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Introduction

Introduction

Plusieurs cultures dans les champs, subissent des dommages liées aux ravageurs et aux
maladies (Snaiki et al., 2006). Ces maladies augmentent le cotlt des cultures, diminuent le
rendement et la qualité des récoltes, et induisent des pertes économiques considérables, ainsi
qu’une dégradation de 1’environnement par l’utilisation excessive des produits chimiques
comme alternatifs de lutte (Rahmoune; 2009).

Les bactéries Erwinia Carotovora et Dickeya.spp est parmi les agents pathogénes les
plus fréquents des cultures (Ochsenbein et al., 2007). Elles sont a redouter a cause des dégats
qu’elles peuvent provoquer, en végétation et en conservation; elles s'attaquent a une grande
variété de plantes dont les carottes, les tomates, les oignons et les pommes de terre. Elles sont
responsables de la maladie de la jambe noire et de la pourriture molle (Hélias, 2008).

Les dégats et pertes économiques causés par les Pectobacteria peuvent étre chiffrés en
plusieurs millions d’euros, que ce soit sur le territoire national ou pour d’autres pays.
Aujourd’hui le développement de recherches multidisciplinaires visant a protéger du mieux
possible les cultures et de trouver des moyens de lutte efficaces et écologiques. Pour cela, les
chercheures ont eu recours a I'utilisation de plantes médicinales, afin de traiter et soigner
toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un réservoir immense de composés
potentiels doués d’un treés large éventail d'activités biologiques (Zeghad, 2009).

C'est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a étudier Melia azedarach qui
est connue pour sa qualité phytosanitaire et ces propriétés biologique diversifiées (Hajaniaina,
1996).

Cette ¢étude a pour objectif [’évaluation de 1’activité antibactérienne de [’extrait
¢thanoliques des feuilles de Melia azedarach sur les souches bactériennes pectinolitiques
Erwinia responsables de la pourriture molle des cultures. Notamment, celle de la pomme de
terre.

Le manuscrit est organis¢ en deux parties :

1. La synthése bibliographique qui est constituée de deux chapitres :
e  (Généralités sur le genre pectobacterium.
o  Généralités sur Melia azedarach.
[ ]

2. La partie expérimentale qui est basée sur I’extraction des feuilles de M. azedarach, leur
analyse par chromatographie sur couche mince puis de 1’étude de leur effet antibactérien sur
les trois souches de bactérie pectinolytique (Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum,
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum et Dickeya.spp in vitro.



Chapitre I

Généralités Sur Les Pectobacterium
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L. Généralités sur les pectobacterium

De nombreux types de bactéries sont associés a des plantes hotes et profitent de
cette association pour assurer leur nutrition en carbone et autres substances nutritives
(Wlodarczyk, 2010). 11 s’agit de bactéries appartenant aux genres Clavibacter,
Pectobacterium, Ralstonia, et Streptomyces. Parmi ces derniers, un regain d’intérét est
accordé aux bactéries macergénes appartenant au genre Pectobacterium ; plus connues sous le

nom d’Erwinia carotovora (Latour et al., 2008).

Au cours des années passées, une augmentation de maladies dues aux bactéries Erwinia
a été constatée. Les causes sont les suivantes : un éventail plus large des espéces d’Erwinia
avec un comportement plus agressif, le réchauffement climatique et la rationalisation dans
la culture (Rahmoune, 2009). Les bactéries se multiplient de facon explosive. Elles
produisent assez d’enzymes pour dissoudre les parois cellulaires des tubercules et des pousses

permettant ainsi a la maladie de s’installer (Ochsenbein et al., 2007).
I.1 .Définition et description

Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum, Pectobacterium carotovorum subsp.
Atrosepticum et Pectobacterium chrysanthemi ont une large distribution géographique et sont
des agents phytopathogénes ayant un impact économique important (Yahiaoui-Zaidi et al.,

2009).

Figurel: La bactérie du genre Erwinia (Latour et al., 2008).
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Les bactéries du genre Erwinia appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Elles
sont douées d’activité pectinolytique et se présentent sous forme de batonnets, généralement
disposés par deux, sont Gram négatives, anaérobies facultatives, non sporulantes (Snaiki.et

al., 2006). Elles sont mobiles grace a des flagelles péritriches (Anonyme, 2002),

Les Erwinia pectinolitiques sont des pathogeénes de nombreux fruits et Iégumes (carotte,
betterave, navet, tomate, pomme de terre ; ...); Elles sont associées aux végétaux en tant que
saprophytes ou pathogénes. (Anonyme, 2002) et elles peuvent entrainer l'appariton de
symptomes, méme lorsqu’elles sont présentes en quantit¢ réduite: la chlorose, le
flétrissement, pourriture molle, jambe noire, la dessiccation et la mort de la plante (Latour et

al., 2008).

I.2.Classification

Le genre Erwinia, nommé en 1920 en honneur du phytopathologiste Erwin F.

Smith, réunissait les entérobactéries pathogeénes des plantes (Wlodarczyk, 2010).

La taxonomie du genre Erwinia et la nomenclature de ce genre ont été compliquees par

lheterogenecite des souches incluses dans ce taxon (starr et mandel, 1969).

L’analyse d’une collection de souches d’Erwinia spp. associant des techniques
moléculaires, phénotypiques et sérologiques ainsi que les analyses phylogénétiques ont
conduit les auteurs a distinguer clairement Erwinia carotovora et Erwinia chrysanthemi. Les
bactéries pathogenes de la pomme de terre appartiennent dorénavant a deux genres différents.

E. carotovora s’appelle Pectobacterium et E. chrysanthemi devient Dickeya spp. (Hélias,

2008).

En 2005, I'utilisation du test ELISA direct (méthode sandwich) a permis 1’identification

des bactéries Erwinia carotovora et E. chrysanthemi (Snaiki et al., 2006).

Les tests chimiques constituent une approche classique, mais particulierement utile,
pour la détermination de certaines especes et sous-especes de bactéries phytopathogenes

(Snaiki et al., 2006).

Au cours des derniéres années; Trois types d’Erwinia ont été reclassés et

rebaptisés. Selon le type, les plants ont une importance différente. La distinction des
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agents pathogeénes nécessite fréquemment un diagnostic au laboratoire (Ochsenbein et al,

2007) :
1.2. 1. Pectobacterium carotovorum subsp atrosepticum

P. atrosepticum appelée aussi Erwinia carotovora subsp. Atroseptica, est généralement
associ¢e au symptome de la jambe noire de la pomme de terre dans les régions tempérées.
Elle se développe préférentiellement entre 15 et 25 °C, entrainant des pourritures des
tubercules et des tiges. En climat tempéré, la bactérie a pour héte principal la pomme de terre,
bien que des souches ont été occasionnellement isolées de tomates, de choux chinois et de
poivrons. Des isolements de cette bactérie ont également été réalisés a partir de choux et
navets malades cultivés a proximité de cultures de pomme de terre affectées par la jambe
noire en Ecosse. L association préférentielle de P. atrosepticum a la pomme de terre peut étre
expliquée en termes de concordance entre les exigences écologiques de la bactérie et celles de

cette culture (Helias, 2008).

Les caractéristiques physiologiques et biochimiques correspondant & Erwinia carotovora

subsp. Carotovora sont présentées sur le Tableau I (Snaiki.et a/., 2006).
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Tableau I: Caractérisation physiologique et biochimique de souches d'Erwinia
Carotovora subsp.carotovora obtenues a partir de Betteraves présentant des symptomes

de pourriture molle.

Caracteres

Type respiratoire Anaérobie facultative

Glucose

Catalase

Lactose
Gaz
H2S -

ONPG +
Citrate -
Indole -

o B I

Urée -

Rouge de Méthyle -
Mobilité

Coagulation du lait

Utilisation du saccharose

o S I

Hydrolyse de la gélatine

1.2.2. Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum

P. carotovorum. ou Erwinia carotovorum subsp. Carotovorum, pathogéne de la
pomme de terre, est distribué dans une aire géographique étendue, aussi bien dans les zones

tempérées que tropicales et sur une gamme d’hotes tres large (Helias, 2008).

