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RESUME

L éanthracnose constitue pour plusieurs productions végétales une maladie importante qui
engendre des pertes post récoltes considérabtdietotrichum musaest le responsable de
cette maladie chez |l a banane desecommeale Lout
systeme lactoperoxydase (LPS) représente une voie naturelle de lutte intéressante contre

| 6ant hracnose. Dans cette ®tude, nous avons
syst me existant ou en sub sdubstitutienmu thidcyanate hi o cy

| 6i ode a permis dbébavoir un effet fongicide

De pl us, ddautres substancf%est cloomhmei [lea dea cN eoe
étudiées pour leur effet antifongique. Les deux derniéres substances ont dormiéhutieni

sup®rieure respectivement ° 90% et © 40%., t

Moti Clés: LPS, lactoferrine, Bioxéda®, anthracnose banane Huile de Neem

Colletotrichum musae

ABSTRACT

Postharvest diseases are a major confmrseveral plant products, leading to considerable
postharvest losse€olletotrichum musaés responsible for anthracnose and is also involved

in crown rot, the two main postharvest diseases of bananas. The use of natumatrabial
agents such asehlactoperoxidase system (LPS) represents an interesting alternative to the
use of fungicides for the control of postharvest diseases of baffdnastudy consisted on
optimization of the LPS by adding iodide or substituting the thiocyanate by iodide.

Moreover, other substances like lactoferrin, BioXedad Neem oil were analyzed for their
antifungal effect. The last two compounds gave an inhibition higher than 90% and 40%

respectively. No effect of lactoferrin was observed.

Keyi Words: LPS, lactoferrin, Bioxeda®, anthracnose, banana, Neem oilColletotrichum

musae
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LoO®t at sanitaire de | a banane dessert est un
(Joas eMalisart,200]). Cette qualité est détériorée par des maladies post récolte dont la plus

i mportante e gd¢ Lajeyel®97).EHeaest mausegar Cplletotrichum musae

(Berk & M. A. Curtis) Arx. Léant hracnose se
développement du champignodulan, 2004, Iésions de coloration brunes qui noircissent
ensuite et eanalide couleur saumbn cdndme ¢es conidiesCdietotrichum

musae

Léant hracnose est trait®e par des Frassag,i ci de
1969; Rippon etGlenniesHolmes, 1973, | 61 Kraussaetlohdnsorf2000 ou encore le

bénomyl. Cependant, on observe une acquisition de résistanCellgtotrichum musagar

rapport a ces fongicides. De ce fait, les doses de traitements sont augmentées pour avoir les
effets escompté@iostachyet al, 1990; Johansoret Blasquez,1992) Un des enjeux actuels

est donc de trouver des traitements adéquats permettant de conserver les fruits en bon état et
d6®viter des probl mes environnementaux et ¢
de traitement peut e nt rda fongeides tabsa lpsp praduits i o n
commercialisés\(enezianoet al, 2004 et nuire ainsi a la santé des consommateurs. La
Ssubstitution des produits chimiques par des
animale moins dangereux pour la santé humae et |l 6environnement se
intéressante.

De nombreuses études montrent que des composés dérivés de certaines plantes et/ou animaux

auraient une activité biologique contre certains organismes vivants pathogenes.

Chest | e c dastopatoxydasey(EPS) reneontré dans le Ihiaidu, 2000. Ce
syst me est compos® de trois ® ®ments qui so
|l e peroxyde doéhydrog ne. Coest l a r®action

catalysée par la lactoperoxydase qui donne le principe actif antimicrobien de ce systeme

| 6i on hy p oJadobeba,y2000.a0es effdts inhibiteurs de ce systeme ont été
démontrés pour certaines bactéries, champignons et Marslt{allet Reiter,1980; de Wit et

van Hooydonk1996; Wolfsonet Sumner1993;Naidu,2000.

Le but de ce travail est donc ddéam®liorer |6
(LPS) sur la croissance de différentes souches fongiques pathogEp®nsabke de

| otlratnose chez la banane, la banane dessert étant la deuxieme production mondiale

fruitiere aprés les agrumeBdreet Loeillet,1999. En effet des études antérieures ont montré

2



Introduction

| 6effet inhibiteur du LPS sur |ta®rcrtoi d&@amtcien
cet ef fet. Pour se faire, ddautres substanc

dans le but de leur éventuel couplage avec le LPS.

Dans le premier chapitre de cette these seront présentés

Des généralités sur le bananietaebanane

Léant hracnose, |l a mal adie, | 6agent causal

Le Neem

Le Systemel actoperoxydase
- LaLactoferrine

Dans le deuremechapitre seront présentés le matériel et les méthodes utilisés
Dans k troisemechapitreserontprésengsles résultats

Enfin, naus présemronsune conclusion généradénsi que les perspectivdse | 6 ®t ud e .
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I. LE BANANIER/LA BANANE

l.1. Taxonomie

La banane est l e fruit du b aSciaminatkeset, de o n o c o f
famille des Musacées ori gi nai r e-estd(8irAnsonds, 1962). C&te damille
comprend deux genrelSlusaet Ensetg(Stover et Simmonds, 1987). Le geMasaregroupe

des bananiers du type séminifere ou sauvage et de type parthénocarpique ou cultivar. Les
bananies séminiféres ou a graines sont diploides (2n = 22) et se multiplient végétativement

ou par voie sexuée. Sur les 15 especes décrites dans la &eotiosa M. acuminataColla

(génome AAw) eM. balbisianaCol | a (g®nome BBw) soauttivés, | 6or |
ces derniers ayant été obtenus par réarrangement des génomes de ces deux especes et
augmentation de leur niveau de ploidie (Cheesman, 1848)g1).

Les bananiers sont différenciés en fonction de la qualité de leur fisuisont dits de typ

«dessery lorsque la banane est riche en sucres aucdire» si elle est plutot riche en

amidon. Les bananes exportées sont principalement des bandesserb, triploides de

| 6 e sh\b. actminata(AAA) du sousgroupe des €avendish». Les banamirs a cuire sont

surtout des hybrides triploides avec deux génommsninataet un génomebalbisiana

(AAB), © 1 6instar taleas). banani ers plantains (
Musa acurinata Musa balbisiana
AA BB

Hybridation, polyploidie

-

Diploides

m

AAA ABB
Figue sucrée / l \ ¢
Gros Michel Figue rose Cacambou

Sousgroupe Plantain Pomme et

Triploides

Cavendish Figue pomme

Figure 1: Diagramme de la classification des cultivars a fruits parthénocarpiques
(Lassoudiere, 2007)
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Tableaul : Principaux cultivars a fruits comestibles (Lassoudiére, 2007)

Groupe Sousgroupe Cultivar Type de fruit

Sucrier Pisang mas, Frayssinette, Figue suc Dessert
Pisang liln Pisang liln Dessert

A Pisang berangan  Pisang krangan Dessert
Lakatan Lakatan Dessert
Cavendish Lacatan, Poyo, Williams, Granc Dessert

Naine, Petite Naine

Gros Michel Gros Michel, Cocos, Highgate Dessert

AAA Figue rose Figue rose, Figue rose verte Dessert
Lijugira Intutu, Mujuba A biére, a

cuire

Ibota Yangambi km5 Dessert

AB Ney Poovan Safet Velchi, Sukari Dessert acide
Figue pomme Magca, Silk Dessert acide
Pome Prata Dessert acide
Mysore Pisang Ceylan Dessert acide
Pisang kelat Pisang kelat A cuire
Pisang rajah Pisang rajah du A cuire

AAB Plantains cultivars French A cuire
Plantains cultivars Faux corne A cuire
Plantains Cultivars Corne A cuire
Popoulou Popoulou A cuire
Laknao Laknao A cuire
Pisang nangka Pisang nangka A cuire
Bluggoe Bluggoe, Matavia, Poteau, Gambou A cuire

ABB Pelepita Pelepita A cuire
Pisang awak Fougamou Dessert
Peyan Peyan A cuire
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rajet
tige
florale
partie
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Figure2:Sch®ma de | 6organisation du bananier
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[.2. Morphologie de la plante

1.2.1. Appareil végétatif
Le bananier est uneetbe géante monocotylédone ne possédant pas de tige végeétative
aérienne(figure 2) Sa tige vraie constitue un rhizome, bulbe ou souche qui est un organe
souterrain, émettant des feuilles selon plusieurs hélices. Le rhizome est le centre vital du
bananier] i eu de formation des racines, des feuil
Le pseudd r onc est form® par | 6embo” t ement des
8 metres. Les feuilles sont émises par le méristeme terminal de la tige vraedénc, les
feuilles les plus jeunes se trouvent au sommet du pdenioet les plus vieilles a la base.
El'l es sont constitu®es dobébune gaine, se prol
une nervure centrale séparant un vaste limbe en ghaties sensiblement égales. Les feuilles
ont une durée de vie de 70 a plus de 200 jours (Stover et Simmonds, U88¥gnanier
pos®de en général de 10 a 15 feuilles fonctionnelles a la floraison et de 5 a 10 feuilles a la

récolte. Cependant, ce nombrarie en fonction des conditions v@étonnementales et des

maladies

A la fin de | a phase v®g®tative, | e m®rist n

tige vraie attrohar dui pskda®mergence da | 6i nf

ve®g®tatif ° |1 6®tat floral séop re trois mois
.2 . 2. Description de | 6inflorescence

L6éinflorescence du bananier peut °tre verti
grappe compl e x @dampeoflarale ou tachi® sur ldgdellendes grappes de fleurs
ou «mains» sont arrangées selon trois hélices (de Lapeyre, 1999). Ces grappes prennent
nai ssance ~ | 6aisselle de bract®es caduques
f | e u rlles,soieptundles ou femelles, sont zygomorphes, de type 3 complexes.
Ces fleurs sont la plupart du temps caduques. Les fleurs femelles sont formées en; premier
elles ont un ovaire infére triloculaire, avec un style épais et court. Les 5 étaminesisibes ré

des staminodes. Lébovaire augmentdeigtdaer vol ur
banane
Formé de la peau (péricarpe) et de la pulpe (endocarpe), le doigt est relié au coussinet par un
pédicelle. Les fleurs méles ont un ovaire réduigcawn style filiforme et long. Les 5 étamines

sontnormalesmais ne produisent pas de pol{&assoudiere, 2007).
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I.3. Aspect agronomique

1.3.1. De la floraison a la récolte
La qualit® de |[depuibla chanmpeAussipcaeraigas imesuréspérations
sont indispensables pour obtenir un produit fini de bonne qualité.
D s | d6apparition de | d6inflorescence, une pr e
pourraient g°ner | a sorti e;cdte oper&igs nep peul I[1ed al
dégagement (de Lapeyre, 1999).
Au stade floraison, le bourgeon male est sectionné. Puis les régimes sont gainés. La durée de
croissance des fruits varie de 60 a 180 jours, selon les conditions climatiques. La récolte
sbeffect ue etludoig médian dé la degiera ain atteint au mimirBAmm.
Actuellement, pour décider de la date de coupe, la majorité des planteurs utilisent la somme

thermique couplée au grade (Lassoudiere, 2007).
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Découpe des mains d
bananes

Des chocs entre les fruits d¢
mains supérieures et ceux d

inférieures sont fréquents

Découpe des bouquets
Cette  manipulation peu
engendrer diverses blessun
sur le fruit (chocs contrdée

bac, coups de couteau, etc.)

Traitement fongicide des

fruits par pulvérisation

Mise en carton

Cette manipulation est cell
qui engendre le plus d
blessure sur les fruits (chod
entre  fruits, pliure dg
pédoncules, compression d
fruits pour femer le carton,
etc.)

Figure 3: Les différentes phases de découpgeetonditionnement des fruits a la station
déoembal |l age. Chacune de ces mani pul ations
(Chillet, 2003)

10
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1.3.2. De larécolte au transport
La récolte des régimes de banast manuelle. La hampe florale est sectioratde régime

est déposé sur uneépauliére» (figure 3).

([@))
(¢
3

Les diff®rentes ®tapes de | a r®colte ~ I
1999):

- Elimination des piéeces florales

- Découpe en main (dépattage)

- Découpe en bouquet

- Traitement fongicide

- Conditionnement des cartons

- Mise en container
Il est anoter que les régimes sectiona@ivent étre emballés le jour méme.
Les fongicides utilisés comme traitement soriféeb 20 S(200mL/100L) et le Baycor300
EC (70 mL/100 L) le Bankit (100mL/100L ) , | 6 1 max0@aLl).i | (80 mL/
Apres le condittnnement en carton, cegk sont placés dans des containers qui sont eux
mémes chargés dans des bateaux. Les containergesogérésa 13°C afin de ralentir

|l 6activit® m®t aboliqgue des fruits.

l.4. La banane
En termes de production mondiale, la banane est le quatrieme produit agricole apreés le riz, le
blé et le mais. Elle occupe le premier rang de la production fruitiére, avec un peu plus de
100millions de tonnes en 2003 (Lassoudiéere, 2007). Les banarsstdgslii sont en majorité
du sousgroupe Cavendish) représentent 56% de la production totale de banane. Trente pour
cent de cette production sont exportés et cette commercialisation est une source vitale de
revenus pour une quinzaine de pays dans le monde
La banane est un -Bdiuie achdenlalce ®pi eaentcd esn [
synth se do6®t hyl ne au moment de |l a matur at.
La vie doéun fruit climact®rigue se subdivise
- la phase de croissance et de dévetopgnt;
- la phase pr&limactérique ou durée de vie verte (DVV) qui, dans le cas de la banane
doexportation Cavendish, se ;d®roule juste
- la crise climactérique

- la phase postlimactérique ou maturation.

11
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Durant la phase de matut i on de | a banane, on observe d
respiratoire du fruit, duea de nombreux processus biochimiques. Une échelle colorimétrique
de la peau a été définie et est mondialement utilisée (avec quelques variantes})(figuire

déerminer le degré de maturation des fruits.

1 2 3 4 Tournant 5 6 7
Vert Vert claire Tournant Vert Jaune Jaune a Jaune Tiarée

extrémités

Figure 4 : Echelle colorimétrique standard pour les bananes dessert dgreope
Cavendish en fonction du stade de maturation (Soufogdor)

La principale mal adi e p o bracnose®It existé deuxdypes | a b
déoant hr alcbb@sthr acnose de quiescence et | 6ant
La premiere se développe sur le fruit au cours de la maturation en formant des taches brunes a
pourtour diffus qui peuvent devenir ¢escentes pour former une nécrose plus large.

La seconde appelée "chancre", se développe sur des fruits encore verts a partir de lésions de la
peau r®sultant de chocs occasionn®s au cours

12
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| . Ldant hracnose

Il.L6Ant hracnose

L énthracnoseest une altération des productions végétales par des champignons
phytopathogenes appartenant genre Colletotrichum Ces champignons contamineum

grand nombre de fruits, entrainaattnécrose e& termeja putréfactio de récolte (Bailey,

Jeger, 1992 Pruskyet al, 2000).

Les maladies causées par le geQualletotrichum sont trés répandues dans le monde.
Cependant, les plus importantes économiquement sont celles qui attaquent les cultures de

rente telles que le cotpie café, les haricots et les fruits tropicaux, comme les bananes, les

mangues et |l es papayes (Waller, 1992) . Pou
représente la principale maladie fongique c 6 e st |l e cas Cpmusaede!l a bart
Lapeyre @ Bel | air e, 1997), | a ma n @gugloeospbridideg n a me
(Vivekanantharet al, 2004; Abang, 2003; Palhanet al, 2004), la fraise ave€. acutatum

(de | os Santos Garcogoa de Par eGdeotrichinGe® 2 ) . L

traduisent la plupart du temps par la réduction de la qualité et/ou du rendement de récolte.

Des conséquences économiques plus larges sont également liées a d'autres facteurs
comprenant le retour faible sur linvestissement, et le colt des produitsqubsmde
traitement. Beaucoup de plantes doexportatio
pays en voie de développement et les pertes causées par la maladie peuvent avoir un impact
significatif au niveau macréconomique (Waller, 1988). Au m@au micreéconomique, les
réductions de rendement ont un effet non négligeable sur la vie de beaucoup de personnes,
dont la subsistance dépend des marchés locaux pour la noui@&ugenre microbien est

présent dans de nombreuses parties du monde agpongérance souss tropiques. Les

maladies povoquées par les espéeces appartenant genoee ont un impachégatif tres

important sur leproductiors végétalesnondiales telles que les céréales, les Iégumineuses et
lesfrut s do6éexpor t atdequentrgiféaéslpertes,écodofegunsidérables.

