, ces 

cultures sont accessibles à n’importe quel moment ce qui permet d’avoir une disponibilité tout 

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

La culture in vitro de la balsamine de l’Himalaya, avec l’obtention de cultures de cellules 

indifférenciées et de plantules, a permis d’étudier la phytochimie de la plante dans son 

ensemble (plants à l’état sauvage et suspensions cellulaires en milieu contrôlé) 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 être modulé grâce à l’élicitation, qui permet d’induire la 

surproduction de molécules d’intérêt grâce à l’ajout de molécules mimant un stress (les 

éliciteurs) ou de précurseurs des voies de biosynthèse des molécules d’intérêt.  

 

Pour cultiver une plante in vitro, il est possible d’utiliser les différentes parties d’une 

plante sauvage (Chapitre I – Introduction) en procédant à 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 

deuxième méthode consiste à utiliser des graines de la plante d’intérêt, de réaliser une 

stérilisation de surface et de faire germer ces graines en conditions stériles. De cette façon, les 

plantules obtenues sont axéniques (stériles) et le risque de contamination est réduit. Ces 

plantules peuvent être ensuite utilisées comme matériel de base pour différents types de culture 

(figure III-2). 
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Figure III-2 – Schéma général de mise en culture in vitro à partir de graines 

 

A ce jour, aucune étude ne présente la mise en culture in vitro de la balsamine de 

l’Himalaya mais d’autres espèces du genre Impatiens ont fait l’objet de culture que ce soit pour 

préserver une espèce en danger comme au Sri Lanka avec l’Impatiens repens Moon (Herath et 

Wijesundara, 2010), ou à des fins ornementales comme l’Impatiens hawkeri W.Bull (Samiei et 

al., 2018) et l’Impatiens balsamina (Mohamed et al., 2019). De plus, cette dernière a déjà fait 

l’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 première testée pour réaliser la mise en culture 

in vitro de balsamine de l’Himalaya (IGR) afin d’obtenir des cellules indifférenciées. Les 

graines de balsamine ont été récoltées en Alsace (près 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 l’étude de 

Taha et al., (2009) en utilisant de l’eau de Javel à 0,1% (v/v) pendant 10 minutes pour régénérer 

des plantules d’Impatiens balsamina.  Les graines d’IGR (10 graines par boite Magenta, 3 boîtes 

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

ajout de sucrose 13 Les conditions de germination n’étant pas précisées dans l’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 été mises à germer 

sans être stérilisées dans les mêmes conditions de culture (photopériode 16/8, température 

25°C), mais sur papier filtre et non sur milieu gélosé. 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-être pas optimales. 

 

2.1.2 Conditions de culture : 

Dans l’étude de Mumford (1988), il est montré que les graines d’Impatiens sp. ont besoin 

d’être dans un environnement froid pour germer. Ce phénomène 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 boîtes Magenta contenant les graines 

stérilisées 14 qui étaient dans l’enceinte de culture sur milieu gélosé ont été placées à 4°C et à 

l’obscurité pendant 4 ou 21 jours avant d’être remises dans l’enceinte à 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 à 4°C, à l’obscurité pendant 4 ou 21 jours avant d’être stérilisées 

et mises dans l’enceinte de culture 14.  Dans le cas des graines stérilisées (en boite Magenta), 

aucune germination n’a été observée que ce soit à 4°C et à l’obscurité ou à 25°C avec une 

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

Pour les graines non stérilisées, la première boîte contenant les graines mises à 4°C 

pendant 4 jours et replacée dans l’enceinte de culture après stérilisation n’a permis à aucune 

graine germée. En revanche, dans les boîtes de graines non stérilisées qui devaient être mises 

dans l’enceinte de culture au bout de 21 jours, des graines ont germé au bout de 8 jours de 

culture, 4 graines dans une boîte et 3 graines dans l’autre (figure III-3).   

 

 
14 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI – parties 4.2.3 
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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 l’Himalaya correspondent donc à une mise en culture à 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 empêchait 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 à 4% pendant 12 h à 16 h (Plant cell technology), soit de 

l’eau de Javel (contenant 0,1% de chlore actif), soit sans stérilisation15. 

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 à germer (moins de 10% dans chacun des cas) après stérilisation (figure III-4). Les deux 

stérilisations semblent empêcher la germination des graines d’IGR. L’expérience aurait pu être 

prolongée pour vérifier si comme pour les graines non stériles le pourcentage de germination 

augmentait avec le temps, mais 95 jours (soit près de 3 mois et demi) semblaient déjà être 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 très fortement la germination, même si les conditions de 

germination sont réunies (froid et humidité).  

 

 

Figure III-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 

éthanol/eau (60/40, v/v) (EtOH 60%) pendant 3 minutes, puis dans l’eau de Javel 5 minutes et 

enfin en effectuant 3 rinçages à l’eau stérile. Au bout de 13 jours, aucune germination des 

graines n’a été observée.  

 

En raison de l’absence de germination des graines après stérilisation et du faible taux de 

germination sans stérilisation (moins de 10 % après 22 jours), les graines ne seront pas 

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

 

2.1.4 Croissance des plantules à partir des graines : 

Les graines ont été mises à germer sur du papier filtre. Après le développement des 

plantules, ces dernières ont été placées dans l’enceinte de culture avec photopériode pour 

continuer leur développement. En effet, à l’obscurité, ces plantules se sont développées de 

manière étiolée : feuilles plus petites et jaunes et tige plus longue et moins robuste que lorsqu’on 

les place à la lumière (figure III-5). 
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Figure III-5 – Développement des plantules d'IGR à l'obscurité pendant 21 jours (A) et développement de 

la même plantule après 4 jours à la lumière (B). Le trait noir représente 1 cm. 

 

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

deux de plus. Les graines tout juste germées ont également 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 après 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, l’acide dichlorophenoxyacétique (2,4-D) ou l’acide 

naphtalène acétique (ANA) et d’une cytokinine la benzyladenine appelée également 6-

Benzylaminopurine (BAP). Ces hormones ont été testées à différentes concentrations afin de 

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

 

Figure III-6 – Différentes étapes permettant l’initiation de la callogenèse à partie de graines germées, de 

plantules et une fois le protocole de stérilisation optimisé à partir de plant d’IGR sauvages.  
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2.2.1 Essai avec les plantules obtenues à partir des graines et avec des graines 

germées : 

Les plantules provenant des graines germées avaient besoin d’être stérilisées avant de 

pouvoir être 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 III-2). Après chaque stérilisation utilisant de l’eau de Javel, les 

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

 

Tableau III-2 – Bilan des différents protocoles de stérilisation testés à partir des graines germées (GG) et 

des plantules (P).  

Protocole Matériel 

végétal 

Stérilisation Milieu 

1 P EtOH 60% – 3 minutes 

Eau de Javel (0,1% chlore actif) – 2 minutes 

ANA/BAP (1/0,5) 

2 P EtOH 60% - 3 minutes 

Eau de Javel (0,1% chlore actif) – 5 minutes 30 

secondes 

ANA/BAP (1/0,5) 

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 l’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’être placées sur un milieu ANA/BAP (1 mg/L/0,5 mg/L). 

Dès 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 deuxième 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 après 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 après 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 troisième temps, une stérilisation a été testée avec du PPM à 4% (tableau III-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 été expérimenté (tableau III-2-

Protocole 4) en utilisant de l’eau de Javel à 2,5% de chlore actif. Les différentes parties des 

plantules, cotylédons, racines et hypocotyles ont été déposées sur 3 milieux différents pour voir 

l’impact des hormones sur la callogenèse. Après 5 jours de culture, des contaminations sont 

apparues sur les explants des cotylédons. Les explants racinaires n’ont pas développé quant à 

eux de cals et la contamination a été restreinte.  

 

Pour conclure, le protocole de callogenèse utilisant des graines mises à 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 callogenèse suivants, des explants frais issus de plantes sauvages ont été 

utilisés.  

 

2.2.2 Callogenèse à partir de plants sauvages de balsamine de l’Himalaya : 

2.2.2.1 Tests préliminaires de stérilisation et de callogenèse : 

Un premier essai a été effectué pour tester le protocole de stérilisation consistant en un 

bain dans l’eau de Javel (0,25 % de chlore actif) suivi de 3 rinçages dans de l’eau distillée stérile 

durant 5 minutes 16 sur des plants sauvages (les feuilles étant plus fines que les cotylédons 

utilisés jusqu’à présents, mais les racines et les tiges plus épaisses), mais également pour tester 

différentes balances hormonales (figure III-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 à 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 être dû à 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 observé, 

ces parties étant plus « épaisses », le protocole de stérilisation n’avait pas permis d’éliminer 

tous les contaminants exogènes. Le protocole de stérilisation pour les explants caulinaires devra 

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

 

Figure III-8 – Évolution des explants foliaires après 4 jours de culture sur 3 milieux différents contenants 

ou non du PPM.  

 

Après 15 jours de culture, les explants mis sur les milieux contenant du 2,4-D ou de 

l’ANA + PPM s’étaient repliés sur eux-mêmes et des amas de cellules blanches/vertes ont été 

observés. Après 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 III-9 (2) et mis à pousser pendant un mois (figure III-

9 (3)) au bout duquel un repiquage a été fait sur un milieu sans PPM (figure III-9 (4)).  En 

effet, le PPM peut avoir des effets délétères sur la formation des cals même si en dessous de 

0,2% (v/v) aucun effet délétère ne devrait être observé (Compton et Koch, 2001). Il est utile 

d’introduire le PPM à l’initiation de la callogenèse 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 III-

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

 

Figure III-9 – Évolution des cals de la lignée 1 au fil des repiquages sur milieu ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5 

mg/L) à partir d’explants foliaires : (1) à 12 semaines après 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 après 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 

callogenèse qui donnaient des résultats satisfaisants avec l’obtention de cals au bout de quelques 

semaines de culture. Des essais à plus grande échelle ont également été réalisés pour déterminer 

avec plus de précision la nature des explants et la balance hormonale la plus adaptée à la 

callogénèse de la balsamine de l’Himalaya. 

 

2.2.2.2 Test des différents explants /Test des différentes balances hormonales : 

La première expérience a permis de déterminer que les explants foliaires étaient 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 callogenèse de 

l’IGR. Cinq boites de Petri ont été utilisées par condition (balance hormonale) contenant 

chacune 6 explants foliaires 17. 

 

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) 18. Ce taux diminue au fur et à mesure des répétitions jusqu’à 

atteindre 5% pour la dernière série. Pour la dernière répétition, le nombre de feuilles stérilisées 

en même temps dans un même 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 après 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 après repiquage au bout de plusieurs 

semaines de culture a montré des différences entre les différents réplicats (tableau III-4). Ces 

différences peuvent être expliquées par le taux de contamination élevé lors des deux premiers 

réplicats, ayant entraîné 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 3ème 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 après 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 homogènes au fur et à 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 l’aire de chaque cal à l’aide d’ImageJ (figure III-

10) 18.  

Au bout 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 assèchement du cal et un repli sur lui-

même. En revanche, pour les cals sur milieu ANA/BAP au bout de 20 jours, la croissance était 

déjà comprise entre 15 et 123%. La mesure de la croissance s’est arrêtée 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 à l’origine de la lignée 2. 
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Figure III-10 – Aire (en cm2) 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) après mise en culture (1) et après 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 à 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 être 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, à 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 à la mise en suspension, des courbes de croissance ont été établies pour 

ces deux lignées (figure III-11) 19. 

Pour la lignée 1, 3 boîtes 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 boîte 1, la masse totale 

des cals semblait croître entre le jour 0 et le jour 28 mais à cause de la variabilité entre les cals 

de la boîte, 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  = 0,05. Le même résultat 

a été observé pour les boîtes 2 et 3 dont la variabilité des masses des cals était plus faible.  

Pour la lignée 2, 4 boîtes 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 boîtes, 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 21ème jour selon le 

test de Tukey au seuil de risque  = 0,05. Pour les boîtes 2 et 4, une différence était déjà visible 

entre la masse du premier jour et celle du 14ème jour. Les mesures ont été arrêtées au 21ème jour 

car les cals étaient volumineux dans la boite et touchaient déjà 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 être la plus adaptée pour 

l’obtention de suspensions cellulaires, les cals friables permettaient d’obtenir une suspension 

homogène et leur bonne croissance permettait d’avoir une suspension se développant bien. 

Parmi les boîtes de la lignée 2, la boîte 2 présentait la croissance la plus élevée et a été choisie 

pour obtenir les suspensions.  

 

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 boîte 2 de la lignée 2, 5 g de cals ont été placés dans 50 mL de milieu liquide 

avec la même balance hormonale (ANA/BAP (1,5 mg/L/0,5 mg/L)) 20 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 l’erlenmeyer. Au bout de 17 jours, une suspension plus 

homogène (figure III-12 (D)) que celle de départ a été obtenue. Cette suspension a pu être 

 
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)), l’une devant servir à la culture 

à la lumière et l’autre, à l’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) après 7 jours de culture, (D) suspension diluée au demi après 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 à se développer 21. Toutes les trois semaines, à partir d’une suspension mère, 2 ou 

3 suspensions filles supplémentaires étaient donc obtenues, elles-mêmes utilisées comme 

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

 

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 à l’obscurité :  

Les suspensions à la lumière se développant bien, une tentative de culture à l’obscurité a 

été effectuée. En effet, en se développant dans des environnements différents, les profils 

métaboliques des suspensions cellulaires devraient être différents.  

Une série de suspensions a donc été mise en culture à l’obscurité sous agitation (130 rpm) 

et à 25°C. Au bout de 18 jours, les suspensions à l’obscurité et à la lumière sont comparées 

(figure III-14). Un retard de croissance est observé pour la suspension à l’obscurité. En effet, 

le volume occupé par les cellules dans les suspensions mises à l’obscurité est plus faible que 

celui des suspensions mises à la lumière (figure III-14 (trait pointillé orange)). Ceci indique 

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

 
21 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI – partie 4.4.2 
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La couleur des suspensions est passée de verte à jaune-beige lors de la croissance à l’obscurité. 

Ce changement de couleur des suspensions à l’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 à l’obscurité .  

 

Figure III-14 – Comparaison des suspensions au moment de la mises en culture à la lumière et à l'obscurité 

(J0) et après 18 jours de culture (J18). Le trait orange pointillé représente le volume occupé par les cellules 

dans la suspension. (1) (2) : suspensions cultivées à la lumière, (A) (B) : suspensions placées à l’obscurité.  