Sur la pomme de terre, la bactérie s’exprime préférentiellement a des températures plus
¢levées que P. atrosepticum, allant de 20 a 30 °C. Le symptome de jambe noire, connu
comme étant caractéristique de P. atrosepticum en conditions fraiches, peut également étre
provoqué par P.c. subsp. Carotovorum lorsque les températures sont élevées (30-35 °C).
Identifié aux Etats-Unis dans les années 1970, P.c. subsp. Carotovorum a été identifié plus

récemment a partir de tels symptdmes en Europe. P.c.subsp. carotovorum est par ailleurs
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souvent 1’agent associ¢ aux pourritures aériennes des tiges probablement du fait de sa
prédominance dans le sol, I’eau de pluie, les insectes et les aérosols. De méme P.c. subsp.

Carotovorum est majoritairement associ¢ aux pourritures sur tubercules (Helias, 2008).
L.2. 3.Dickeya spp.

Erwinia chrysanthemi est une bactérie phytopathogeéne a large spectre d’hotes. En
effet, elle peut infecter de multiples plantes, mono- ou dicotylédones. Citons parmi d’autres la
pomme de terre, ’endive, la pastéque, le concombre, le riz, le mais, ananas, tomate, artichaut
ou le chrysanthéme et sur certaines plantes ornementales comme les dahlias, freesia, iris,

kalanchoe ou ceillet (Lallemand, 2010).

L’augmentation de I’incidence des Dickeya dans les cultures de pomme de terre est
probablement liée aux températures estivales élevées ces derniéres années. La diversité
observée chez des souches de Dickeya isolée récemment en zones tempérées pourrait amener

a identifier en zones tempérées de nouvelles especes de Dickeya sur cet hote (Helias, 2008)

Les bactéries se logent dans les blessures ou lenticelles de la plante hote ou elles
peuvent rester en dormance (Pérombelon, 2002). Elles peuvent également survivre dans le
sol, infectant la culture suivante aux champs. Le développement de la maladie atteint sa
vitesse maximale a des températures de 25°C a 30°C mais sa distribution mondiale suggere

une adaptation des bactéries (Pérombelon, 2002).

Des tests biochimiques et culturaux ont été réalisés pour distinguer entre les trois

souches pectinolitiques et les résultats sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau II : tests biochimiques et culturaux pour distinguer les Erwinia pectinolytiques

(Pérombelon, 2002).

Jests Oxydase |Catalase |Oxydation/ |Pectinase g Méthyl- |Sucrose |Production | Croissance

Fermentation glucoside dindole | 235°C

Erwinia

Erwinia
caratovora . + + + . . . +
subsp.

carovotora

Erwinia

anlowor | .| 4 | 4 N I I T BT
subsp.

atroseptica

Eving | . | ¢ + LA T IR N I I
chrysanthemi

I.3.Mécanisme principal de la pathogénie

L’invasion, la colonisation et la dégradation des tissus végétaux impliquent de

nombreux facteurs de virulence (Lallemand, 2010).

1.3.1. Différents facteurs de virulence

La mise en place d’un processus infectieux, régie par différentes étapes clefs permetant
au micro-organisme de coloniser son héte. Il doit pouvoir survivre dans 1’hote, s’y multiplier
et y causer des dommages. Pour ce faire, il doit €tre compétitif vis-a-vis des bactéries
commensales, neutraliser les mécanismes de défense de I’hdte, et y assurer sa propagation.
Une partie de ces propriétés est conférée par les facteurs de virulence (Wassenaar et Gaastre,

2001).
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Avant d’initier une infection, les pectobacterium se comportent comme des bactéries
saprophytes dans le sol et I’eau. Elles peuvent pénétrer dans les plantes par I’intermédiaire des
ouvertures naturelles (les stomates ou lenticelles), et artificielles (les blessures), ou elles
peuvent alors rester latente ou proliférer. Par ailleurs, certaines bactéries peuvent résider dans
les espaces intracellulaires, parfois pendant plusieurs mois, dans un état de quiescence

(Rahmoune, 2009).

Reponse de la plante
augm entation du pH,
formes actives de l'oxy géne

T

Sanaux
composes vegetaux,

séquestration du fer fE_’CtEUI'E de
virulence
[l ||
L i pectinases

des signaux

\\\\\\\\\\\\\
;;;;;;;;;;;

aaaaa

machinerie de™

régqulateur
? e secretion Out
gene de virulence

Erwinia chrysanthem

m obilité, adhesion

Figure2 : Interaction entre Pectobacterium chrysanthemi et la plante hote (Sepulchre et al.,

2007).
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I.3.1.1.Facteurs de virulence précoces

Ils interviennent au début du processus infectieux et permettent aux microorganismes

d’entrer en contacte avec 1’hote, de s’y établir pour s’y multiplier.

1. La mobilité : grace au flagelle qui est constitue de trois parties : le filament
flagellaire, le crochet et le corps basal (Aizawa et al., 2000), la bactérie se déplace dans le sol
a la recherche d’une plante hote et d’y pénétrer (Lautier, 2007) et de rejoindre sa niche
écologique pour y adhérer (Mulholand et al., 1993). Les flagelles peuvent également servir
d’appendices adhésifs au début de la phase de colonisation de I’hdte (Josenhans et Suerbaum,

2002).

2. L’adhérence : le premier stade de 1’infection passe par une étape d’adhésion de
la bactérie a la surface de la plante qui implique des structures de surface telles que le
lipopolydaccharides (LPS), les exo-polysaccharides(EPS) et 1’adhésine (Lautier, 2007).

L’adhésion bactérienne reauiert des interactions fortes et hautement spécifiaues avec un
ligand moleculaire situ¢ sur la surface de la cellule hote. La nature de ces facteurs

conditionnent la spécificité (espeéces cibles) et le tropisme (tissus cibles) (Lautier, 2007)

3. Les harpines : les harpines sont des protéines thermostables sécrétées dans le
milieu extérieur par les bactéries phytopathogénes. Il a été démontré que la présence
d’harpines perturbe les échanges ioniques des cellules végétales avec le milieu extérieur (EL-
Maarouf et al., 2001), et provoque I’inhibition rapide de la synthése de I’ATP (Xie et Chen,
2000), ce qui conduit a une alcalinisation du milieu intracellulaire initialement acide,

modification bénéfique pour la bactérie pathogéne (Hoyos et al., 1996).

4. Les sidérophores : la chrysobactine et I’achrombactine permettraient d’entrer en
compétition avec les cellules végétales pour 1’assimilation du fer. La chrysobactine a
beaucoup plus d’affinité pour le fer, et sa synthése est nécessaire lorsque la carence en fer est

tres sévere (Expert, 1999).
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Figure3: schéma représentant les différents déterminants de pouvoir pathogéne

d’erwinia pectinolitique.

Les événements de contamination sont basé€s sur la reconnaissance de signaux
moléculaires spécifiques des plantes. La détection de ces divers signaux par les bactéries
est donc un processus qui réajuste en continu la réponse bactérienne lors de
I’interaction. Dans de nombreux cas, en plus de protéines régulatrices spécifiques, des
régulateurs globaux peuvent jouer un role important dans I’ajustement du métabolisme

bactérien aux conditions de I’interaction (Wlodarczyk, 2010).

Le tableau suivant présente divers exemples de signaux végétaux identifiés par Ewinia.

Dans chaque cas, sont indiqués les régulateurs correspondants ainsi que les cibles et
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phénotypes impliqués dans I’interaction avec la plante régulées par ces signaux (Wlodarczyk,

2010).