La capacitéde ces agents microbieascauser des infections latentes ou de quiescences les
placent parmi les prcipaux pathogenes post récolte des productions végétales.

Aprés la récolte des fruit4, 6eau de | avage souvent recycl ®ec
source idéale de contamination. Le stockagefdets dans un hangar a la température et

l 6humi di t ® s uégdlamendanctoissaincef dasvnaarobrgaaismes pathogehes
permetacederi er s de bi elesfrdtd Dunastiedrdnspert verslesmarchés, les

conditions dumilieu (températures et humiditékevees) favorisent également leur croissance.

13



II.2. Le genre Colletotrichum

[1.2.1. ElIéments de taxonomie

Revue de la littérature

Le genre Coktotrichumappartient d'ordre desMélanconialeqconidies produites dans des

acervulesye la classe dgsoelomycetegHawksworthet al, 1983).Les conidies des especes

du genre Colletotrichum sont unicellulaires, elliptiques ou falciformes, hyalinesnssa

appendices et sont produites apicalement sur des conidiophores, dans une gelée sporifere de

couleur saumon a orange (von Arx, 198L)I sbagi't doun genre dor

particulierement complexe. Cette situation résulte principalement du fdih gé@omination

a souvent ®t ®

accor d®e en f o nOoletotochumal &é | 6 ht t

isolée, alors que certaines espéces sont tres polyphages.

Le tableaull donne la liste des différentes especes @dletotrichum responsables

d 6 a achokee t | es di

ff®rentes plantes qubéelles in

Tableaull : Liste non exhaustive des espéces du g€otketotrichum
et des plantes quoi lesal,i985.ect ent (adap

Especes

Hotes

Colletotrichum acutatum

Colletotrichum coccodes
Colletotrichum kahawe
Colletotrichumdestructivum
Colletotrichum fragariae
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichumlindemuthianum
Colletotrichum musae
Colletotrichum malvarum
Colletotrichum orbiculare
Colletotrichumcaudatum
Colletotrichumcapsici
Colletotrichumcircinans
Colletotrichum @&matium
Colletotrichum &lcatum
Colletotrichum graminicola
Colletotrichum sublineolum
Colletotrichum truncatum

fraise, pomme, auberginecafé, avocat
tomate, papaye
Solanaceag¢tomate)

Coffea(café)

Fabaceae

Fragaria (fraise)

Manguier, igname, banana, aebc
PhaseolugHaricot)
Musa(banana)

Malvaceae

Cucurbitaceae, Asteraceae
Poaceae

Solanaceagpiment)

Allium (oignon)

Morus (Mdre)

Saccharunfcanne a sucre)
Poaceagmais)

PoaceadSorgho)

Fabaceae

[1.2.2. Morphotaxonomie

Un certain nombr e

d 6 ® Cdlieforishumssalés dd feagmenésrde a b i | i

bananiers ont été entreprises. Il est souvent difficile de comparer ces travaux qui ont été

menés dans des conditions de culture difféerentes api r doéi sol ats prove

14



Revue de la littérature

organes du bananier, et pour | esquels I e po
Une synthése de ces travaux est représentée datdelau 111

En d®pit de Il a diver sit ® tendanses seoddgagent doeces d O
différents travaux. Aussi observe t on que les isolats pathogenes ont un mycélium peu
développé et se caracténspar une abondante sporulation qui confére a la culture un aspect
orange. N®anmoi ns, ortpgastoujosrode marghotypea €eb isalpts soats n 6
aussi signalés comme ayant une croissance mycélienne rapide et ils correspondent a la
description deC. musaedéfinie canme suit (de Bpeyre, 1999)

- Colonies avec un mycélium ras ou cotonneux, blanc, devegres avecl 6 ©g e . L a
couleur des cultures est souvent ocr e
sporulation. Les spores sont produites dans des masses sporiferes, de couleur
saumonée, qui sont nombreuses et réparties sur toute la culture. Degredr
stromatiques noires, sont aussi souvent présentes et réparties sur toute la culture.

- Les conidies sont unicellulaires, hyalines, ovales a elliptiques. Leur contenu est
granul eux, mai s | 6on observe un pwentnt nor
accol ® © | 6une de s figare5u kes gimensionsssontdvariables s p o
mais restent dans une gamme delIX 35,5 um.

Les appressoria {23 x 911,5 pum) sont plus ou moins fortementésb

15



Tableaulll : Données bibliographiques stertaines caractéristiques culturales
et pathogéniques de différer@slletotrichum spsolés de banani€¢de Lapeyre, 1999)

Ashby (1931) Simmonds & Mitchell Kaiser & Lukezic Quimio (1976) Yang & Chuang Wijesundera (1994)
(1940) (1966) (1991)
Pays Trinidad, Ceylan, Inde Australie Honduras Philippines Taiwan Ceylan
Organes source: Pédoncules, fruits, feuilles Pédoncules, fruits Couronnes, fruits, Lésions sur fruits Lésions sur fruits L®si ons d6b
feuilles feuilles, bractées
Nombre 35 500600 127/conidies 10 (issus de 4 clones) 66 5 (issus de 5 clones)
doéi s atliést 19/ascospores
Conditions de  PDA PDA, Dox Agar, Malt PDA Milieu de Cook et de PDA-25 °C, a PDA, CzapeckDox,
culture Agar, avoine Agar Czapeck, 30 <°C |l 6obscur it Malt25°C
Lumiere variable
Nombre de 3 3 3 Non décrits 3 Non décrits
morphotypes
Description 1. 66% mycélium aérien A. Le plus commun  1.23% des isolats Des différences A. 53% Colonies La croissance

Forme parfaire

Pouvoir
pathogéne

peu développé. Nombreust
acervules réparties sur tout
la culture

2.22% Séquence allant ver
un mycélium de plus en
plus fourni et une
sporulation denoins en
moins importante

3.12% Présence de
péritheces. Mycélium fourn
gris-blanc. Faible
sporulation

Présente dans le groupe 3
Non présenté (isolats d

groupe 3 seraient moin
pathogénes)

correspondant au
groupe 1 de Ashby
B. Mycélium tres ras
et acervules trés
nombreuses sur toute
la surface du milieu.
C. Mycélium
abmdant et gris.
Faible sporuluation.
Croissance lente

Rare (non décrite)

Tous les isolats
produisent des Iésion
su les pédoncules

conidiens. Type
orange. Mycélium
aérien blanc,
sporulation
abondante.

2.35% des isolats
conidiens. Type
orangenaoir.
Sporulation
abondante.

3.42% des isolats
conidiens. Type gris
noir. Faible
sporulation

18 de type 3 1 de
type 2

Sur couronnes type:1
100 %

Type 2: 63%

Type 3: 46%

morphologiques sont
signalées quant a la
croissance
mycélienne (un isolat
a une croissance trés
faible) et
de la sporulation qui
est toujours plus
élevée en lumiere
continue ou alirnée

Non signalée

Tous les isolats
formes des lésions st
fruits mars

orarges, mycélium
ras, blanc. Sporulatiol
abondante.

B. 29% Colonies
roses, mycélium gris
clair, sporulation
moins abondante.
Sclérotes.

C. 18% Colonies gris
noir. Mycélium gris.
Sporulation moins
abondante.

Absente
Tous les isolats

produisent des Iésion
sur fruits

mycélienne est rapide
et la sporulatio
abondante

Non signalée

Non étudié
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20 pum

Coupe transversale dans une acervule

10 pm

N

p

y
e

Conidies colorées par l#eu trypan

Figure 5: Acervules et conidies deolletotrichum musaésource: de Lapeyre, 1999)
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[1.2.3.Spécificité parasitaire

Revue de la littérature

Un certain nombre de travaux ont été effectués pour caractériser le pouvoir pathogene des

souches deColletotrichumisolées sur

banane et

sur

ddéautres

C. musaeapparait comme relativement spécifique du bananier, en revanche, certains isolats

de C. gloeosporioidep r ovenant

méme en absence thlessures.

TableaulV :Evol uti on du

de papaye

ou

ddavocat pe

p 0 uv o Calletopriehtinn sgbgnamesur d 6 i s o |
différents hotes (de Lapeyre, 1999)

Le Grand

Yang &

N Lourd Nakamura et Haydenet
Héte Muller (1962) Pernot & Chuang
Trocné (1974) (1982) al. (1991) (1994) al. (1994)
Melon - (plantules) - (B et NB)
Mangue - (B et NB) - (B) - (NB)
Papaye - (B et NB) - (B) - (NB)
Syzygium - (B et NB) - (B)
samarangense
Pomme + (B) Frl_Jit mar
- (B) Fruits vert
Carambole -(B) - (NB)
Lychee - (NB)
Fraise - (NB)
Kaki - (B et NB)
Avocat - (NB)
Aubergine - (B)
Goyave + (B)

B = Fruits blessés, NB = fruits non blessés

+ = interaction pathogénes interaction non pathogéne

TableauV : Evaluation du pouvoir pathogéene @elletotrichum spisolés a partir de
différents fruits, sur banane (de Lapeyre, 1999)

Le Grand
N . Nakamura et al. Yang & Chuang Hayden et al.
Htte doo Pernot&Trocmé
(1974) (1991) (1994) (1994)
Melon + (B)
Mangue - (B et NB) - (B) - (NB)
Papaye +/- (B et NB) +(B) + (NB)
Syzygium +/- (B et NB) + (B)
samarangense
Carambole - (B) +/- (NB)
Lychee +/- (NB)
Fraise - (NB)
Avocat +/- (B) + (NB)
Goyave - (B)

Annona squamosa

- (B)

B = Fruits blessés, NB = fruits non blessés

+ =interaction pathogene= interaction non pathogene
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inoculum
£ ’

dissémination dissémination

Cycle long

Cycle court

pollution
(tissus verts immatures)

pollution
(organes sénescents)

feuilles vertes bractées, gaines, piéces florales,

feuilles sénescentes

contamination latence
(< 5 jours)

sporulation
sporulation

quiescence
(70 4200 jours)

appressoria

. sénescence
récolte

(exportation de I’inoculum) infection des

tissus foliaires

’g e 8 :

Bt '
5 G i, MG E L
td "% feuilles sénescentes

infection des fruits

(développement de I"anthracnose
au cours de la maturation)

Figure6:Cycl e i nfectieux de | danthracnos
déapr s de Lapeyre (1999).
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[1.3. L'épidémiologie des maladies provoquées par les souches du genre
Colletotrichum

Chez | es f nase pravqque |d€s désionimirsa taduisent pades colorations
brunes qui noircissent ensuite et se couvr
conidies deC. musae Les symptdmes graves sont généralement visibles quand le fruit devient
trop madr. Leslésions sont noires. Au fur et a mesure que les fruits marissent les Iésions
sObagrandi ssent et |l a pulpe des fruits peut
(Meredith, 1965).
Léant hr acnos eommdeace par unenfectiom atentedu fruit vert au champ
(Muirhead et Deverall, 1981) ou la plupart des microorganismes pathogmaastent dans
les écosystémes des pieces florales ext fkuilles.L 6i nf ecti on peut auss
pénétratiordes souches pathogénes dans les fruits quandccsontdétaché de la tige a la
récolte (figure 6) Les facteurs environnementaux jouent un réle important dans le
développement des maladies dues au g@uietotrichum Par exemple, Lenné (1992) a
rapporté que les conditions optimales pour le d@pgEment des especes les plus importantes
du genreColletotrichumaffectant des légumineuses étaient des températures de 18 a 28°C
avec des humidités relatives de 90%. En général, le facteur primaire influencant le
développement de la maladie est la dispititd en eau, car une humidité élevée est
essentielle pour la sporulation de la plupart des espéce&3oliietotrichum raison pour
|l agquell e ces mal adies sont plus i mportantes
facteurs tels que la surfaceifoh i r e, | 6humi dit ®, l a | umi re
microbienne interagissent avec la température (Raeteal, 1978; Royle et Butler, 1986).
Cependant, au niveau des espéces tropicales telles Queloeosporioides le temps
d 6 e x p 0 s intiditéoertériéure Isemble avoir une influence directe sur la germination des

conidies, l'infection et la croissance.
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Les stratégies d'infection des especes du gerggelletotrichum

La dispersion et I'adhérence des spores

Dans beaucoup d'especes, les diesi et les ascospores sont incluses dans une matrice

mucilagineuse hydrophile (Nicholson et Moraes, 1980 ; McRae et Stevens, 1990), constituée

la plupart du temps par des polysaccharides et des glycoprotéines (Raetaalgsk985 ;

Louis et Cooke 1985) Ces matrices sont aisément solubles dans l'eau, avec des spores

libérées et dispersées par l'action de I'eau libre (habituellement la pluie). La matrice peut avoir

plusieurs roles

- Maintien de la viabilité des conidies dans des conditions défavoraliles que les
températures extrémes, les lumieres UV et les humidités trop basses (Nicholson et
Moraes, 1980 ; Nicholsoet al, 1986 ; Louiset al, 1985), et protection des spores
contre les substances toxiques produites dans les tissus infectés plkndant
développement de lésion (Nicholson et Moraes, 1980 ; Nichelsal) 1986).
- Inhibition de la germination des conidies, s'assurant de ce fait que les conidies ne

germent pas jusqu'a ce qu'elles soient dispersées de l'acervulus (Louis et Cooke,
1985; Seebaclet al, 1989 ; Leite et Nicholson, 1992).

L6i nf ec Colletatrichypma spp.e s t effective l or squbdon 0b:

propagules fongiques sur la surface de la plante (Haim&lr, 1988 ; Nicholson et Epstein,

1991). Des études ont prauque les conidies deolletotrichum sppAdherent facilement a

un large éventail de plantes et de surfaces atrtificielles, y compris la cellophane, le polystyréne,

le polycarbonate et le verre (Young et Kauss, 1984 ; Meruet, 1994a, b 1995 ; Sela

Buurlageet al, 1991) , sugg®r ant gue | " adh®rence so

permis de démontrer que les parois de conidies germées ou Gwil@etrichum sppsont

endui tes doéune s unmsteaa tecsporedqui bomindnde@ a ¢ ke ® roaun cce d

pathogene sur les cellules hotes (Jates, 1995 ; Mercuretal., 1995).

Modes de pénétration

Les mécanismes de pénétration @elletotrichumo n t f aidtd ulnd ogbrjaentd n o mb
travaux Il en résulte que plusieurs modes de pénétratamt possibles : par les ouvertures
naturelles des plantes (stomates, blessures) et par pénétration directe au niveau de la cuticule.
La pénétration directe est le moyen le plus commun de pénétration des tissusdBaliley

1992). Il y a peu d'exem@ede pénétration par les stomates dans la littérature, cependant,
cellec i a ®t ® rapport ®e pour | * i nf ec Hevean des

brasiliensig parC. gloeosporioide$Sénéchakt al, 1987). L'infection par des blessures, en
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généralpeu commune, n'est pas habituellement un préalable a l'infection. Cependant, pour
quelques caspécifiques comme 6 ant hr acnose de couronne et ¢
l'infection par les blessures est la plus répandue (Ketrdk, 1978 ; Agrios, 288).Van der

Bruggen et Maraite (1987) et Van der Bruggeral. (1990) ont prouvé gue les tiges intactes

de manioc étaient résistantesCa gloeosporioidescar la localisation de ce pathogene est
restreinte ) | a couche ® gaque eparmung insecte, €€ e p en
microorganisme pathogéne peut coloniser le tissu endommageé, et les Iésions de sporulation se
forment rapidement. L'utilisation d'une aiguille chaude pour simuler les effets d'une buse
d'insecte a un effet semblable. On a cependanstaté que dans ni l'un ni l'autre de ces
exemples |l a blessure no®tait | ' emplacement i
gagné l'entrée du tissu par la cuticule, la croissance est restée limitée a la couche épidermique,
etilnepouvaitec!l oni ser | es tissus quodapr s | a mort
des fruits tropicaux qui impliguent une période de latence, peut avoir des analogies de
développement étroites avec les événements décdisssus. Dans ce cas le pathogene reste

|l ocali s® dans | a couche ®pidermigue sous une
du fruit, quand les changements physiologiques stimulent le développement du pathogéne
(Brown, 1975 ; Prusky et Plumbley, 199Pa figure 7 présente la germinati de conidie de
Cmusaeavec formati @n a dbSeavp plasecgzemplasida pénétration sans
formation d'appressoria dans le cas @e gloeosporioidessur Aeschynomene virginica
(Fabaceae) Carica papaya(papaye) et de€itrus spp.(agrumes), et de€. musaesur des

Musa spp.(Brown, 1975 ; TeBeestt al, 1978 ; Muirhead et Deverall, 1981 ; Chau et
Alvarez, 1983, Portet al, 1988).
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(a) premier tube germinatif, (b) deuxiéme tube germinatif,
(c) appressorium.