 

Les cultures de cellules végétales peuvent se faire à l’obscurité ou à la lumière en fonction 

des cellules étudiées et des molécules à produire. Par exemple, dans l’étude d’Andi et al., 

(2019), les cultures de vigne (Vitis vinifera L.) à l’obscurité produisaient 3 fois plus de 

stilbénoides que celles à la lumière.  

Concernant les cellules d'IGR, elles se développaient mieux à la lumière 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 à la lumière 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 à la lumière, leurs 

courbes de croissance ont été établies de la façon suivante. Tous les 3 jours, une partie des 

suspensions est retirée de l’enceinte, puis centrifugée pour récupérer les cellules et peser leur 

masse fraîche, ces cellules sont ensuite lyophilisées ce qui permet d’obtenir la masse sèche22. 

Les courbes de croissance que ce soit pour la masse fraîche ou la masse sèche 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 fraîche et 

de 2,9 pour la masse sèche. Cette phase a duré environ 15 jours, et les cultures cellulaires sont 

ensuite entrées en phase stationnaire (les masses fraîches et sèches 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 l’étude 

de Panichayupakaranant, (2001) contre ¼ dans cette étude). 

 

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 fraîche, (B) masse sèche. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- l’écart type de trois réplicats. 

Les lettres différentes indiquent des différences significatives entre les valeurs obtenues selon le test de 

Tukey à  = 0,05.  

 

2.2.4 Micro-propagation – Obtention de plantules  

Pour régénérer et multiplier les plantules d’IGR, des explants caulinaires contenant un 

nœud ont été prélevés sur les plantules récoltées pour initier la callogenèse. Ce procédé avait 

été utilisé par Herath et Wijesundara (2010) pour l’Impatiens 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 l’eau de Javel (0,25% 

pendant 8 minutes) et ont été placés sur un milieu sans hormones + PPM (figure III-16 (A)) 

pendant 1 mois pour permettre le développement de la partie aérienne (figure III-16 (B)) 23. 

Des contaminations ont été observées notamment lors de la première répétition pour laquelle 

tous les explants ont été contaminés, pour la deuxième répétition, 50 % des explants ont été 

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

 
23 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI – parties 4.5.1 et 4.5.2 
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(1 mg/L) + PPM (figure III-16 (C)) pendant un mois permettant le développement de la partie 

racinaire (figure III-16 (D)). 

 

Figure III-16 – Régénération d’une plantule entière (D) à partir d’un explant caulinaire (A) grâce à une 

culture sur milieu sans hormone (B) puis un repiquage sur milieu contenant de l’IBA (C).  

 

2.2.4.2 Multiplication des plantules :  

Dans l’objectif de cultiver du matériel végétal en conditions contrôlées en quantité 

suffisante pour la production de métabolites d’intérêt ou d’autres applications, il est nécessaire 

de parvenir à multiplier les plantules précédemment obtenues. Pour cela, des explants 

caulinaires contenant un nœud (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 même balance hormonale contenant un ratio BAP/KIN a été utilisée par Herath 

et Wijesundara (2010) pour la multiplication des pousses d’Impatiens 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 à partir de l’auxine produite par 

l’apex de la pousse elle-même. A partir de 4 explants déposés sur milieu gélosé, entre 2 à 3 fois 

plus de pousses ont pu être mises sur milieu sans hormones (figure III-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 système racinaire (figure III-17 (E)). Cette opération peut être réitérée 

plusieurs fois, pour obtenir le nombre de plantules nécessaires aux expérimentations.  
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Figure III-17 – Multiplication à partir d’explants caulinaires de pousses d’IGR. 

 

La culture in vitro d’IGR a ainsi pu être réalisée pour la première fois. Ceci a permis à 

partir de plants de balsamine sauvages d’obtenir des cultures de cellules indifférenciées, puis 

de cals et enfin de plantules. Les suspensions cellulaires pourront être élicitées par la suite pour 

produire des molécules d’intérêt, de même que les plantules qui pourront intégrer des 

expériences de co-culture avec d’autres plantes. 

 

3. Évaluation de l’activité des différentes parties de la plante :  

3.1 Extraction des différentes parties de la plante : 

Des plantes entières de balsamine de l’Himalaya ont été récoltées. Les différents organes 

ont été séparés (racines, tiges, feuilles, fleurs), puis congelés et cryobroyés grossièrement. Les 

4 organes et les suspensions cellulaires ont ensuite été lyophilisés avant d’être broyés en poudre 

fine utilisée comme matrice pour l’extraction. Six solvants de polarités différentes ont été 

utilisés pour ces différentes matrices : l’heptane, l’acétate d’éthyle, l’isopropanol, l’éthanol, un 

mélange éthanol/eau (60/40, v/v) et l’eau permettant ainsi d’extraire des molécules de polarités 

diverses. Seul un extrait éthanolique a été réalisé pour les suspensions cellulaires suivant le 

même protocole que pour l’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 à macérer pendant 30 minutes sous 

agitation. Après centrifugation, le surnageant a été récupéré et le culot a été soumis à deux 

nouveaux cycles d’extraction avec du solvant frais 24. Puis une évaporation à sec des extraits a 

été réalisée à l’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 sèche 

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 

l’heptane et l’acétate d’éthyle et plus élevés pour les solvants les plus polaires comme l’eau et 

le mélange éthanol/eau (60/40, v/v) quel que soit l’organe. Concernant les différents organes, 

les rendements pour les extraits de feuilles et de fleurs sont globalement plus élevés que ceux 

des extraits de racine et de tiges, ces deux organes seraient donc plus riches en composés 

extractibles avec les solvants utilisés.  

 

Tableau III-5 – Rendements d’extraction (%, m/m) en fonction des solvants utilisés et de la matrice étudiée. 

 

 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 III-18).  

 

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 grâce à 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 

 Organes de la plante  

Solvant d’extraction Racines Tiges Fleurs Feuilles 
Suspensions 

cellulaires 

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 / 

Éthanol 3,37 4,22 19,26 15,11 6,00 

Éthanol/Eau (60/40 ; 

v/v) 
24,73 30,70 32,13 27,12 

/ 

Eau 21,28 25,62 25,17 11,52 / 
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a été testé à deux concentrations : 20 mg/mL et 5 mg/mL 25. La concentration effective dans les 

puits est de 6,67 mg/mL pour une solution à 20 mg/mL d’extrait et de 1,67 mg/mL pour une 

solution à 5 mg/mL et équivaut à une quantité déposée par puits de 0,4 mg et 0,1 mg 

respectivement. La concentration la plus haute permet de visualiser une activité même 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 à celle de la lawsone témoin positif de 

l’étude. Une molécule est considérée comme d’intérêt pour une application bioherbicide si elle 

est active à une concentration inférieure à 10-4 mol/L (Dayan et al., 2000), néanmoins les 

extraits étant des mélanges de plusieurs molécules leur activité est plus complexe à 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 III-6). 

Les résultats pour la concentration des extraits à 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 utilisée à 0,25 mg/mL (= 1 ,43 mmol/L) a inhibé la 

germination des graines de cresson, de 70 à 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 l’extrait aqueux permettant d’obtenir un taux de 

germination de près de 40%. L’extrait à l’isopropanol de racines n’a pas été testé à 20 mg/mL 

à cause de son très faible rendement (0,90 % - tableau III-5). Concernant les extraits de tiges, 

les extraits à l’acétate d’éthyle, à l’isopropanol et à l’éthanol ont permis une inhibition totale de 

la germination, les autres solvants quant à eux ont permis à 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 l’IGR, testés à 20 mg/mL, 12 graines 

par plaque 96 puits, 3 plaques par condition. (En vert les extraits ayant une activité comparable à celle de 

la lawsone à 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  = 0,05. 

 Organes de la plante  

Solvant 

d’extraction 
Racines Tiges Fleurs Feuilles Suspensions 

Heptane 0,0 (0,0) b 83,3 (4,8) a 0,0 (0,0) c 0,0 (0,0) b / 

Acétate d’éthyle 2, 8 (2,8) b 0,0 (0,0) b 0,0 (0,0) c 0,0 (0,0) b / 

Éthanol 2, 8 (2,8) b 0,0 (0,0) b 2,8 (2,8) c 0,0 (0,0) b 91,7 (0,0) 

Éthanol/eau 0,0 (0,0) b 61,1 (7,3) a 0,0 (0,0) c 0,0 (0,0) b / 

Eau 38,9 (2,8) b 55, 6 (10,0) a 0,0 (0,0) c 0,0 (0,0) b / 

Isopropanol / 0,0 (0,0) b 0,0 (0,0) c 0,0 (0,0) b / 

Lawsone 30,6 (2,8) b 11,1 (2,8) b 2,8 (2,8) c 8,3 (4,8) b / 

Contrôle 

germination 
86,1 (2,8) a 91,7 (4,8) a 

44,4 (7,3) bc 

94,4 (5,5) a 
97,2 (2,8) a 

/ 

Contrôle solvant 

isopropanol 
83,3 (0,0) a 94,4 (2,8) a 

41,7 (12,7) bc 

80 (12,1) ab 
83,3 (0,0) a 83,3 (0,0) 

 

L’activité antigerminative des extraits a ensuite été évaluée à une concentration plus 

faible de 5 mg/mL (Tableau III-7). Les extraits de fleurs présentaient toujours l’activité 

antigerminative la plus intéressante. En effet, à 5 mg/mL tous les extraits exceptés celui à 

l’isopropanol permettaient d’inhiber totalement la germination des graines de cresson. 

Concernant les autres organes de la plante, on observait une inhibition très forte de la 

germination pour les extraits à l’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 

à l’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 l’extrait éthanolique de suspensions cellulaires a été testée comme pour les 

autres extraits à 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 l’extrait de suspensions 

cellulaires à 20 mg/mL est de 92 ± 0 % et à 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 l’activité. Pour cela, il était nécessaire d’avoir une 

quantité suffisante d’extrait. Aux vues du rendement d’extraction plus élevé et de l’activité 

intéressante qu’il présente, l’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 à 5 mg/mL. 12 graines par plaques 96 puits, 3 

plaques par condition. (En vert les extraits ayant une activité comparable à celle de la lawsone à 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  = 0,05. 

 Organes de la plante  

Solvant d’extraction Racines Tiges Fleurs Feuilles Suspensions 

Heptane 97,2 (2,8) a 97,2 (2,8) a 0,0 (0,0) c 44,4 (10,0) c / 

Acétate d’éthyle 2,8 (2,8) b 52,8 (2,8) b 0,0 (0,0) c 5,5 (2,8) d / 

Éthanol 16,7 (4,8) b 55,5 (7,3) ab 0,0 (0,0) c 8,3 (4,8) d 91,7 (4,8) 

Éthanol/eau 83,3 (4,8) a 88,9 (2,8) a 0,0 (0,0) c 22,2 (2,8) cd  

Eau 94,4 (5,5) a 77,8 (7,3) a 0,0 (0,0) c 47,2 (14,7) ab / 

Isopropanol 5,55 (5,5) b 16,7 (4,8) bc 33,33 (4,8) bc 8,3 (4,8) d 8,3 (4,8)  

Lawsone 13,9 (5,5) b 13,9 (2,8) c 2,8 (2,8) c 5,5 (2,8) d / 

Contrôle germination 97,2 (2,8) a 97,2 (2,8) a 77,8 (5,5) a 97,2 (2,8) a / 

Contrôle solvant 

EtOH 
94,4 (2,8) a 88,9 (2,8) a 72,2 (5,5) ab 88,9 (2,8) a 

/ 

Contrôle solvant 

isopropanol 
86,11 (2,8) a 91,66 (4,8) a 91,66 (4,8) a 83,3 (0,0) ab 

/ 

 

3.2.2 Inhibition de l’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 même protocole que dans le 

chapitre 2 pour étudier l’impact des extraits d’IGR sur l’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 

contrôles négatifs. Lors de l’évaluation de l’activité phytotoxique des extraits de fleurs, les 

contrôles négatifs correspondants ont montré une diminution de la longueur des radicules 

comparés à ceux observés lors des tests avec les autres organes de la plante. La lawsone à 0,25 

mg/mL inhibait quant à elle la croissance racinaire (longueur moyenne inférieures à 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 même impact que la lawsone sur la 

croissance des radicules. Les extraits à l’acétate d’éthyle et à l’éthanol de tiges ont également 

eu le même 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 

l’extrait à l’heptane a permis une élongation racinaire similaire à celle obtenue en conditions 

contrôles (figure III-19).  

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

de 0,41 ± 0,12 cm, équivalente à celle des contrôles négatifs.  

 

Figure III-19 – Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits d’IGR à 20 mg/mL, 

de lawsone et de solvants de resolubilisation (i-PrOH). CG : contrôle 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 à 5 mg/mL, les longueurs des radicules pour les contrôles négatifs 

sont comprises entre 0,4 et 0,8 cm comme pour les tests avec les extraits à 20 mg/mL, les 

contrôles négatifs des extraits de fleurs ont une taille de radicule plus faible (environ 0,3 cm) 

comme observé précédemment, peut-être à cause de composés actifs volatils dans ces extraits 

de fleurs. La lawsone à 0,25 mg/mL conduit à une taille de radicules inférieure à 0,1 cm (figure 

III-20). 



Chapitre III – Étude de l’activité phytotoxique de la balsamine de l’Himalaya 

 154 

 

Concernant les extraits d’IGR, comme précédemment les extraits de fleurs et de feuilles 

étaient ceux qui inhibaient le plus la croissance racinaire avec une activité similaire à celle de 

la lawsone. L’activité des extraits de racines et de tiges était plus dépendante du solvant utilisé. 

En effet, les extraits à l’acétate d’éthyle et à l’éthanol avaient une activité sur la longueur des 

racines similaires à celle observée pour les autres extraits, en revanche, les extraits à l’heptane, 

hydroalcoolique et aqueux avaient des activités similaires à celles obtenues avec les contrôles 

négatifs (longueurs de radicules comprises 0,4 cm et 0,8 cm). L’extrait éthanolique de 

suspensions cellulaires avait, là encore, une activité équivalente aux contrôles sur la 

germination des graines de cresson avec une longueur moyenne de 0,55 ± 0,19 cm.  

 

Figure III-20 – Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits d’IGR à 5 mg/mL, de 

lawsone et de solvants de resolubilisation (i-PrOH et EtOH) CG : contrôle 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 à Haute Performance (HPLC) couplée à une 

détection UV-Visible grâce à un détecteur à barrettes de diodes.  

