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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS 

ANNÉE ACADEMIQUE 2024/2025 

(Par Département et par Grade) 

DATE D’ACTUALISATION 16 janvier 2025 

ADMINISTRATION 

1. DOYEN : OWONO OWONO Luc Calvin, Professeur 
 

2. VICE-DOYEN / DPSAA : NDJIGUI Paul-Désiré, Professeur 
 

3. VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, 

Professeur 
 

4. VICE-DOYEN / DRC : NOUNDJEU Pierre, Maître de Conférences 

 

5. Chef Division Administrative et Financière : NDOYE FOE Florentine 

Marie Chantal, Maître de Conférences 

 

6. Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la 

Scolarité DAARS : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, 

Professeur 

  

UNIVERSITÉ DE YAOUNDÉ I 

Faculté des Sciences 

Division de la Programmation et du 

Suivi des Activités Académiques 

 THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I 

Faculty of Science 

Division of Programming and Follow-up 

of Academic Affaires 

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF 
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1- DÉPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (44) 

 

N° NOMS ET PRÉNOMS GRADE OBSERVATIONS 

1.  BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste 

2.  FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste 

3.  KANSCI Germain Professeur En poste 

4.  MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste 

5.  MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département 

6.  NGUEFACK Julienne Professeur En poste 

7.  NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste 

8.  OBEN Julius ENYONG Professeur En poste 

9.  
ACHU Merci BIH Maître de 

Conférences 

En poste 

10.  
BEBEE Fadimatou Maître de 

Conférences 

En poste 

11.  
BEBOY EDJENGUELE Sara N.  Maître de 

Conférences 

En poste 

12.  
FONKOUA Martin Maître de 

Conférences 

En poste 

13.  
AKINDEH MBUH NJI Maître de 

Conférences 

En poste 

14.  
ATOGHO Barbara MMA Maître de 

Conférences 

En poste 

15.  
AZANTSA KINGUE GABIN 

BORIS 

Maître de 

Conférences 

En poste 

16.  
BELINGA née NDOYE FOE F. 

M. C. 

Maître de 

Conférences 

Chef DAF / FS 

17.  
DAKOLE DABOY Charles Maître de 

Conférences 

En poste 

18.  
DONGMO LEKAGNE Joseph 

Blaise 

Maître de 

Conférences 

En poste 

19.  
DJUIDJE NGOUNOUE 

Marceline 

Maître de 

Conférences 

En poste 

20.  
DJUIKWO NKONGA Ruth 

Viviane 

Maître de 

Conférences 

En poste 

21.  
EFFA ONOMO Pierre Maître de 

Conférences 

VD/FS/Univ Ebwa 

22.  
EWANE Cécile Annie 

Maître de 

Conférences 

En poste 

23.  
KENGNE NOUEMSI Anne 

Pascale 

Maître de 

Conférences 

En poste 

24.  
KOTUE TAPTUE Charles 

Maître de 

Conférences 

En poste 

25.  
LUNGA Paul KEILAH 

Maître de 

Conférences 

En poste 

26.  
MANANGA Marlyse Joséphine 

Maître de 

Conférences 

En poste 
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27.  
MBONG ANGIE M. Mary 

Anne 

Maître de 

Conférences 

En poste 

28.  
MOFOR née TEUGWA 

Clotilde 

Maître de 

Conférences 

Doyen FS / UDs 

29.  
NANA Louise épouse WAKAM Maître de 

Conférences 

En poste 

30.  
NGONDI Judith Laure Maître de 

Conférences 

En poste 

31.  
Palmer MASUMBE 

NETONGO 

Maître de 

Conférences 

En poste 

32.  
PECHANGOU NSANGOU 

Sylvain 

Maître de 

Conférences 

En poste 

33.  
TCHANA KOUATCHOUA 

Angèle 

Maître de 

Conférences 

En poste 

34.  
BAKWO BASSOGOG 

Christian Bernard 

Chargé de Cours En poste 

35.  ELLA Fils Armand Chargé de Cours En poste 

36.  EYENGA Eliane Flore Chargée de Cours En poste 

37.  FOUPOUAPOUOGNIGNI 

Yacouba 

Chargé de Cours En poste 

38.  KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste 

39.  
MADIESSE KEMGNE 

Eugenie Aimée 

Chargée de Cours En poste 

40.  MANJIA NJIKAM Jacqueline Chargée de Cours En poste 

41.  
MBOUCHE FANMOE 

Marceline J.  