Figure7:Ger mi nati on et formation dobéun appress
Colletotrichum musae d 6 a pburnes 1936y i
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Pourriture de couronnes

Anthracnose de blessure ot

chancre

Anthracnose de quiescence

Colletotrichume musae

Fusarium spp

Colletotrichum musae

Colletotrichum musae

Figure 8 : Différentes altérations associéeSdlletorichum musae
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Il.4. Les différentes altérations associé€dodletotrichum musae

Léant hracnose est | a @adllatotrichunp musaehezria banade e ¢ a u ¢
aussi la principale maladie post récolte de la banane (Wardlaw, 1961). Cependant,

|l @ahracnose nbébest pas | a seule mal adi e causé®@

la pourriture de couronne.

l4l1.L6dant hracnose des fruits
! exXxi ste deux :f olrbreenst hdréaacnnt ohsrea cdneo sgeui escence
(figure8).Ld6ant hracnose de quiescence se d®velopp
se caract®rise par | 6apparition de petites
premier temps sur la peau du fruit et ensuite évolue jusque dans lalpulpent hr acnos e
blessure ou chancre se développe sur les fruits encore verts a partir de I1ésions occasionnées

par des chocs au cours des manipulations post récolte des fruits.

[1.4.2. Les pourritures de la couronne (crown rot)
! sbagit dboboonpe meltaduweqgdans toutes | es zon
| ant hracnose, cbest | 6une des principales 1
La pourriture de couronnesst apparu@u début des années 1960 avec le développement du
conditionnement des fruits en mains. Effet, avant cette date, les régimes de bananes étaient
exportés entiers. Des pourritures apparaissaient sur la couronne fraichement Elbeizee.
manifeste par un ramollissement des tissus réunissant les pédoncules slenfireieux et
sbaccompagne dobéun noiDetréss@nbreuses etudesent étersenédse r n i
pour essayer de comprendre la cause de cette maladie. Il en est ressorti que la pourriture de
couronne est due a un complexe microbien qui comprendméreuses especes fongiques et
bactériennes. Toutefois, les pathogenes retrouvés le plus fréiguemment et dont le pouvoir
pat hog ne nbéest pCaletotrickumimsesaetdes espacadsFeisariusmo n t
Le tableauVIl donne le nom de différentesowches fongiquesausantla pourriture de

couronnechez la banane
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Tableau VI : Données bibliographiques sur les différentes espéces fongiques isolées a partir des pourritures de couronnes,
dans différentes zones de production (de Lapeyre, 1999)

Pays Cdlletotrichum Fusarium spp Lasiodiplodia  Verticillium Gliocladium Nigrospora Cephalosporiurr
musae et spp theobroma theobroma roseum spherica spp

Honduras Lukezic et al, Lukezic et al, Lukezic et al, Lukezic et al, Lukezic et al,
1967 (3%) 1967 (>80%) 1967 (12%) 1967(81%) 1967 (93%)

Amérique Green et Goos Green et Goos Green et Goos Green et Goos Marin et al, Green et Goos Marin et al,

centrale et du 1963 1963 1963 1963 1996 (0619%) 1963 1996 (08%)

sud (fréquent) (fréquent) (rare) (fréquent) (rare)

Marin et al, Marin et al,
1996 (010%) 1996 (2378%)

Windward Wallbridge et Wallbridge et Griffee et Wallbridge et Wallbridge et Griffee et Wallbridge,
Islands Pinegar, 197t Pinegar, 197t Burden, 1976 Pinegar, 197t Pinegar, 197%f Burden, 1976 1981 (2%)
(23-33%) (55-60%) (2%) (5-7%) (5%) (<1%) Johanson e
Griffee et Griffee et Wallbridge, Griffee et Wallbridge, Wallbridge, Blasquez, 1992
Burden, 1976 Burden, 1976 1981 (2%) Burden, 1976 1981(2%) 1981 (<1%) (0-10%)
(36%) (34%) Johanson e (8%) Johanson e Johanson e
Wallbridge, Wallbridge, Blasquez, 1992 Wallbridge, Blasquez, 199: Blasquez, 199:
1981 (24%) 1981 (30%) (9-13%) 1981 (3%) (0-10%) (24-26%)
Jdhanson et Johanson e Johanson el
Blasquez, 199: Blasquez, 199: Blasquez, 199
(26-44%) (1344 %) (4-18%)
Jamaique Shillingford, Shillingford, Shillingford, Shillingford, Shillingford, Shillingford,
1976 (124) 1976 (5640) 1976 (30) 1976 (130) 1976 (Po) 1976 (30)
Nigéria Ogundero, Ogundero, Ogundero, Ogundeo,
1987 (274) 1987 (20@%) 1987 (260) 1987 (240)
Somalie, Mesturino et Mesturino et Mesturino et Mesturino et
Windwards, Ragazzi, 198¢ Ragazzi, 198¢ Ragazzi, 198¢ Ragazzi, 198¢
Guatemala (38%) (35%) (2%) (4%)

Les valeurs entre parenth ses copudelsiponndemt @uU®& domMmureinge®e odop &0l leeme ndutl ®@urss
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II.5. Les différentes moyens de lutte actuels contre les maladies causées par
Colletotrichum musae

Le contr6le des maladies causéesQ@altetotrichum muasdoit se faire dés le champ (Stover,

1972), bienqué es mal adi es sbdéexpri ment apr s |l a r®:
pathog ne est d®j " pr®sent au champ dbéo¥% cet

sont subdivisés en moyens de lutte avant et apres récolte.

[1.5.1. les moyens de lutte avant la récolte
Avant la récolte, les moyens de luttecense nt en | 6entretien des pl @
fongicides prérécolte En dfet, dansles bananeraies, les feuillemescentes des bananiers
sont ®I| i mi n®es r ®g udins autearsn ées pathogenes fodgigaep Etans ¢ e
saprophytespeuvent se développer sur les feuilles en décomposition (Meredith, 1962). Il faut
également prendre les mémes précautions pour les pieces fleraEsnme, unbananeraie
bien entreteneipermet deéduire les contaminations au champ.
Un autre moyen de | utte est l Gutilisation ¢
contre | 6ant hri®®@Whose (de Lapeyr e,

11.5.2. les moyens de lutte apres la récolte

- Lutte chimique
Cbodest | a m®tahptusl etilisée kes banands esontl traitées, aprés récolte, par
application de fongicide Cette application se fait par trempage ou pulvérisatitmrfet al,
2000. Les premiers fongcides a faire leur apparition sur le magécpartir des années 1970,
sont les fongicides systémiquedis permettaient de contéy les maladies dues a
Colletotrichum musael e s produits - mo d e ddéaction ant
b®nomy |l et l e thiabendazol e, ont fait preuwv
Cependant, des souches @®lletotrichum musaeésistantes a ces fongicides se sont
d®vel opp®es. On est donc pass® -~ des fongic
comme | 6i mazal.l et | e bitertanol

- Précaution dans la manipulation des fruits
lest i mportant do®viter tout choc des fruit
meurtrissurepouvanta mp | i fi er | 6extension des | ®si ons.
leur tenue au cours du transport est aussi importante pour limitelides.De plus, la crise
climact ®ri qgue constitue | e point de d®part d

des mesures sont prises pour retarder cette évolution réversible des fruits vers un processus de

27



Rewe de la littérature

maturation (de Lapeyre, 1999). Pour seefaaprés le conditionnement des fruits en cartons,
les fruits doivent étre réfrigérés le plus rapidement possible & la température de 13°C, afin de
ralentir leur activiténétabolique et celle des pathogenes.

- Traitements physiques
|1 sbdéagit” dlebd ¢ a a xaypasgatmda et VU
De Costa et Erabadupitiy@005), travaillant sur contrble des maladies postrécoltes de la
bananeont montr ® qudun traitement des bananes
optimales pour réduire de manieigrsficative la pourriture de couronne. Des températures
supérieures a 50°C altérent la coloration finale des bananes aprés mdrissement et un temps de
contact supérieur a 5 min, réduit la valeur du °Brix. Ce sont des résultats prometteurs pour la
conservdton des bananes apr s | a r®colte, cepend
suivis déaucun d®vel oppement commerci al cont
déoautres fruits tr((€qsteehal 1998 Spaldirmet ReedemEOT8Yy U e
ou la papaye (Nishijimat al, 1992; Coueyet al, 1984). De Costa et Erabadupitiya (2005)

ont ®gal ement coupl ® | e traitement ) | 6eau
antagonistes (bact ®ri es) trgtement coatne ta paumiturede | 6 e f
couronne.

En ce qui concernke traitement aux rayons gamma, Kanapathip#élaal. (1987) signalent

qgue le traitement aux rayons gamma (pendant 38 min a la dose de 4 kGy) inhibent la
germi nati on, | a riaf de Caotietatrichom mudag @&tptqutr lee dewseloppement
fongique a la surface de fragments de fruits. Toutefois, les effets des rayonnements sur le fruit
entier nbébont pas ®t ® ®tudi ®s.

- Lutte génétique

Tr s peu de travaux ont @ilit® dex différents cclorn®ss de ™ | &
bananiersvievi s des mal adi es postr®coltes. Cela es
|l a banane dessert pour | 6exportation ne rep

tous les clones appartiennent sausgroupe Cavendish (Bakrgt al, 1997) qui sont des
espeéces triploides qui sont généralement stériles.

- Lutte biologique
Un certain nombre de microorganismes inhibent la croissance mycélienne et la germination
de Colletotrichum musae vitro. Cesondes | evures, des bact ®ries
ce sont des microorganismes utilisables pour un contréle biologique. De Costa et
Erabadupitiya (2005) ont montrén vitro, la réduction significative de la pourriture de

couronnes pacomplexeBurkholdaia cepacia De plus Postmastet al. (1997) ont montré
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gue des levures avaient une action fortement antagoniste seulement si elles étaient installées

24 - 48 h avant | 6i nocul ati on doBetotfickumi | | es
muase
Nouspmvons aussi noter | 6effet de substances

extraits de plantes sur les maladies postrécoltes de la banane. En effet,alV{@007) ont

montré qude cinnamone réduisait significativement la pourriture deecounne et nodav a
déeffet n®gatif sur | a De plus ldéstsa@rietds cantme Reda | t e
Int ernati onal ont mis au point des enrobages
conservation des fruits comme la pécfibai Thi etDucamp (2008), ont montré que les

produits XedabiB (& base de carnaubet Bioxed® (' b as e )dadhautey @n26de

Xeda internation&l réduisaient tous les deux la perte de poids des mangues traitées
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(@) (b)

Figure 9: Azadirachta indicgNeem) :
L &lae(a) (source : Architecture et Développemebgsfruits etlesfeuilles (b)
(source www.dkimages.com/.../Meliaazadirachta-3.html)
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lll.  LE NEEM

[1.1. Le Neem
Le Neem a été déctrpour la premiére fois en 1830 par de Jussieu. Sa taxonomie est la
suivante:

Ordre : Rutales
Sousordre :Rutinae
Famille :Meliaceae
Sousfamille : Melioideae
Tribu : Melieae

Genre Azadirachta
Espece indica

[ll.2. La plante

Le Neem olAzadirachtaindica est un arbre de la famille dbt¥liaceae or i gi nai r e d¢
est peut étre la plus utilisée des plantes médicinales en Inde (Risala2002).

Le Neem est un arbre sauvage dont la croissance est rapide et la durédrélomgue

pui sgpedatl vivre plus de deux si ¢l es. Cbest
®t al ®e s, gui peut atteindre 30 m tres de h
importante en largeur et en profondeur. Ses feuilles sont Iégérement dentelées, pedeées,

couleur verte foncée (figur®). Les inflorescences apparaissent a la fin du printemps. De
couleur blanche, elles développent un parfum sucré. Le fruit est une drupe ovale entourée

déune pul pe char nyacauttéenearenuluieur j aune poIl e

Le Neem pousse de pr ®f ®rence dans | es r®gi o
un arbre peu exigeant qgui sbadapte facilen
environnement. Il supporte des températures allant de 4°C a 44°C et une gtueioariant

entre 400 mm et 1500 mm. ! peut pousser jus
Sa distribution géogrp hi que est donc tr sen@ide sodmikeu pui s g
déorigine, en I ndon®sie, en Auanden anAmérigueen Af
Latine et au sud des Etdisis.
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[11.3. Historique du Neem

Les produitsssus du Neem appartiennentguotidien de quasiment tous les indiens depuis

des millénaires. Les feuilles sont utilisées dans la conservationaies gt @s légumineuses

pour lutter contreles a t t a qinsectesendpdstécolte (Neem the Ultimate Herb). Les

feuilles sont aussi utilisées comme fourrages pour les animaux @all, 1990) et les
graines comme ®pices am r ele ded\@emsquactarelle,aestns p |
utili s®e autant que | 0huile de castors en Am

lll.4. Toxicité

De nombreuses études ont été menées dans plusieurs pays et aUxiEtatsparticulier sur

la possible toxicité du Neem. Cesé&@ta s ont montr ® que |l es feuill

une trés faible toxicité, (Saraf et Joglekan, 1993; Chattopadityaly 1992; Khattalet al,

1985; Sinniah et Baskaran, 198Bjswaset al. (2002) a montré dans des tests de toxicité

aigissurlesouri s que | 0extrait m®t hanodopoguree do ®c

injestion orale de 13kg>.De pl us, Panda et Kar (2000) ont

de feuilles de Neem sur les fonctions thyroidiennes des souris méles. tsord € ® | 6 ef f e

deux doses diff®rentes doext kgjoary peddant Z0oeui | |

jours. Il en ressort que la dose la plus élevée produit une diminution du taux sérique de

triiodothyronine (&) et une augmentation de la concetmdraen thyroxine (1) alors qud 6 o n

noéob pearsv ed 6 & bignificatimes i olna dose de 40 mg/ kg.jour

doset rop ®l ev®e dobéextrait de feuill es de Nee

thyroidiennes et particulierement ddasconversion du Jen T, qui est la majeur source de

T3.Les extraits doéhuile de Neem soetralt 1984nof f en

Talwar et al, 1995; Sinhaet al, 1984). Des tests sarn i ma uW.S. dBEmvirdnrdental

Protection Agencyg , ont montr® que | es extraits alcoc

doeffets nocifs sur | es |l apins et | es souris
des doses ®l ev®es (Larson, 1987) .éeslktrug ®r ®e ,

malaise généralisé (Puri, 1998)yi seraiendus a sa grande richesse en composés soufrés.

Une consommati on e Xx c e sepeuvaussici@dr urie ldieminutdoa deble e m

fonctions vitales et des perturbations du systeme nerveux centaka¢Ret al, 1991). Il est

®gal ement d®conseill ® aux femmes enceintes

des propriétés contradgpes et pourrait causer des interruptions involontaire de grossesse
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l11.5. Propriétés antimicrobienne et thérapeutique

Le Neem est connu depuis des millénaires en Inde pour ses nombreuses vertus. Dans le
| a nga g eurvetla lalmédAcine traditionnelle indienne, il est méme surnomm@ a-r b r e
pharmacie» du fait de ses propriétés curatives et préventives (Bistvas 2002)qui le font
prescrire pour umombre incalculable de maux de maladies. Quelques exemples sont

présentés eilessous

1  Prévention et guérison du paludisme : en Afrique et en;lfelBleem sert de répulsif
naturel contre les moustiques, rpettant une prévention naturelle contre le
paludisme. De plus, il augmente nombre de globules rougest améliore
|l 6oxyg®nation du sang, deux ph®nom nes
maladie. Enfin, les feuilles de Neem contiennent deux coéspadtifs, la gédunine et
la quercétine qui sont aussi efficaces que la quinine ou la chloroquine, composés
habituellement utilisés pour lutter contre la paludisme (Kledlal., 1986).

! Santé buccaleles brindilles de Neem sont machées et remplaceicaediment un
dentifrice. Le Neem entretient une bonne santé générale des dents et des gencives et
guérit les gingivites. Cette utilisation du Neem est &g une des plus répandues.