Les chromatogrammes des extraits des différents organes et des suspensions sont 

présentés à la figure III-21 et ont été obtenus avec le gradient 1 26. 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 à plusieurs extraits, mais 

l’extrait de feuilles est celui qui présente les pics les plus intenses à 254 nm pour une même 

concentration.   

 

Figure III-21 – Chromatogrammes UV (à 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 l’extrait de feuilles avec un temps de rétention de 11,6 minutes 

semble correspondre à 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 l’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 

être beaucoup moins riche que les extraits d’organes de la plante récoltée. En effet, en culture 

végétale in vitro, les conditions étant contrôlées, les cellules ont peu ou pas besoin de produire 

de métabolites spécialisés. Cette composition phytochimique pauvre peut également expliquer 

l’absence d’activité de l’extrait de suspensions même à 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 biosynthèse des composés d’intérêt 

peuvent être 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, déjà décrites dans la plante (Lobstein et al., 2001) ont été 

injectées à une concentration de 0,2 mg/mL (figure III-22) 27 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 III-22. 

 

Figure III-22 – Chromatogrammes UV (à 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 à 

0,25 mg/mL 28. 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 l’équation de la droite.  

L’extrait de feuilles contient la concentration la plus élevée en 2-MNQ, suivi par l’extrait 

de fleurs, puis de racines et enfin de tiges (tableau III-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 très 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 à partir de 0,5 mmol/L 

dans les puits ce qui correspondait à 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 III-8) est plus faible que celle à partir de laquelle l’activité avait été 

détectée précédemment, il peut donc être supposer que la lawsone ne participe pas seule à 

l’activité des extraits.  

En revanche, la concentration de 2-MNQ est deux fois supérieure dans les extraits de 

feuilles et légèrement supérieure dans l’extrait de fleurs d’IGR à la concentration à partir de 

laquelle une activité a été détectée dans le chapitre 2, laissant supposer que la 2-MNQ participe 

bien à l’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 à 5 mg/mL. 

D’autres molécules semblent donc participer à l’activité des extraits racinaires ou alors il existe 

des phénomènes de synergie entre molécules actives.  

Ainsi, ces naphtoquinones participent sûrement à l’activité de ces différents extraits 

éthanoliques, mais d’autres molécules peuvent être également impliquées. Pour visualiser 

l’impact de ces naphtoquinones sur l’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 

l’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 l’IGR (injection de 5L à 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 l’implication de ces deux naphtoquinones dans l’activité de l’IGR et de 

mettre en évidence les composés responsables de l’activité antigerminative des extraits, un 

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

 

3.2.4 Microfractionnement bio-guidé de l’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 

l’extrait éthanolique de feuilles, à 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 après 
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passage dans la colonne à 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 µL d’extrait éthanolique de feuilles d’IGR à une concentration de 20 mg/mL ont 

été injectés, ce qui correspond à une masse de 0,4 mg d’extrait injecté. Après séparation, 

l’extrait a été collecté en 38 fractions dans un intervalle de temps de rétention entre 1 et 20 

minutes, ce qui correspondait à la zone du chromatogramme où des pics étaient visibles. En 

considérant que chaque fraction aurait une masse collectée équivalente, cela correspondrait à 

une masse moyenne de fraction collectée par puits de 0,010 mg et à une concentration de 0,18 

mg/mL dans chaque puits. La lawsone a une activité inhibant 50 % de la germination des 

graines de cresson à partir de 0,5 mM, ce qui correspond à 0,087 mg/mL. La concentration 

moyenne calculée de chaque microfraction est théoriquement suffisante pour détecter l’activité 

des composés actifs présents dans l’extrait.  

Le gradient choisi pour le microfractionnement de l’extrait était le même que celui utilisé 

pour l’obtention des profils par HPLC-UV et la collecte des fractions a été réalisée toutes les 

30 secondes (figure III-23). Le test d’activité a été effectué directement après 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 l’activité. 

 

Figure III-23 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l’extrait éthanolique d’IGR à 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 III-24. Les fractions 16 et 17 (en orange sur les figures III-24 et III-

25) inhibent complètement la germination des graines de cresson alors que les fractions 14, 22, 

27, 28, 30 et 37 (en bleu sur les figures III-24 et III-25) inhibent la germination de 3 graines 

sur 4. Les autres fractions permettent à 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 III-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 l’HPLC couplée à une détection UV 29 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 à 254 nm. Les spectres UV de ces pics ont ensuite été étudiés. 

 

Figure III-25 – Chromatogrammes UV (à 254 nm) des différentes microfractions obtenues après 

fractionnement de l’extrait éthanolique d’IGR, par HPLC – DAD (gradient 1). En orange les fractions 16 et 

17 et en bleu les fractions 14, 22, 27, 28, 30 et 37.  

 
29 Conditions expérimentales détaillées dans le chapitre VI – partie 2.1 
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La fraction 16 est enrichie en un composé ayant un temps de rétention de 8,8 minutes et 

des maximas d’absorbance dans l’UV à 255 et 355 nm, ce qui correspond à des valeurs 

caractéristiques des flavonoïdes. 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 à ceux obtenus 

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

 

Figure III-26 – Chromatogrammes UV (à 254 nm) des microfractions 16 et 17 par HPLC-DAD (gradient 

1).  

Une analyse par HPLC couplée à la spectrométrie de masse haute résolution 30 en utilisant 

le même gradient d’élution a été réalisée, ce qui a permis d’obtenir une proposition de formule 

brute de C21H20O12 et un profil de fragmentation qui pourrait correspondre à un noyau de 

quercétine portant un sucre de type hexose pour les 2 composés (figure III-27) (Raudone et al., 

2015)). Les 2 composés qui ont ce squelette de quercétine glycosylé peuvent donc correspondre 

à l’hyperoside (quercétine-3-O-galactoside) et à l’isoquercétine (quercétine-3-O-glucoside).  

 

Figure III-27 – Profil de fragmentation de l'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 isomères, les standards disponibles au laboratoire ont été analysés 

en HPLC – UV afin de comparer leur temps de rétention à ceux obtenus pour les pics 

majoritaires des fractions collectées. L’hyperoside a un temps de rétention de 8,8 min et 

l’isoquercétine de 9,1 min. L’hyperoside est donc le composé présent dans la fraction 16 alors 

que l’isoquercétine est présente dans la fraction 17.  

La présence de ces 2 molécules dans les parties aériennes d’ IGR a déjà été démontré 

(Szewczyk, Zidorn, et al., 2016) et l’isoquercétine est déjà connue pour son activité 

antigerminative sur les graines de laitue dont elle réduit la germination de 50 % à 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 l’hyperoside n’a pas montré d’activité antigerminative sur les graines de cresson : à 

une concentration de 0,25 mg/mL le taux de germination était de 76 ± 6 % et à 0,05 mg/mL de 

87 ± 2 %. L’isoquercétine n’a pas montré d’activité à 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 à 0,01 mg/mL, ce qui 

indique qu’ils ne semblent pas être responsables de l’activité observée dans les fractions 

16 et 17 bien qu’étant les composés majoritaires observés en UV à 254 nm. D’autres analyses 

sont nécessaires pour identifier le ou les composés responsables de l’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 l’HPLC couplée à une détection UV, ce qui a 

permis de détecter un composé majoritaire à un temps de rétention de 7,4 minutes et qui avait 

des maxima d’absorbance à 236, 300 et 340 nm.  Pour les fractions de 10 à 14, un pic est 

également présent à 13,7 minutes (en orange sur la figure III-28) qui correspond à la lawsone, 

toutefois, ces fractions correspondent à des temps de collecte compris entre 5 et 7,30 minutes 

d’analyse (figure III-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 III-28 – Chromatogrammes UV (à 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 être des formes tautomères de la lawsone. En effet, la lawsone peut être 

présente en solution sous plusieurs formes et le pH des phases mobiles utilisées n’a pas été 

mesuré (figure III-29). Ces formes tautomères seraient donc moins retenues sur la colonne C18 

utilisée, en ayant par exemple des groupements hydroxyles à 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 à 13,7 minutes. Néanmoins, la lawsone est très peu 

concentrée dans la fraction 14 et ne peut être responsable à elle seule de l’activité observée.  

 

Figure III-29 – Formes tautomères de la lawsone (López López et al., 2014) 

 

La fraction 22 est quant à elle constituée d’un pic majoritaire avec un temps de rétention 

à 11,65 minutes et des maxima d’absorbance UV à 260 et 350 nm caractéristiques d’un 

flavonoïde (figure III-30). 
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Figure III-30 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de la microfraction 22 par HPLC-DAD (gradient 1) et 

spectre UV du composé majoritaire.  

 

Après une analyse par HPLC-HRMS, la formule brute C21H20O11 a pu être 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 C15H10O6 

avec une erreur de 7,2 ppm) suggère la présence de kaempférol glycosylé (figure III-31). Cette 

suggestion a été confirmée suite à l’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 composé correspond au pic majoritaire de l’extrait de feuilles d’IGR qui a déjà été décrit par 

Szewczyk (2018). Dans l’étude de Jun et al. (2011), du kaempférol 3-O-D-glucoside isolé de 

Solidago canadensis L. (solidage du Canada) a inhibé la croissance de la partie aérienne de 

graines germées d’Echinochloa colonum L. à partir de 15 g/mL, en revanche aucun effet n’a 

été visualisé sur la croissance racinaire. Pour confirmer que ce composé est bien responsable 

de l’activité visualisée, l’évaluation de l’activité de l’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 l’analyse HPLC, les fractions 27 et 28 ont montré la présence de lawsone (figure III-

32) au temps de rétention 13,8 minutes. La lawsone est également présente dans la fraction 26 

de façon 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 

l’évaluation de l’activité de ces dernières 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 à 0,0025 mg/mL. La concentration de lawsone dans ces fractions est inférieure à la 

concentration minimale pour laquelle l’activité de la lawsone a été observée dans le chapitre 2 

(0,087 mg/mL). La lawsone ne peut donc être seule responsable de l’activité observée pour ces 

fractions.  

Dans la fraction 27, un deuxième composé (figure III-32) est présent à un temps de 

rétention de 14,3 minutes et présente des maxima d’absorbance similaires à ceux de la lawsone 

et caractéristiques d’une naphtoquinone.  

Dans la fraction 28, un troisième composé est présent en plus des 2 composés décrits 

précédemment, à un temps de rétention de 14,6 minutes. Les maxima d’absorbance pour ce 

composé sont de 287 et 360 nm (figure III-32). Ainsi les composés minoritaires de l’extrait 

présents dans les fractions 27 et 28 pourraient être à l’origine de l’activité observée. 
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Figure III-32 – Chromatogrammes UV (à 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 à la 2-MNQ 

(figure III-33). La concentration en 2-MNQ dans la fraction a été calculée et est de 0,053 

mg/mL ce qui est inférieur à la concentration de 0,097 mg/mL pour laquelle l’inhibition de la 

germination des graines de cresson était visible. La 2-MNQ peut donc participer à l’activité de 

cette fraction mais n’est pas la seule molécule active. 

 

Figure III-33 – Chromatogramme UV (à 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 à 252,3 276 et 335 nm proches de ceux 

caractéristiques des naphtoquinones (figure III-34).  

 

Figure III-34 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de la microfraction 37 avec le gradient 1 par HPLC-DAD 

(gradient 1) et spectre UV du pic majoritaire 

 

Après une analyse par HPLC-HRMS, le rapport m/z du pic à 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 C22H14O6 (6,5 ppm d’erreur). Cette proposition de 

formule brute pourrait correspondre à l’impatienol, une naphtoquinone déjà décrite dans le 

genre Impatiens ou à l’un de ses isomères. De plus, lors de l’analyse en spectrométrie de masse, 

des fragments ont pu être observés, ils sont listés dans le tableau III-9. L’impatienol pourrait 

se fragmenter de façon à produire les fragments observés selon le schéma de fragmentation 

proposé dans la figure III-35, ce qui appuie de façon favorable la proposition de ce composé 

comme présent dans la fraction 37. Ce composé, dont l’activité antigerminative n’a pas été 

décrite auparavant, pourrait participer à l’activité de la plante. 
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Tableau III-9 – Ions fragments obtenus lors de la fragmentation du composé majoritaire de la microfraction 

37 

Ion fragments (m/z) Formule brute Δ ppm  

155,0489 C11H7O 1,4 

175,0390 C10H7O3 0,1 

183,0434 C12H7O2 3,7 

201,0556 C12H9O3 4,9 

283,0736 C20H11O2 6,2 

311,0694 C21H11O4 2,9 

339,0635 C22H11O4 4,9 

357,0787 C22H13O5 8,4 

 

 

Figure III-35 – Schémas de fragmentation proposés de l'impatienol 

 

3.2.5 Fractionnement par HPLC préparative :  

Après le microfractionnement, un fractionnement utilisant une HPLC préparative a été 

réalisé pour l’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, grâce à la 

plus grande quantité 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 même séparation à 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 m et une colonne préparative Axia C18 100x 21,20 

mm, 5m sur l’extrait éthanolique d’IGR.  

 

 

Figure III-36 – Étapes 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 m 26 sur une colonne Kinetex C18 de dimensions 

100 mm x 3 mm, 2,6 m 31 pour ce faire l’outil HPLC Calculator v3.0 développé par le Dr 

Davy Guillarme de l’Université de Genève a été utilisé. A partir du gradient 1 sur 27 minutes, 

un gradient sur 6,5 minutes a été proposé et testé sur la séparation de l’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 l’HPLC préparative (figure III-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 m, 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 (à 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 m), le gradient 2 et le gradient 3 (colonne Kinetex 

C18 de dimensions 100 x 21,20 mm, 5 m) 

 

3.2.5.2 Séparation et collecte par HPLC préparative :  

L’échantillon a été solubilisé à 40 mg/mL (1mL injecté à 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 mêmes 

pics qu’attendus après HPLC – analytique, une perte de résolution est visible dès le début du 

chromatogramme, mais les fractions collectées ont donné des résultats intéressants. Vingt 

fractions de 30 secondes ont été collectées (figure III-38), puis évaporées et enfin lyophilisées. 

La masse sèche collectée pour certaines fractions était nulle voire très légèrement 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 à 100%, mais 

plutôt à 60%. Cela peut être due à l’étape de resolubilisation lors de laquelle l’extrait a été filtré 

et une partie a été retenue par le filtre.  
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Figure III-38 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l'extrait éthanolique d’IGR par HPLC préparative-

UV (gradient 4). 

 

Tableau III-10 – Rendement des fractions collectées après l'HPLC préparative (40 mg injectés). 