Chargée de Cours En poste 

42.  
OWONA AYISSI Vincent 

Brice 

Chargé de Cours En poste 

43.  WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste 

44.  WOGUIA Alice Louise Chargée de Cours En poste 

 

2- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (50) 

 

1.  
AJEAGAH Gideon 

AGHAINDUM 
Professeur DAARS/FS 

2.  DJIETO LORDON Champlain Professeur En poste 

3.  
DZEUFIET DJOMENI Paul 

Désiré 
Professeur En poste 

4.  
ESSOMBA née NTSAMA 

MBALA 
Professeure 

CD et Vice 

Doyen/FMSB/UYI 

5.  KEKEUNOU Sévilor Professeur Chef de Département 

6.  MEGNEKOU Rosette Professeure En poste 

7.  NJAMEN Dieudonné Professeur En poste 

8.  NOLA Moïse Professeur En poste 

9.  TAN Paul VERNYUY Professeur En poste 

10.  
TCHUEM TCHUENTE Louis 

Albert 
Professeur 

Inspecteur de service / 

Coord.Progr./MINSANTE 
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11.  
ZEBAZE TOGOUET Serge 

Hubert 
Professeur En poste 

12.  
ALENE Désirée Chantal 

Maître de 

Conférences 
Vice Doyen/ Uté Ebwa 

13.  
ATSAMO Albert Donatien 

Maître de 

Conférences 
En poste 

14.  
BILANDA Danielle Claude 

Maître de 

Conférences 
En poste 

15.  
DJIOGUE Séfirin 

Maître de 

Conférences 
En poste 

16.  
GOUNOUE KAMKUMO 

Raceline épse FOTSING 

Maître de 

Conférences 
En poste 

17.  
JATSA BOUKENG Hermine 

épse MEGAPTCHE 

Maître de 

Conférences 
En Poste 

18.  KANDEDA KAVAYE Antoine 
Maître de 

Conférences 
En poste 

19.  
LEKEUFACK FOLEFACK Guy 

B. 

Maître de 

Conférences 
En poste 

20.  
MAHOB Raymond Joseph 

Maître de 

Conférences 
En poste 

21.  
MBENOUN MASSE Paul Serge 

Maître de 

Conférences 
En poste 

22.  
MOUNGANG Luciane Marlyse 

Maître de 

Conférences 
En poste 

23.  
NOAH EWOTI Olive Vivien 

Maître de 

Conférences 
En poste 

24.  
MONY Ruth épse NTONE 

Maître de 

Conférences 
En Poste 

25.  
MVEYO NDANKEU Yves 

Patrick 

Maître de 

Conférences 
En poste 

26.  
NGUEGUIM TSOFACK 

Florence 

Maître de 

Conférences 
En poste 

27.  
NGUEMBOCK 

Maître de 

Conférences 
En poste 

28.  
TADU Zephyrin Maître de 

Conférences 

En poste 

29.  
TAMSA ARFAO Antoine Maître de 

Conférences 
En poste 

30.  
TOMBI Jeannette 

Maître de 

Conférences 
En poste 

31.  
YEDE Maître de 

Conférences 

En poste 

32.  AMBADA NDZENGUE 

GEORGIA ELNA 

Chargée de Cours 
En poste 

33.  BASSOCK BAYIHA Etienne 

Didier 

Chargé de Cours 
En poste 

34.  ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste 

35.  FEUGANG YOUMSSI François Chargé de Cours En poste 
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36.  FOKAM Alvine Christelle Epse 

KENGNE 

Chargée de Cours En poste 

37.  FOSSI TANKOUA Olivia Epse 

DJEUTCHOUANG SAYANG 

Chargée de Cours En poste  

38.  GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste 

39.  KOGA MANG Dobara Chargé de Cours En poste 

40.  LEME BANOCK Lucie Chargée de Cours En poste 

41.  MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours En poste 

42.  
METCHI DONFACK Mireille 

Flaure EPSE GHOUMO 

 

Chargée de Cours En poste 

43.  NDENGUE Jean De Matha Chargé de Cours En poste 

44.  
NGOUATEU KENFACK Omer 

Bébé 

Chargé de Cours En poste 

45.  NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours Cheffe Div. U. Bamenda 

46.  NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En poste 

47.  YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste 

48.  ZEMO GAMO Franklin Chargé de Cours En poste 

49.  KODJOM WANCHE Jacguy 

Joyce 

Assistante 
En poste 

 

3- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VÉGÉTALES (BPV) (37) 

 

1.  AMBANG Zachée Professeur Chef de Département 

2.  BIYE Elvire Hortense Professeure En poste 

3.  DJOCGOUE Pierre François Professeur En poste 

4.  MBOLO Marie Professeure En poste 

       5. NDONGO BEKOLO Professeur En poste 

6. ZAPFACK Louis Professeur En poste 

7. 
ANGONI Hyacinthe 

Maître de 

Conférences 
En poste 

8. 
DJEUANI Astride Carole Maître de 

Conférences 

En poste 

9. 
MAHBOU SOMO TOUKAM 

Gabriel 

Maître de 

Conférences 
En poste 

10. 
MALA Armand William 

Maître de 

Conférences 
En poste 

      12.  
NGALLE Hermine BILLE 

Maître de 

Conférences 
En poste 

13. 
NGONKEU MAGAPTCHE 

Eddy L. 