Tableau III: Signaux végétaux utilisés par Erwinia associées aux plantes (Wlodarczyk,

2010).
Famille du | Opéron(s)
Bactérie | Signal végétal | Régulateur(s) Phénotypes regales
régulateur cible
Erwinia métabolites de pel, pem,
Chrysanthemi| la pectine _ out,ogl, Catabolisme de la
KdgR Famille IcIR
(DKI, DKII, kduDlI, pectin
KDG) kdgKA
Famille peh, pel, pectate-lyases,
? PecS
MarR cel, fli mobilité
pectate-lyases,
cellulases, protéases,
Famille pel, del, ‘
? PecT ) production
LysR prt, eps, fli )
d'expolysaccharides,
mobilité
extraits de ‘ _
Pir Famille IcIR pel pectate-lyases
plantes
Famille rhiE, Catabolisme du
Rhamnose RhaS '
Arac rhiTN | rhamnogalacturonane
Erwinia extraits de pel, cel, pectate-lyases,
AepA ?
Carotovora plantes peh, prt | cellulases, protéases
pel, cel , pectate-lyases,
? RexZ Famille IclR
prt cellulases, protéases
Famille
agents RdgA
LexA )
endommageant RdgB PnlA pectine lyases
Famille
I'AND (RecA)

Mu.C

1
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1.3.1.2. facteurs de virulence enzymatiques

Dans un premier temps, les populations bactériennes vont d’abord se multiplier. Puis,
les bactéries secrétent de fagon synchrone et en réponse a un mécanisme de régulation, (le
quorum sensing), un ensemble des enzymes dont 1’activité est responsable des symptomes de

macération observables sur plants et tubercules.

Chez les Pectobacteria, cet arsenal enzymatique est particulierement bien adapté a la
dégradation de tous les composants des parois cellulaires végétales, ce qui explique I’ampleur
des dégats observés et leur vitesse d’apparition. Il s’agit de protéases, de cellulases et de
nombreuses enzymes pectinolytiques (pectine et pectate lyases, pectate hydrolase et pectine

methylesterases) (Smadja et al., 2004).

|
PECTIN LYASE (PL)

PECTIN METHYLESTERASE
(PME)

endo POLYGALACTURONASE (PG)

0

d . Galacturonic acid

@ Catoxlic acid
B Methl aroup

Figure4: Schéma descriptif des enzymes pectinolytiques (Van Vaerenbergh, 2012).
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i -Les enzymes extracellulaires

Certaines enzymes vont aller directement au contact de la paroi végétale pour
commencer le travail de dégradation. Pour cela, ils sont sécrétées par le systéme de sécrétion

de type II, Out ( Lallemand, 2010) :

» Une pectine méthylestérase PemA, et une pectine acétylestérase PaeY,

Huit endo-pectate lyases PelA, PelB, PelC, PelD, PelE, Pell, PelL et PelZ,

Une cellulase Cel5 (ou CelZ),

Une rhamnogalacturonate lyase RhiE

* Une polygalacturonase PehN, supposée extracellulaire en raison de son homologie
avec les endo-polygalacturonases qui sont la plupart du temps extracellulaires. (Mathilde

Lallemand, 2010.)

7i- Les enzymes périplasmiques

Les oligogalacturonates sont transportées dans le périplasme par les porines KdgM et
KdgN, spécifiques du transport des oligogalacturonates. Une fois dans le périplasme, des

enzymes périplasmiques digerent les substrats en di- et tri-galacturonates. Ces enzymes sont :

* Une pectine méthylestérase PemB, qui est ancrée a la face périplasmique de la

membrane externe, et une pectine acétylestérase périplasmique, PaeX ;

* Une exo-pectate lyase PelX périplasmique dont le substrat préférentiel est un
tétragalacturonate mais qui est aussi active sur des oligomeres plus longs. Elle génére des

digalacturonates insaturés en clivant I’extrémité réductrice du substrat ;

* Trois exo-polygalacturonases PehV, PehW et PehX  périplasmiques, qui
complémentent [Dactivit¢ de PelX en clivant I’extrémité non-réductrice  des

polygalacturonates. PehX est I’enzyme la plus active et généere des digalacturonates saturés;

* Une cellulase CelY périplasmique, moins abondante que la cellulase extracellulaire

Cel5. (Lallemand, 2010).

13



Synthese bibliographique Généralités sur les pectobacterium

iii- Les enzymes cytoplasmiques

Les transporteurs Tog MNAB de la famille des ABC transporteurs et TogT, permettent
le passage de la membrane interne des digalacturonates saturés et insaturés. Deux autres
transporteurs ExuT et KdgT permettent le transport de produits de dégradation plus petits
comme le 5-céto-4-désoxyuronate (DKI), le 2,5-dicéto-3-désoxygluconate (DKII) et 2-céto-
3-désoxygluconate (KDG). L’exo-pectate lyase PelW cytoplasmique dégrade les derniers
oligogalacturonates en digalacturonates saturés ou insaturés. L’oligopectate lyase Ogl prend
en charge ’ensemble des digalacturonates saturés ou insaturés et géncre des galacturonates
et des 5-céto-4-désoxyuronate (DKI). C’est pourquoi un mutant ogl est incapable de croitre

en milieu PGA (polygalacturonate comme seule source de carbone)(Lallemand, 2010).

1.4.2.Cas de pourriture molle du tubercule : (« soft-rot »)

Les bactéries pectinolitiques se multiplient dans I’espace intracellulaire et libérent des
enzymes protéolytiques qui dégradent les tissus du tubercule qui deviennent spongieux
(Helias et al., 2000). Les parties atteintes montrent d'abord une décoloration Iégérement
brune. Un halo brun, qui plus tard se creuse, apparait sur les lenticelles infectées. La
transformation de la chair en une bouillie aqueuse est typique de la maladie. Elle n’est
retenue que par la peau d’une consistance de parchemin qui éclate a la moindre pression. La
pourriture incolore qui en sort devient rapidement rougeatre a brun foncé au contact de I’air.

Elle dégage une odeur de moisi désagréable (Ochsenbein et al., 2007).
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Figure6 : Cycle de développement de la pourriture molle bactérienne (Yaganza, 2005).

I.4.moyens de lutte contre ces maladies.

A I’heure actuelle, le controle des bactéries repose en pratique sur la mise en ceuvre par

le producteur de mesures prophylactiques au cours des étapes de la culture (Hélias, 2008).

Le producteur peut réduire le risque d'une infection avec Erwinia par une bonne
pratique au champ et au stockage. Plus le risque est grand en raison des conditions

atmosphériques, plus les mesures de culture et de stockage deviennent importantes

(Ochsenbein et al., 2007).
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Grace a une meilleure compréhension des mécanismes qui régissent 1’apparition et le
développement de la maladie, de nouvelles méthodes de lutte chimique, génétique et
biologique ont été proposées. Certaines de ces méthodes ont montré leur efficacité au

laboratoire et devront étre validées au champ. (Latour et a/., 2008).

1.4.1. Lutte chimique

Expérimentalement, le traitement de tubercules avec formaldéhyde et I’hypochlorite de
sodium a permis de réduire la quantité d’inoculum bactérien ; L’application post-récolte est
pratiquée et donne de bon résultats : I’acétaldéhyde et de benzoate de sodium, mélangés a la
tourbe pour enrober les tubercules pendant le transport (Yaganza, 2005).De nouveaux
composés capables d’altérer la croissance des pectobacterium ont montré une réelle efficacité
lors d’essais au laboratoire : il s’agit de solution salée de chlorure d’aluminium et de
métabisulfite de sodium (Yaganza et al, 2004).

La lutte chimique est trés efficace mais cette derniére engendre une dégradation de

I’environnement et elle s’est avérée toxique pour 1I’€tre humain (Yaganza et al, 2004).