1 Activité antifongique les extraits de Neem sont extrémement puissaorifre les
dermatoses et les maladies fongiques des végdtaux. s 6agit doéune pl a
un grand nombre de molécules aetivde la famille des triterpé@spossédantles
propriétés antimicrobiennes. ltableauVIl présentequelques composés réfeies
dansles différentes parties de la plante, avec leurs propriétés biologiques (Biswas
al., 2002):
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Tableau VII : Liste de composeés bioactifs présents dans le Neem Belaaset al, (20(2).

Composeés localisation Activité biologigue

Nimbine Antiinflammatoire
Antiarthrite
Antipyrétique
Hypoglycémique
Anti ulcére gastrique
Spermicide
Antifongique
Antibactérien
Diurétique

Nimbidate de sodium Anti-inflammatoire

Nimbin Huile de graines Spermicide

Nimbolide Huile de graies  Antibactérien
Antimalaria

Gédunine Huile de graines Antifongique
Antimalaria

Azadirachtine Graines Antimalaria

Mahmoodine Huile de graines Antibactérien

Acide gallique, {) Ecorce Anti-inflammatoire et

épicatéchin et catéchine immunomodérateur

Margolone, margolonone ¢ Ecorce Antibactérien

isomargolonone

Trisulfide cyclique et Feuilles Antifongique

tétrasulfide cyclique

Polysaccharides Anti-inflammatoire

Polysaccharides Gla, Glb  Ecorce Antitumoral

Polysaccharides Glla, GlIb Ecorce Anti-inflammatoire

NB-II peptidoglycane Ecorce Immunomodérateur

Dans les pays occidentaux,Neem est devenu un produitesserdied | 6 ar oomat h®r api
La sant® humaine nodoest pas | e seul secteur q

cetteplante sont nombreuses. Aingslgraines et les feuilles sont connpesir avoir une

activité antimicrobienne et sont utilisées agriculture pouda protection des cultures et la
conservation post ®c ol t e . On peut afeuilles de Neemtséchéesh 6 ut i | |
couchegyui permete protéger les grains récoltés contre les parasites. Pour protéger le sorgho

ou le mais du Foreur de tigBusseola fusgade la poudre de graines est épandue dans les

champs.
Le Neem (Il 6huilleéb@duvihesafadaeas | prerepri ®n®s r ®pu

parasites mais aussi a des propriétés antimicrobiennes contre les bactéries, les levures et les

champi gnon sfetanGféngiqueg us o aeft | obj et de notre @
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Pour son utilisationle s o r g a n e sibissert dds tramsfobmateqgaisvarient selon les
pays et l es traditions. D6 une matniliséeseen g ®n ®r
décoctionet 6 hui |l e est extraite des graines.

[11.6. Composition des différentes parties du Neem

[11.6.1. Les Feuilles
Les feuilles de Nem ont une teneur en eau de 59%. Elles sont composées (en Be)dde
fibres, 22% de polysaccharides{% de protéines (dont des acides afsimessentiels),% de
lipides, 3% de minéraux (Dakshinmurti, 198) ; (Mitra and Misra, 1967). Il a aussi été
rapport® que | es feuilles de Neem contiennce
(Bhandari and Mukerjii, 1959)Le tableau VIII fait un récapitulatif de la composition

physicachimique des feuilles de Nee

Tableau VIII : Composition physicahimique des feuilles de Neem

Composeés Teneur

Teneur en eau 59,4%

Protéine 7,1%

Lipides 1%

Fibres 6,2%

Glucides 22,9%

Minéraux 3,4%
Cependant, les composés bioactifs majoritaires se retrouvent plutbt dgns l@s ns et | 6F
On | es retrouve aussi dans |l es feuill es et

De plus, laplupartdc o mpos ®s acti fs amers sont solubl es

l1.6.2.L 6 ®cor ce
L6®cor ce de Nemmmeayantle méme intéréhéRapedique que les feuilles
dans la tradition Ayurvédiqué&lle est utiliséagénéralenent pour les soindentaires. Elle est
connue pour étre riche en catéchirigie contient entre autreenviron 3% de protéines, 0,7%
d 0 a | desaet 4860|de minérauklle contient aussilescomposeés actifs comme la nimbine, la
nimbinine, la nimbidine, la nimbosterol (Bhandari et Mukerjii, 1959; Vashi et Patel, 1988).
On y trouve aussi dgal 6 achte c)ppchdchingde somite d & 6 [
des polyphénols
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N.63.L6huil e de Neem

Les grains de Neem sont trés richeshaite, souvent plus de 50% du poigsc des graines.
Léhuile de Neem est tr s am re avec une ode
vitamine E etdes acides aminés essentiels (Skedibal, 1969. Le tableauX, nous donne la
composition en aci de ®tlegtabkeaX gquéques catactéridtiqpes d e N«
physicochimiquesle cette méme huild.a composition variel 6 uahantion a un aug et

varie aussi en fonction de la période récolte des graines. Les composés actifs sont
nombr eux. L6O©ge des graines et | es condi t

concentration des composés actifs (Latial, 1971).

Notre étude se focalisedurb act i vi t ® anti microbienne de | d&h
En ce gui concerne | es mol ®cul es déi nt ®r °
| 6azadirachti ne, l a mol ®cul e sp®cifigue du N
Cependant , d 6taap 200 3 Gauviln ndy a pas de rel
ddbazadirachtine et | a puissance du pouvoir i

plus, Biwaset al. (2002) ont dressé la liste des molécules bioactives du Neem. Le tableau en

présente certaiise

TableaulX :Composition cent ®si male en aci des
(Srivastava et Prasad, 2000)

ACIDES GRAS %
Acide Myristique C14 0 0,2-0,26
Acide Palmitique C160 13,616,2
Acide Stéarique C180 14,424,1
Acide Arachidique C200 08-3,4
Acide Lignocérique C240 -
Acide Oléique C181 49,1:61,9
Acide Linoléique C18 2 2,315,8
Tableau X : Caractéristiques physieohi mi ques de. |l 6huil e de
Aspect pateux a 20°C
Odeur épicée caractéristique
Couleur vert marron
Densité 0,908 4 0,934 & 30°C
Indice de saponification 1757 205
Indice doéi ode 651 80
Indice de réfraction 1,4615 a 1,4705 a 40°C
Autres thermolabile et photodégradable
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®) ©

Figure 10: Melia azedarach vue globale de I'arbre (a), fruits (b), feuilles (c)
(source : W.SAGOUA
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[11.7. Plante de la méme famille que le Neem : Melia azedarach

Melia azedaractou «Chinaberry», est également untae de la famille des Méliacédkest,

tout comme | e Ne tnade,(Nardoset al. D907) g i LnGaai rr bas eetife s t p |
atteignant au maximum 1etres de hauffigure 10a). Les feuilles sont claires, ovales et
bipennég(figure 10c). Les fleurs sont violacées et ont une odeur forte, semblable a celle du
Neem. Sonfruit est une drupe rond@igure 10b) dont le pércarpe est composde deux

parties. lesar cocar pe, d®r i v®e destchadeekdecowdeurpaeneet du
foncé; la secondeu sclérocarpecaractéristique des drupes, est lignifegédorme le myau,

qui contient et protége lggaines.

Melia azedarachest utilisé pour divers usages. Effet, il est utilisé dans la pharmacologie
traditionnelle Kataria, 1994, il est égalementonnu pour avoir des propriétés insectifuges
(Valladareset al, 1997; Valladareset al, 1999; Huanget al, 1995. Ces propriétés sont

d u e saprés @dhnenstengekt al, 199 ; Carpinellaet al, 2002 aux | imonopde
contient. Il est aussi rapporté que des composés commedéaz8tylsendanine extrait des

fruits de Melia azedaraclentraine une inhibition da réplication de virusKim et al, 1999.
Carpinellaet al. (2003) ont également démontré que les extracts éthanolique et hexanoique de
différentes parties de la plante (fruits, graines, feuilles)eakain effet fongistatique sur
Aspergillus flavus Diaporthe phaseolorumvar. meridionales, Fusarium oxysporum
Fusarium verticillioides Fusarium solani et Sclerotinia sclerotiorum qui sont des
phytopathog nes, pour des doses mini mal es
25 mg.mL* et de 0,54 5 mg.mL* pour les extraits hexanoique de feuilles et éthanolique de

graines.
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Tableau XI : Caractéristiques physiathimiques de la lactoperoxydase Bovine

selonKussendrager et van Hooijdor{000)

Caractéristiques

Données

Références

Poids moléculiae
Résidus acides aminés
Cystine

Glucides

Fer

Groupe Prosthétique
Ph isoélecigue
Structure secondaire
Coefficient
E412 nm

Absorbance 280 nm
Potentiel Redox k

78431 Da
612

8

10%
0,07%
Héme: protoporphyrine 1X
9,6

23% U,

112,3 mMt cm?

14,915,006, 1 cm
-191Mv

65% b,

12%

non

Paul et Ohlsson, 1985
Calset al.1991

Calset al.1991

Carlstrom, 1969

Paul et Ohlsson, 1985
Thanabal et La Mar, 1989
Paul, 1963

Sievers, 1980

Paul et Ohlsson, 1985

Paul et Ohlsson, 1985
Paulet Ohlsson, 1985

c. Structure chimique tertiaire de la lactoperoxydase

- hélicea

: chaine

: feuillet b

Figure 11: Structureschématiquéridimensionnelle de la molécule de lactoperoxydase
bovine Les hélices sont numérotées selomdgositions dans la chaine polypeptidique
(Thanabal et La Mar, 1989).
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IV. Le systeme lactoperoxydase

IV.1. Systeme lactoperoxydase (LPS)
Le systeme lactoperoxydase (LPS) est un systéme antimicrobien présent dans le lait. Il a été

pr opos ® d earaldér a la stdbilisatierr du lpitocru dans les zones ou il est impossible

doutiliser |l a r®frig®ration pour gdleiseauetai s ons
al., 1998).1 | sbagit doébun syst me ant i mi:déreonbziyenrme q u
lactoperoxydase, le thiocyanate (SEN et | e perox)g.e dédbhydrog ne

IV.1.1. La Lactoperoxydase
La lactoperoxydase (EC 1.11.1.7) (LRfjgurell) est une enzyme de la famille des

peroxydases. ! sbagit d 6 u n s dansolal nateire. ©H kesn z y me

]

encontre tant dans l e r gne Vv®g®t al guodan
onction est de <catalyser | 6oxydation de ¢

hydr og le dut dea géeérer des composés présentam large activité

»u o -
(@}

ntimicrobienne (Kussendr adalaperogdasevsalége diHato i j d a
g waté donné le nomde lactoperoxydase (Reiter et Harnulv, 1984). Elle joue un rble
important dans la protection des glandes mammaires et daastiestintestinal des nouveau

nés ou elle inhibe la croissance des mimmganismes pathogénes (Naidu, 2000).

La lactoperoxydase s t aussi pr ®sente dans tous | es |
Kamau, 1991). Elle est présente également danslilze st les glandes lacrymales des
mammi f res (Wolfson et Sumner, 1993). Loboeffe
croissance microbienne a été suggéré pour la premiere fois par Hassen (1924). Elle est
chimiguement et immunologiqguement simigadans les glandes mammaires, la salive et les

glandes lacrymales (Tenovuo, 1985).

a. M®cani sme dobéaction

La | actoperoxydase catalyse | &tdgseonsoiodyededat i on
bromure 1, Br pour donner les ions OSCNDI, OBr, qui ont, soit une activité bactéricide,

soit bactériostatique vig-vis deplusieurs especes microbiennes (lhaliml, 2005).

Léanal yse par r®sonnance magn®ti queetdisecl|l ®ai r
l'iaient 7 |l a myme.pdoasi il i anésastimmplashMopte(Mddkdbal.on |
1989).
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La stabil it ® sdte aféofieocnt @S Nar | a valeur du pl
m®t al |l i ques (Fe, Ni , Cu, Mn , etc. ), de gl yc

vanHooijdonk, 2000).

Le LPS qui utilise lesions SCtITc o mme donneurs do®l ectrons e
un effet bactéricide, levuricide et fongicide (Thomas, 198&aithrie, 1992). Les résultats
optimaux sont obtenus q t:®02) est généré eneymatiqugniest d 6 h

par le systéme glucose oxydagacose (Perraudin, 1991).

b. Propriétés physicechimiques de la lactoperoxydase

Le tableauXI| présente quelques caractéristiques physhimiques de la lactoperoxydase

bovine. La lactoperopdase bovine estine glycoprotéine a héme métallique dont pH
isoélectriqueest de 9,6 avean poids moléculaire de 78 kDa (Bjorck, 1990, 19%kstrand,

1989).La partie glycosidique repr®seniBeardl1 0% de
1995; Paulet @ | sson, 1985) La | ongueur déla nmd e ma x
(Bardsley, 1985).

La | actoperoxydase est | 6une des ;Shaglirumes | es
Rehman et Far k yrason paud laqdiglle sorCirdaetion estlutdisée comme

témoinde bonne pasteurisation.6 act i vi t ® | garttelepentrinactiveghauzee e st
pasteurisation a 74°C pendant 15 satgardant une activité suffisante pour catalyser la
raction entre | e thi oogegnha (Wolisen eteSumnérel99B8)er o x y
Korhonen (1980) rapporte que la lactoperoxydase garde son activité durant une pasteurisation
normale du lait (63°C pendant 30 min ou 72°C pendant 15 sec),gmaié edt totalement

inactivée a 80°C pendant 2,5 sec (Mafkgndison et Lewis, 2001).

La lactoperoxydase aéte aux surfaces, ce qui peut entrainer une diminution marquée de

| 6activit® des s oeloxytlaseoconservées tlanstRdessrécigientsdrrea ct o p
(Bjorck et Mullan, 1993 Paul et Ohlsson, 1985 ruittet al, 1990).

IV.1.2. Le Thiocyanate
L6i on t hi o¥Testdangameat présent dans les tissus et sécrétions animales. Il est
aussi présent dans les glandes mammaires, la salive, les glandes thyroides et dans les organes
comme | 0 essreins retales liquidles physiologiques comme la synovie, les liquides

cérébraux, cervicaux de la moelle, de la lymphe et le plasma (Reiter et Harnuly, 1984
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Kussendrager etvan Sa concentration d®pend Rekiter, r ®gi m
1985). Les végétaux de la famille des ciéras (choux, choux de Bruxelleshouxfleurs,

carottes) sont particulierement riches epr ® c u r s e uthiecyanated coonme les
glucosinolates (Reiter et Perraudin, 1991).

Davidson (1997) rapporte que lait frais contient de 1 a 10 mg de thiocyanate par litre, ce qui

est suffisant pour activer le LPS.

Lbébapport exog ne, doéions thiocyanate se fai!

sodium.

IV.1.3.Le Peroxyde dbébhydrog ne
Le per oxyde (HOH dstylaltroisigme somposant du systeme lactoperoxydase. Il
ndest nor mal ement pas d®tRutttetandaa, A991).1 e | ai t f
PlusieursLactobacillus Lactococcuset Streptococcs produisent suffisamment de peroxyde
déhydr@amgs ng@des conditions dbéa®robiose pour ac
Le peroxyde doéhydrog ne es réactiorfstchingquea pviut ® o0 u
percarbonate de sodium ou le peroxyde de magnésium (Kussendrager et van Hooijdonk,
2000).L6ut il i sation de syst me enzymatiqges pour
possible en utilisant lesystéemes glucose oxydase/glucoaeanthine oxydase/hypoxanthine
qui conferent au LPSin effet antimicrob en pl us i mport antoutque | o
direcement de | 6O, (Reiter et Perraudin, 1991Dans le cas du systeme glucose
oxydase/ glucose, |l e glucose est oxyd® par | 6
en gluconol actone puis en aci de ydpbenec(fgmwe qu e a
12).

GOD
2% (glucose + Oy — > gluconolactone + H,O5)

2% (gluconolactone + HO; ———— acide gluconique + H,O5)

Figure 12: Oxydation du glucose catalysée par la glucose oxydase

IV.2. Effets antimicrobiens du LPS
Les réactions catalysées par la lactoperoxydasen t principal ement l 60
thiocyanats en ionshypothiocyanate (SCN) qui ont une activité antimicrobienne. Une

mo | e ,Ofpéridetde produrene mol e doéhypot hiocyanate (Thc
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La lactoperoxydase ayant une activité maximale a pH 5,5, il y a un équilibre efarséa
basique de | 0i on ’édtsagoorte ladide HGSEM. aa fameGHOEAN a un
effet bactéricide plus marqué (Thomas et Aune, 1978).