Maître de 

Conférences 
CT/MINRESI 

14. 
TONFACK Libert Brice 

Maître de 

Conférences 
En poste 

15. 
TSOATA Esaïe 

Maître de 

Conférences 
En poste 

16. 
ONANA Jean Michel 

Maître de 

Conférences 
En poste 

17. DIDA LONTSI Sylvere Landry Chargé de Cours En poste 

18. GONMADGE Christelle Chargé de Cours En poste 
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19. MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste 

20. MANGA NDJAGA JUDE Chargé de Cours En poste 

21. 
NNANGA MEBENGA Ruth 

Laure 
Chargée de Cours En poste 

22. NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargée de Cours En poste 

23. 
NSOM ZAMBO EPSE PIAL 

Annie Claude 
Chargée de Cours 

En 

détachement/UNESCO 

MALI 

24. GODSWILL NTSOMBOH 

NTSEFONG 

Chargé de Cours 
En poste 

25. KABELONG BANAHO Louis-

Paul-Roger 

Chargé de Cours 
En poste 

26. KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste 

27. LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste 

28. LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste 

29. TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste 

30. TEMEGNE NONO Carine Chargée de Cours En poste 

31. BOLIE Hubert Assistant En poste 

33. MACHE NKOUANDEU Pasma Assistante En poste 

34. MAFFO FOKOU Adèle Assistante En poste 

35. METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste 

36. NTONMEN YPNKEU 

Amandine Flore 

Assistante 
En poste 

37. ONANA EBODE Clotaire Assistant En poste 

 

4- DÉPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (28) 

 

1.  GHOGOMU Paul MINGO Professeur 
Ministre Chargé de 

Mission PR 

2.  NANSEU NJIKI Charles Péguy Professeur En poste 

3.  NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI 

4.  NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB 

5.  NJIOMOU C. épse DJANGANG Professeur En poste 

6.  NJOYA Dayirou Professeur En poste 

7.  ACAYANKA Elie 
Maître de 

Conférences 
En poste 

8.  EMADAK Alphonse 
Maître de 

Conférences 
En poste 

9.  KAMGANG YOUBI Georges 
Maître de 

Conférences 
En poste 

10.  
KEMMEGNE MBOUGUEM 

Jean C. 

Maître de 

Conférences 
En poste 

11.  KENNE DEDZO GUSTAVE 
Maître de 

Conférences 
En poste 

12.  MBEY Jean Aimé 
Maître de 

Conférences 
En poste 

13.  NDI Julius NSAMI 
Maître de 

Conférences 
Chef de Département 
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14.  
NEBAH Née NDOSIRI Bridget 

NDOYE 

Maître de 

Conférences 
Sénatrice/SENAT 

15.  NYAMEN Linda Dyorisse 
Maître de 

Conférences 
En poste 

16.  
PABOUDAM GBAMBIE 

AWAWOU 

Maître de 

Conférences 
En poste 

17.  
TCHAKOUTE KOUAMO 

Hervé 

Maître de 

Conférences 
En poste 

18.  BELIBI BELIBI Placide Désiré 
Maître de 

Conférences 
Chef Service/ ENS Bertoua 

19.  CHEUMANI YONA Arnaud M. 
Maître de 

Conférences 
En poste 

20.  KOUOTOU DAOUDA 
Maître de 

Conférences 
En poste 

21.  MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste 

22.  NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste 

23.  NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste 

24.  PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste 

25.  SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste 

26.  BOYOM TATCHEMO Franck 

W. 