Fraction 3 4 5 10 11 12 13 15 16 18 19 Total 

Masse (mg) 1,9 2,1 2,1 1,4 1,9 3,1 2 3,3 4,8 0,8 1 24,4 

Pourcentage de la 

fraction (%) 
4,8 5,3 5,3 3,5 4,6 7,6 5 8,3 12 2 2,5 60,9 

 

L’activité antigerminative des fractions 27 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 III-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 III-11. 

 

 

Figure III-39 – Test antigerminatif des 20 fractions de l'extrait de feuilles d'IGR collectées après HPLC – 

préparative. Lignes B-F : test des fractions (3 graines par fractions réalisé en duplicat). A : témoin négatif 

solvant (éthanol), G : témoin positif (lawsone à 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 3 

Plaque 2 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 5 

 

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 à plus de la moitié, voir à la totalité des graines de germer et n’ont 

donc pas été analysées de façon approfondie.  

Les fractions ont ensuite été analysées par HPLC – UV avec le gradient 1(figure III-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.  

 

Figure III-40 – Chromatogrammes UV (à 254 nm) des fractions obtenues avec l'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 à 0,0025 mg/mL), ainsi que d’autres composés dont les pics sont 

visibles. L’activité observée est donc due à 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 à la 

synergie de plusieurs composés.  

La fraction 10 quant à elle présente un profil avec un seul pic majoritaire ne 

correspondant ni aux 2 naphtoquinones connues, ni aux flavonoïdes glycosylés mis en évidence 

par le microfractionnement. Son profil chromatographique a montré un pic majoritaire en UV 

à un temps de rétention de 16,5 minutes avec des maxima d’absorbance UV à 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 à la spectrométrie de masse à haute résolution. L’ion pseudo-

moléculaire de ce composé en mode positif possède un rapport masse sur charge de 375,0858. 

Une formule brute correspondant à C22H14O a pu être proposée avec une erreur de 0,7 ppm par 

rapport à la masse théorique. Ce composé pourrait également correspondre à l’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 isomères de position, l’un ayant un 

temps de rétention de 16,5 min (fraction 10 HPLC préparative) et l’autre un temps de rétention 

de 19,1 min (microfraction 37). Des analyses par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) sont 

nécessaires pour confirmer cette hypothèse.  

Le fractionnement par HPLC-préparative a donc été répété plusieurs fois pour isoler le 

composé d’intérêt en quantité suffisante pour l’analyse par RMN. La masse de matière obtenue 

était cependant relativement faible. Pour 3 injections de 2 mL de 40 mg d’extrait chacune, 0,7 

mg de produit ont pu être obtenus. Une fois l’ensemble de la fraction 10 séché, celle-ci a été 

resolubilisée dans du DMSO deutéré compatible avec l’analyse RMN. Divers solvants deutérés 

ont été testés au préalable mais n’ont pas permis de solubiliser correctement le composé 

(chloroforme, acétone, méthanol, dichlorométhane, D2O, pyridine et acétonitrile). La faible 

concentration de la fraction 10 n’a pas permis l’obtention de résultats exploitables en RMN.  

Les molécules présentes dans les microfractions et fractions actives de l’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’être responsables de l’activité 

phytotoxique ou été identifiés (figure III-41). Le composé 9 est très peu visible sur le 

chromatogramme de l’extrait, mais la fraction 10 de l’HPLC préparative est enrichi en ce 

composé. L’activité de certains composés n’a pu être détectée que suite à l’HPLC préparative 

(composé 9 – tableau III-12), ou suite au microfractionnement (composés 1, 2,3,4 et 10 – 

tableau III-12), les deux méthodes sont donc complémentaires.   

Ces composés ont pu être identifiées grâce à leurs données spectrales et à des molécules 

de référence (hypersoside, isoquercétine, kaempférol-3-O-glucoside, lawsone, 2-MNQ) et 

d’autres sont encore en cours d’identification comme l’impatienol ou un de ces isomères. 
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Néanmoins, la majorité des molécules présentes dans l’IGR ayant une activité semblent être 

des naphtoquinones et des flavonoïdes, ces deux classes étant déjà connues pour leurs propriétés 

phytotoxiques, cependant pour certaines, leur activité antigerminative n’avait pas encore été 

décrite dans un extrait d’IGR.  

 

Figure III-41 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l’extrait d’IGR par HPLC-DAD avec en bleu les zones 

actives détectées grâce à l’HPLC préparative et en violet celles mises en évidence grâce au 

microfractionnement 

 

Tableau III-12 – Composés identifiés dans les fractions actives de l’extrait éthanolique d’IGR par HPLC 

Préparative (HP) ou grâce au microfractionnement (MF), * identifié grâce à un standard.  

 

N° 

composé 
HP MF Tr (min) M+H+ Formule brute Δ ppm 𝛌max 

Proposition 

d'identification 

1  14 7,4    236,300,340 
Tautomère de 

lawsone? 

2  7 8,78 465,1028 C21H20O12 6,1 255,355 Hyperoside * 

3  8 9,05 465,1612 C21H20O12 5,6 255,355 Isoquercétine * 

4  22 11,65 449,1050 C21H20O11 6,4 260, 350 
Kaempférol-3-

O-glucoside * 

5 4/7 27/28 13,8 175,0379 C10H6O3 6,2 248,278,330 Lawsone * 

6  27 14,3 289,0687 C15H13O6 6,8 252,280, 330 
nd 

(naphtoquinone) 

7 7 28 14,6 351,2496 C21H34O4 9,6 287, 370 nd 

8 8 30 15,46 189,0546 C11H9O3 1,2 247,280,335 2-MNQ * 

9 10  16,5 375,0861 C22H14O6 0,7 255, 273, 330 
Impatienol ou 

isomère 

10  37 19,15 375,0863 C22H14O6 6,5 252,276,330 
Impatienol ou 

isomère 
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4. Conclusions  

Le potentiel phytotoxique des extraits de la balsamine de l’Himalaya a pu être étudié et un 

lien direct avec les molécules responsables de l’activité a pu être établi pour la première fois.  

La culture in vitro de la plante a permis d’évaluer le potentiel antigerminatif d’un extrait 

éthanolique de suspensions cellulaires, qui s’est avéré inactif bien que possédant des 

flavonoïdes. Les suspensions cellulaires produisant très peu de molécules d’intérêt sans étapes 

d’élicitation, il serait intéressant de tester différents éliciteurs et de voir l’impact des différentes 

molécules produites sur l’activité antigerminative des suspensions.  

Les extraits des organes de la plante, ont montrés quant à eux une activité antigerminative 

intéressante notamment dans les extraits éthanoliques et à l’acétate d’éthyle de fleurs et de 

feuilles. Le microfractionnement couplé au test d’activité a été optimisé pour mesurer l’activité 

des fractions, Cette méthode a permis de mettre en évidence 10 molécules majoritaires dans les 

fractions actives dont certaines participent à l’activité de l’extrait éthanolique d’IGR. Ces 

molécules sont majoritairement des naphtoquinones et des flavonoïdes. Cette identification a 

été confirmée pour les naphtoquinones par une séparation et un fractionnement en utilisant une 

HPLC préparative. Cette deuxième séparation chromatographique a plus grande échelle a 

permis de mettre en évidence une molécule active supplémentaire, peu visible sur le 

chromatogramme UV de l’extrait et qui semble elle aussi être une naphtoquinone.  

L’identification des molécules actives dans un extrait est un processus complexe, qui 

comme décrit dans ce chapitre a nécessité l’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 étaient présents en faible quantité dans l’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 l’hyperoside, l’isoquercétine et la 

lawsone qui semblent participer faiblement à l’activité de l’extrait d’IGR.  

La méthodologie de criblage comprenant le test d’activité et le microfractionnement couplé 

à la détection de l’activité est un bon outil pour réaliser des études préliminaires sur les extraits 

de plantes possédant une activité phytotoxique. Cette méthode a été mise en place à 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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Chapitre IV - Recherche de composés à potentiel allélopathique dans des plantes 

invasives, adventices et ornementales vigoureuses  

 

1. Étude bibliographie des différentes plantes d’intérêt : 

La méthode en plaque 96 puits développée dans le chapitre 2 a pu être utilisée pour étudier 

l’activité phytotoxique des extraits des différents organes de la balsamine de l’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 à Illkirch (figure IV-1 (1)) et Gerstheim 

(figure IV-1 (2)). En effet, ces plantes ayant une capacité à se développer rapidement et au 

détriment d’autres plantes, elles pourraient produire des composés phytotoxiques utilisables 

comme composés bioherbicides.  

 

Figure IV-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, l’analyse de l’activité des autres 

plantes récoltées est en cours de traitement. Dans un premier temps, une brève 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 espèce 

a été confirmée par Gisèle Haan-Archipoff, maître de conférences en botanique et responsable 

de l’herbier du jardin botanique de Strasbourg. Une planche d’herbier a été réalisée pour chaque 

espèce et conservée au laboratoire. De plus, comme chaque espèce a été collectée dans la nature, 

les déclarations pour l’accès aux ressources génétiques et le partage des avantages découlant de 

leur utilisation ont été effectuées auprès du ministère de l’environnement afin d’être conforme 

à 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 l'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 à Robert Gerstheim 

Potentilla reptens L. Potentille quintefeuille Gerstheim 

Solanum tuberosum L. Pomme de terre Gerstheim 

Pilosella aurantiaca (L.) F.W.Schultz & 

Sch.Bip. 
Epervière orangée Gerstheim 

Portulaca oleraceae L. Pourpier commun Gerstheim 

Thuja occidentalis L. Thuya Gerstheim 

Geum urbanum L. Benoîte commune Gerstheim 

Chenopodium album L. Chénopode blanc Illkirch 

Gaillardia spp Foug. Gaillarde Illkirch 

Heliantus tuberosus L. Topinambour Gerstheim 

Allium ursinum L. Ail des ours Illkirch 

Rhus Typhina L. Sumac de Virginie Illkirch 

 

1.1  Le fraisier des Indes : 

 La première 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 

irrégulières et les fleurs sont jaunes et donnent un fruit rouge qui ressemble à 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 où son développement s’est 

accéléré ces vingt dernières 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, caféique, mais également des flavonoïdes avec la présence 

de quercétine et de kaempférol glycosylés dans des extraits hydroalcooliques de plante entière.  

En ethnobotanique, la plante est connue pour avoir des effets sur la toux, la diarrhée, mais 

également sur la pharyngite (Khuda et al., 2012).  

Les propriétés allélopathiques de cette plante ont été étudiées grâce à la méthode 

sandwich, mais l’influence de 10 mg de poudre de plante n’a pas permis de visualiser une 

inhibition de la croissance racinaire ou de l’hypocotyle de graines de Lactuca sativa L. (laitue) 

(Ali et al., 2019). Dans l’étude de Khuda et al. (2012), la fraction à l’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 l’eau) dès l’incorporation de 5 g de fraction dans le milieu de 

culture. En revanche, l’extrait brut méthanolique a montré une plus faible inhibition de la 

germination (10% à 5 g jusqu’à 25 % à 500 g).   

L’activité antigerminative de cette plante semble donc être dépendante de la méthode et 

du type de graines cibles utilisées.  

 

1.2  La benoîte commune : 

La deuxième 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 possède 

de petites fleurs jaunes à 5 pétales (figure IV-3) (Tela botanica). Elle a parfois été 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, l’huile essentielle de racines de benoite contient des 

phénylpropanoïdes (comme l’eugénol), des monoterpènes et des sesquiterpènes. La plante 

contient des tannins, des caroténoïdes, mais également de l’acide caféique, de l’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 à celle du trolox (Owczarek et al., 2015). L’extrait 

éthanolique de benoite a également montré des résultats intéressants pour la prévention de la 

maladie de Parkinson, en diminuant l’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 l’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 l’Himalaya, 

la benoite est l’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 et al., 2018).  

 

1.3  Le pourpier commun : 

 Le pourpier commun ou pourpier maraicher, Portulaca oleraceae L., est une plante 

annuelle de 10 à 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 à 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 flavonoïdes comme le kaempférol, 

la lutéoline ou les portulacanones spécifiques du genre, des alcaloïdes comme l’oleraceine et la 

dopamine, des terpènes (portulosaide, lupéol) et des acides gras comme l’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 l’inflammation et la poudre de graine peut permettre de 

réduire le poids corporel ainsi que l’hyper-insulinémie et pourrait être utilisée dans le traitement 

du diabète (Y. X. Zhou et al., 2015).  

L’étude 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 

entière à une concentration de 10 mg/mL inhibent de 40 % la germination de Trifolium repens 

L. (trèfle 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 

étudié. 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 espèces 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 à 3 cm de diamètre. 
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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 

l’extrait méthanol/eau (80/20 v/v) contenait des flavonoïdes, des tannins, des triterpènes, des 

acides phénoliques et des saponines (Ahangar et al., 2021). Une autre espèce du genre 

Potentilla contient quant à elle de l’umbélliferone, et des flavones (acacétine et chrysine) 

(Ahangar et al., 2021).  

Les plantes du genre Potentilla ont beaucoup d’utilisations traditionnelles à travers le 

monde. En Europe, elles sont utilisées pour réduire l’inflammation et la diarrhée et la potentille 

quintefeuille est utilisée pour réduire les ulcères buccaux. L’activité de différents extraits de 

cette plante a été 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 l’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 à 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 photosynthèse et en eau à cause d’une augmentation de la respiration et de la 

transpiration. Ces processus physiologiques sont souvent utilisés pour mesurer l’activité 

allélopathique des extraits lors d’études en champs ou en conditions contrôlées.  

 

1.5  Le gaillet commun et gaillet gratteron :  

 Deux espèces 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 l’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 (à gauche), (Julien Barataud, Tela botanica) et de gaillet gratteron 

(à droite), (Paul Fabre, Tela botanica)  

 

Les deux espèces de gaillets contiennent des polyphénols (acide chlorogénique et 

caféique par exemple), des phytostérols comme le campestérol ou le -sitostérol (Mocan et 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 espèces, 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 à 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 maïs à faible concentration (deux fois plus de graines ont germé après 72 h de 

culture par rapport au contrôle), mais à plus forte concentration il a peu d’effet ou un léger effet 

inhibiteur par rapport au taux de germination du contrôle. Ce même extrait a un effet stimulateur 

par rapport à la masse fraiche des plantules de maïs peu importe la variété testée à plus faible 

concentration (Pula et al., 2016). Dans l’étude de Kwiecińska-Poppe et al. (2011), un extrait 

aqueux diminue la capacité des graines de seigle et de triticale (un hybride de blé et de seigle) 

à 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.   