Les trois étapes dionctionnement du LPS sont décrites dans la figore
1. Poduction du perokgde®doéhiydnoddomee 0XYyc
subgrat oxydable et la production concomitar du per oxy;de dohydr
2. Oxydation des ions thiocyanates en iohgpothiocyanate atalysée par la
lactoperoxydase
3. Effet antimicrobien des iortsypothiocyanate
L6i on hy p ookydeles groupes sulfhggitiques, inactivant de ce fait plusieurs des
protéines métaboliques essentielles comme des enzymes et des constituants des membranes
des microorganismes.
Les microorganismes exposés au LPS libérent immédiatement du potassium, des acides
aminés et des pgbeptides car leur membrane cytoplasmique subit des dommages

structuraux.
LPO
2SCN + H0; _— (SCN), + Z
(SCN), + O ¥ ———> HOSCN + H + SCN
HOSCN (pK = 5,3) —  » OSCN + H
OSCN + protéineSH — > protéineS-SCN + OH

Figure 13 : Oxydation des groupes sulphydryles des protéines (enzymes) catalysée par la
lactoperoxydase (Pruigt al, 1982).

! exi ste deux tvypserdeshbbééaidst et du syst me LPS
Y Effet bactéricide sur les bactéries Graratalase +
Y Effet bactéristatique sur les bactéries Gram + catalase + (Marshall et Reiter, 1980).

Le LPS inhibe un large spectre de levures et moisissures. En effet, Popper et Knorr (1997) ont
rapport® | d6activit® antifongique du syst me

comme source de pemrrsolxtigndsalineded thagsddu qug den pomme.
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Rhodotorula rubraet Saccharomyceserevisiaeont été cultivées en aérobiose dans du jus de

pomme etMucor rouxii, Aspergillusniger etByssochlamys fluvakans de ritift6agar nu

Léactivit® antifongique du LPS a ®@EF@ml'est ®e
des microorganismegités, diluée dans une solution saline dans laquelle on a rajouté du
thiocyanate de sodiu@5 mgL™) et du glucose (20g™) ou du jusde pomme dans lequel on

a rajouté la méme quantité de SQGiNie précédemment. Une activité antifongique a été
observée contre tous les microorganismes mentionnés précédemment et dans les deux milieux
de culture. Jacobt al.(2000) rapportent que le LPSHuai t de ch vre a | a p
la croissance et la proliféeration de plusieurs champignons cowspergillus flavus
Trichoderma spp.Corynespora cassicol&Phytophthora meadiet Corticium salmonicolor

alors quda croissance d€andida albican®tdePhytumsppn 6 e st p parledASf ect ®e
On observe également parfois un effet réversible qui se traduit par une inhibition temporaire

donc un effet fongistatique.

Applications du LPS

Tableau XII : Quelques applications du LPS et leur fonctioréal
(de Wit et van Hooydonk, 1996)

Produits Ajout de LPS Fonction Résultats observés
Lait cru Endogéne Conservation 4 jours/4°C
Lait cru SCN/H0; Conservation 3 jours/10°C
Lait pasteurisé SCN/H,0, Conservation 21 jours/10°C
Fromage SCN/H0, Conservabn 8 jours/47°C
Yaourt LP Suppressi o 14jours/20°C
Emulsions LP/KI/GO Conservation 14 jours/20°C
Cosmétiques LP/KI/SCN/GO Conservation 2-4 mois
Dentifrice LP/SCN/LYS/GO Traitement Journalier
Ophtalmologie LP/KI/SCN/GO Protection 1 semaie
Antitumoral LP/GO/antibiotique Traitement Périodique

Légende LP, LactoperoxydasglLPS, Systeme Lactoperoxydas8O, glucose oxydase.YS, Lysozyme

Bi en qgue | 6applicati on I ndustrielle | a p |
lactoperoxydasedan8i ndustri e agroali mentaire soit | 6u
cru pendant le stockage et/ou le transport vers les unités de transformation, de nouvelles
applications sont actuellement explorées. En effet, en plus du gain en énergie, le &&$em

est un procédé qui se fait a basse température et qui peut permettre de mieux préserver les
nutriments et/ou la qualité de rétention pour les aliments tres sensibles a la température
comme les salades, les boissons et les desserts (Pruitt et K&@8Hu Alnsi, actuellement, le

syst me | actoperoxydase est uti i s® dans
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agroalimentaire pour la conservation des produits 4% gamme, dans tout ce qui concerne

les soins de la bouche (dentifrice, bain de bouche tableauXll, nous indique quelques
applications actuellesduLRSans | 6i ndust.ori e agroali mentaire
En agriculture, | 6entreprise Koppert ~° ®I abo
la base du systéme lactoperoxydase (Enzicur) pouraitertrent des cultures de fraisier,

aubergine, concombre, poivron et tomate cont
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V. LA LACTOFERRINE

V.1. Lactoferrine

La Lactoferrine(LF) est une glycoprotéine présemtans laplupart des sécrétions externes.
La Lactoferrine humaine et laattoferrine bovinalifférent La LF bovine se différacie par
son affinité pour le fer qui est de 35 fois plus élevée que celle hunedinadiaison avec le
fer stable a des valeurs @&l comprigsentre 3,0 et 7,0. Elle a un goélectriquecompris
entre 8,49,0. La LF est sécrige par les glandes mammair&a concentration dans le lait
varie selon I'espécedans le lait humain, elle est élevéea(2 mgmL™?) (Hennart, 1991). &

concentratn en lactoferrin@ovine varie également au cours du cydkelactation.

V.1.1. Structure de la lactoferrine
La Lactoferrine bovine est une protéine globulaire dont la structure primaire est constituée
d'une seule chaine polypeptidique de 689 résidus d'acides aminés, incluant 17 plfuntssdisu
intramoléculaire avec aucun groupement sulfhydri(€ys) libre (Pierceet al, 1991). Son
poids moléculaire théorique est de 76 110 Da (Faetell, 2004).
L'analyse cristallographique de latiai@rrine par spectroscopie défraction des rayons X a
permis de déteminer les structures secondaires et la structure tertiaire de la protéine (Moore
et al, 1997). Les structures secondaires de la LF comprennent apptiogmmeant 4%
d' h®l i c%sdey fedui2ldl et s b. Sa conformation com
1-333) et C (résidus 34689) qui correspondent respectivement aux extrémitéerrNinale
(N-t) et Gterminale (Gt) de la protéine. Les deux lobes de la pra&é&ant connectés par une
courte hélice a (résidus 334 a 344) (Moetal, 1997) (Figurel4).
La lactoferrine posséde également ciitgsspossibles de glycosylation.
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[.obe N [.obe C

Figure 14 : Structure tridimensionnelle de la lactoferrine bovine (ep r ®s enc¢® dodi on
Adapté de Vogett al.(2002). N1 etN2 domai nes du | obe d#®; | 6ext
CletC2 domaines du | obe tfle | 6extr ®mi t ®

Les deux F& sont représentés par les deux sphéres

V.1.2. Caractéristiques physico-chimiques de la Lactoferrine
La lactoferrine a la capacité de fixer deux ifersiquesFe** réversiblement en synergie avec
un anion bicarbonate (G®). La fixation du fer par la Lactoferrine lui confére une couleur
rosesaumon en solution. L'iensité de la coloration augmente avec le niveau de saturation en
fer de la protéine. L'absorbance du complexe L¥/Fpii est maximal@ 465 nm, permet de
déterminer le niveau de saturation en fer de la protéine (Groves, 1960). La homenclature apo
LF et Iolo-LF est utilisée pour désigner respectivement les lactoferrines non saturées et
saturées en fer. L'affinité de la Igeur le fer est tres grandea lconstante d'affinitde la LF
pour les ions ferriqueBe®* estde 10°° (Baker, 1994), alors qu'elle eséettementnférieure
pour les ions ferreuxFe?), soit 10°. Ainsi la LF fixe le fer de facon préférentielle sous la
forme ferrigue mais peut également lier d'auims métalliquesn vitro. Des complexes
stables ont été observés avec les ion&, A", VO**, Mn**, Cd**, CU/* et zrf* (Baker,
1994).
Léhydrolyse partielle de |l a Lactoferrine en
formation de la lactoferricine. € peptide riche e acides aminés basiques chargeés
positivement aurait des propriétéactéricids plus importantes, plus particulierement en
di mi nuant | 6membraesrbacteriehngst deviennens poreus¢somitaet al,
2002).
Compte tenu dea struatre particuliére, de sa charbasique et de sa capacité a lier le fer, |
LF possede une multitude de propriétés a la fois nutritionnelles, fonctionnelles,

antimicrobiennes et biologiques.
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V.1.3. Propriétés fonctionnelles
La principale propriété fonctiomfle de la lactoferrineest son povoir antioxydant. Le
pouvoir antioxydant de la Lactoferrine est principalement lié & sa capacité a chélater des
métaux lourds (F&, CLF") qui catalysent les réactions d'omyitn des acides gras insaturés
responsables de la rancidité oxydatikes alimentsL'effet antioxydant de la lactoféme a été
étudié dans différents systéemes modeéles comme des extraits secs de matiere grasse de soja,
des émulsions a base d'huiles riches en acides gras insaturés et des liposomest uang
1999; Médinaet al, 2002; Steijns et van Hooijdonk, 2000)k tapacité antioxydante de la
lactoferrine a également été évaluée dans une variété de matrices alimentaires telles que des
boissons lactées, des mayonnaises et des formules lactées pour nourrissons gNatlsen
2004).

V.1.4. Activités biologiques
L Gctvité biologique de la lactoferrine dépend de la saturation en fer de la molécule.
Léactivit® bi ol-iosgturéeest sindlare d calle defa LF saturéey) mais avec
un degr® doéefficacit® moindre.
Les principales activités biologiques dddatoferrine sont :

- activité antibactérienne,

- activité antivirale

- activité antifongique

- activation de la réponse immunitaire
- activité anticancéreuse,

- activité antiinflammatoire

- activité antioxydante

V.14.1. Activité antibactérienne
La LF n o0 atbacwrkidedsdr def §ermes qui ont un tres faible besoin en fer. Par

exemple,E. coli présente un besoin en fer important, alors §treptococcus lactis 6 e n

demande que tr s peu. ! n 6 oli estinbibépar pBFs ®1t o n
alorsqueS.lactisne | 6est pas.

Toutefois, 11 faut ajouter que si l 6amti vit®
vitro, ell e nbéa pas encore ®ti®vivd ®enplus,tcer@ias de f
sp®ci al i stes leisctatmeonnt dgeu el dibrehxippbi ti on de | a

seule fixation du fer ndoest pas satisfaisa
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démontrée dans le mucus humain, dans le colostrum bovin et dans les sécrétions du pis hors
lactation (Linden, 1994).

Les tr av &Rackardet al.E19%)soat montré que la LF humaine et bovine possedent
deux sites de capt ur e Estherichiacplio plod ayfsfaicrcihta® i de
la LPS contribue © | 0i wtrieebi ti on des endot oxi
La LF dans les larmes joue un rOle synergique avec les antibiotiques (vancomycine) inhibant

la croissance deStaphylococcus epidermidigprincipal agent pathogene des infections

ophtal mi ques. En effet, | a prr@sceen cdee dlebd alna i I
(Leitch et Willcox, 1999).
Le travail doEIl i son (1994) a prouv® que | a

immunoglobines, le complément, et les protéines cationiques des neutrophiles contre les
bactéries grammégatifs. Daa | a pr ot ®i n e-termma @edatLF quefragmentet i d e
la membrane externe des bactéries Gnagatif.

Le pouvoir antibactérien des leucocytes du lapin, notamment la capacité a phagocyter les
bactériesPseudomonas aeruginosst due au fait quies cellules contiennent une grande
guantité de LF (Bullen et Armstrong, 1979).

Zagulkietal.( 198 9) ont ®t udE. ®oliétdilLkh boeirre &tchunamen Des nt r e

expériences ont été entreprises pour démontrer et expliquer partiellement iaéfetepr de

l a LF bovine une fois administr®e en intrave
dose mortelle doéEscherichia coli. Environ 70C
surv®cu 7 | 6injection. o traitéeseeutraitéat préatalblement e c I
avec de | 6al bumine s®rique bovine (BSA), ®t a

a eu presque le méme effet protecteur que la LF bovine.

Les propriétés antimicrobiennes de la LF ont été mises en évidensedda composés

associant la pénicilline G et la LF bovine. En effet ce composé augmente de 2 a 4 fois

l activit® inhibitrice d%®tapHylacocou®auressi L6 aoaei siut
inhibitrice de la LF employée seule est de 16 a 64 fais pnportante que celle de la

pénicilline (Diarraet al, 2002).

V.14.2. Activité antivirale
La LF est capable de lier quelgues antigénes de nature virale. Le mécanisme général de
| 6activit® antivirale de-cilagec lesflucodatnmeglycdnesdd e | a
des membranes des eucaryotes. Le complexglidosamineglycanes joue en rble protecteur

en bl oquant |l a p®n®tration des Vvirus. Ce meE
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cytom®gal ovirus respons@aibmmunded ®@féiheiren se ehun
(Linden., 1994).

Les m®cani s me s-hadtavirale eala LF bbovinet oftt été étudies par Mugthy

al. (2001). La LF combinée a un traitement -prét postinfection de ribavirine a
completement empéché la formatide lésions virales. Ceci suggere que la LF empéche

| *adsorption virale par | es cellul es. D" autr
utilisations cliniques en tant quobdagent cur
ribavirine est la thérapie de combinaison employée comme mesure contre linfection a
hantavirus chez | 6homme.

Niehauset al. (2000) ont utilisé la teneur en LF des sécrétions nasales pour différencier le
rhume de cerveau de la sinusite plus sérieuse. La LF sevwetlans toutes secrétions ou les
membranes baignent. Dans le mucus, elle est une premiére ligne de défense contre les virus et
autres agents pathogenes. Ainsi les plus hautes teneurs de LF sont normalement retrouvées
dans les sécrétions nasales de patiattsints de sinusites sérieuses. Il est possible de
distinguer la sinusite des rhumes de cerveau en comparant les concentrations en LF des

sécrétions nasales.

V.14.3. Activité antifongique
Anderson et al. (2000) montre que la LF est la protéine du dgit empéche la croissance de
champignonglangereux. Le lait humain est reconnu pour ses propriétés antimicrobiennes et il
a été montré a maintes reprises que les bébés nourris au sein résistent mieux aux infections
gue les bébés allaités artificiellemeAiors que la plupart des études ont convergé sur les
activités antibactériennes et antivirales du lait maternel, peu se sont intéressées a son effet
antifongique. Les infections dermiques causées par les mycetes sont communes chez les bébés

atteints de rrd de croissance.

V.14.4. Activation de la réponse immunitaire
DhenninDuthille et al. (2000) ont montréque la LFétait impliguée dans la régulation de

|l ymphocytes CD4, essentiels pour | es capacit

V.14.5. Activité anti-inflammatoire
La LF module le processus inflammatoire, principalement en stimulant précocement
| 6excr ®tion des cytokines des monocytes, et

des cellules immunisées. Certaines de ces activités serg lié ~ l 6affinit® de | ¢
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lipopolysaccharides (LPS) présents a la surface des monocytes. Prise dans l'ensemble, ces
observations sugg rent fortement que | a LF ¢
la réponse inflammatoire (Bavegeal., 1999).

V.14.6. Activité antioxydante
Les propriétés antixydantes de la LF dépendent de sa capacité a fixer les ions ferriques
(Kanyshkoveet al, 2001).