1.4.2.Lutte génétique

Un espoir conséquent repose en particulier sur des nouvelles méthodes visant a
perturber la communication cellulaire des Pectobacteria, que ce soit via 1’utilisation de plantes
modifiées, d’inocula antagonistes ou de stimulants organiques des bactéries dégradant les
signaux quorum-sensing. Ces techniques ne sont pas exclusives et pourraient étre associées
dans une pratique de lutte intégrée. L’ impact environnemental et 1’éfficacité de ces nouvelles

stratégies de lutte doivent étre évalués (Latour et al., 2008).
1.4.3.Lutte biologique

Par définition, elle est basée sur l’'utilisation des organismes vivants ou des produits
naturels dérivés de ces organismes qui suppriment les populations de ravageurs. Les
organismes peuvent étre des plantes, les nématodes, ou des micro-organismes, y compris les
bactéries, les champignons et les virus. Des composés biochimiques avec le mode d'action
non toxique, et des composés qui stimulent les mécanismes de défense naturelle de plante
(sémio-chimiques, phéromones) font également partie dans les produits enregistrés (Bailey et

al., 2009).
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I1. Généralité sur Melia azedarach

Melia azedarach a été découverte pour la premiere fois vers le début du vingtiéme siécle,
durent les grandes invasions acridiennes : Palestine en 1915, inde en 1926, Alger en 1888-1894, durent
lesquelles I’arbre était épargné par les criquets. Depuis, nombreux sont les chercheurs qui ont consacré
leurs investigations a ce sujet, et découvert divers effets caractéristiques de 1’arbre sur différentes
especes d’organismes nuisibles (Hajaniaina, 1996).

La famille des méliacées compte 51 genres et 550 especes (Timbo, 2003) dont Melia azedarach
et Azadirachta indica, connue sous le nom de Lilas d’inde ou Neem, qui sont deux plantes étroitement

liées (Biswas et al .2002).

I1.1. Définition
Melia azedarach, le faux neem, arbre a chapelets, Chinaberry, lilas de perse ou grand lilas, est
une plante rudérale, de la famille des méliacées et d’origine asiatique( Hajaniaina, 1996), plus
précisément de 1’Inde mais il pousse également dans les régions méditerranéennes, européennes, dans
toute I’Asie, I’Amérique du sud, I’Australie, en Afrique et dans les Mascareignes. De cette tres large

répartition géographique découle une vingtaine aplations a travers le monde (Hajaniaina, 1996).

Les arguments développés par Watt (1889), apparaissent plus convaincants. Selon sa thése, les
Perses étaient bien familiers d’un arbre : Mélia azedarach, communément connu sous le nom de China
Berry (Baie de Chine), mais appelé en perse “Azadirakhat” ; “Aza” signifie ‘“amer” et “drakhat”
signifie “arbre”. Ainsi le nom de Mélia azédarach (azadirakhat) devient en perse “I’arbre amer” (Faye,

2010).

I1.2.taxonomie

La taxonomie de Melia azedarach est résumée sur le tableau suivant :

Tableau IV: Classification de Melia azedarach (Timbo, 2003).

Reégne Plantae
Sous-régne Spermaphyte
Division angiosperme
Classe Dicotyledone
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindale
Famille Meliaceae
Genre Mélia
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I1.3.Description botanique, biologique et écologique.

Melia azedarach est un arbre ramifie, au port érigé. Fréquemment, 1’arbre mesure 8 a 15m de

hauteur, mais il peut atteindre jusqu’a 25 a 30 m (Hajaniaina, 1996).

Il se reconnait facilement par son feuillage 1éger, en buisson d’un beau vert, contrastant avec le
tronc (Hajaniaina, 1996), composées bipennées, a disposition alternative (Gilman et Watson, 1994). Les

feuilles sont caduques surtout au moment de la maturation des fruits (Hajaniaina, 1996). (Figure c).

Son fruit rond, jaune acre a maturité de 1 a 1,5 cm de long : un noyau portant 5 sillons et contenant
plusieurs graines noires (£ 6minimum), légérement albuminées (Anonyme, 1963). Le péricarpe est
compos¢ de deux parties : le sarcocarpe, dérivée de I’exocarpe et du méricarpe, est charnue et de
couleur jaune foncé; la seconde ou sclérocarpe, caractéristique des drupes, est lignifiée et forme
le noyau, qui contient et proteége les graines (Sagoua, 2010) , la masse de ces petits fruits est également
d’un aspect agréable, ils restent sur 1I’arbre en bouquets jaunes pendant la floraison. (Anonyme, 1963).

(Figure b).
Ses fleurs mauves sont disposées en panicules odorantes (Anonyme, 1963). (Figure d)

Le bois est a zone poreuse plus ou moins nette ; Les rameaux sont assez cassants, I’arbre est

parfois brisé par le vent (Anonyme, 1963).

Figure7 : photographie de Melia azedarach, (a) : vue globale de I’arbre, (b) : fruits, (c) : feuilles,
(d) : fleures (Sagoua, 2010).
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Melia azedarach, est une essence de lumiere, il convient aux zones d’altitude moyenne ou basse ; il

s’adapte bien aux différents types de sol (Anonyme, 1963)

Il rejette bien de souche et drageonne surtout aux endroits ou les racines superficielles sont

exposées a | aire. (Anonyme, 1963)

Melia azedarach, est quelque fois 1’objet d’attaque assez sévere d’insectes foreuses du tronc et des

rameaux, notamment par des Bostryches du genre appate. (Anonyme, 1963)

Des attaques cryptogamiques sont parfois observées sur Melia azedarach (pourridies et chancre a

Nectria) (Anonyme, 1963).

La floraison se déroule au mois de septembre, novembre (avant la saison des pluies), et la
fructification, de novembre a mars. La maturation a lieu a partir du mois février jusqu’ au mois de mai.
Les fruits murs peuvent rester longtemps sur 1’arbre. Ils sont globuleux comme des petites boucles ocre
portés par des grappes pendantes. Les graines contiennent approximativement 40% d’huiles (Hajaniaina,

1996).

Melia azedarach,, voisin de neem est souvent confondu avec lui, il se différe du neem par son port
érigé et ramifie ainsi que par les caractéristiques de son feuillage plutot 1éger et caduc. Et par rapport au

neem, Melia azedarach préfere les températures beaucoup plus basses (Hajaniaina, 1996).

Il a une haute tolérance a la sécheresse, cultive avec succeés dans une large variété de condition de
vie (sécheresse, exces humidité,...) et dans tous les type de sol : argile, limon, sable, acide, alcalin et
bien draine, a I’exception du sol humide ; ¢ est vraiment un survivant urbain (Gilman et Watson, 1994).
C’est une plante a grande fécondité¢ et a pouvoir germinatif €élevé. Tout ceci lui assure un
envahissement rapide des diverses régions. C’est une plante des décombres et des abords des maisons,
elle occupe parfois les <<tanety>> a proximité¢ des lieux habités (Hajaniaina, 1996), et actuellement

utilisé en tant qu’arbre de reboisement en Chine, en Inde, en Amérique du Sud et Centrale (Gilman et

Watson, 1994).
I1.4.Composition chimique de la plante.

La composition chimique et la quantité des composés biologiques actifs de Melia azedarach varie

selon : I’environnement (Chifflle et al., 2009) et la méthode d’extraction (chantal et Etat,2003).

Signalons que I’isolation des maticres actives des feuilles du Melia azedarach a commencé en 1946

par Chauvin qui a trouvé la substance amére appelée meliatine. Lavie et al ont isolé en 1967 les
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tritrepenoides (Melinol et melianone) provenant des fruits. Le meliantriol montre de fortes propriétés
antiappetantes vis-a-vis des locustes Schistocerca gregaria. Krauss, en 1987, avait trouvé trois composants
ayant des effets IGR (deregulateurs de croissance). Schmutterer et Wen en 1991 ont trouvé 93% et 100%
de mortalité, suite a une application directe de I’extrait de feuilles et de graines sur les nymphes de premier
stade de Locusra migrotoria migratorioides. Plusieurs dérivés ont été isolés a partir des feuilles, écorce,
tige, racines, fruits et graines dont les principaux constituants insecticides sont 1-cinnamiyl-1.3, 11-
dihydroxymeliacarpine et 1-cinnamoyl melianolone et dont les structures et 1’action sont trés proches de

I’azadiractine (Hajaniaina, 1996).

Yaga a extrait trois fractions neutres de méthanol, responsable de I’activité anti-termite. Parmi ces
fractions, la plus haute activité et plus haute polarité¢ contiennent du niboline A et un composant inconnu

C,3 H3g Os. (Hajaniaina, 1996).
I1.5.Intéréts et propriétés biologiques.