 

 



Chapitre IV – Recherche de composés à potentiel bioherbicide dans des plantes invasives, adventices et 

ornementales vigoureuses 

 184 

1.6  Le thuya : 

 Le thuya appelé également Thuja occidentalis L. fait partie des gymnospermes (plantes à 

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 être ornemental, qui peut mesurer de 

15 à 20 mètres de haut et qui possède des feuilles à écailles (Belal Nasser, 2005). Dans le genre 

Thuja, quatre espèces sont décrites et plusieurs variétés de Thuja occidentalis sont connues 

(Caruntu et al., 2020).  

Cette plante contient des coumarines (umbelliferone, acide p-coumarique), des 

flavonoïdes comme le kaempférol, la catéchine ou la quercétine, des acides tanniques et des 

polysaccharides. De l’huile essentielle peut être extraite de cette plante, elle contient 

principalement des terpènes comme le bornéol, le limonène ou encore la thujone. Cette dernière 

peut être toxique à 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 (Thuja occidentalis) sur la germination des graines de 

cresson a été évaluée grâce à la mise en contact de feuilles de thuya et de graines de cresson 

selon la figure IV-7. Les morceaux de feuilles ont été 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 boîte étant fermée hermétiquement grâce à l’utilisation de parafilm, 

seul l’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 

menées sur les composés purs responsables de l’activité en utilisant la méthode en papier filtre, 

et les composés ayant la plus faible IC50 étaient le bornéol, l’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).   

 

Figure IV-7 – Schéma de la méthode utilisée par Oster et al. (1990) pour déterminer l’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 être produites par ce genre. Très peu d’études ont analysé l’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 l’impact des extraits méthanoliques de différents conifères dont 

deux espèces de thuya (Thuja plicata et Thuja occidentalis) sur la germination de graines 

d’Arabidopsis thaliana L. (arabette des dames) et les deux espèces de thuya ont montré l’EC50 

la plus faible. Cet impact, comme précédemment pour les huiles essentielles, peut être attribué 

à la présence de composés terpéniques présents dans les résines de Thuya, mais également à la 

présence d’acide abscissique. En effet, sur un mutant d’Arabidopsis thaliana L. insensible à 

l’acide abscissique, l’inhibition de la germination est plus faible (Keeling et al., 2018).  

 Les propriétés allélopathiques des différentes plantes que nous avons sélectionnées ont 

été 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 l’activité de quelques extraits, d’huiles essentielles ou sur l’impact sur la 

croissance lors d’interactions entre plantules. Grâce à la méthode développée, le potentiel 

phytotoxique de ces plantes a été évalué sur une graine cible, le cresson, de manière standardisée 

en utilisant des extraits de polarités variées. De plus, les molécules responsables de cette activité 

pourront être identifiées grâce au couplage entre la séparation chromatographique et le test 

d’activité bioherbicide.  

 

2. Évaluation de l’activité des différentes plantes :  

2.1 Extraction des parties aériennes des plantes récoltées :  

 Après récolte, les plantes ont été placées à -80°C pour prévenir toute dégradation du 

matériel végétal, elles ont été cryobroyées grossièrement, lyophilisées et broyées au moulin à 

café pour obtenir une poudre fine qui a servi de matrice pour l’extraction. Les 5 solvants utilisés 

sont les mêmes que pour les extraits d’IGR à l’exception de l’isopropanol qui avait donné des 

résultats similaires à l’éthanol en termes de rendement d’extraction et d’activité biologique pour 

les extraits d’IGR.  

 Le même 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 sèche 

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 l’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 Éthanol Éthanol/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 25,43 

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, l’activité des extraits des différentes plantes a 

été évaluée en utilisant le cresson comme plante modèle. Les extraits ont été testés à 2 

concentrations : 20 mg/mL et 5 mg/mL ce qui correspond respectivement à une concentration 

dans chaque puits de 6,67 mg/mL et 1,67 mg/mL. Pour mesurer l’activité de chaque plante des 

contrôles 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 à une concentration de 0,25 

mg/mL. 

Les résultats des extraits à 20 mg/mL sont présentés dans le tableau IV-3. Les contrôles 

négatifs avec de l’isopropanol/eau (50/50, v/v) et sans solvant permettent à plus de 80 % des 

graines de germer. La lawsone à 0,25 mg/mL permet à 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 à l’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 à l’acétate d’éthyle de potentille quintefeuille et de fraisier 

des Indes, le taux de germination est intermédiaire entre celui obtenu avec les contrôles 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 à celui obtenu pour la lawsone. Tous les extraits de 

thuya testés à 20 mg/mL ont montré un impact sur la germination des graines de cresson 

identiques à celui de la lawsone.  

A cette concentration, tous les extraits à l’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 été comparés (tableau IV-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 à 20 mg/mL. 12 graines 

par plaque 96 puits, 3 plaques par condition (en vert foncé les extraits ayant une activité comparable à celle 

de la lawsone à 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  = 0,05. 

 Fraisier des 

Indes 

Benoite 

commune 

Pourpier 

commun 

Potentille 

quintefeuille 

Gaillet 

commun 

Gaillet 

gratteron 
Thuya sp. 

Heptane 75,0 (8,3)a 91,7 (0,0) a 66,7 (8,3) a 80,6 (2,8) ab 22,2(12,1)cd 13,9 (7,3) b 
11,1 (2,8) 

b 

AcOEt 58,3 (0,0)ab 33,3 (8,3) b 13,9 (2,8) b 16,7 (8,3) de 8,3 (4,8) d 2,7 (2,8) b 2,8 (2,8) b 

EtOH 55,6(12,1)ab 75,0 (0,0) a 61,1 (7,3) a 41,7(17,3)ce 66,7 (4,8) ab 11,1(2,8) b 5,6 (5,5) b 

EtOH/H2O 75,0 (12,7)a 86,1 (2,8) a 75,0 (4,8) a 52,8 (2,8) bc 55,6 (2,8) bc 83,3 (9,6) a 0,0 (0,0) b 

H2O 66,7 (16,7)a 91,7 (4,8) a 88,9 (2,8) a 47,2 (2,8)bcd 88,9 (2,8) ab 30,5 (5,5) b 0,0 (0,0) b 

Lawsone 27,8 (2,8) b 11,1 (7,3) b 5,6 (2,8) b 8,3 (4,8)e 11,1 (5,5) d 11,1 (5,5) b 8,3 (4,8) b 

Isopropanol 

50% (T) 
75,0 (9,6)a 94,4 (2,8) a 86,1 (5,5) a 94,4 (5,5) a 91,7 (4,8) a 91,7 (4,8) a 77,8(2,8) a 

Témoin - 91,7 (0,0)a 83,3 (0,0) a 94,4 (2,8) a 94,4 (5,5) a 83,3 (9,6)a 83,3 (9,6) a 
80,6 (7,3) 

a 

 

Lors de l’évaluation de l’activité antigerminative des extraits à 5 mg/mL (tableau IV-

4).), les contrôles négatifs, à savoir l’éthanol et le témoin de germination, ont permis d’obtenir 

des taux de germination des graines de cresson supérieurs à 80 %. Le contrôle positif utilisant 

la lawsone à 0,25 mg/mL a permis d’obtenir des taux de germination globalement inférieurs à 

20 %.  

Les taux de germination des graines de cresson en contact avec les différents extraits de 

plantes ont été comparés à 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 à 

celui obtenu avec la lawsone : l’extrait à l’acétate d’éthyle de potentille quintefeuille, de gaillet 

gratteron et de gaillet commun et l’extrait éthanolique de thuya. L’activité de l’extrait 

éthanolique de thuya pourrait être expliquée par la présence de thujone, qui est extraite lorsque 

la proportion d’éthanol augmente (Belal Nasser, 2005). L’activité de l’extrait à l’acétate 

d’éthyle de potentille et de gaillets pourrait être due à des molécules de polarité intermédiaire.  

Tous les autres extraits n’ont pas inhibé de façon significative la germination avec des 

taux de germination proches de celui du contrôle négatif ou alors des taux moyens comme dans 

le cas de l’extrait à l’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 à l’acétate d’éthyle de potentille, gaillet 

commun et gratteron et l’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 à 5 mg/mL. 12 graines 

par plaque 96 puits, 3 plaques par condition (en vert les extraits ayant une activité comparable à celle de la 
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lawsone à 0,25 mg/mL pour ce test, 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  = 0,05. 

 Fraisier des 

Indes 

Benoite 

commune 

Pourpier 

commun 

Potentille 

quintefeuille 

Gaillet 

commun 

Gaillet 

gratteron 
Thuya sp. 

Heptane 86,1(2,8) a 91,7 (4,8) a 69,4 (10,0) ab 97,2 (2,8) a 58,3 (9,6) ab 63,8 (7,3) ab 75,0 (4,8) ab 

AcOEt 97,2 (2,8) a 69,4 (2,8) a 57,3 (12,4) b 38,9 (13,9) b 25,0 (8,3) bc 16,6 (0,0) c 86,1 (7,3) a 

EtOH 97,2 (2,8) a 88,9 (2,8) a 88,9 (7,3) ab 86,1 (2,8) a 69,4 (14,7) a 55,6 (7,3) b 44,4 (7,3) bc 

EtOH 

/H2O 
83,3 (4,8) a 86,1 (2,8) a 80,6 (7,3) ab 91,7 (4,8) a 80,5 (5,5) a 83,3 (4,8) ab 94,4 (5,5) a 

H2O 88,9 (2,8) a 91,7 (8,3) a 86,1 (7,3) ab 91,7 (4,8) a 72,2 (10,0) a 69,4 (2,8) ab 83,3 (4,8) a 

Lawsone 27,8 (7,3) b 5,6 (2,8) b 16,7 (4,8) c 16,7 (4,8) b 11,1 (2,8) bc 11,1 (2,8) c 16,7 (4,8) c 

EtOH(T) 97,2 (2,8) a 94,4 (2,8) a 88,9 (2,8) ab 97,2 (2,8) a 97,2 (2,8) a 97,2 (2,8) a 94,4 (5,5) a 

Témoin- 97,2 (2,8) a 91,7 (4,8) a 91,7 (0,0) a 83,3 (4,8) a 91,7 (4,8) a 91,7 (4,8) a 91,7 (4,8) a 

 

2.2.2  Impact sur l’élongation racinaire :  

 L’impact des extraits sur l’élongation racinaire a été également évalué. Les résultats des 

extraits à une concentration de 20 mg/mL sont présentés dans la figure IV-8. Pour les 

contrôles négatifs, la taille de la radicule est comprise entre 0,5 et 0,7 cm et pour le contrôle 

positif utilisant la lawsone, la taille moyenne des radicules est autour de 0,1 cm. Globalement 

pour les différents extraits testés, ceux à l’heptane et à l’eau sont les moins actifs sur 

l’élongation racinaire, tout comme pour l’activité antigerminative. Les extraits éthanoliques et 

à l’acétate d’éthyle semblent être 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 à 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 à 20 mg/mL, de lawsone et de solvants de resolubilisation (i-PrOH/H2O : 50/50 (v/v)). Témoin- : 

contrôle 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 contrôle EtOH(T) et identiques à celles de la lawsone selon un test de Tukey  =0,05, **. 

Valeurs significativement différentes du contrôle EtOH(T) et de la lawsone selon un test de Tukey  =0,05. 

 

Pour les tests d’activité en utilisant les extraits à 5 mg/mL, la longueur moyenne des 

radicules des graines de cresson pour les contrôles négatifs est comprise entre 0,4 et 0,8 cm 

(figure IV-9). Les contrôles 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 façon 

significative la croissance des racines de cresson quel que soit le solvant utilisé pour 

l’extraction. En effet, la longueur de la racine des graines de cresson est soit équivalente à celle 

observée pour le contrôle, soit légèrement 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 façon comparable à la lawsone. Il s’agit de l’extrait à l’acétate 

d’éthyle pour la potentille et de l’extrait éthanolique pour le thuya. Enfin, certaines plantes 

présentent une activité pour plusieurs solvants d’extraction comme le pourpier et les gaillets. 

L’extrait à l’heptane de pourpier a une activité intermédiaire et l’extrait à l’acétate d’éthyle a 

une activité comparable à 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 à la lawsone 
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sauf l’extrait hydroalcoolique et les extraits actifs de gaillet gratteron sont les extraits à l’acétate 

d’éthyle, à l’éthanol et aqueux. 

 

Figure IV-9 – Longueur de la radicule des graines de cresson en présence d’extraits des différentes plantes 

testés à 5 mg/mL, de lawsone et de solvants de resolubilisation (EtOH (T)). Témoin- : contrôle 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 

contrôle EtOH(T) et identiques à celles de la lawsone selon un test de Tukey  =0,05, **. Valeurs 

significativement différentes du contrôle EtOH(T) et de la lawsone selon un test de Tukey  =0,05 

 

Les extraits éthanoliques de thuya, à l’acétate d’éthyle de potentille quintefeuille et ceux 

des gaillets sont les plus intéressants du point de vue de l’inhibition de la germination et de 

l’inhibition de la croissance racinaire des graines de cresson, ils ont donc été étudiés plus en 

détail dans la suite du projet.  

 

3. Études phytochimiques préliminaires des extraits actifs :  

Les extraits les plus actifs de potentille et de thuya ont été analysés par HPLC couplée à 

une détection UV, puis l’extrait de thuya a été fractionné dans le but de déterminer les molécules 

actives. 

 

3.1 Extrait à l’acétate d’éthyle de potentille :  

L’extrait à l’acétate d’éthyle étant l’un des plus actif, il a été analysé par HPLC couplée à 

une détection UV-Visible. Le gradient et la colonne utilisés pour l’analyse étaient les mêmes 

que pour l’analyse des extraits d’IGR. De nombreux composés étaient présents dans cet extrait 



Chapitre IV – Recherche de composés à potentiel bioherbicide dans des plantes invasives, adventices et 

ornementales vigoureuses 

 191 

(figure IV-10) avec une absorbance inférieure à 40 mAU à 254 nm. Les pics visibles dans cet 

extrait ont des temps de rétention compris entre 2 et 27 minutes (le pic à 30 minutes n’étant pas 

dû à l’injection de l’extrait) avec un pic plus intense à un temps de rétention de 24,9 minutes.  