V.14.7. Activité anticancéreuse
La LF est capable de participer aux processus de patidéret de différentiation cellulaires.
Elle a également été identifiée en tant que « Colony Inhibitory », agissant au niveau des
cellules de la moelle épiniere durant la myélopoiese (Linden., 1994).
Les cellules traitées a la lactoferrine montrent utadéfinitif de toutes les fonctions, y

compris | 6arr°t de | 6activit® m®t abol i qgue de
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| . Matériels végétal et biologique

I.1. Matériel végétal
[.1.1. Les graines de Neem
Les graines de Neeproviennent de 3 origineggographiquedifférentes :
- Sénégalont ®t ® fournies par | 0IlrcBdRAgroromiguses) i t u't
situé a Thies.
- Caneroun : elles proviennent de Garoua dans le nord du pays.
- Inde (Pitampura, Delhi) : Elles ont é&gavoyées par la société Shree Keshauno (p) Ltd.
Toutes ces graines nous sont parvenues déja séchées, nous les avons néannesing séché
| 6®t uvpusqEbACobtention dédun poids constant
- Huile végétale vierge de Neem bio, origine Inde, 100 mL, obtemez Hyteck Aroma

zone, Clermonferrand France

[.1.2. Les bananes
Les ananeaitilisées sont des banargsssertiu sous groupe CavendisW(sa sp). d d@rigine

Républiqgue Dominicainestockées 43°C pendant 2 jouravant inoculation

[.2. Matériel biologique
Les espéecedongiques pathogenes utilisées sont contenues dartableau XIII. Ces
champignonsont été isolés et identifiées au laboratoire de phytopathologie du GIRAD

Baillarguet (Montpellier)

Tableau XI Il : Espécs fongiques utiliséesaucaur de .| 6 ®t ude
Code Genre Espéces Hote Variété Organe Origine Région
CoGLP9 Colletotrichum  gloeosporioides Banane grande naine Piéces florales Guadeloupe Dingue
Gl310B Colletotrichum  gloeosporioides Banane nd Piéces florales Guadeloupe nd
Co GLP 18  Colletotrichum  gloeosporioides Banane grande naine Piéces florales Guadeloupe Dingue
Gl12.3B Colletotrichum  gloeosporioides Banane nd Piéces florales Guadeloupe nd
Gl5.18B Colletotrichum  gloeosporioides Banane nundu Fruit Guadeloupe nd
Co CMR 64  Colletotrichum Sp Banane nd nd Cameroun  Njombe
Co CMR 55  Colletotrichum Sp Banane hybrid Fruit Cameroun Njombe
ac 60 B Colletotrichum Acutatum Banane grande naine Piéces florales Guadeloupe Dingue
mu 12.2 B Colletotrichum Musae Banane nd Piéces florales Guadeloupe nd
mu 6.12 B Colletotrichum Musae Banane nd Pieces florales Guadeloupe nd
C 46.12 Colletotrichum Musae Banane nd nd Guadeloupe nd
CoCMR 52  Colletotrichum Musae Banane nd Fruit Cameroun Njombe
CoCMR 62  Colletotrichum musae Banane P. Abu Rerak Fruit Cameroun Njombe
B 017 Lasiodiplodia sp Ng;(cge nd nd Nc nd
B 027 Lasiodiplodia sp Mangue nd nd Nc nd
B 006 Lasiodiplodia sp Cacao nd nd Nc nd
Fusarium Fusarium sp Nd nd nd Nc nd

nd, non déterminé
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MI SE A LOET

(WT Binder)
55°C
\ 4
PRESSION A FROID — — - lourteaux
(Komet, CA59G)
v
FILTRATION ——— Boues de

filtration

MISE EN FLACON

l

Huile de Neem

Figure1l5:Sch®ma du proc®d® dobéobtenti on
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Entonnoir
de
remplissage

Presse
mécanique
Komet
@) Vitesse du
moteur
Moteur
Filiere
Lumieres
Tourteaix
(b)
Figure 16 : Montage de la presse mécanique®n ®r a | (a) et do®tail d
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Il . Etude technologiques

[I.1. Extraction des Huiles de Neem

[1.1.1. Extraction par pression mécanique a froid
Loobjectif de cette manipulation est doobte
mécanigie, exempt de tout contact avec des produits chimiques.
Léextraction de l 6huil e de Neem par pressi
schématisées surfigure 15.
Les graines nous sont parvenues déja seches. Dans un premier temps, elles ost (@idutriée
enl ever |l es pierres et tout autres ®| ®ment s
j avel dilu®e (hypochloritej @89gwdpm) olett e rst®CcmM® ¢
constant
Léextraction a ®t® edefmécartique®komet CABIG aAllemagned 6 u n ¢

(figure 16). La presse est une vis sans fin sur laquelle est fixé un cylindre métallique percé de

«lumierese par | esquelles sortent | 6huile, et s
tourteauypre€éesnh kaerc®e par l a vis sur | a
l 6huil e. Les fili res sont num®rot ®es de 2

filiere dépend de la taille des graines utilisées. La filiere 6 a été utilisédgsograines du

S®n®gal et du Cameroun et |l a fili re 4 pour
A la fin de | dédextraction, on obtient une hui
sera filtr ®e 7 «Filthaion doacerdla 4, Mellitad, France). caf ® (

Lohuile filtr®e est ensuite embouteill ®e d:

conditionnements des huiles. Les tourteaux obtenus apres le pressage des graines et les boues

de filtration seront gardés pour extraction par Soxhlet.
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GRAINES

!

BROYAGE DES GRAINES

v
REMPL ISSAGE DES
CARTOUCHES
(20 g de graines broyées)

v
EXTRACTION AU
SOXHLET

\ 4
EVAPORATION
ACCELEREE

Pesée

v

MISE EN FLACON

Figure 17 : Schéma du procédé gteaction de I'huile au Soxhlet.
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[1.1.2. Extraction par Soxhlet
La figurel7 décritlam®t hode dobéextraction utilis®e pour
celles retrouv®es puelgueexteptexpresacti on m®cani
- Les graines stn d6abord béay®des dobun(Thammome,u r TM
Vorwerk, Franc, j usqudé”™ | 6obtention doune poudr
- Vingt grammes de poudre sont introduits dans des cartouches, qui scmétes
placées dans un appareil a Soxhlet de 125 mL.
- Les ballons utilise sont des ballons de 500 mL, placés dans des cHalftas
adaptés et reliés a un systéme de réfrigération
- 250 mL débhexane (99%) sont introduits da
- Le temps dbéext&ha68d on t ot al est de
A |l a fin de | 6extpac®i odn,| 0|y @EmdnIEE9d20065t r ®V a
Bioblock Scientific) a une température de 40°C.
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Il . Etude de la composition des Huiles de Neem

Les produits chimiques proviennent tous de chez SIGAMBRICH (Steinheim,
Allemagne).
[1l.1. Détermination de la composition en acides gras des huiles de Neem par
Chromatographie Phase Gazeuse (CPG)

[11.1.1. Principe :
Pour analyser | es acides gras des huiles par
esters méthyliqueEn pl us d o6 un e awlatijtéle pracesdus employél présdnte
dbéaut r e scoramwea Blimaaagian sle la polaritd, ainélioration de la stabilité chimique
et thermique el recul des limites de détection.
Léest ®rificat i onlaméhanolgse hasiggat d Swexs t®@tradas at i or

a. La méthanolyse basique

Equation de la méthanolyse basique par du méthylate de sodium

CH,-COOR, + CH»-OH —— R;-COOCH;

CH-COOR, + R-COOH — CHOH + R-COONa + RCOOCH

CH,-COORs + CH,-OH —— > R3-COOCH;

Triglycéride + Acide gras — Glycérol + Savon + Esters méthyliques

Au cours de cette étape, les triglycérides sont transformés en esters méthyliques et les acides
gras libres en savons. Il faudrandt réaliser une seconde étape pour transformer ces derniers

en esters méthyliques.

b. L6est ®ri fication aci de

Equation de | 6est®rification des: savons en p
R4-COONa R4-COOCH; + NacCl
Savon Ester méthylique
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Lbacidification du milieu par exc s de m®t ha
du savon en ester méthylique.

Suite a ces deux étapes, on rajoute a la prépardteom ¢ Xane et de | 6eau d
décantation, deux phases se formdatpha&e hexanique, contenant les esters méthyliques et

la phase aqueuse, avec le glycérol et le N&Dlus prélevons la phase hexanique pour

| 6anal yse en CPG.

[11.1.2. Préparation des réactifs
a. Solution de méthylate de sodium
La solution de méthylate de sadn e st pr ®par ®e en m®l angeant
méthylate de sodium a 0,5 M dans du méthanol (560de méthanol) et une goutte de

phénolphtaleine pure.

b. Solution de méthanol chlorhydrique
Une solution de méthanol chlorhydrique est préparée eangeéhnt avec précaution, 50 mL
de chl otylea65 ndla@ensétanol

Mode opératoire (Piomboet al, 2006)

- 10mg dohui |l e sont ntredutsadarts @ ball®reontenant 2 a 3 pierres
ponce

- On rajoute3 mL de la solution de méthylate dedgum.

- Une canne a saponification est placée au dessus du ballon et le mélange est chauffé a
reflux pendant 10 m, a 65°C

- Onrgouter 3 mL de m®t hanol chl orhydrio
phénolphtaléin@uis on chauffe a nouveau le mélange a rgflerxdant 10 min

- Aprés refroidissement du mélange a température ambianterajoute 8 mL
dohexane puis 10 mL doéeau distill ®e dans

- On séche susulfate anhydre de sodiuma,n f i | t r e 'reotgénmuedie doé ur

0,45 umpuis onpréleve pout ahalye en CPG.
Conditions:

Les huiles de neem utilisées ont été extraites par prasgicanique froid et proviennent du

S®n®gal, du Cameroun et dbél nde.
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Trois r®p®titions par origine doéhuile sont r

- les échantillons sont dilués au 1/5.

- L 06 ectign se déroule en modplit, avec une fuite de 1/100.

- Lédinjecteur AeGtetc hlaeufgfa® “ve25t0eur est de |

- La phase stationnaire est constituée de polyéthylene glycol

- La température du four est de 185pendant 2 min puis augmente a caisle

4°C/min j us Q.6 225

- Ledeétecteur FID est chauffé a 210

- Léanalyse.dure 15 min
M. 2. Analyse des compos®s volatils de | 6huil

[11.2.1. Objectif
Lébextraction mol ®cul air e par-MS R Mdur objecifpl| ®e
d 6 i d elastmolécules de la fraction volatile des huiles obtenues selon les différents modes
d 6 e xtr acet/duesdifferentes oBgnes

[11.2.2. Principe
La SPME ou Micro Extraction en Phase Solide
qui, coupée a un dispositif GBIS (Chromatographie en phase GazeuSgpectrométre de
Masse), permet |l a qualification et |l a semi (
Léoextraction se r®alise dans un flacon herr
sepu m, une membrane souple que | 6on peut tra
extraire est premi r ement conditionn® sel on
SPME est amovible. Apr s avoir pera@uhee sept
fibre en silice sur | aquelle se trouve a pl
Pendant | e temps dobéextraction, |l a fibre adso
l e temps do®quilibratianfibaepbase ®s5ohcte d:
d®pl ace automati quement vers | e point dbéinje

Toutes les huiles obtenues ont été analysées par SPME, par extraction en espace de téte.

Matériel et Méthodes

[11.2.3. Mode opératoire

0,5 mLdechaque huile ont été introduits dans des flacons de SPME. Le conditionnement des

®chantill ons sbdest effectu® ° 40AC pendant
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chromatogramme a été fixé a 48 mlres composés volatiles sont identifiés graceaa |

bibliothéque NIST

[11.2.4. Conditions
- Léinjection se led®roul e en mode spl it
- Ldéinjecteur AeGtetc hlaeufgfa® “ve250eur est de |

- La température du four est programmeée par palier successif, en gradients, elle va

passer de 40°C & 210°€én 3°Cmin™.

[11.3. Analyse des composés triterpéniques de la fraction insaponifiable par

HPLC-MS

[11.3.1. Principe
Lohuil e est compos®drigpywm®rs aemaj] €er somdr tdiees
gl yc®ri di ques. E @& chaud iRysadydiolgse de @as estees bveafdrmation
de savons et de glycérinene partie correspondant a environ 2%, ne subit pas cette
transformation ce sont les composés insaponifiables.

Pr®paration des ®chantill ons ddéanal yse

MeOH 90%
(50 mL) +
Hexane 95%
(75 mL)

Huile de
Neem

< Récupération de Ila
phase méthanolique

Figure18:Sch®ma dbéextraction des triterp®no),|
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Cette méthode se base sur les travaux de Govindatlzdri998(figure 18).

o Dans une ampoule a décantarjntrodut5 0 mL d &Néemi | e de

0 Onajoutes 0 mL dé& W5enk de méthanol (MeOH) 96.

o0 Apres décantation, on récupeére la fraction méthanolique (partie inférieure de
| 6ampoul e)

o On évapore ensuite le MeOH %0 | 6®vaporateur rotatif
ddune poudre jaunoOtre

0 La poudre jaunatre est dissod#ns 5SmL de MeOH pur

0 La solution estiltrée avec un filtre organique de porosité 0,45um

0 Ondilue au 1/100 dansduMeOH@uwv ant i njection ~ | 6HPL

111.3.2. Conditions
HPLC:

L6O®l ution est faite en mode,50/o0cratique
Débit: 1 mL.min™ ; Pression 160 bars.
Le volume injecté 20uL.

La colonne utilisée C18 dimensions 250x 4,6 mm porosité 5 um

- LedétecteurUaétér ®gl ® © wune | ofnmpueur dbéonde de
- Le temps: :18®Gm@mal yse
MS
- Les analyses ont été faites endaddPCI (APCIi et APCI +) et en mode ESI (ESI
et ESI +).
En APCI:
- Température de la sourcd00°C.
- Le gaz nébuliseur ekt 6 a 2 ontdébit de 60 mimin™.
- Le courant appliqué est de 3,5 pA.
- Le tube capillaire est chauffé a 150°C, sous une tema®5 V.
En ESI:

Température de la sourc845°C.
Le gaz nébuliseurset | @uanzlébit de 55nL.min™.
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IV . Mise au point du Systeme L  actoperoxydase

IV.1. Optimisation du systéme: détermination des doses des différents
constituants

Le kit de péparation du Systéeme lactoperoxydatabléauXIV) nous a été fourni par
| 6entreprise BI O SERAE (Br am, France) .

Tableau X1V : Kit LPSfourni par BIOSERAE

Composant Composition
Lactoperoxydase >120Ul.mg"
Glucose oxydase >56 Ul.mg*
Thiocyanate de sthum Pureté 9%

IV.1.1. Objectif
Dans un premier temps avec le LPS, il a fallu déterminecdesentrations dedifférents
constituantglu LPSpour obtenir ursystemeactif optimum. Il a fallu en effet tenir compte du
fait que nous avons modifiée lascue de peroxyde doébhydr ax ne, f
antérieurs (Le Nggen, 2003 Julan, 2004 Nous avons donc eu a produire le peroxyde
déhydrog ne par voi e en enzygurdse & laeglucgse ©c e
oxydasece qui , dr éeta Perraudin (1R®1), preduit un effet antimicrobien plus
important
Nous avons testé 3 systemes provenastrdgauxde 3 auteurslifférents Ils sontcontenus
dans le tableaXV (Boschet al.,2000; Adolphet al.,2006 et Boussuel et al, 1999 :

TableauXV : Composition des différents Systemes Lactoperoxydase .testés

Systeme 1 (Boschet al.,2000)

Lactoperoxydase 30 mg.L'l
Thiocyanate de sodium 1 mM (90 mg.L'l)
Glucose oxydase 100 UI/L (1,79 mg.L'l)
Glucose 100 mM (18 g.L'l)
Systeme 2 (Adolph et al.,2006)
Lactoperoxydase 3927,5 Ul (33 mg.L'l)
Thiocyanate de sodium 0,5 mM (45 mg.L'l)
Glucose oxydase 85,5 UI/L (1,53 mg.L'l)
Glucose 8 mM (1,44 g.L'l)
Systéme 3 (Bousouel et al. 1999
Lactoperoxydase 35 mg.L'1
Thiocyanate de sodium 25 mg.L'l
Glucose oxydase 1 mg.L'1
Glucose 0,2 g.L'1

64



Matériel et Méthodes

Le choix du syst me sbéest fait e-rmproduibpopwrt i on ¢
chaque systeme.

IV.1.2. Préparation du réactif pour le dosage des ions OSCN-
- 40 mg de Zarboxy4-nitrophenydistfide ou DTNB
- 20 mg de Borohydrate de sodium (NaH
- 6,05 g de Tris [hydroxyméthyl] aminométhane
-5 mL déacide Chlorhydrigue fumant ~ 37%
- 100 mL ddéeau distill ®e

IV.1.3. Dosage des ions hypothiocyanate (OSCN")
a. Principe
1 sdbagit dounudilsépy dosed l@rionsyCGSCidns la sabve.Les ions
OSCNsont capabl es de r ®agi-r avec |l es groupe
3-carboxyd-ni t roph®nyl di sul f indr@benania acitle) EDINBDU NHs)i o b i s

préalablement réduite gnr ®s ence doéun exc s de borohydrat

r®duit (TNB) absorbe I a Ilumi re 7 une | ongu
°tre d®termin®e en appliquant un Tmefficient
La mesure & t bas®e sur | 6oxydation de 2 +muil ®cul e

donne du DTNB, composé incolore. Lorsque les ions OS@X{ydent les groupements

sul fhydriques, | 6absorbance di mi nueprégentoport i
d a n s antilldrgdcdbser.