Assistant 
En Poste 

27.  DANTIO NGUELA Christian 

Brice 

Assistant 
En poste 

28.  LEKENE NGOUATEU Reine Assistant En poste 

 

5- DÉPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (33) 

1 Alex de Théodore ATCHADE Professeur  DEPE/Univ. Bertoua 

2 DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI 

3 NGOUELA Silvère Augustin Professeur Chef de Département/UDS 

4 

PEGNYEMB Dieudonné 

Emmanuel 
Professeur 

Recteur UBertoua/ Chef 

de Département 

5 MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste 

6 MKOUNGA Pierre Professeur En poste 

7 
AMBASSA Pantaléon 

Maître de 

Conférences 
En poste 

8 
EYONG Kenneth OBEN 

Maître de 

Conférences 
Director/HTTTC/UBda 

8 
FOTSO WABO Ghislain 

Maître de 

Conférences 
En poste 

10 KAMTO Eutrophe Le Doux 
Maître de 

Conférences 
En poste 

11 KENMOGNE Marguerite 
Maître de 

Conférences 
En poste 

12 MVOT AKAK CARINE 
Maître de 

Conférences 
En poste 

13 NGOMO Orléans Maître de 

<conférences 

En poste 

14 NGO MBING Joséphine 
Maître de 

Conférences 
Chef de Cellule MINRESI 
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15 
NGONO BIKOBO Dominique 

Serge 

Maître de 

Conférences 
Chef Div./MINESUP 

16 
NOTE LOUGBOT Olivier 

Placide 

Maître de 

Conférences 
Dir ENS/Uté Bertoua 

17 
NOUNGOUE TCHAMO 

Diderot 

Maître de 

Conférences 
En poste 

18 TABOPDA KUATE Turibio 
Maître de 

Conférences 
En poste 

19 
TAGATSING FOTSING 

Maurice 

Maître de 

Conférences 
En poste 

20 
OUAHOUO WACHE Blandine 

M. 

Maître de 

Conférences 
En poste 

21 ZONDEGOUMBA Ernestine 
Maître de 

Conférences 
En poste 

22 MELONG Radius Chargé de Cours En poste 

23 MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste 

24 MUNVERA MFIFEN Aristide Chargé de Cours En poste 

25 NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste 

26 NONO NONO Éric Carly Chargé de Cours En poste 

27 OUETE NANTCHOUANG 

Judith Laure 

Chargée de Cours En poste 

28 SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste 

29 TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste 

30 TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste 

31 TSAMO TONTSA Armelle Chargée de Cours En poste 

32 TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste 

33 NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste 

34 NGUEMDJO CHIMEZE Valery 

Wilfried 

Assistant En poste 

6- DEPARTEMENT DES ENERGIES RENOUVELABLES (ER) (1) 

     1. BODO Bertrand Professeur Chef de Département 

 

7- DÉPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22) 

1.  
ATSA ETOUNDI Roger Professeur 

Chef de Division 

des SI/MINESUP 

2.  

FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur 

Inspecteur 

Général 

Académique/ 

MINESUP 

3.  

NDOUNDAM René Professeur En poste 

4.  ABESSOLO ALO’O Gislain Maître de Conférences CT1/MINFOPRA 

5.  MELATAGIA YONTA Paulin Maitre de Conférences En poste 

6.  TSOPZE Norbert Maître de Conférences En poste 
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7. 
AMINOU HALIDOU Chargé de Cours 

Chef de 

Département 

8. DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargée de Cours En Poste 

9. DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste 

10. EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste 

11. 
EKODECK Stéphane Gaël 

Raymond 

Chargé de Cours 
En poste 

12. HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste 

13. JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste 

14. KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste 

15. MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours Chef de 

Département/Génie 

Info./U Ebolowa 

16. MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste 

17. NZEKON NZEKO'O Armel 

Jacques 
Chargé de Cours En poste 

 OLLE OLLE Daniel Claude 

Georges Delort 
Chargé de Cours 

Directeur Adjoint 

ENSET Ebolowa 

18. TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste 

19. BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste 

20. MAKEMBE. S. Oswald Assistant Directeur CUTI 

21. 
MAXWELL NDOGNKON 

MANGA 
Assistant En poste 

22. NDOM Francis Rollin Assistant En poste 

23. NGUIMEYA TSOFACK Baudoin Assistant En poste 

24. NKONDOCK. MI BAHANACK. 

N. 
Assistant En poste 

 

8- DÉPARTEMENT DE MATHÉMATIQUES (MA) (34) 

1.  AYISSI Raoult Domingo Professeur 

Chef de 

Département/D. 

ENSPY 

2.  
KIANPI Maurice 

Maître de 

Conférences 
En poste 

3.  
MBANG Joseph 

Maître de 

Conférences 
En poste 

4.  
MBEHOU Mohamed 

Maître de 

Conférences 

Chef de 

Division/ENSPY 

5.  
MBELE BIDIMA Martin Ledoux 

Maître de 

Conférences 
En poste 

6.  
NOUNDJEU Pierre 

Maître de 

Conférences 
VDRC/FS/UYI 

7.  
TAKAM SOH Patrice 

Maître de 

Conférences 
En poste 

8.  
TCHAPNDA NJABO Sophonie 

B. 