Cet extrait présentait un profil phytochimique riche avec des composés ayant des temps 

de rétention couvrant l’ensemble du chromatogramme ce qui est peu informatif quant à la nature 

de la/les molécules actives. Le fractionnement bioguidé à l’aide du couplage développé sera à 

effectuer afin de recentrer les recherches vers la/les zones actives du chromatogramme  

 

 

Figure IV-10 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l’extrait à l’acétate d’éthyle de potentille par HPLC-

DAD (gradient 1).  

 

3.2 Extraits de thuya : 

L’extrait éthanolique de thuya testé à 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 à une 

détection UV-Visible. L’extrait hydroalcoolique, moins actif, a été également analysé et les 

profils phytochimiques ont été comparés (figure IV-11). Les deux extraits ont permis d’obtenir 

des profils très similaires à 254 nm avec globalement des pics présentant les mêmes temps de 

rétention et ne variant que par leur intensité. A partir de 14 minutes, les pics sont plus intenses 

dans l’extrait éthanolique ce qui pourrait expliquer son activité supérieure à celle de l’extrait 

hydroalcoolique.  
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Figure IV-11 – Chromatogramme UV (à 254 nm) de l’extrait éthanolique et éthanol/eau (60/40, v/v) du 

thuya par HPLC-DAD (gradient 1). 

 

Un fractionnement bioguidé préliminaire a été effectué sur l’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 l’activité antigerminative a été 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 

composé ayant un temps de rétention de 18,0 minutes (1), mais contient également 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 l’activité dans cet extrait. 

 

Figure IV-12 – Chromatogramme UV (à 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 grâce à 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 à l’acétate d’éthyle et à l’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 intérêt pour la recherche de composés bioherbicides.  

Les analyses HPLC préliminaires de ces extraits d’intérêt montrent des profils riches qui 

nécessitent de poursuivre les investigations pour mettre en évidence le ou les composés 

responsables de l’activité observée. Le couplage utilisé pour l’IGR sera donc utilisé pour la 

suite du projet.  

Le test de l’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 

l’hypothèse 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, 

l’utilisation des herbicides s’est accrue au XIXème siècle. Après des années d’utilisation de ces 

produits phytosanitaires, des études ont mis en évidence leur toxicité tant sur l’Homme, 

l’environnement ou les espèces 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 à ces produits toxiques qui soient plus 

respectueuses de l’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 biocontrôle. 

Néanmoins, le nombre d’herbicides naturels d’origine végétale sur le marché reste faible.  

 

Cette thèse 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 l’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 l’identification des composés 

actifs. Le deuxième 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 l’Himalaya, plante modèle 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 à ceux obtenus avec la 

méthode en boîte de Petri avec papier filtre utilisée comme référence. Plusieurs paramètres ont 

été optimisés avec notamment le contenant, le support mais également l’évaporation du solvant 

qui a été une étape limitante pendant plusieurs semaines. En effet avant d’utiliser l’évaporateur 

Speedvac la méthode n’a pas permis pas d’obtenir des résultats similaires à la méthode de 

référence en boîte de Petri. Lorsque les paramètres ont été optimisés, la méthode a été validée 

avec une molécule pure, la lawsone et en utilisant le modèle linéaire généralisé pour le 

traitement statistique des données.  Cette validation a fait l’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 à l’évaluation de l’activité 

antigerminative d’une molécule pure. L’activité d’un extrait éthanolique de balsamine de 
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l’Himalaya a également été évaluée en utilisant la méthode en plaque 96 puits et en boîte de 

Petri pour vérifier la possibilité d’évaluer l’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 boîte 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 l’activité d’un grand nombre de plantes est évaluée. 

Après validation et comparaison avec une méthode classique en boîte de Petri, le test en 

plaque 96 puits a été appliqué à 3 autres molécules : 2 herbicides : le glyphosate et l’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 à la mesure de l’activité de diverses molécules et permet également de 

discriminer celles n’ayant pas d’impact sur la germination des graines. D’autres espèces de 

plantes cibles ont ensuite été utilisées pour diversifier les cibles. Les plantes utilisées ont été à 

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 l’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 être 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, l’activité des extraits à 

l’heptane et à l’acétate d’éthyle est peut-être 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 être effectuée. Les plantules pourraient également être 

collectées et séchées pour mesurer leur poids frais et sec qui est un paramètre évalué dans les 

études 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 l’étude des premiers stades de 

développement des graines/plantules. La viabilité des graines peut également être évaluée avant 

le test pour réduire la proportion de graines non germées pour cause d’anomalie intrinsèque 
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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 (França-Neto et Krzyzanowski, 2019).  

L’application du test à d’autres graines cibles de familles botaniques différentes ou à 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 phénomènes 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 à l’achat mais proviennent directement de 

plants sauvages ou de collections.  

La méthode permettant de déterminer les extraits les plus actifs, la deuxième étape du 

développement de la méthodologie a été de mettre en place, pour la première fois, un couplage 

séparation HPLC - test antigerminatif, de façon à réaliser un fractionnement bioguidé. Ce 

couplage permet de caractériser rapidement les molécules actives en utilisant peu de matière 

première. Les paramètres de collecte, d’évaporation ont été optimisés et la méthode a été utilisée 

pour évaluer le potentiel allélopathique de la balsamine de l’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 être 

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 

éthanolique a été utilisé mais des extraits de polarité différentes pourraient être fractionnés en 

utilisant d’autres phases mobiles et stationnaire et en adaptant le temps d’évaporation du solvant 

dans l’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 l’extrait il est possible de séparer des molécules qui agiraient en synergie et dont 

l’activité ne serait plus détectée après fractionnement. De plus, les faibles quantités d’extrait 

utilisées pour le microfractionnement ne permettent pas forcément de mettre en évidence 

l’activité de toutes les molécules de l’extrait, seules les molécules les plus actives ou les plus 

concentrées sont identifiées. De plus, l’HPLC préparative est à utiliser en parallèle du 

microfractionnement pour permettre l’identification de molécules présentes en trop faibles 

quantité dans les microfractions et tester ces molécules de façon plus approfondie, sur d’autres 

graines cibles ou pour les caractériser en masse ou en RMN 

 

Le deuxième objectif a été d’étudier l’activité de la balsamine de l’Himalaya car même 

si son potentiel phytotoxique a déjà été décrit, le lien direct entre les molécules et l’activité 

phytotoxique de la plante n’a pas été démontré. En revanche, la présence de naphtoquinones 

(particulièrement la lawsone et la 2-MNQ) dans la plante étant déjà décrite ces molécules sont 

souvent considérées comme responsables de l’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 intérêt : les 

extraits de fleurs quel que soit le solvant et les extraits à l’acétate d’éthyle et à l’éthanol des 

racines et des feuilles (indiqués en vert foncé dans le tableau). Les molécules à potentiel 

phytotoxique semblent être 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 première fois in vitro avec succès pour obtenir des plantules, des cals et des 

suspensions cellulaires. L’activité de l’extrait éthanolique de suspensions cellulaires a pu être 

testée mais l’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 l’étude de ces mécanismes de 

développement et de colonisation du territoire mais également de réaliser des co-cultures avec 

d’autres plantes pour étudier leurs interactions en conditions contrôlées. L’obtention de plants 

d’IGR in vitro peut aussi être utilisée pour tester de nouvelles stratégies de contrôle biologique 

avec des tests de bioherbicides par exemple. Les suspensions peuvent quant à elles être utilisées 

pour produire des molécules d’intérêt en plus grande quantité grâce à des manipulations 

d’élicitation qui non pas pu être 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 être identifiés par une analyse des spectres d’absorbances des spectres de masse et 

l’utilisation de molécules standard comme la lawsone ou la 2-MNQ. L’hyperoside, 

l’isoquercétine et la lawsone ont été identifiés dans les fractions les plus actives mais sont 

présentes à des concentrations pour lesquelles leur activité n’a pas été démontrée. Si ces 

molécules participent à l’activité c’est donc plutôt en synergie avec d’autres molécules de 

l’extrait. Le couplage permet d’obtenir une première appréciation des molécules actives mais 

certaines molécules minoritaires pourraient également être actives sans être détectées par 

l’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 

l’extrait et leur identité est inconnue pour l’instant. L’identification des molécules actives dans 

un extrait végétal est un travail complexe car certaines molécules, comme la lawsone ou 

l’hyperoside, ne sont pas les molécules actives principales de l’extrait malgré leur présence non 

négligeable. De plus, certaines naphtoquinones actives sont minoritaires dans l’extrait ce qui 

complique leur identification. Il est probable que d’autres molécules participent à l’activité mais 
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ne soient pas en concentration suffisante pour être détectées lors du microfractionnement.  Des 

analyses plus approfondies sont nécessaires pour identifier avec certitude les molécules actives. 

De plus, seul l’extrait de feuilles d’IGR a été fractionné mais l’étude des extraits 

éthanoliques de fleurs, encore plus actifs, est en cours pour identifier les molécules responsables 

de l’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 l’extrait de feuille 

feuilles sera étendu en utilisant 12 graines par fractions au lieu de 4 pour s’assurer de l’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 thèse, une vingtaine de plantes 

ont été récoltées et 7 ont été testées à ce jour en plus des différents organes de l’IGR. Pour 

chaque plante 5 extraits ont été réalisés avec des solvants de polarité différentes et l’activité de 

chaque extrait a été évaluée à 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 à une 

solution de lawsone à 0,083 mg/mL) : les extraits de potentille quintefeuille, de gaillet commun 

et de gaillet gratteron à l’acétate d’éthyle. Deux extraits ont présenté une activité intermédiaire 

avec une concentration en extrait de 5 mg/mL : l’extrait à l’acétate d’éthyle de pourpier 

commun et à l’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 

très 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 à la lawsone lors de l’utilisation d’un extrait à 5 mg/mL, en vert 

intermédiaire, les extraits présentant une activité intermédiaire lors de l’utilisation d’un extrait à 5 mg/mL 

et en vert clair, les extraits présentant une activité similaire à l’activité de la lawsone lors de l’utilisation 

d’un extrait à 20 mg/mL. Les cases grisées correspondent à 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 

être effectué pour mettre en évidence les molécules actives de ces 2 plantes, ainsi que celles 

contenues dans les 2 espèces de gaillets. En parallèle, le potentiel phytotoxique des 10 plantes 

récoltées restantes doit être 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’intérêt pourraient être testés sur la germination d’autres graines cibles et le couplage HPLC – 

test biologique va être 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 à 

l’acétate d’éthyle et à l’éthanol. A ce jour, seul un extrait à l’éthanol a été fractionné.  

Grâce à la méthode en plaque 96 puits, il est possible de tester l’activité de plusieurs 

plantes de manière standardisée et rapide, l’activité phytotoxique d’autres plantes pourrait 

également être testée à l’avenir. Néanmoins, après identification des composés actifs des tests 

complémentaires sont nécessaires, comme des tests de cytotoxicité, de toxicité pour les 

pollinisateurs mais également l’étude de la dégradation des composés dans le sol. De plus, les 

mécanismes d’action de ces composés peuvent être évalués avec des études physiologiques. 

Enfin l’étude de l’activité des composés purs, de mélanges de composés voire de mélanges de 

fractions enrichies ou d’extraits pourrait être évaluée pour permettre de contourner les 

phénomènes 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 à potentiel herbicide grâce à 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 thèse par son aspect pluridisciplinaire a été très 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 modèle de l’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 

Étalons, solvants et 

réactifs 

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 (Illkirch Graffenstaden, France) 

Acide formique Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, 

France) 

Éthanol Fisher (Illkirch Graffenstaden, France) 

Glyphosate Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, 

France) 

Heptane Fisher (Illkirch Graffenstaden, France) 

Hyperoside Merck, Darmastadt, Allemagne 

Isoquercétine Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, 

France) 

Kaempférol-3-O-glucoside Extrasynthèse (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 diamètre) VWR (Rosny Sous-Bois, France) 

Centrifugeuse Beckman CS-15R 

Lyophilisateur LabConco Freezone 

Papier filtre 47 mm WhatmanTM VWR (Rosny Sous Bois, France) 

Plaque 96 puits avec couvercle 
Thermo Fisher Scientific (Illkirch 

Graffenstaden, France) 

Évaporateur rotatif, pompe à vide, bain 

marie, interface 
Büchi – R-114, V-100, B-480, I-100 

Speedvac Thermo Scientific, Savant SPD121P 

Système 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 blé (T. aestivum L.), de pourpier maraîcher (P. oleracea L.), d’avoine (A. 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 l’eau distillée à raison d’une concentration de 1% (m/v), puis 

mis à chauffer jusqu’à ébullition. Il a été laissé à refroidir à une température permettant le 

pipetage tout en étant encore liquide. 100 L ont été placés dans chaque puits, puis l’agar s’est 

solidifié et une graine de cresson a été déposé par puits. Les graines ont été mises à germer dans 

une enceinte de culture à 25°C avec une photopériode 16 h de jour et 8 h de nuit. Au bout de 

48 h la germination des graines a été évalué en mesurant la taille des radicules à l’œil nu, en 

dessous de 1 mm la graine n’était pas considérée comme germée.  

 Pour tester l’impact du solvant, des solutions ont été testées : isopropanol/eau (50/50, 

v/v), éthanol/eau (60/40, v/v) et eau. 10 L de chaque solution a été déposée dans un puits et 

90 L d’agar à 0,05% a été ajouté. Les graines ont été placées dans une enceinte de culture à 

25°C avec une photopériode 16 h de jour et 8 h de nuit. La germination des graines a été évaluée 

dès 17 h d’incubation jusqu’à 94 h à l’œil nu sans sortir les graines des puits.  

 

1.2.2.2 Évaluation du potentiel antigerminatif de molécules témoins :  

  En plaque 96 puits, 20 L de solution de lawsone à 1,25 mg/mL (7 mmol/L) et de 

2,4-D à 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 l’utilisation de papier filtre, du papier Whatman a été 

découpé grâce à une perforatrice, un papier filtre a été placé dans chaque puits, puis 10 L de 

solution de lawsone (à 2,5 mg/mL, 14 mmol/L) et de 2,4-D (à 10 mg/mL, 44 mmol/L) ont été 

déposé sur chaque puits. Une fois les solvants évaporés 30 L d’une solution eau + Tween 20 

(0,05%) ont été ajoutés. Les graines ont été laissées à germer pendant 48 h dans l’enceinte de 

culture et la germination des graines a été évaluée à l’œil nu.  