Melia azedarach est utilis¢é pour divers usages. En effet, il est utilis¢é dans la pharmacologie
traditionnelle (Kataria, 1994), il est également connu pour avoir des propriétés insectifuges
(Valladares et al., 1997 ; Valladares et al., 1999 ; Huang et al, 1995). Ces propriétés sont
dues, d’aprés (Bohnenstengel et al, 1999 ; Carpinella et al, 2002) aux limonoides qu’il contient
(Sagoua, 2010). Elle sont des propriétés insecticides, antiappetantes(anti nutritionnelles), de régulation

de la croissance, et de modification du développement (Al-Rubae, 2009).

Figure8 : Parties constituant de M.azedarach qui ont des propriétés biologiques.
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I1.5.1.Activité pharmacologique

La famille des méliacées est connue depuis longtemps pour ses propriétés médicinales (Cella et
al., 2004). Melia azedarach est utilisées en Algérie comme tonique et antipyrétique (Maciel et al.,

20006).

D’aprés Terrac en 1947, toutes les parties de la plante peuvent étre utilisées en pharmacopée

(Hajaniaina, 1996).

Une décoction de 10 feuilles dans 1L d’eaux sert a guérir la constipation et la gastrite pour cette
derniére il s’agit d’un traitement journalier durant une semaine, ceci, réguliecrement deux fois par mois.
Les feuilles écrasées sont posées en cataplasme contre les retentions d’urine, les affections nerveuses et

spécialement 1’hystérie (Hajaniaina, 1996).

Des expériences effectuées sur des rats ont montre que 1’extrait alcoolique de ces feuilles empéche
le changement induit par 1 éthanol sur les paramétres du stress oxydatif, et I’effet a été comparable a

celui de la vitamine E et C; ses feuilles pourraient étre une source potentielle d antioxydant naturel.

(Ahmed et al., 2008).

Certains triterpenes isolés de ces fruits ont une activité cytotoxique tandis que d’autres ont montré
un effet additionnel antiprolifératif modéré contre une variété de cellules épithéliales du poumon
humain, I’adénocarcinome A549, suggérant M.azedarach comme potentiel pour d’autres investigations

comme une source naturelle d’agents anticancéreux (Ntalli et a/., 2010).

Les extraits de ces fruits testés sur des rats albinos normaux ont présenté une activité

hypoglycémiante (Chaturvedi et Segale, 2007).

Selon Saikia et al. (2006), des préparations de feuilles de M.azedarach sont utilisées en Inde pour
traiter différentes maladies de peau : escarboucle, gale, fievre miliaire, cellulite, abces, rougeole et

pédiculose. Les différentes préparations sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau V: Préparations a base des feuilles de M. azédarach pour traiter différentes maladies de

peau (Saikia et al., 2006).

Préparation

Maladies de Peau traitées

Les feuilles sont frisées et oralement
prises.

Les feuilles sont bouillies dans 1’eau et
cette eau est employée pour laver 1’endroit

infecté.

Gale

les feuilles sont bouillies dans ’eau et
employée aprés refroidissement pour se

baigner

Fiévre miliaire

le jus est employé¢ pour laver I’infection. Cellulite
La pate (forme écrasée des feuilles) est Abces
posée sur I’abcés et le jus extrait est
employée pour laver 1’infection.
Les feuilles sont fris¢ et oralement Rougeole
prises.
Le jus est ajoute a I’eau et cette eau est
employée pour se laver
Les feuilles sont imbibées dans 1’eau et Pédiculose

cette eau employée pour laver les cheveux.
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I1.5.2.Activité pesticide

L’activité insecticide de Melia azédarach est due aux triterpenoides biologiquement actifs avec un
effet antinutritionnel, c’est-a-dire il inhibe 1’alimentation des insectes phytophages provoquant la mort et

la malformation des générations suivantes (Chifelle et al., 2009).

De sa propriété insecticide découle 'utilisation des feuilles fraiches en protection des végétaux et
dans la lutte contre les insectes parasites de I’homme et des volailles, et les feuilles fraiches jetées au feu

peuvent éloigner les moustiques (Hajaniaina, 1996).

Carpinella et al. (2003) ont également démontré que les extraits éthanolique et hexanoique de
différentes parties de Melia azedarach (fruits, graines, feuilles) avaient un effet fongistatique sur
Aspergillus Flavus, Diaporthe Phaseolorum Var. Meridionales, Fusarium Oxysporum, Fusarium
Verticillioides, Fusarium Solani et Sclerotinia Sclerotiorum, qui sont des phytopathogenes, pour
des doses minimales d’inhibition de I’ordre de 0,5 a 25 mg.ml- et de 0,5 & 5 mg.ml respectivement

pour les extraits hexanoique de feuilles et éthanolique de graines (Sagoua, 2010).

Les extraits de ses graines et de ses feuilles (séparément) ont présenté une inhibition de 1’éclosion
des ceufs et du développement larvaire de Haemonchus contorus, helminthe, aprés les avoir testés, in

vitro, a différentes doses (Maciel et al., 2006).

Les feuilles broyée ou non, épandues dans la chambre, sous les matelas, tuent les puces et les
punaises. Des expériences in vitro ont démontre I’efficacité de 1’extrait de fruit de Melia azedarach
contre Pediculus humanus capitis, poux de téte, et la possibilité d’utiliser des produits a base de Melia
azedarach pour controler les poux de téte qui sont difficiles a contrdler en raison de leur résistance aux

anti-poux couramment utilisés (Carpinelle et al., 2007).

Les extraits des feuilles et des fruits de Melia azedarach ont présenté une activité antiappétante

(anti nutritionnelle) contre Xanthogaleruca luteola, parasite des feuilles d’orme (Defago, 2006).

Les extraits au méthanol de ses graines et de ses feuilles testes sur Anopheles stephensi, vecteur de
la malaria, ont montré une forte activité larvicide, pupicide, adulticide, anti ponte, répulsive et
dissuasive de piqures. Les extraits de graine ont montré une activité élevée avec toutes les doses testées,
tandis que les extraits de feuille se sont avérés actives seulement avec la dose la plus ¢levée (Nathan et

al., 2005).
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Les extraits de son fruit testes sur Ocneridia volxemi, parasite des feuilles de céréales et autres
cultures, ont présenté¢ des propriétés antiappétante et adulticides importantes (Bounechada et Fenni,

2007).

Par piétinement des bceufs ou enfouissement lors du labour, les feuilles du Melia Azedarach

peuvent servir du moyen de lutte préventive contre les nématodes (Hajaniaina, 1996).
I1.5.4.Activité antivirale

Kim et al., en 1999 ont rapporté que des composés comme le 28-déacétylsendanine extrait

des fruits de Melia Azedarach entraine une inhibition de la réplication de virus (Sagoua, 2010).

Ses extraits ont inhibé la multiplication des virus Sindbis, Junin, Tacaribe, Pichinide, virus de

I’herpes et le virus de la stomatite vésiculaire dans des cultures cellulaires. (Alche et al., 2003).
I1.5.5.Activité antimicrobienne

L’activité microbienne de Melia Azedarach sur plusieurs types de bactéries et protozoaires comme
Bacillus Coagulans, Anterobacter Aerogenes, Proteus Mirabillis, Staphilococcus, Escherichia Coli,
Salmonella Typhi Et Trichomonas Vaginalis a été¢ évaluée en obtenant de bon résultats. (Maciel et al,,

2006).

Les extraits aqueux et chloroformique des feuilles de Melia azedarach ont montré une activité
antibactérienne contre : Bacillus Subtilis, Pseudomonaas Aeruginosa, Staphilococcus Aureus (Gram
positif), Escherichia Coli, Klebsiella Pneumoniae (Gram négatif) avec de meilleurs résultats pour

I’extrait aqueux (Suresh et al., 2008).
I1.5.6.Autres propriétés

Les feuilles de Melia azedarach accélérent la maturation des fruits climatériques : avocats, bananes,
kakis, mangue. Il s agit d’entreposer les feuilles entre les fruits, soit a I’intérieur des trous de maturation

(pour la banane), soit dans les corbeilles méme pour les autres fruits (Hajaniaina, 1996).