Maître de 

Conférences 

Directeur/AIMS 

Rwanda 

9.  
TCHOUNDJA Edgar Landry 

Maître de 

Conférences 
En poste 



 

x 

10.  
AGHOUKENG JIOFACK Jean 

Gérard 
Chargé de Cours 

Chef Cellule 

MINEPAT 

11.  BOGSO ANTOINE Marie 

 

Chargé de Cours En poste 

12.  BITYE MVONDO Esther 

Claudine 

Chargé de Cours En poste 

13.  CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste 

14.  DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste 

15.  DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste 

16.  KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste 

17.  
KOKOMO AYISSI Eric Brice Chargé de Cours 

En poste (transfert 

de l’université de 

Douala) 

18.  LOUMNGAM KAMGA Victor Chargé de Cours En poste 

19.  MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste 

20.  MBATAKOU Salomon Joseph Chargé de Cours En poste 

21.  
MENGUE MENGUE David Joël Chargé de Cours 

Chef Dpt /ENS 

Université 

d’Ebolowa 

22.  MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En poste 

23.  NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste 

24.  NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste 

25.  OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste 

26.  POLA  DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage 

27.  
TENKEU JEUFACK Yannick 

Léa 

Chargé de Cours 
En poste 

28.  TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste 

29.  TETSADJIO TCHILEPECK M. 

Eric. 
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RÉSUMÉ 

La culture du cacaoyer (Theobroma cacao L.) a une importance économique pour les 

pays producteurs. Elle est confrontée à de nombreuses contraintes telle que la forte pression 

parasitaire qui sévit dans les zones de production. L’oomycète Phytophthora megakarya est 

l’agent pathogène le plus dommageable du cacao en Afrique Centrale et de l’Ouest, occasionnant 

des pertes allant jusqu’à 80% de la production. Le sol est le foyer d’infection primaire de cet 

oomycète qui cause des pertes sévères en pépinières ainsi qu’en champ. L’usage des pesticides 

chimiques de synthèse permet de limiter les pertes en pépinière et en champ ; toutefois, il a des 

effets néfastes sur l’environnement, la qualité du cacao et la santé humaine. Dans l’optique de 

réduire l’utilisation de ces pesticides chimiques de synthèse, des alternatives à l’instar des 

biopesticides sont de plus en plus recherchées afin d’augmenter la production du cacao 

biologique qui a une meilleure qualité. Le but de ce travail est d’évaluer l’effet d’un biopesticide 

à base de neem, de l’herbe sida, de la citronnelle et des coquilles d’huître compte tenu de leur 

propriété individuelle, sur la croissance et la résistance du cacaoyer vis-à-vis de Phytophthora 

megakarya. Ainsi, la formulation la plus stable et antifongique a été utilisée pour évaluer la 

tolérance des plants de cacao ainsi que le mode d’action de cette dernière sur Phytophthora 

megakarya. La meilleure dilution fongicide a été utilisée ensuite pour évaluer l’effet sur la 

croissance et la stimulation des défenses du cacaoyer. De ce fait, les paramètres 

agromorphologiques de croissance ainsi que les marqueurs de défense [teneur en phénols totaux, 

en flavonoïdes, en protéines et activité des enzymes β-1,3-glucanase, peroxydases (POX) et 

polyphénol-oxydases (PPO)] ont été quantifiés chez les plants. En outre, l’effet de la formulation 

sur la stimulation des voies de défense du cacaoyer médiée par l’acide salicylique, l’acide 

jasmonique et l’inhibition de la mort cellulaire des cabosses chez le clone sensible (SNK10) et 

le tolérant (SNK413) à Phytophthora megakarya a été étudiée par analyse transcriptomique grâce 

à la RT-qPCR. De plus, une analyse métabolomique de ces cabosses avant infection et après 

infection a été effectuée. De ces activités, il ressort une formulation nommée OBF’ qui est une 

émulsion ayant 10,8% d’huile de Neem (Nh), 8,1% d’extrait aqueux du tourteau de neem (Nea), 

8,1% d’extrait hydroalcoolique de l’herbe sida (Seth), 4,05% d’extrait calcique des coquilles 

d’huîtres (HCa), 1,35% d’oxyde de calcium (CaO), 21,6% de Tween80 (Tw) et 10% d’huile 

essentielle de citronnelle (CEO). À température ambiante, la formulation est stable et possède 

des micelles de diamètre ≤ 14,9 nm, un pH de 5,2 et une conductivité de 95,25 mV. La 

formulation OBF’ possède une activité dose dépendante sur les phytos ravageurs étudiés. En 

effet, elle inhibe totalement la croissance de Fusarium oxysporum, Pythium myriotylum, 
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Phytophthora infestans et Phytophthora megakarya à 1% ; réduit la croissance de ceux-ci de 