Connai ssant | a quantit® de TNB initiale, d ®t
|l a solution de r ®f ®rence (en pr®sence doéun
d®t erminer | a concentrat mesueaniearniaée ppdlaa n ®c |
r®@action du TNB avec | es ions pr®sents dans

b. Mode opératoire
Plusieurs méthodes sont utiliséeab(eauXVl). Aprés étude de chacune des méthodes, nous
avons choi si doutdesousser cell e pr®sent ®e ci
o Dans une fiole jaugée de 100 mL, contenant 75detampon TrisHCL a M pH =7, 40

mg de DTNB sontintrodusa f i n déavoir une concentration
o On rjouter (sous hotte) 20 mg de borohydrate de sodium, agent réducteur, a la solution

de DNTB, la concentration finale est de 5 mM.
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o On compléetde volume a 100 iin avec du TrisHCI. Le TNB étant photosensible, couvrir
la fiole avec du papier aluminium.

o La quant it ®ordedue damsun €laBtiNon est dosée de la fagcon suivante

V On prémredeux cuves avec0,2 mLde TNB+2,7mdéeau distill ®e.
VDans | 6une des Ldo®esbatbes s h ospntintrodditb s emr  (
etdansd aut r e Kaeute@hnldddpu distill ®e.

Calcul de la concentration en ions OS@Ns échantiins

& A1> mm: lecture directe a 412 nm

La concentration en ions hypothiocyanate de calculera commne suit
[OSCN] ( OMp*x11G8AR

Le coefficient 1102,9 comprenant | e coeffici

66



Tableau XVI : Comparaison entre les diffétes méthodes de dosage des ions hypothiocyanate

Longueur
Méthode Réactifs Présence de tampon ddédonde Formule
lecture
Borohydrate de sodium
(20 ), DTNG (40 rg), [OSCN] (uM)=  (s8A/total (ml))/(S x | x 2 x Véchantillon (ml)) x 0
Julan, 2004 Tris-HCI (6,05 mg dans Non 412 nm R ]
75 mL doeal (doapr deBeellamberd =S xIxC)
+5mLd O HCI )
Nbs, (20 mg), DETAPAC Tampon Chlorure de
(Immole), potassium (1,96.L™ de
Boschet al, 2000 2-mercaptoethanol Na,HPO,.2H,0 + 0,89 g.[* 409 nm [OSCN-+OI-] = 4,5 (Acontrol- Aéchantilon/0,01405 x 2 x Véchantillon
(0,6mM), tampon de NaHPQ,.H,0 + 8,19 g.[!
phosphate pH 7,2 (50Lh de Nacl)
tampon phosphate pH 6,
Aune et Thomas, | (50 mM),Borohydrate de o
1977 sodium (2 M), EDTA non 412nm Aucune indication
(5 mM)
Tenovuoet al, 1981 Aucune indication Aucune indication 412 nm Aucune indication
TNB (1 mM), TrisHCI
Thomaset al, 1980 | pH 7 (0,5 M), lmrohydrate non 412 nm Aucune indication
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V. Analyses Microbiologiques

V.1. Les milieux de culture

V.1.1. Potato Dextrose Agar (PDA) (DIFCO, Le Pont de Claix, France)
! s @wrangilied de dufiure solide, servant a la culture de levures et de champignons dans
les aliments et les produits laitiers. Dans notre cas, il servira a la cdéun®s souches
fongiques. Sa composition par litre est de 4 g de fécule de pomme de terre, 20 g de dextrose et
de 15 g dodagar. On suspend 39 g de milieu d
mélange est autoclavé a 121°C pendant 15 min. LenaHdu milieu est de 5 &,2.

V.1.2. Potato Dextrose Broth (PDB)

! sbagit doéun mil i euisépeurlescdltiuras eremilieuiliguideodei o | 0 ¢
l evures et de champignons. I a | a m°me com
coni ent pas dodagar. On suspend 24 g de mil i et

citrate/phosphate (pH 5,5). Le mélange est autoclavé a 121°C pendant 15 min.

V.2. Les diluants
V.2.1. Eau peptonée
Les peptones tpsiques sont un apport en azdta conposition est simple peptone exempt
doi ndalleNad 5.1
Le milieu est préparé en ajoutantd5 de mi |l i eu d®shydrat® ~ 1 |
ajustét 5. Lobeau pept on®epemantldnnt ®ri | i s®e -~ 121AC

V.2.2. Eau physiologique + Tween 80
C'est une solution isotoniqueQa ( w/ v Ll aghde W,87,2 stérilisée a 121°C pendant
15 min, qui permet deréserver le volume cellulairddans notre cas, nous rajoutons
0,06%(v/v) de Tween 80. ! sbagit débun mouill a
champignons dedsa g g | o m®r e(de Wit et tam Hooydonk1396)
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V.3. Inoculum

V. 3. 1. l nocul um ut idrdissdBce pleslespecesdtf@angiquese | a
en milieu de culture liquide PDB
Léinoculum est une suspensi ohconides/mt pouriledi es f
espécesde Colletotrichum(C 62 et Co CMR 55) et f®our Fusarium spLes milieuxsont
ensemencés a hauteur @ @//v) de suspension de conidies.
Léi noculum est pr®gae®u eph y SGlo teo\a®) & 0,8 (ML

(vivyde tween 80 ~ | a s wespécdoogiquedgée dmy & ®ljourlam d 6 u n
surface du mycélium ainsnouilléee st r a c | @m étaleur btérilalia duspendidn est
récugrée  © | 6ai de d @testensupeifilpée sum diltresstar®@ard plissé (@ 150
mm), afin doé®l i miner | e myc®Il i asthomogénéiéeecas r ®s i

| 6ai de dbéun Vortex.

La charge de |l a suspension est d®t e rsaopen ®e
optique au grossissemetfi0. Le nombre de conidiesL™ est donné par la formule suivante

N = x . 16 CFU.mL™ ou x est la moyenne de conidies comptées dans au Boéasangles

de la cellule de Malassez.

V.3.2. Inoculum ut il i s® pour lalcwi®tancd ales kcgpeces
fongiques en milieu de culture solide PDA
Léinoculum consiste en un disque de myc®l i u
culture de 7 jourd.es cultures utilisées ont été obtenues a paetimycélium purs dsouches
microbiennes, conservées-&8°C dans du glycéroll5% (v/v). Pour se faire, on inocule a
| 6ai de dobébune anse s tmiconskre dansdu giycéra%%S@/v)) sakre my c «
du milieu PDA. Léincubation dure 3présteair s
3j our s d 6 onrpeutidbseriver le déyeloppement mycélien suivi de la sporu(ation
fonction desespéces On repiquele mycélium surun autre milieu de culture PDAOn
pr®l ve 7 afsésai®d | &d6bwme morceau g®l os® de PD/
inocule sur d milieu PDA en boite de PétrOn incube a 30°@ans une étuve pendant

7 jours.

69



Matériel et Méthodes

V. 4. Etude de | 6activit® antifongique du S
lactoferrrine

V. 4. 1. Etude de | 6activit® antifongique d:1
méthode de la biomasse

V. 4. 1. 1. Etude de | Gséaftdperdaxydabes surda cfoiss@ncee nt s
desespecepathogenes fongiques
a. Différents Systémes LPS étudiés
Apr s | a d®t er mi nati on des concentrations
antm cr obi en de diff®rents LPS a ®t® test ®. I

- LPS natif: avec les concentrations déterminées

- LPS2G: avec la concentration en glucose doublée

- LPSI: LPS natif + 0,3 mM (49,8 mg) dobéiode

- LPI: dans ce cas, le thiocyanate du LPS natif est subptitué de | 6i ode =~ 0

b. Préparation des Systemes Lactoperoxydase

Dans wun erl enmeyer contenant un |l itre dobeau
dans | ordr e sui vant c h a c wlncoseal glsicose oxydase,s ant s
thiocyanatede sodium et lactoperoxydase. Chaque composant est rajouté 2 min apres le
composant pr ®c ®dent . Apr s | 6ajout de | 6enz

observé avant la récupération de la solution de LPS pour les analyses.

c. Etude la croissanagesespecepathogenes fongiques par biomasse

Dans un erlenmeyer de 25Q.nY5 mLdePDBstérleedont | e pH a ®t ® stabi
de tampon citrate/phosphate;Kg0;.H,O 0,2M et NaHPO,.2H,0 0,2M), sont introduits Le

Systéme Lactoperoxydasd ajoutéaseptiguement. La solution esérilisée par filtration sur

fitre de 0,45um stérile. Introduire ensuite % v/iv de suspension de conidies

(10° conidiesmL™) dans les erlenmeyers. Le tout est maintenu & 3Bhs un baimarie

avec une agitatiomle 140 tramin™. Des erlenmeyers témoins sont préparéserajoutant pas

le Systeme Lactoperoxydase.

Pour chaque souche on fait les mémes préparations qéspnément.

Aprés respectivemer®, 18, 24h, 5 mL du contenu des erlenmeyeest filtré sur des
membranes stériles de 0,4 préalablement séchées a kDHendant 1 h et tarées.

Les membranes ont enant l e myc®l i um  °Gpendant 24 fiEllds ® e s

sont ensuite pesées 3'19 pr s jusqud” | dobtentiowe doune

3 répétitions par traitement et par temps de traitement.
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V. 4. 2. Etude de | 6activit® antifongique de
La lactoferrine bovine nous a été fournie par DMV. Elle posséde les caractéristiques
suivantes

Pureté& 96%
Protéins : 93%
Solubilité: 8%

V.4.2.1. Préparation de la lactoferrine.
Léeau peptonn®e a ®t ® utilis®e comme dil uan
choisies 10 et 30mg.L™. Ces concentrations ont été choisies en accord avec les travaux de
Souklkaetal.( 1992) sur | 6ef f et danditaalbitaastes solutmmsr i ne |
de |l actoferrine ont ®t ® p milBpore)rp@Gue svitemtoukec d e
i nteraction avec dbébautres composaRsbaweoadei ons.
| 6acide citrique (0, 1M). La solution ainsi [

de 0,45 um et introduite dans un erlenmeyer stérile.

V. 4. 2. 2. Etude | 6activit® antifongique de
Les pathogees étudiés sont ensuite mis en culture dans la solution de lactoferrine comme
décrit pour la méthode de la biomasse. Par contre dans ce cas, le suivi de la croissance se fait
par la méthode de la turbidimétrie. Au bout de respectivement 0, 18 et 24Lhdd chaque
erlenmeyer est prélevé pour une lecture au turbidimétre a 600 nm. Trois répétitions par

traitement et pagspecesnt été réalisées.

V. 5. Etude de | 6ef fet de | 6huil e espeees Ne e m
pathogénes fongiques

V.5.1. Effetdesvol ati l es de | 6huile de é&bpezes sur |
pathogenes fongiques
Sur du milieu PDA en boite de Pétri, on inocule un disque de mycélium (Berdiamétre)
du pathogénéigé de 7 jourgtableau Xil). Dans le couvercle de la boite de Pétrifign, a
| 6ai de de gl yc®rol, une | déposéed 4, 6,0 20,r40et TOO p €,
OL doéhudédm idsesuNe de diff®rent s idtSyxpletethuled e xt r a
commerciale) selon la méthode de Régmieal. (2007).le t out est ensuite s
parafil m et >@ifigurel9).l 6®t uve ~ 30
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Trois r®p®titions par type doéhuil e Aalouts i g uc
de respectivement 2 et 7 jours, le diamétre de croissance du mycéliumesse rmes

rsul tats sont exprim®s en pourcentage doi nh
[(C-T)/IC]*100 (Plazaet al, 2009, ou C représente le diametre de croissance du pathogene

dans les boites témoins et T le diametre de croissance du pathogenkeslaoites avec

présence de traitement.

Boite de Pétri

Lame de microscope

Huile (traitement)

Figure19:1 I l ustration doéune bo " te eswunPlamerde avec
microscope sur le couvercle

V. 5. 2. Ef fet de | 6incorporati omecuiuteui | e d
sur la croissance des souches pathogénes fongiques
Dans du milieu de culture PDA préalablement autoclavé awgatdrajouté 0,056 (v/v) de
Tween 80, on incorpore stérilemeft5; 1 ou2% ( v/ v ) Neénhalin de détedaneer
la dose ddraitement La gélose ainsi préparée est coulée en boite de Pétrinocule au
centre de la gélose ainsi préparée un disque de mycélaiBhmm de diamétrdu pathogene
agé de fours Trois répétitions par traitement ont été réaliseesdiamétre deroissance ebs
champignonsmesuré tous les jours pendant jdurs Les résultats sont exprimés en
pourcentage doéinhibitian donn® par | a for mul
[(C-T)/IC]*100 (Plaza et al., 20040u C représente le diamétre de croissance du pathogene
dans les bites témoins et T le diametre de croissance du pathogene dans les boites avec

présence de traitement.

VI. Et ude dhracnos® denblessure de banane

Le protocole utilisé est celui décrit pae Lapeyre de Bellairet al.(2008.
- R®al i sat i onon ded conigies deQdlletatrichum musaecalibréee a
10° conidiesmL™
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- Décontamination des fruits | 6 ®t%@wn ol 70

- Découpe de bouquets de 4 doigts de banane (2 au rang interne et 2 au rang externe)

- Délimitation par quatre points au marqueur indélébde dl 6 ai re doéi nocul a
dél cm|] au niveau de |l a face | at®rale dou

- Inoculation de2 doigts par dépodt de 25 pL de la suspension de conidies au niveau de
| 6aire doéinocul ati on

- Recouvrement de la gouttelette par undisque depap f i |l tre, puis do
humi de st®rile, puis de film plastique (a

- Stockage des fruits a 25 durant48 h

- Bl essure des fruits au niveau de | 0aire
doun embout cdme] s(ulraf aciet els s de 5Sdnemsed’, 6lee mb o u 't
compression dure gec)

- Réalisation des traitements par trempage

- Conditionnement des bougquets doéun m° me t
stockage 20°C pendant 10 jours (simulation du transport Eeaq)

- 10 jours apr s inoculation, apparition d
Mesure de la surfaae Iésiorgrace a la formule SL = longueur*largepfa.

Dix répétitions sont réalisées pour chaque traitement.

Les traitements étudiés sargroupésiansle tableauxViIii .

TableauXVIl :Di f f ®r ent s traitements ®tudi ®s pou

Traitements Codes
Témoin Ti
Témoin iode T iode
Tecto 20 S TBZ
LPS
LPSI
LPI
LPS + Huile de Neem Sénégal LPS + NS
LPS + Huile de Neem &neroun LPS + NC
LPS + Huile de Neem Inde LPS + NI
Huile de Neem Sénégal NS
Huile de Neem Cameroun NC
Huile de Neem Inde NI
Bioxeda
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Analyses statistiques

Le traitement des résultats se fait par analyse de la var{@Nn@VA) (P = 0,05 et les
moyennes ont été comparees par le test de Bonfeifonies ces analyses ont été faites avec
le logiciel XLSTAT (Addinsoft version 2009.4.07Paris, France).
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Résultats et discussion
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. Etude des potentialit®s doutilsesation

[.1. Optimisation du LPS

Le but de cette ®tude est de d®terminer qubobe
| actoperoxydase dbéavoir | a cla pdtélevgauteut ehe pr o
utilisant les quantités les plus faibles daatés, Pour se faire, nous avons mesurer la vitesse
doéappariti on paretrsis coraitions ofegiNs differenfeableau XVIII), a

savoir:

Tableau XVII | : Conditions opératoires

Systéeme 1 (a) (Boschet al.,2000)

Lactoperoxydase 30mg.L?
Thiocyanate de sodium 1 mM (90 mg.L™)
Glucose oxydase 100 UI/L (1,79 mg.L™Y)
Glucose 100 mM (18 g.L™h)
Systeme 2 (b) (Adolph et al.,2006)
Lactoperoxydase 3927,5 Ul (33 mg.L™)
Thiocyanate de sodium 0,5 mM (45 mg.L™)
Glucose oxydase 85,5 UI/L (1,53 mg.L™Y)
Glucose 8 mM (1,44 g.LY
Systéeme 3 (c) (Bousuel et al. 1999
Lactoperoxydase 35mg.Lt
Thiocyanate de sodium 25 mg.L™*
Glucose oxydase 1mg.L*
Glucose 02gL"
——a b c
2,5 1
2 -

1,5.- %M

Concentration relative en ions OSEN

0,5 1
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Temps (min)
Figure 20: Evolution de la concentration relative (Concenat i on ~ | 6i nst ant

initiale) en ions OSCNpendant 10 min des LPS.
a (Boschet al.,2000), b Adolph et al.,2006)et c Boussouekt al. 1999).
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Tableau XIX : Tableau récapitulatif des caractéristiques (concentrations des réactifs et

coditions doébutilisation) de diff®rents Syst

[GOD] pop | (Gueosel | B | pr | M de | TEDP | Retérences

2 mL?I'_LL'l_l()ZBZ (8%%6"8'|_L;1) 13,89 025 | 66 lait det15 De”i(sl’zt8§§‘met

ooulL? | 000Ul | 1667 | %55, | np | PeptonevE 37 Dio”(gngt al.
984 UILL™ 19 mg.L* 21,11 Np 78 THB 0,162et Kenpzeodgoe)zt al.
100 UI.L™ 30 mg.L? 104,44 1 5,0 TSA 35 Boécg‘oeg)a'-

112,5ULL" | 5040UIL* 1,11 025 | 64 lait 25 Bouségggget al.
acti\l;ifgll,g 187,5 mg.L* 22,22 5 7,8 THB 37 Mc('gé’oezt)a'-
actixl;iTgng 0,5 mg.L* 0,07 0,073 67"7’85‘ TSB_BH\To':B' 37 ou 42 D“f(%ogg al.