 

1.2.2.3 Volume de resolubilisation :  

 Pour le test en boite de Petri, la concentration de la solution mère 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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Figure VI-1 – Protocole des tests antigerminatifs permettant de faire varier le volume de resolubilisation en 

conservant la même 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 à 1,25 et 7 mg/mL permettant d’avoir une quantité dans les puits de 25 g pour la 

lawsone et de 150 g pour le 2,4-D en déposant 20 L dans chaque puits. Les plaques ont été 

mises au Speedvac, un évaporateur sous vide, pendant 30 minutes à 35 °C. Puis 60 L de 

solution eau + Tween 20 (0,05%) ont été ajoutés. Les graines ont ensuite été mises à germer 

dans l’enceinte de culture à 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 système de prise de vue à l’aide 

d’un stéréo-macroscope et d’un appareil photo. Cela permet de bien visualiser la taille des 

graines peu germées 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 ImageJ est utilisé pour mesurer la taille des radicules des graines peu germées. 

Tout d’abord l’échelle des photographies est précisée grâce à la photographie d’une feuille de 

papier millimétré (figure VI-2) au même grossissement que les photographies des graines 

(Fonction Calibration > Set Calibration). Les photographies sont ensuite visualisées les unes 

après les autres. Si les graines sont germées et sous forme plantules, la longueur de la radicule 
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n’est pas mesurée à 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 à la ligne tracée) (figure VI-2). Lors de l’évaluation de l’impact des 

échantillons sur l’élongation racinaire, toutes les radicules sont mesurées.  

 

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 L 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, 

papier filtre 

20 graines  

2 boites par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Pissenlit Boite de Petri 5 cm, 

papier filtre 

20 graines  

3 boites par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Laitue Plaque 96 puits 32 graines  

2 plaques par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Radis Plaque 96 puits 96 graines  

1 plaque par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Millet commun Boite de Petri 5 cm, 

papier filtre 

20 graines  

2 boites par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Ray grass Boite de Petri 5 cm, 

papier filtre 

20 graines  

2 boites par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Blé tendre Boite de Petri 5 cm, 

papier filtre 

20 graines  

3 boites par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

Avoine noire 

 

Boite de Petri 5 cm, 

papier filtre 

20 graines  

3 boites par conditions 

Photopériode 16/8, 25°C 

Obscurité, 25°C 

 

Les différentes molécules testées : le glyphosate, 2,4-D et 2-MNQ ont été préparées à 3 

mmol/L dans un solvant approprié qui était l’eau pour le glyphosate et l’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 Évaluation de l’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 l’Himalaya (Impatiens glandulifera Royle) ont été récoltés 

dans le haut Rhin près 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 l’université de 

Strasbourg). Après la récolte, les plantes ont été conservées à -80°C pour éviter toute 

dégradation. Les plantes congelées ont ensuite été cryobroyées en utilisant de l’azote liquide, 

puis lyophilisées et broyées au moulin à café pour obtenir une poudre fine conservée au 

congélateur avant utilisation.  

 La poudre de plante sèche a ensuite été extraite avec des solvants de polarités différentes : 

l’heptane, l’acétate d’éthyle, l’éthanol, un mélange éthanol/eau (60/40, v/v), l’eau et 

l’isopropanol pour les différents organes de la balsamine de l’Himalaya et l’heptane, l’acétate 

d’éthyle, l’éthanol, un mélange éthanol/ eau (60/40, v/v), l’eau pour les autres plantes testées. 

La procédure d’extraction utilisée pour toutes les plantes est la même et est décrite dans la 

figure VI-3. Les suspensions cellulaires ont subi 3 cycles d’extraction avec de l’éthanol.  

 

Figure VI-3 – Protocole d’extraction utilisé pour l’extraction des échantillons de plantes 

 

1.3.2.2 Évaluation de l’activité des extraits de plantes :  

Les extraits secs sont préparés pour leur utilisation dans les tests de mesure de l’activité 

bioherbicide de la façon suivante (figure VI-4). Des contrôles négatifs sont réalisés d’une part 

pour évaluer l’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 (contrôle de germination). 
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De plus un contrôle positif avec de la une solution de lawsone à 0,25 mg/mL (0,47 mmol/L) est 

réalisé.  

 

Figure VI-4 – Protocole de préparation des extraits avant d’effectuer les tests d’activité. Extraits à l’heptane 

(H), à l’acétate d’éthyle (Ac), à l’isopropanol/eau : 50/50 (v/v) (I), éthanolique (E), à l’éthanol/eau 60/40 (v/v) 

(E/H), aqueux (Aq).  

 

Le test d’activité bioherbicide en plaque 96 puits est réalisé de la même manière pour tous 

les extraits et suivant le protocole présenté dans le chapitre 2 du manuscrit avec le protocole ci-

dessous, figure VI-5 : 

 

 

Figure VI-5 – Protocole du test optimisé et validé utilisé pour l’étude du potentiel phytotoxique des extraits 

de plantes.  

 

2. Analyse phytochimique des extraits et couplage :  

2.1 HPLC analytique : 

Pour les analyses chromatographiques, une chaîne 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 à barrette de 

diodes équipé d’une lampe UV a été utilisée. Le logiciel utilisé pour l’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, 3μm). Le débit de phase mobile 
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est de 0,3 mL/min et le gradient utilisé pour l’analyse des extraits en HPLC est décrit dans le 

tableau VI-2.  

 

Tableau VI-3 – Gradient utilisé pour l’analyse des extraits et des molécules pures utilisant 

l’HPLCanalytique 

Gradient 1 

Temps d’analyse 

(minutes) 

Pourcentage de 

solvant B 

0 - 5 20 

5 – 20  20 -100 

20 – 25  100 

25- 27 100 -20  

27 -37  20 

 

Les extraits sont injectés soit à 5 mg/mL avec un volume d’injection de 5 µL pour 

l’obtention des profils chromatographiques (à 254, 270,320 et 360 nm), soit à 20 mg/mL avec 

un volume de 20 L lors du microfractionnement pour la collecte en plaque 96 puits. La collecte 

a été réalisée toutes les 30 secondes, de 0 à 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 L 

en utilisant le gradient 1. 

Concernant les molécules de référence analysées avec le gradient 1, les solutions 

d’hyperoside et d’isoquercétine à 0,2 mg/mL ont été préparé en diluant une solution à 1 mg/mL 

dans de l’éthanol, 5 L 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 être pesée), la concentration est donc inconnue, 5 µL ont été injectés en mode full 

loop.   

Les solutions d’2-MNQ et de lawsone ont été injectée à 5 µL pour une concentration de 

0,2 mg/mL La gamme étalon de lawsone et de 2-MNQ est préparée de façon à 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 à 1 mg/mL dans de l’éthanol.  

 

2.2 HPLC préparative :  

La méthode analytique développée sur la colonne Nucleodur Sphinx C18 (150 x 3 mm, 

3μm) a dû être adaptée sur la colonne Kinetex C18 de dimensions 100 mm x 3 mm, 2,6 m 
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préalable à la transposition en HPLC préparative. Deux gradients de phases mobiles différents 

ont été développés et sont présentés dans le tableau VI-3, toujours en utilisant la chaîne 

d’HPLC Dionex avec les mêmes solvants A et B et le même 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 

(minutes) 

Pourcentage 

de solvant B 

Temps 

d’analyse 

(minutes) 

Pourcentage de 

solvant B 

Temps 

d’analyse 

(minutes 

Pourcentage 

de solvant B 

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 grâce à une chaîne 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 à 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 m. Le gradient utilisé est le gradient 4 (tableau VI-3). 

L’extrait éthanolique d’IGR a été solubilisé à 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 à l’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 à l’aide d’un turbovac et d’un flux d’azote. Les fractions sèches sont pesées et 

resolubilisées dans 200 µL d’éthanol. 20 µL de fraction est placé dans 3 puits distincts pour 

évaluer 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 à savoir 12 graines en contact avec de l’éthanol et 12 sans ajout de solvant. Le témoin 

positif était une solution de lawsone à 0,083 g/mL. Au bout de 48 h, la germination des graines 

a été 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 système UPLC Aquity (Waters) couplé 

à un spectromètre de masse microTOF QII (Bruker) a été utilisé. Les paramètres d’analyse 

chromatographiques sont les mêmes que pour l’HPLC analytique. La source utilisée est une 

source à électrospray (ESI) et l’analyseur est un quadrupôle couplé à un temps de vol. Le 

logiciel utilisé pour l’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 

paramètres utilisés pour les analyses en spectrométrie de masse sont décrits dans le tableau VI-

4. 

Tableau VI-5 – Paramètres 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 8,5 L/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 significativité  = 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 l’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 modèle linéaire généralisé (fonction 

glm()) pour les données binomiales et le test de Tukey (multcomp R package). 
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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 :  

 𝑒𝑟𝑟𝑒𝑢𝑟 𝑡𝑦𝑝𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 =
𝑠

√𝑛
 

avec s : l’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 modèle linéaire 

généralisé (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 

Composants des 

milieux de 

culture 

ANA Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas 

BAP Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas 

KIN Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas 

IBA Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas 

Sucrose Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas 

MS + vitamines Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays Bas 

PPM Plant Cell Technology, Washington DC, Etats Unis 

Tween 20  Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France) 

Appareils et 

matériel utilisés 

Boite Magenta (75 x 75 x 102 mm) Dutscher, Bernolsheim, France 

Boite de Petri Dutscher, Bernolsheim, France 

Chambre de culture (MLR 352) Panasonic 

Hotte à flux laminaire horizontal 

HERAguard Eco 

Thermo Fisher Scientific (Illkirch Graffenstaden, 

France) 

Agitateur rotatif, MIR- S100 Panasonic 

TurboVap ® LV Biotage (Uppsala, Suède) 

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) à 4,4 g/L et de sucrose à 3% (m/v). Le pH a été ajusté 

à 5,7 avec une solution de NaOH à 1N. De l’agar à 0,8% (m/v) a été ajouté au milieu avant 

l’autoclavage (20 minutes à 120°C). Après l’autoclave, les milieux ont été mis à refroidir puis 

100 mL de milieu encore liquide ont été prélevés et déposés dans des boîtes Magenta stériles 

de dimensions sous hotte. Pour permettre aux milieux de se solidifier, les boîtes de Petri ont été 

laissées ouvertes sous hotte pendant quelques heures, avant d’être emballées dans du papier 

aluminium et d’être stockées à 4°C. 

 

4.2.2 Protocole de stérilisation :  

Pour la stérilisation des graines d’IGR, différentes solutions ont été préparées. De l’eau 

de Javel commerciale (9,8% de chlore actif) a été diluée au 1/10 avec de l’eau permettant 

d’obtenir une solution contenant 0,98% de chlore actif ou au ¼ permettant d’obtenir une 

solution contenant 2,5% de chlore actif.  Du Tween 20 a ensuite été ajouté à 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).  

 

Figure VI-6 – Protocole de stérilisation des graines d’IGR dans des boîtes Magenta stériles 

 

Pour mettre au point les conditions optimales de germination des graines d’Impatiens, ces 

dernières ont été 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 à 23 jours. Les graines stérilisées sont directement placées dans l’enceinte de culture après 

la durée d’exposition et celles non stériles sont ensuite stérilisées puis mise dans l’enceinte de 

culture (Figure VI-7).  



Chapitre VI – Matériel et méthodes  

 216 

 

Figure VI-7 – Mise en culture des graines d’IGR après 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 à 

germer soit sans stérilisation soit après une stérilisation utilisant de l’eau de Javel à 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.  

 

Figure VI-8 – Protocole de stérilisation 2 des graines d’IGR dans des boîtes Magenta stériles 

 

4.3 Callogenèse : 

4.3.1 Milieux utilisés :  

Pour la callogenèse, le milieu solide est composé de milieu MS + vitamines (Murashige 

and Skoog 1962) à 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 

à 5,7 avec une solution de NaOH à 1N. De l’agar à 0,8% (m/v) a été ajouté au milieu avant 

autoclavage (20 minutes à 120°C). Après l’autoclave, les milieux ont été mis à refroidir puis 25 

mL de milieu encore liquide ont été prélevés et déposés dans des boîtes de Petri stériles de 9 

cm de diamètre. Pour permettre aux milieux de se solidifier, les boîtes de Petri ont été laissées 

ouvertes sous hotte pendant quelques heures, avant d’être emballées dans du papier aluminium 

et d’être stockées à 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 à Gerstheim (Bas Rhin, Alsace) au mois de juillet 2020. Les feuilles 

ont été stérilisées suivant le protocole ci-dessous (figure).  

 

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 cm2 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 boîte 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 été effectué toutes les 4 semaines. Pour cela, les cals à repiquer 

ont été divisés en cals d’environ 3-4 mm2 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 l’expérience.  

𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) =
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑′𝑒𝑥𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛é𝑠

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 à l’aire de la 

sélection. 

 

4.3.5 Courbe de croissance :  

 La courbe de croissance des cals a été réalisée grâce à 3 boîtes de Petri contenant chacune 

4 cals pour la lignée 1 et 4 boîtes 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 fraîche 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 à 4,4 g/L, de sucrose à 3% (m/v), et d’une balance hormonale ANA/BAP (1,5 

mg/L/0,5 mg/L). Le pH a été ajusté à 5,7 avec une solution de NaOH à 1N avant l’autoclavage 

(20 minutes à 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 ½ toutes les deux semaines, 100 mL de 

milieu frais ont été ajoutés à la suspension mère (100 mL). 100 mL de cette suspension diluée 

au ½ était ensuite prélevés et introduits dans un nouvel erlenmeyer stérile pour constituer la 

suspension fille.  



Chapitre VI – Matériel et méthodes  

 219 

Concernant les repiquages au ¼, 100 mL de milieu frais ont été ajoutés à la suspension 

mère (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 ½ ont été prélevés et ajoutés au 50 mL de milieu déjà présent 

dans les erlenmeyers. Ainsi les 2 ou 3 suspensions nouvellement formées diluées au ¼ ont été 

obtenues.  

 

4.4.3 Courbe de croissance :  

La courbe de croissance des suspensions a été réalisée grâce à de la masse sèche et fraîche 

des suspensions mesurées à 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 ¼. 