37,39% à 55,88% lorsqu’elle est utilisée à 0,1%. Cette formulation OBF’ agit sur Phytophthora 

megakarya en inhibant sa synthèse des protéines de 60% et en inhibant l’activité des pompes 

ATPases-H+. La production des plantules de cacao avec OBF’ stimule l’épanouissement des 

racines après prétraitement des fèves de 62,6% et augmente la surface foliaire chez les plants 

d’au moins 8,8% en 16 semaines. Cette augmentation des paramètres morphologiques est 

caractérisée par l’augmentation de la teneur en protéines et de l’acide indole acétique (AIA) dans 

les racines au 12ème jour après le prétraitement des fèves comparativement au traitement chimique 

et au témoin négatif. De plus, elle augmente significativement la teneur en protéines et en 

chlorophylles totales de 0,9 à 15% en 16 semaines. Le prétraitement des feuilles de plants de 

cacaoyer avec OBF’ avant inoculation avec les spores de P. megakarya réduit l’index de sévérité 

de 3,35 à 0,86. Cette réduction de la sévérité à P. megakarya est accompagnée par une 

augmentation de la teneur en composés phénoliques, en flavonoïdes et de l’activité des enzymes 

peroxydases, polyphenol-oxydases et β-1,3-glucanase dans les feuilles. Par ailleurs, le 

prétraitement des cabosses SNK10 et SNK413 avant l’infection à P. megakarya réduit la sévérité 

de 2,17 et 1,33 à 1 et 0,5 respectivement. Cette réduction de la sévérité est accompagnée par une 

augmentation significative de l’expression des gènes PR protéines chez le clone SNK413 traité 

à la formulation OBF’. Toutefois, cette augmentation est non significative chez le clone SNK10. 

Par ailleurs, cela entraine une augmentation significative de l’expression des gènes de défense 

BI1, et du facteur de transcription WRKY chez les deux clones. Cependant, l’expression du gène 

AOS est significativement augmentée uniquement chez le clone SNK10 après application de la 

formulation. De plus, l’analyse métabolomique par LC-MS/MS du péricarpe des cabosses 

SNK413 et SNK10 dans diverses conditions a révélé la présence de 277 composés parmi lesquels 

la zeta-carotène qui est un précurseur responsable de la pigmentation rouge orangé du clone 

SNK10 ; l’ifosfamide qui pourrait être un marqueur des cabosses saines et non biofortifiées 

SNK10 et SNK413 ; la pterosine A qui pourrait être un marqueur du clone SNK10 ; l’hexsose + 

hexsose-deoxyhexose + C20H32 qui pourrait être un marqueur du clone SNK413 ; et de l’acide 

lyalosidique, de l’ormosanine et du ginsenoside Rh3 qui pourraient être des marqueurs de 

tolérance des clones SNK10 et SNK413 vis-à-vis de P. megakarya. Ces résultats montrent que 

la formulation OBF’ est un bon candidat dans la production de cacao à base des substances 

biologiques et permet de pré-immuniser cette plante contre d’éventuelles attaques et améliore la 

qualité des plantules.  

Mots clés : Cacaoyer, Phytophthora megakarya, biofongicide, stimulation de la 

défense, enzymes, RT-qPCR, métabolomique.   
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ABSTRACT 

The cultivation of cocoa (Theobroma cacao L.) has an economic importance for 

producing countries. Its culture is confronted with numerous constraints, such as the strong 

parasite pressure in the production areas. The oomycete Phytophthora megakarya is the most 

damaging pathogen of cocoa in Central and West Africa, causing losses of up to 80% of the 

production. The soil being the primary infection site of this oomycete, it inflicts severe losses in 

nurseries as well as in the field. The use of synthetic chemical pesticides allows to limit the losses 

in the nursery and in the field, but it has harmful effects on the environment, the quality of cocoa 

and human health. To reduce the use of these synthetic chemical pesticides, alternatives such as 

biopesticides are increasingly sought to increase the production of organic cocoa which has a 

better quality. The aim of this work was to evaluate the effect of Neem-based biopesticide, Sida 

weed, lemongrass and oyster shells considering their individual properties, on the growth of 

cocoa plants (SCA12*SNK16) and the resistance of cocoa (SNK10 and SNK413) against 