Bouillon M17
(slé?STﬁfll) (39225729L.JLI-.1L'1) 8,33 05 | 65 DEJFFI}%G 4et25 Ado('ggg;)t al

Les trois systemes choisis diféts de part leur concentration en glucose et en thiocyanate de
potassiumlLa figure20r epr ®s ent e | é@n@ut@tlon relative {(Corttentratioa enc
OSCN” | 6instant T/ Concentpeadantl1® minutes.i ti al e) en
Le systéme Lactoperoxydase b présente la cinétique de production des ionsl&®SIGsI
rapide sui vi du syt mmes Adolpket al. (@006) poar omtimiseslyy t  me
p®r oxydation de | &dion thiocyanate, delax f act
concentration en glucose (premiertiag) et la concentration en lactoperoxydase (second
facteur). Dans notre cagsl concentrations en lactoperoxydase sont similpes les trois
systemegtudiéesN®anmoi ns | 6activit® de | a | actoper ox
(1989) etWiit et van Hooydonk (1986) d#euxconditions:
- une concentration suffisante en idh®cyanate a pour incidence une activité optimale
de | a | actoperoxydase, en revanche, une
peut entrainer une inactivation réversible de la lactoperoxydase
- unexcesdedw oxyde dohydr og nigerla lagopewxydasefdé e t d
maniére réversible et/ou irréversible.
Cboest sans dout e c ensquele systéme a adonse lagcinétiquee dep | 1 q |
production des ions OSCM moins rapide.
Au vu de ces résultatsorus avons donc scdndtiors iopérdtd@restquil i s er

caract®ri sent |l e syst me b pour l a suite de
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favorabl es qudell es mo benkéactifeeat substlaeCe thaix st e s C ¢
conforté par le fait que les informat®relatives au systéme ¢ (Boussaetedl, 1999) ne sont

pas précises. Ainsi les unités (concentration et activité enzymatique) utilisées pour
caractériser les préparations enzymatiques de la lactoperoxydase et de la glucose oxydase ne
sont pas standardies. En effet, Boussouekt al ( 1 9 9 9) ne pr®ci sent p
enzymes (lactoperoxydase et glucose oxydase) utilisélesoe faitne nous permettent pas de

les comparer avec celles que nous avons utilid@esplus de maniere générale dans la
littérature, la comparaison entre les différents systémes lactoperoxydase (tableau XIX) est

di fficile. En effet | a puret® des enzymes ut
composants des syst mes | actoperpaxpyétises.e var
Dionysius et al. (1992) et McLayet al. (2002) ont utilisé des concentrations en
lactoperoxydase trés élevées respectivement 14000 @L1187,5 mg.[* en opposition &

Kennedy et al. (2000) et Dufour et al. (2003) qui ont utilisé des otratens en
lactoperoxydase moins élevées respectiverhi@rgt 0,5 mg.I! mais dans ce dernier cas de
figure, | enzymasli avdtt®p edreosx ydase utili s®es noest
comparaison impossible. Il y a également des différenceomeentration pour les autres
constituants du sy&tne lactoperoxydasedans tous les cas, les concentrations en glucose
oxydase de la littérature sont plus élevées que celle du sytéme lactoperoxydase b (celui que
nous avons choisi pour la suite de notreidé). Lorsqe 16 o0 n compar e |l es
(glucose/GOD, SCMLPO), nous constatons que seul le systeme lactoperoxydase utilisé par
Denis et Ramet (1989) edtes similaire au systeme lactoperoxydaseDie. plus les
expérimentations mentionnées déméttérature ont été réalisées dans des milieux de cultures
microbiologiques ou dans du lait, sauf pour Adaofplal. (2006) qui comme dans notre cas a

réalisé son études dans du tampon (tampon phosphate, 0,1 M). Ces conditions pourraient

i nt erf ®r ®e édusysteme laéapdrdxyadasecPour terminer, les températures et les

pH de travail sont ®galement diff®rents doun
Comme nous | 6avons di't pl us haut, nous avon
étude. Nous allongester| 6 e fitd dec & csysteme visvis de la croissance de trois

pathogenes de la banane
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4,00 - mTC62
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 - a

Biomasse (g.L)

1,50 - b
1,00 -
0,50
0,00 -

18 24
Temps (h)

mTCoCMR55 mLPSCo CMR 55 b

4,00 a
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 A
1,00 -
0,50 -
0,00 -

Biomasse (g.L)

Temps (h)
B T Fusarium c

4,00 -
3,50 -

53,00

=

82,50

22,00 -

€150 - a

(=]

@ 1,00 - a
0,50 -
0,00 -

a

18 24

Temps (h)

Figure 21 : Effet antifongiquedu Systéme lactoperoxydase Qailetotrichum musa€ 62
(a), Colletotrichum sp(b) etFusarium sp(c) aprés 18 h et 24 h de culture slau milieu
PDB a 30°C sous agitation (140 trs/min)
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I.2. Effet du LPS sur la croissance de différentes especes fongiques
pathogénes de la banane lors de culture en milieu liquide

Les résultats de cette étude sont présentés ddigsila21. On observe e inhibition de la
croissancedue au LPS de toutes lespécesfongiques testéed. 6 e s [a plasesensible a

| 6ef fet du LCBlStotrelsum spCaCMRbRstivieede la soucheisarium sp.

elleméme plus sensible que la sou@wletotrichummusaeC 62.Pour la souche Co CMR

55, |l e traitement au LPS c oapeks24 hde cultune dansni v e a
du milieu PDB Pour |l es deux autres souchesla | 0eff
r®ponse des pat he tp nmme Cetied @mnse dépendcdu piweau de
sensibilité des pathogénes. On pourrait donc dire que la souche C 62 est plus résistante que la
souche Co CMR 55. Effet de Lapeyre et Dubois (189t d®montr ® quaodi l e
souches d€olletotrichum musaeq u i sont plus r®sistantes que
nous conforte dans notre hypothése selon laquelle les pathogenes ne réagissent pas de la
méme maniére aux traitements.

Ces différentes réponses au traitement par le LPS signifient quetle syse ut i | i s® n ¢
suffisamment efficaceis-a-vis de nos pathogéneaussi avornsious choisi de le modifier

pour en am®liorer | 6efficacit®. Les mkkdi fi ca
tableau XX En effet, Lehrer (1969 f f i r me sgsdume | actoperoxydas
iode est | e donneur do®d e%tlreosn mo diinf ied d teit o N
systeme de baséCes différents systémes ont été testésawis des trois souches déja

utilisées. Ldigure 22 montre les résultats obtenus.
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Tableau XX : Caractéristiques desfiérents LPSmodifiés utilisés

contre les troigspécesongiquespathogénes

LPS natif

Lactoperoxydase
Thiocyanate de sodium

Glucose oxydase

3927,5 Ul (33 mg.L™)
0,5 mmol/L (45 mg.L™)
85,5 UI/L (1,53 mg.L™")

Glucose 8 mmol/L (1,44 g.L™)
LPS 2G
Lactoperoxydase 3927,5 Ul (33 mg.L™)

Thiocyanate de sodium

Glucose oxydase

0,5 mmol/L (45 mg.L™)
85,5 UI/L (1,53 mg.L™")

Glucose 16 mmol/L (2,88 g.L ™
LPSI
Lactoperoxydase 3927,5 Ul (33 mg.L™)

Thiocyanate de sodium

lodure de potassium

Glucose oxydase

0,5 mmol/L (45 mg.L™)
0,3 mmol/L (49,8 mg.L™)
85,5 UI/L (1,53 mg.L™")

Glucose 8 mmol/L (1,44 g.L™)
LPI
Lactoperoxydase 3927,5 Ul (33 mg.L™)

lodure de potassium

Glucose oxydase

Glucose

0,3 mmol/L (49,8 mg.L™)
85,5 UI/L (1,53 mg.L™")
8 mmol/L (1,44 g.L™)
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B Témoin MLPS m[PS2G MmLPS| mLPI a

4,00
3,50 ~ d
3,00 -
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0,00 -

ab
ab

Biomasse (g.L)

18h 24 h

Temps (h)
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2,50 -
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1,50 - a
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0,50 - 4 a 4 c
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18h 24 h

Temps (h)

Figure 22 : Effet des Systeme lactoperoxydase modi@iéfietotrichum musa€ 62
(a), Colletotrichum sp(b) etFusarium sp(c) apres 18 h et4?h de culture dans du milieu
PDB a 30°C sous agitation (140 trs/min)
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On observe que le traitement LPI conduit aux biomasses les plus faibles apres 18 h et 24 h
guel que soit | a souche ®tudi ®e. Par centr e,

| 6autre. Loinhibition de |l a croissance est
Témoin pour les souches Co CMR 55 et geusarium sp(figures 22 et c) et LPI > LPSI >
LPS > LPS2G > Témoin pour la souche C 62 (fighBb) en matiere de rpduction de
biomassePour cette souche (C 62), il y a une différence significative avec le traitement LPI
et tous | es autres traitements et i néoy a
traitement LPS2GEnN ce qui concerne la souche ChIR 55 deColletotrichum sp.il existe
une différence significative entre le témoin et les autres traitements aprés 24h, mais pas de
différence significative entre les différents traitements, méme si le traitement LPI produit les
biomasses les moins élegée
Apr s 24 hepique s ssughedtmitées [t Pl sur du milieu PDA| | nasy a p
de reprisede la croissanceles souches. Nous en déduisons que ce systeme a un effet
fongicide sules s ou c h éestdongdliuosn olx y dab | eAveag le graitemgnt on S C
LPSI, on observe un ralentissement de la croissance mais pas un effet fongicide. Nous en
déduisons que le systeme LPSI est fongistatique et que le systéme LPI est fongicide. Thomas
(1985) et Guthrie (1992) sopairvenus aux mémes couasions.
Compte tenu de ces résultats, nous nous somme$ ppséqu e st i on depoura t oXi
les consommateurs des bananes trait@aess les systemes LPI et LPSus sommes a des
doses en iod@odure)assez faibles (300 ud 6 i o d u r e mgd [Ranspeosel descsiding, la
r ®gl ementation pr®conise de 10 ° 15 mg dbéi o
syst me LPI, ce nobest pas | 6iode qui a une
r®action entre | Oriocogdenee,t dre |péauooaxdygsieprieesh yldo i
antimicrobiennes. Loutilisation de | 06iode,
thiocyanate dans le systeme lactoperoxydase a été étudiée contre les bactéries buccales par les
dentistes. Erffet, lhalinetal.( 2003) ont test® 3 concentratio
sous forme doéi odu systemd dactopecokydases dontFersobdctenium
nucleatum Débapr s ces m°mes auteurs, |l es compo

| 6 orercalles ions Obnt un effet antimicrobien plus important que les ions OSCék

mooindresr ®s ul t at s obtenus avec | e LPSI peuvent
thi ocyanate r®dui't | 6 act Sleenétaatren compétdioneeb i e n n e
| 6i ode pour |l a r®action dobéoxydantiswhménen eff

position sur la molécule de LP, ce qui &ndne compétition qud i mi nue Ilddef f i c

systeme lactoperoxydase.

83



Résultats et discussion

Compte tenu de ces informationsus avonstéudi ® | 6ef f et de di ff ®r
déi odure de potassium (KI) (10, 50, 100 et
craissance d€olletotrichum musa€ 62. Ledigures23a et bprésentent les résultats obtenus

pour ces traitementd.e choix des concentrationgestées est basé sur des données de la

littérature et le fait que 10 pNMeprésententa concentration de la salive en ion(lhalin,
2003)

B Témoin ®WM10pM ®m50uM ®100pM = 300pM a

Biomasse (g.L)

18h 24 h

Temps (h)

Biomasse (g.L)

18h 24 h

Temps (h)

Figure 23: Effet des Systemes LPSI
(a) et LPI (b)a différentes concentrations en iogale potassium sur la biomaskse
Colletotrichum musa€ 62apres 18 h et 24 h de culture en milieu liquide PDB a 30°C sous
agitation (140 trs.min).
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Les résultats obtenus confirment ceux obtenus précédemment a savoir que le systeme LPI est

plus efficaceet conduit a une inhibition plus importante que le systéme LPSleguple

soet | a dur®e de |l a culture et | aPourdesdeent r at i
syst mes, |l es concentr at iinhibest davantagiadcowissanced e p ot
de |l a souche. Les diff®rences observ®es sont
! est int®ressant de constater que | a plus
®l ev®e, cel a per mettra d 0 a dRl pauxe exigemces deso mp 0 S

toxicologues pour une utilisation sur des aliments.
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ETC62 mC62LF mC62LPEmC62 LPS+L
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Figure 24 : Effet de la LF, LPS et LF/LPS sur la croissanc&dé#etotrichum musa€ 62
(a) etFusarium sp(b) aprés 18 h et 24 h de culture danswlieu PDB a 30°C sous agitation
(140 trs/min) et mesurée par turbidimétrie
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I.Etude des potenti al iatllt®®ferind ueétdul i sat i C
Bioxeda® contre les espéces fongiques pathogénes de la banane

Les résultats obtenus avec le systéme LPS@®mo nt r ® téldé efsystenceavisvis

des espécd®ngiquespathogenes e st ®es. Cependant , i nous a
potentialités de combinaisons de traitements utilisant des molécules naturelles connues pour
leurs activités antimiobiennes. Parmi les molécules décrites pour avoir des propriétés
antimicrobiennes, il nous a semblé que la lactoferfirk® devait étre testée en association

avec le systéme LPS. La méme logique nousraluit™ t ester | 6ef®unecaci t ®

formu ati on anti microbienne ° base dbébeug®nol

[I.L1. Effet de la LF, du LPS et du couplage LPS/LF sur la croissance de
Colletotrichum musae et de Fusarium sp.

Loeffet de |l a LF seule ou en association a
Colletotrichum misae(C 62)et deFusarium splLes résultats sont présentés darfglare 24.

Pour des rai sons de quantit® disponible de
champignonsa été étudié en milieu liquide agité et la croissance mesurée par turbidimétrie
Quelgue soit le traitement appliqguéicane différence significativele croissancen 6 e s t
observée entre $gémoirs non traité®t les essais déraitement a la lactoferringeule ou en
association avec |&PS, ce qui permet de déduire que la lactofarinn 6a aucune a
antimicrobienne sur nos pathogénes dans les conditions opératoires utllispesdant,
Seachool et Krochta (2005), ont montr® quodun
dans de Inée&%, inhibaielgp drossance d&nicillium communepres 2 jours de

culture et que pour ce pathogéne la MIC était de 10 mg.@eé plus, Murdock et Matthews

(2002) ont également montré que la MIC de LF geseherichia coliO157:H7, Salmonella
Stanley,Staphylococcus aureukisteria maocytogene®st compris entre 2 et 8 mg.riL

pour une culture dans de | 6eau peptonn®e 1%
1% (w/v) de glucose. Nous en déduisons que nos pathodeokst@trichum musa€ 62 et

Fusarium sp. sont plus résistasta la LF que lepathogenes de ces expériences.
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Figure 25 Effet des volatiles de Bioxelaur la croissance de différentes souches fongiques
pathogenes de banane apres 2 jours (a, b et c) et 7 jours (d, e et f)
de culture & 30°C sur milieu soé PDA.
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