Les feuilles broyées peuvent remplacer les savons locaux. La méthode consiste a tremper, pendant
au moins une heure, le linge dans I’extrait aqueux de feuille de Melia azedarach (10L d’eaux pour 1

gobelet de feuilles broyées) (Hajaniaina, 1996).

Les feuilles mélangées avec les pailles de couvaison peuvent prévenir ou tuer les mallophages

parasites des poules couveuses. Les fourrages composés avec des feuilles de Melia azedarach (moitié
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moiti€¢) servent a entretenir la santé bovine et présentent aussi des effets antihelminthiques (Hajaniaina,

1996).

I1.6.Toxicité de la plante

Les travaux menés par Mendez et al., (2002), ont mis en évidence une forte toxicité¢ de 1’écorce,
des fleurs, et des feuilles de Melia azedarach et une faible toxicité du fruit. Des expériences effectuées
en Australie suggerent que la toxicité de la plante pourrait varier en fonction de la région ou elle est
poussée et quelques arbres peuvent étre non toxiques. Il a été rapporté en Argentine que les enfants et

les animaux domestiques ayant ingere les fruits provenant de cette plante n’ont pas été intoxiqués.
I1.6.1. Molécules responsables de la toxicité de la plante

Différentes molécules ont été caractérisées en tant que principe actif responsable de la toxicité de
Melia. azedarach. Pour quelques auteurs la toxine est dans la pulpe du fruit et pourrait étre un alcaloide
de structure chimique inconnue. D’autres chercheurs ont isolé des saponines avec des propriétés
hémolytiques, et plusieurs limonoides potentiellement toxiques. D’autres chercheurs encore ont trouvé
’alcaloide azaridine, une résine, un tannin, et des acides meliotoniques et benzoiques. Quatre substances
de triterpenes extraites a partir de ses fruits sont identifiées et dénommeées comme meliatoxine Aj, A,,
B, et B, qui sont supposées étre responsables des signes nerveux, d’autres molécules isolées mais pas
encore identifiées seraient responsables des perturbations digestives (Mendez et al.,, 2002). Il n’y a pas

de traitement spécifique ou antidotes, le traitement est au mieux symptomatique (Kiat, 1969).
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III Matériel et méthode
II1.1. Matériel végétal

Les feuilles de Melia azedarach (figure9) ont été récoltées le mois d’Avril 2011 a

proximité de I’université de Bejaia.

Figure9 : les feuilles de Melia azedarach
II1.1.1 Préparation de la poudre végétale

Apres la collecte du matériel végétal, les feuilles préalablement débarrassées de toute

poussiére et toute autre impureté, ont été séchées a 1’¢tuve a 40°C pendant 10 jours.

Pour permettre 1’obtention d’une poudre végétale fine et homogene. Les feuilles séches
ont ¢été broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’ a I’obtention d’une poudre homogene.
Cette derniere a été tamisée avec un tamis<<Retsh-AS 200>> de diametre 0,5mm. La poudre

obtenue a été conservée a température ambiante, a I’abri de la lumiére et de I’humidité.
II1.2.Matériel bactérien

Les souches bactériennes utilisées sont des Pectobacterium Carotovorum Carotovorum

(Pcc), Pectobacterium Carotovorum atrospicum (Pca) et Dickya ont été fournis par professeur
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II1.3 Extraction

A fin d’extraire les principes actifs de la plante utilisée, une extraction a reflux a été

utilisée avec un solvant polaire, 1’éthanol a 100%.

Le systtme a reflux comporte un chauffe-ballon de type<<HEATING MANTLESS

MODEL 655>> avec un bras de soutien, du condenseur, un ballon, et un systéme réfrigérant.
I11.3.1 procédé d’extractions

10g de poudre ont été mélangés avec 100ml d’éthanol dans un ballon. L’extraction a été
réalisée dans un chauffe-ballon pendant 15mn. Apres refroidissement, 1’ extrait obtenu a été filtré
a travers un filtre wattman N°2. Le filtrat est récupére dans un flacon recouvert avec du papier
aluminium, puis mit dans une étuve réglée a 40°C pendant 2jours. L’extrait brute est conservé a
température ambiante et a I’abri de la lumicre. Le rendement d’extraction a été calculé selon la
formule suivante :

Ry(%)= [(Py1/ Py].100
Py. masse en gramme de la poudre utilisée
P;: masse en gramme de I’extrait sec a traiter

R(%): rendement d’extraction exprimé en %

Les étapes suivies pendant I’extraction sont récapitulées sur le schéma suivant :
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10g de I’échantillon + 100ml de I’éthanol

15 min de chauffage a reflux

Filtration (Papier Watman, N%2)

Evaporation (40° C pendant 2J)

Figurel0: Protocol suivi pour I’extraction des feuilles de Melia Azédarach

I11.4 Analyse par chromatographie sur couche mince
I11.4.1 Principe

La chromatographie sur couche mince est une technique courante de caractérisation. Elle
est basée sur la différence d’affinités (au sens d’interactions intermoléculaires) d’un constituant
d’un mélange entre une phase solide (silice le plus souvent, mais aussi alumine ou cellulose) et

une phase liquide, un éluant, constituée d’un mélange de solvants organiques.

La ccm sépare les composés organiques de faible poids moléculaire, selon leur polarité
(Schéma et al., 2009). Elle est basée sur la formation de liaisons momentanées entre les especes
chimiques des extraits et la phase fixe. La fagcon dont chaque espéce chimique migre dépend de

sa solubilité dans la phase mobile (I’¢luant) et de son adsorption sur la phase fixe (gel). La
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séparation est basée sur la différence de vitesse de déplacement des espéces chimiques sur la

phase stationnaire (Browning, 1971 ; Sine, 2003).

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que 1’on

appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf) :

Hauteur de la tache

Ra(%)=

Hauteur du front du solvant

Chaque tache correspond a un constituant et on 1’identifie par comparaison du Rf avec un
témoin (une méme substance migre a la méme hauteur dans des conditions opératoires identiques

au méme Rf).
I11.4.2 CCM sur gel

On a coupé des petites plaques de (10x5) cm , qui ont été régénérées en les déposant dans

une étuve réglée a 100° C pendant 5mn.
Phase stationnaire : HPTLC gel de silice 60F254. Merck. KGaA. Lot: 013 333 609.
Phase mobile: (toluene/ methanol) (v /v) (2ml).

L'¢luant a été versé dans la cuve. Sa hauteur correspond a environ 0.5cm du fond de la
cuve. Cette derni¢re est refermée de manieére a former un environnement saturé de vapeur de

solvant.
I11.4.3 dépot de I’échantillon

La préparation de l'échantillon se fait par l'intermédiaire de solvants volatils qui peut étre

différent de I'¢luant. Ici on a choisi le DMSO pour solubiliser notre extrait.

Une goute de I’échantillon (10mg /ml) a été déposée sur la plaque a environ 1 cm de la

bordure. Une fois séchée, la plaque a été introduite dans la cuve. A la fin de la migration du
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solvant, la plaques est retirée de la cuve et séchée. La visualisation des spots (taches) a été

réalisée sous lampe UV a deux longueurs d’ondes différentes (253 et 360 nm).

I11.5 Dosage des polyphénols
II1.5.1 Principe :

La méthode de dosage des polyphénols utilisée est celle de Lister& Wilson (2010). Elle
consiste a mélanger 1’éxtrait avec le réactif de Folin-ciocalteu et la solution de carbonate de

sodium (Na,CO3).
II1.5.2 Méthode :

Iml d'extrait de I'échantillon a été mélangé a 0,5ml du réactif de Folin-ciocalteu et a 0,5ml
d'une solution de bicarbonate de sodium (Na,COs3). Le mélange a été agité vigoureusement et

incuber pendant 2h a une température ambiante ; puis l'absorbance a 760 nm a été calculée.