Phytophthora megakarya, in hybrid cocoa plants. Thus, the stability of the formulation tests was 

determined and the most stable and antifungal one was used to evaluate the tolerance of cocoa 

plants as well as the mode of action of the latter on Phytophthora megakarya. The dilution that 

did not cause any foliar damage and that kept its fungicidal effect was then used to evaluate the 

effect on the growth and the stimulation of the defenses of the hybrid SCA12*SNK16. Thus, 

agro-morphological growth parameters were recorded every 04 weeks for 12 weeks, followed by 

biochemical analysis of plant growth markers. Then, the defense markers [total phenol content, 

flavonoids, proteins, and activity of β-1,3-glucanase, peroxidases (POX) and Polyphenoloxidases 

(PPO) enzymes] were quantified in the plants. In addition, the effect of the formulation on the 

stimulation of cocoa defense pathways mediated by salicylic acid, jasmonic acid and inhibition 

of pod cell death in Phytophtora megakarya susceptible (SNK10) and tolerant (SNK413) clone 

was studied by transcriptomic analyse using RT-qPCR. Moreover, a metabolomic analysis of 

these pods before infection (SNK10 and SNK413) and after infection (SNK10) was performed. 

From these activities, a formulation named OBF’ which is an emulsion having 10.8% Neem oil 

(Nh), 8.1% aqueous extract of Neem cake (Nea), 8, 1% hydroalcoholic extract of Sida grass 

(Seth), 4.05% calcium extract of oyster shells (HCa), 1.35% calcium oxide (CaO), 21.6% 

Tween80 (Tw) and 10% essential oil of Citronella (CEO). At room temperature, the formulation 

is stable and has micelles of diameter ≤ 14.9 nm, pH 5.2 and conductivity 95.25 mV. The OBF’ 

formulation has a dose-dependent activity on the studied plant pests. Indeed, it totally inhibits 

the growth of Fusarium oxysporum, Pythium myriotylum, Phytophthora infestans and 
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Phytophthora megakarya at 1%; reduces their growth from 37.39% to 55.88% when used at 

0.1%. This OBF’ formulation acts on Phytophthora megakarya by inhibiting its protein synthesis 

by 60% and by inhibiting the activity of ATP-H+ pumps. The production of SCA12*SNK16 

cocoa seedlings with the 1% (v/v) formulation increases the agronomic parameters. Indeed, it 

stimulates root development after bean pre-treatment by 62.6% and increases leaf area in 

seedlings by at least 8.8% in 16 weeks. This increase in morphological parameters is characterize 

by the increase in protein content and indole acetic acid (IAA) in the roots on day 12 after bean 

pre-treatment compared to the chemical treatment and the negative control. In addition, it 

significantly increased protein and total chlorophyll content by 0.9-15% in 16 weeks. Pre-

treatment of the leaves of SCA12*SNK16 cocoa plants before inoculation with phytophthora 

megakarya spores reduce the disease severity index by making the plants susceptible to the 

disease into highly resistant plants with severity indexes of 3.35 and 0.86 respectively. This 

reduction in disease severity goes with an increase in phenolic compound, flavonoid compounds, 

and peroxidase, polyphenol-oxidase, and β-1,3-glucanase enzyme activity in the tissue. 

Furthermore, the pre-treatment of detached cocoa pods susceptible (SNK10) and tolerant 

(SNK413) to phytophthora megakarya makes them resistant and highly resistant respectively 

with severity indexes of 1 and 0.5 for SNK10 and SNK413 clones. This reduction in disease 

severity is accompanied by a significant increase in the expression of PR protein genes in 

SNK413 treated with the OBF’ formulation. But this increase is not significant in SNK10. In 

addition, there is a significant increase in the expression of the BI1 defense genes, and the WRKY 

transcription factor. However, the AOS gene expression is significantly increase only in the 

SNK10 variety after application of the formulation. In addition, LC-MS/MS metabolomic 

analysis of SNK10 and SNK413 reveal the presence of 277 compounds, including zeta-carotene, 

which is an precursor of the reddish pigmentation of the SNK10 clone; ifosfamide, which could 

be a marker of healthy pods; pterosin A which could be a marker of SNK10 clone; Hexsose + 

Hexsose-deoxyHexose + C20H32 which could be a marker of SNK413 clone; and Lyalosidic 

acid, Ormosanin and Ginsenoside Rh3 which could be markers of tolerance of SNK10 and 

SNK413 pods towards phytophthora megakarya. Thus, the application of the OBF’ formulation 

stimulates the defense mechanisms in cocoa trees. These results show that the OBF’ formulation 

is a good candidate in the production of cocoa based on biological substances and allow to pre-

immunize this plant against possible attacks in the field and to improve the quality of the seeds.  