Pour réaliser la courbe de croissance des suspensions une suspension mère est diluée au 

½ en ajoutant 100 mL de milieu. Puis 10 mL de milieu sont placés dans 18 erlenmeyers suivis 

de 10 mL de la suspension mère 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 à la masse fraîche). Ces culots sont ensuite congelés (à -80°C) puis lyophilisés 

et enfin pesés pour obtenir la masse sèche 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) à 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 être ajouté à une concentration de 0,1% (v/v) si besoin. Le pH a 

ensuite été ajusté à 5,7 avec une solution de NaOH à 1N. De l’agar à 0,8% (m/v) a été ajouté 

au milieu avant autoclavage (20 minutes à 120°C). Après l’autoclave, les milieux ont été laissés 

à 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’être stockées à 4°C 

 

4.5.2 Protocole de stérilisation :  

Pour la mise en culture des plantules, les explants caulinaires contenant un nœud des 

plants juvéniles récoltés pour la mise en place de la callogenèse ont été utilisés. Les explants 

caulinaires ont été stérilisés comme suit. 
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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 à la verticale dans le 

milieu gélosé ne contenant pas d’hormones. Dans chaque boite Magenta, 3 à 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   

 223 

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 possèdent qu’un 

cotylédon) et les dicotylédones (plantes qui possèdent deux cotylédons).  

 

Antinociceptifs : qui inhibent la sensibilité à la douleur 

 

Apex de la tige : le sommet d’une tige est appelé l’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 polypropylène 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 : 

 

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. 

 

Élution (éluer) : remise en solution d’un composé adsorbé sur une colonne par exemple 

 

Entre nœuds : zone entre les nœuds (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 même objet ou 

d'objets similaires dans des conditions spécifiées. La fidélité est en général exprimée 

numériquement par des caractéristiques telles que l'écart-type, la variance ou le coefficient de 

variation dans les conditions spécifiées. Les conditions spécifiées peuvent être, par exemple, 

des conditions de répétabilité, des conditions de fidélité intermédiaire ou des conditions de 

reproductibilité (voir l'ISO 5725-1:1994). La fidélité sert à 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 même procédure de mesure, le 

même lieu et des mesurages répétés sur le même objet ou des objets similaires pendant une 

période de temps étendue, mais peuvent comprendre d'autres conditions que l'on fait varier. Les 

conditions que l'on fait varier peuvent comprendre de nouveaux étalonnages, étalons, opérateurs 

et systèmes 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 écailles et non par des fruits 

fermés. Cet embranchement est constitué presque uniquement des conifères.   

 

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 l'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 espèce, qui induit, 

chez ceux d'une autre espèce, un comportement défavorable à l'espèce émettrice, mais parfois 

bénéfique à l'espèce réceptrice (Ministère 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 espèces réactives de l’oxygène. 

 

Pétiolé : feuille qui possède un pétiole (figure VII-2) 

 

Figure VII-2 – Schéma d'une feuille 

 

Photosystème : 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 photosynthèse, 

amyloplaste pour le stockage de l’amidon. 

 

Plastidiale : (voir plaste et cellule végétale) : la membrane entre le plaste et le cytosol est 

appelée membrane plastidiale/barrière plastidique 

 

Ptéridophytes : Plante ayant des vaisseaux et une circulation de sève, mais se reproduisant sans 

fleurs ni graines, telle que les fougères (Dictionnaire Larousse, s. d.) 

 

Répétabilité (repeatability) : répétabilité de mesure répétabilité, : fidélité de mesure selon un 

ensemble de conditions de répétabilité.  

 

Sélectivité : propriété d'un système de mesure, utilisant une procédure de mesure spécifiée, 

selon laquelle le système 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 phénomène, 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 à la surface des organes 

végétaux 

 

Verticillées : les feuilles verticillées ont une insertion particulière autour de la tige, elles ont 

par groupe le même point d’insertion au niveau de la tige (figure VII-3) 

 

 

Figure -VII-3 – Schéma d’une tige avec des feuilles verticillées 
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Annexe 1 : HRAC : Mode of Action Classification 

 Internal

Cell Division and GrowthCellular MetabolismLight Activation of ROSa

HRAC Mode of Action Classification 2021 

A free copy of this poster can be downloaded at www.hracglobal.com

HRAC 
Legacy 

HRAC

1 A Inhibition of ACCase

2 B Inhibition of ALS

3 K1
Inhibition of microtubule   

assembly

4 O Auxin mimics 

5 C1,2
Inhibition of photosynthesis 

PS ll – Serine 264

6 C3
Inhibition of photosynthesis 

PS ll – Histidine 215

9 G Inhibition of EPSP synthase

10 H
Inhibition of glutamine    

synthetase 

12 F1 Inhibition of PDS

13 F4 Inhibition of DOXP synthase

14 E Inhibition of PPO

15 K3 Inhibition of VLCFAs

18 I DHP inhibition 

HRAC
Legacy 

HRAC

19 P Auxin transport inhibitors

22 D PS l electron diversion

23 K2 Inhibition of microtubule organization

24 M Uncouplers

27 F2 Inhibition of HPPD

28 none
Inhibition of dihydroorotate 

dehydrogenase

29 L Inhibition of cellulose synthesis

30 Q Inhibition of fatty acid thioesterase

31 R
Inhibition of serine threonine 

protein phosphatase

32 S
Inhibition of solanesyl

diphosphate synthase

33 T
Inhibition of homogentisate

solanesyltransferase

34 F3 Inhibition of lycopene cyclase

Ø Z Unknown mode of action 

Ureas

Triazines

Amides

Nitriles

Phenylcarbamates

Uracils

Triazinones

Aryloxphenoxy-propionates

Cyclohexanediones

Alkylazines

Nitriles

α-Chloroacetamides

Benzyl ethers

α-Thioacetamides

α-Oxyacetamides

Oxiranes

Isoxazolines

Azolyl-carboxamidesBenzofuranes

Thiocarbamates

Imidazolinone

Triazolopyrimidine – type 1 Triazolopyrimidine – type 2

Sulfonanilides

Pyrimidinyl benzoates

Pyridines

Phosphoroamidates

Dinitroanilines

Carbamates

Dinitrophenols

Aryl-carboxylates

Pyridine-carboxylates

Phenoxy-carboxylates

Quinoline-carboxylates

Benzoates

Pyridyloxy-carboxylates

N-Phenyl-imides

Diphenyl ethers N-Phenyl-oxadiazolones

Pyridiniums

Phosphinic acids

Triketones

Pyrazoles

Phenyl-ethers

Diphenyl heterocycles

Isoxazolidinones

N-Phenyl-triazolinones

5 D1 Serine 264 binders (and 
other non-histidine 215 binders)

Inhibition of Photosynthesis at PS II

6 D1 Histidine 
215 binders

Pyridate①

alsouncouplers

Bentazon

Hexazinone

Ametryne

Atrazine

Metamitron

Methabenz
thiazuron

Prometon

Prometryne

Propazine

Terbu-
thylazine

Terbutryne

Dimetha-
metryn

Monuron Terbacil

Isoproturon

Fluometuron

Diuron

Simazine

Meto-
bromuron

Chloro-
toluron Linuron

Chloridazon/
pyrazon

Amicarbazone

Lenacil

Desmedi-
pham

Bromacil

Metribuzin

Propanil

Chloranocryl/
dicryl

Phenmedi-
pham

Cyanazine

Tebuthiuron

34 Inhibition of 
Lycopene Cyclase

13 Inhibition of Deoxy-D-Xyulose
Phosphate Synthase

32 Inhibition of Solanesyl
Diphosphate Synthase

33 Inhibition of Homogentisate
Solanesyltransferase

10 Inhibition of Glutamine 
Synthetase

12 Inhibition of Phytoene 
Desaturase

27 Inhibition of  Hydroxyphenyl 
Pyruvate Dioxygenase

14 Inhibition of 
Protoporphyrinogen Oxidase

22 PS l Electron 
Diversion

Diquat

Paraquat

Bialaphos/
bilanafos①

Glufosinate-
ammonium

Cyclopyrimorate①

Aclonifen

Clomazone①

Bixlozone①

Amitrole

Beflu-
butamid

Fluro-
chloridone

Norflurazon

Flurtamone

Fluridone

Picolinafen

Diflufenican
Benzo-

bicyclon ①

Bicyclopyrone

Tembotrione

Tefuryltrione

Sulcotrione

Pyrazoxyfen①

Pyrazolynate①

Pyrasulfotole

Benzofenap① Tolpyralate①

Mesotrione

Fenquino-
trione

Isoxaflutole①

Topramezone

Butafenacil

Cinidon-
ethyl

Carfentrazone-
ethyl

Pentoxazone

Saflufenacil

Tiafenacil

Pyraclonil

Fluthiacet-
methyl①

Sulfen-
trazone

Lactofen

Fomesafen

Bifenox

Trifludi-
moxazin

Azafenidin

Acifluorfen Oxyfluorfen

Flumioxazin

Oxadiazon

Flumiclorac-
pentyl

Oxadiargyl

Pyraflufen-
ethyl

18 Inhibition of 
Dihydropteroate Synthase

9 Inhibition of Enolpyruvyl
Shikimate Phosphate Synthase

31 Inhibition of Serine Threonine 
Protein Phosphatase 

29 Inhibition of Cellulose 
Synthesis

15 Inhibition of Very Long-Chain 
Fatty Acid Synthesis

30 Inhibition of Fatty Acid 
Thioesterase1 Inhibition of Acetyl 

CoA Carboxylase

Indaziflam

Chlorthiamid

Triaziflam

Dichlobenil

Isoxaben

Flupoxam

Endothall

Asulam

Glyphosate

Methiozolin

Cinmethylin

Clethodim

Cycloxydim

Tepraloxydim

Tralkoxydim

Sethoxydim

Fenoxaprop-
ethyl①

Cyhalofop-
butyl① Metamifop①

Clodinafop-
propargyl①

Haloxyfop-
methyl①

Profoxydim

Fenthiaprop

Diclofop-
methyl①

Quizalofop-
ethyl①

Fluazifop-
butyl①

Pinoxaden①

Thenylchlor

Acetochlor

Alachlor

PiperophosVernolate

Dimethen-
amid

Metazachlor

Metolachlor

Pretilachlor

Propachlor

Dimethachlor

Anilofos

Esprocarb

Dimepiperate

Pethoxamid

Tri-allate①

Cycloate
Thiobencarb/ 
Benthiocarb

Orbencarb

Flufenacet

Prosulfocarb

Butachlor

Mefenacet

Molinate

IndanofanBenfuresateEPTC

Cafenstrole

Tridiphane

Fenoxa-
sulfone

Ipfen-
carbazone

Pyroxa-
sulfone

Etho-
fumesate

Fentrazamide

Propisochlor

Triazolinones

2 Inhibition of 
Acetolactate Synthase

Ethoxy-
sulfuron

Imazamethaben
z-methyl①

Imazamox

Flaza-
sulfuron

Chlorimuron-
ethyl

Imazaquin

Imazethapyr

Azimsulfuron

Chlorsulfuron

Cinosulfuron

Imazapyr

Cyclo-
sulfamuron

Imazo-
sulfuron

Flumetsulam

Diclosulam

Bensulfuron-
methyl

Flucarbazone-
Na

Cloransulam-
methyl

Amido-
sulfuron

Iodosulfuron-
methyl-Na

Halosulfuron-
methyl

Metazo-
sulfuron

Foram-
sulfuron

Fluceto-
sulfuron Nicosulfuron

Metsulfuron-
methyl

Imazapic

Ethametsulfuron-
methyl

Penoxsulam

Pyroxsulam

Propoxy-
carbazone-Na

Thiencarbazone-
methylFlorasulam

Metosulam

Primisulfuron-
methyl

Propyri-
sulfuron

Prosulfuron

Pyrazosulfuron-
ethyl

Triasulfuron

Tribenuron-
methyl①

Rimsulfuron

Ortho-
sulfamuron

Sulfometuron-
methyl

Pyriminobac-
methyl①

Trifloxysulfuron
-Na

Pyribenzoxim①Sulfosulfuron

Pyriftalid

Triflusulfuron-
methyl

Pyrithiobac-
Na

Pyrimisulfan

Triafamone①

Thifensulfuron-
methyl

Bispyribac-Na

Tritosulfuron

Flupyrsulfuron-
methyl-Na

Mesosulfuron-
methyl

23 Inhibition of Microtubule 
Organization

24 Uncouplers

4 Auxin 
Mimics

19 Auxin Transport  
Inhibitors

Ø Unknown Mode 
of Action

3 Inhibition of 
Microtubule Assembly

Barban

Carbetamide

Chlor-
propham

DNOC

Dinoseb

Naptalam

Diflu-
fenzopyr

Flamprop-m①

DSMA

Dymron/
daimuron

Oxazi-
clomefone

Cumyluron

Pelargonic 
acid

Difenzoquat Etobenzanid

Bensulide

MSMABromobutide

Fosamine

Pyributicarb

Diphenamid

Naproanilide

Napropamide

Benefin/
benfluralin

Butralin

Oryzalin

Pendi-
methalin

Prodiamine

Butamifos

Dithiopyr

Chlorthaldi-
methyl/DCPA

Ethalfluralin

DMPAThiazopyr

Trifluralin

Propyzamide/
pronamide

Fluroxypyr

2,4,5-T

Quinclorac also 
cellulose syn

Triclopyr

Aminopyralid

Flor-
pyrauxifen

Dicamba

Picloram

MCPA

Chloramben

MCPB①

2,4-DB①

Halauxifen

Aminocyclo-
pyrachlor

2,4-D Clopyralid

Dichlorprop

Benazolin-
ethyl①Mecoprop

Quinmerac

Clomeprop①

① Indicates pro-herbicide

Ioxynil

Bromoxynil

N-Phenyl heterocycles

② HRAC’s recommendation is not to include a chemical family name when there is one active in the family. Actives without chemical family names are indicated with a white background

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

②

Sulfonylurea

a Reactive oxygen species 

28 Inhibition of Dihydroorotate 
Dehydrogenase

Tetflupyrolimet
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Annexe 2 : Liste des produits phytopharmaceutiques de biocontrôle, au titre des articles L-253-5 et L.253-7 du code rural et de la pêche 

maritime 
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Gwenaëlle FLIELLER 

Méthodes de caractérisation 
innovantes pour la recherche de 

molécules à potentiel 
allélopathique 

 

 

L’utilisation massive de produits phytosanitaires pour la protection des cultures est un 

problème majeur à cause de leur toxicité environnementale et sur les espèces non-

ciblées. L’objectif de cette thèse a été de développer une méthode innovante en plaque 

96 puits permettant d’évaluer l’activité phytotoxique d’extrait de plantes ou de molécules 

pures rapidement ainsi qu’un couplage séparation chromatographique – test 

antigerminatif. L’activité d’une dizaine de plantes adventices, ornementales vigoureuses 

ou invasives a été évaluée dont celle de la balsamine de l’Himalaya (différents organes 

et suspensions cellulaires). Les extraits de feuilles de cette dernière ont montré une forte 

activité phytotoxique sur les graines de cresson qui semble due à 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. 

   