La teneur de D’extrait en polyphénols a ¢t¢ déterminée en se référant a une courbe

d’¢étalonnage, établie dans les mémes conditions, avec I’acide gallique.

Les résultats sont exprimes en mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg

EQ AG/g d’extrait sec).
I11.6 dosage des flavonoides
I11.6.1 principe

L’analyse quantitative des flavonoides a été réalisée selon le protocole de (Quettier-
Deuleu et al, 2000) qui est basée sur la formation d’un complexe flavonoid-aluminium, qui

donne a la solution une coloration jaunatre.
I11.6.2 Méthode

Iml d'une solution méthanolique d'AICI3 a 2% est rajouté a Iml de I'extrait éthanolique

des feuilles de Melia azedarach.
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Aprés 15 minutes d'incubation a une température ambiante, l'absorbance du
mélange est lue a 430 nm, la quercétine est utilisée comme un standard, la quantité

des flavonoides est estimée en mg EQ/g d'extrait sec de la plante.
I11.7 Etude de ’activité antibactérienne de I’extrait des feuilles de Melia azedarach

L’étude de cette activité consiste a tester les effets antibactériens de 1’extrait éthanolique
des feuilles de Melia azedarach. Pour cela on a utilise les méthodes de diffusion sur disque et

de dilution en milieu solide.
II1.7.1 Les souches bactériennes

Les tests antibactériens ont été effectues sur des germes phytopathogénes responsables de
la pourriture molle et jambe noire des cultures telles que la pomme de terre. Les souches utilisées

sont rapportés comme suit :

> Pectobacterium carotovorum carotovorum
> Pectobacterium carotovorum atrosepticum
> Dickeya ssp

II1.7.2 Déroulement du test

Les souches bactériennes ont été repiquées selon la méthode des stries sur le milieu king B,
puis incubées a I’étuve a 26°C pendant 24h, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies

isolées qui vont servir a préparer 1’inoculum bactérien.
I11.7.2.1 Préparation de I’inoculum standard bactérien

L’activité de tout agent antimicrobien est dépendante de la densité de la suspension
cellulaire de la souche cible utilisée. L’inoculum est préparé a partir d’une culture pure de
241/26°C sur milieu d’isolement (King B). Quelque colonies ont été prélevées a 1’aide d’une

pipette pasteur, puis mises en suspension dans un brouillon nutritif.

Des dilutions de 107" et 107 ont été préparées, et utilisées pour effectuer le test
antibactérien. La dilution 4 10 ayant une DO de 0,5 (qui correspond a 10° unité de colonies

bactériennes) a été utilisée.
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II1.7.2.2 Test antibactérien
I11.7.2.2.1 principe

Le principe de ce test repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide,
dans une boite du pétri, a partir d’un point précis, avec création d’un gradient de concentration
aprés un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme (Billerbeck, 2007 ;

Kaloustian et al., 2008).

L’effet de la substance antimicrobienne sur la cible a été évalué par la mesure d’une zone
d’inhibition.

I11.7.2.2.2 Description de la méthode

La gélose Mueller Hinton(MH) a été coulée en boites du pétri sur une épaisseur de

4mm.Aprés solidification, une suspension bactérienne de 10° a été étalée sur la gélose en

utilisant un ratoir.

Des disques de 4mm de diameétre, découpés du papier Wattman N°01, stérilisés et
imprégnés de 20ul d’extrait éthanolique ; préalablement solubilis¢ dans 10% de DMSO. Les

concentrations utilisées sont : 20, 10 et Smg/ml/disque.

Dans les mémes conditions, des disques imprégnés de DMSO sont utilisés comme témoin

négatif. Chaque test a été effectu¢ deux fois. Les boites ont été incubées durant 48heures a 26°C.

L’activité antibactérienne de I’extrait a été évaluée par la recherche d’une zone d’inhibition

autour du disque imprégné d’extrait.
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IV. Résultats et discussion

IV.1 Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction par I'éthanol des feuilles de Melia azedarach est calculé comme

suit :
Le rendement d’extractions R(%)= [(P1/ Py].100
=8,11%

L’extraction a 1’éthanol a permis d’obtenir 0.811g d’extrait sec a partir de 10g de poudre de

la plante qui correspond a 8,11%

Le taux d’extraction a I’éthanol est élevé, ceci indique que les feuilles de Melia azedarach

sont moyennement riches en composés solubles dans 1’éthanol, comme les polyphénols.

D’aprés les travaux de Munir et al. (2012), le taux de rendement des extraits
méthanoliques (méthanol a 80%) de tige, des feuilles et des fruits de Melia azedarach séchés
au soleil et a température ambiante est de I'ordre de 10.11 a 17.30 et de 8,20 a 15,60%,
respectivement. Il a été constaté que les échantillons séchés sous le soleil ont des rendements

d’extraction plus élevés.

A partir de ces résultats on déduit que le taux d’extraction varie en fonction de la partie de

la plante et du solvant utilisé.

Selon Cowan (1999) et Raghvan et Richards (2006), I’éthanol est le meilleur solvant
d’extraction des polyphenols et le moins toxique par rapport aux autres solvants organiques
tels que 1’acétone. En plus, Martini et Eloff (1998) ont rapporté que I’éthanol permet
d’extraire des composés doués d’activité antibactérienne a partir de différentes plantes
médicinales avec un rendement d’extraction plus élevé que les autres solvants (Martini et

Eloft; 1998).

IV.2 Chromatographie sur CCM

Les résultats obtenus apres la migration sur les plaques de ccm sont présentés dans la

figure suivante :
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Figurell: Profil chromatographique de 1’extrait des feuilles de Melia azedarach

L’observation de la plaque sous la lampe UV (253 et 360) a montré 4 taches, bien

séparées. Les Rf ont été calculés et présentés dans le tableau suivant :

TableauVI : Les résultats de la ccm

Absorbance a UV Rapport frontale
253 360

lere tache + + 0,142

2eme tache + - 0,328

3eme tache + + 0,742

4eme tache + + 0,914

Le systeme utilisé: toluéne, méthanol, en volumes 1,1 respectivement s’est avere

efficace pour séparer certains types de composés de Melia azedarach.

Ces résultats montrent que les feuilles de Melia azedarach sont relativement riches en
composés. En effet, les travaux menés par Ntalli et al. (2010), sur Melia azedarach ont permis
de mettre en évidence la présence de quatre limonoides de nature tri-terpénique dans les
extraits méthanoliques. Ces composés correspondent aux : 3-a-tigloylmelianol, melianone, 21-

B-acetoxy-melianone et méthyle kulonate.

Signalons que l’isolation des matieres actives des feuilles de Melia azedarach a

commencé en 1946 par chauvin qui a extrait une substance amere qui 1’a appelé : meliatine.
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D’autres travaux menés par Chiffelle et al. (2009), rapportent que Melia azedarach
contient également de nombreux composés phénoliques parmi lesquels trois seulement ont été

identifiés (la catéchine et deux types de karampherol).
IV.3-Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu avait pour objectif la

détermination de la teneur totale des feuilles de Melia azedarach en polyphenols.

A partir de courbe d’étalonnage de ’acide gallique (annexel), la concentration a été
calculée et exprimée en mg EQ/d’extrait sec; la proportion en polyphénols dans Melia

azedarach est de 1.426 £0.97 mg EQ/ g d’extrait sec.
IV.4-Dosage des flavonoides

A partir de courbe d’étalonnage de la quercetine (annexe2), la concentration a été calculée
et exprimée en mg EQ/g d’extrait sec. La proportion en flavonoides de 1’extrait est

de 0.16+0.68 mg EQ/g d’extrait sec.

Selon Munir et al. (2012), Les quantités en polyphénols (PTC) et en flavonoides (TFC)
dans les extraits méthanoliques (méthanol a 80%) des différentes parties : tige, feuilles et
fruits de Melia azedarach, séchés au soleil, sont de 1'ordre de 74,43 a 112,10 mg GAE / g DW
etde 13,32 228,11 mg CE / g DW, respectivement.

Les parties de la plante séchées a température ambiante, présentent des taux des PTC et
TFC de l'ordre de 66.89 a 103.34 mg GAE / g DW et de 10,67 a 23,45 mg CE / g DW,

respectivement.

La comparaison du séchage au soleil, et a température ambiante a montré que toutes les
parties de Melia azedarach séchées au soleil présentent des valeurs plus élevées de PTC et
TFC. La valeur maximale des flavonoides totaux (28.11mg / g DW) a été obtenue a partir de
tige séchés a température sous le soleil tandis que la valeur minimale (10,67 mg/ g DW) a été

obtenue a 'air ambiante pour I’échantillon de fruits secs.
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La quantit¢ des composés phénoliques des extraits éthanoliques de la plante étudiée
dépend essentiellement : de son origine, la saison de culture, la saison de récolte, les
conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique, les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante et la durée de conservation

(Zeghad, 2009).

IV.5 Activité antibactérienne de D’extrait des feuilles de Melia azedarach sur les

souches pectobacterium

Les résultats du test antibactérien sont présentés sur la figure suivante

(A) (B) ©)

Figure 12: résultats du I’¢tude de Dl’effet de I’extrait de Melia azedarach sur les

pectobacterium dans les boites de pétri, (A): avec Pcc, (B): avec Pca, (C): avec Dk

Les zones d’inhibition de la croissance des souches bactériennes Pcc, Pca et Dk par

I’extrait des feuilles de Melia azedarach sont rapportées dans le tableau suivant :
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TableauVII : Résultat des testes sur ’activité antibactérienne de Melia azedarach sur

les souches pectinolitiques in vitro.

Résultats et discussion

Zone d’inhibition Disquel Disque2 Disque3 Témoin
(5mg/ml) (10mg/ml) (20mg/ml) DMSO
Souches bac
Pcc 14mm 185mm 275mm Omm
Pca Omm 0 mm 0 mm 0 mm
Dka Omm 0 mm 0 mm 0 mm

Les résultats de 1’étude de I’effet antibactérien de 1’extrait éthanolique des feuilles de
Melia azedarach montre que cette derniére exerce une action antibactérienne sur la souche
Pectobacterium carotovorum carotovorum (Pcc) avec toutes les concentrations testées (20, 10,

5 mg/ml). Le taux d’inhibition vari en fonction de la concentration utilisée.

Par contre, aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les deux autres souches (Pca et

Dka) et ce avec les trois concentrations.

Le témoin (DMSO a 10%) n’a donné aucune zone d’inhibition ceci explique que le DMSO

n’exerce aucun effet sur les trois souches bactériennes.

Il a été rapporté que la méthode de diffusion sur disque est la plus utilisées pour I’étude de
I’activité antibactérienne des substances naturelles des extraits des plantes médicinales (Gulgin

et al., 2004 ; Van Vuuren, 2008).

Selon Maciel et al. (2006), I’activité antimicrobienne de Melia azedarach a été évaluée sur
plusieurs types de bactéries et protozoaires comme Bacillus coagulans, Anterobacter
aerogenes, Proteus mirabillis,

Staphilococcus, Escherichia coli, Salmonella typhi Et

Trichomonas vaginalis (Maciel et al., 20006).

Selon Suresh et al. (2000), les extraits aqueux et chloroformiques des feuilles de Melia

azedarach ont montré une activité antibactérienne contre : Bacillus subtilis, Pseudomonaas
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aeruginosa, Staphilococcus aureus (Gram positif), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

(Gram négatif) avec de meilleurs résultats pour I’extrait aqueux.

Viqar Khan et a/ en 2011 a démontré que les extraits de graines de Melia azedarach sont
efficaces pour contrdler l'infection causée par les bactéries a Gram négatives. Tous les extraits
de graines ont montré une importante activité antibactérienne lorsqu’ils ont été testées sur des

souches a Gram + et a Gram - (Khan et a/., 2011).

L'activité antibactérienne de n’importe quelle plante peut étre expliquée par le
mécanisme de toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des interactions
non spécifiques telles que I'établissement des ponts hydrogénes avec les protéines des parois
cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques, inhibition du métabolisme
bactérien, la séquestration de substances nécessaires a la croissance des bactéries (Karou et

al., 2005).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs

connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Les analyses qualitatives effectuées par la chromatographie sur couche mince sur
gel de silice, ont montré sous UV la présence d’une multitude de variétés de composés
(quatre taches). Quantitativement, 1’évaluation du contenu des phénols totaux en utilisant
la méthode de Folin-ciocalteu révele la présence des quantités moyennement
importantes en polyphénols (1,43+0,97 mg EAG /g d’extrait sec) De méme nous avons dosé
les flavonoides par la méthode d’AICl; qui nous mene a conclure que cette plantes

contient principalement des flavonoides (0.16 = 0.68 mg EQ /g d’extrait sec).

Au cours de cette étude nous avons réalis¢ également un test antibactérien vis-a-vis des
bactéries pectinolitique  Erwinia (Pcc, Pca, Dk) pathogeénes redoutables des culture,
responsables des pourritures molles des tubercules et de jambe noire; les résultats
microbiologiques ont montré que D’extrait éthanolique des feuilles de cette plante (Melia
azedarach) exerce un effet antibactérien sur la souche Pectobacterium carotovorum subsp
carotovorum et non pas sur les deux autres souches (Pectobacterium carotovorum subsp.

atrosepticum et Dickeya spp).

Comme perspectives, il serait intéressant de purifier et de caractériser les composés
actifs obtenus a partir des feuilles de Melia azedarach et d’orienter [’étude vers la
réalisation des tests approfondis et complémentaires sur ’activité antibactérienne de ces
composés dans le but de trouver des molécules efficace contre les maladies des cultures
végétales, notamment, la pourriture molle de la pomme de terre et de remplacer les pesticides

chimiques utilisés.
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Resumé

Erwinia est parmi les agents pathogénes les plus importants. Elle est responsable de la
pourriture molle et la jambe noire qui induisent des pertes économiques considérables, ainsi qu'une
dégradation de I’environnement par 1’utilisation excessive des produits chimiques comme alternative
de Iutte. C’est pour cela les chercheur se sont t’adressé a la phytothérapie et dans ce travail nous avons
étudié une plante appelé Melia azedarach connue pour son trés large éventail d'activités biologiques.
Notre travail est constitué de [’analyse, le dosage et I’étude de 1’activité antibactérienne contre les

souches Erwinia de 1’extrait éthanolique des feuilles de cette plante.

La ccm nous a révélé la richesse de cette plante en composés métaboliques. Les teneurs en
polyphenols et en flavonoides de I’extraits éthanoliques des feuilles de Melia azedarach sont de:
1,43+0,97 mg EAG /g et 0,16 £ 0,68 mg EQ /g d’extrait sec, respectivement et les résultats
microbiologiques ont montré que les feuilles de M. azedarach ont une activité antibactérienne sur

la souche Pcc et non pas sur Pca et Dka.
Mots clef : Melia azedarach, Pectobacterium, ccm, flavonoide, polyphénols, activité antibactérienne.
Abstract:

Erwinia pathogens is among the most economically important crops. It is responsible for soft rot
and blackleg that cause considerable economic losses, as well as degradation of the environment
through excessive use of chemicals as an alternative control. That is why the researcher is interested in
phytotherapy .In this work we have studied a plant called Melia azedarach known for its wide range of
biological activities. Our work is based on the analysis, the dosage and study of antibacterial activity

against Erwinia strain of the ethanolic extract of the leaves of this plant.

The TLC has revealed the richness of this plant metabolic compounds, the content of polyphenols
and flavonoids in ethanolic extracts of Melia azedarach leaves was 1.43 + 0.97 mg EAG / g and 0.16
+ 0.68 mg EQ / g dry extract, respectively, and microbiological results showed that M. azedarach

leaves have antibacterial activity of strain Pcc and not on Pca and Dka.

Keywords: Melia azedarach, Pectobacterium, TLC, flavonoids, polyphenols, antibacterial activity.
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