Key words: Cocoa tree, Phytophthora megakarya, biofungicide, defense stimulation, 

enzymes, RT-qPCR, metabolomic.  
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I. REVUE DE LITTÉRATURE 

INTRODUCTION GENERALE 

L’agriculture durable contribue à la réduction des problèmes sanitaires, d’insécurité 

alimentaire et occupe une place importante dans le développement des économies nationales. 

Au Cameroun, les activités de ce secteur sont dominées par les innovations technologiques sur 

toute la chaine de valeur agricole en promouvant la production durable des cultures de rente à 

l’instar du cacao. 

Le cacaoyer (Theobroma cacao L.) est une plante pérenne originaire des forêts 

intertropicales humides d’Amérique du Sud, précisément des forêts méso-américaines et du 

bassin Amazonien (De Almeida et Valle, 2007). C’est une plante importante pour les pays 

consommateurs et producteurs. A ce jour, 5 à 6 millions de petits cultivateurs dans le monde 

travaillent dans des plantations de cacaoyer et font vivre environ 40 à 50 millions de personnes 

(Hütz-Adams et al., 2016). En effet, la production mondiale de cacao est estimée actuellement 

à 4,449 millions de tonnes dont 71,2% proviennent de l’Afrique. Le Cameroun occupe la 

quatrième place (après la Côte d’Ivoire, le Ghana et l’Équateur) avec une production de 300 

000 tonnes en 2023 d’après l’International cocoa organization (ICCO, 2024). Sur le territoire, 

cette production représente plus de 18% des exportations totales et plus de 34% des exportations 

du secteur primaire, ce qui permet d’alléger la balance des échanges commerciaux du pays qui 

est déficitaire (Institut National De La Statistique, 2021). La chaîne de valeur semencière du 

cacao est une niche d’opportunité car elle est fortement déséquilibrée avec une offre annuelle 

moyenne de 5 à 6 millions de plants pour une demande de près de 20 millions de plants 

(Essingan, 2019). 

Malgré l’importance du cacao, sa production fait face à plusieurs problèmes parmi 

lesquels la pourriture brune des cabosses causée par Phytophthora megakarya (Ondobo et al., 

2013) et l’indisponibilité tant quantitative que qualitative des plantules (Essian, 2019). 

Phytophthora megakarya entraine des pertes les plus importantes (50 à 80% de pertes) dans la 

culture du cacao à travers la pourriture brune qu’il provoque en champ et en pépinière (Ondobo 

et al., 2013). L’Oomycète Phytophthora megakarya est tellurique et le sol est le foyer 

d’infection primaire de P. megakarya. Ce dernier constitue un véritable vecteur d’infection des 

plants en pépinière ainsi que des cabosses en champ (Mfegue, 2012). Par ailleurs, au niveau des 

unités de production de plantules de cacaoyer, les terres de remplissage généralement utilisées 
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sont non stériles ou pas assainies. Ces terres sont très souvent prélevées dans les zones 

contaminées par P. megakarya et constituent ainsi des vecteurs de dissémination de P. 

megakarya au niveau des pépinières(Mfegue, 2012). Bien que les symptômes de la pourriture 

brune du cacaoyer et l’agent pathogène P. megakarya ont été bien caractérisés (Ali et al., 2017; 

Boudjeko et al., 2007; Simo et al., 2014), les connaissances liées aux mesures de contrôle de la 

pourriture brune du cacaoyer sont encore insuffisantes. En plus, aucune variété résistante de 

cacao n’a été jusqu’à présent développée.  

Pour remédier aux pertes occasionnées par P. megakarya sur la cacaoculture la méthode 

de lutte chimique basée sur l’amendent des sols et/ou la vaporisation foliaire avec les fongicides 

chimiques de synthèse est la plus utilisée et la plus vulgarisée. Toutefois, leurs effets néfastes 

sur la santé des agriculteurs et sur l’environnement ne sont plus à démontrer. Il s’agit entre 

autres de leur effet indésirable sur l’écosystème et la santé des consommateurs (Alengebawy et 

al., 2021). La recherche s’oriente donc vers des stratégies de lutte basées sur un concept de 

durabilité impliquant l’utilisation des organismes vivants et/ou de leur dérivé qui sont 

biodégradables. Ainsi, pour remédier aux problèmes résultant de l’utilisation des pesticides de 

synthèse (Conway et al., 1988; Jamiołkowska, 2020; Stael et al., 2012; Téné et al., 2019), les 

biopesticides à base des microorganismes, de plantes pesticides et les éliciteurs se présentent 

comme une alternative prometteuse dans le contexte de l’Afrique (Tagne et al., 2018; Yarou et 

al., 2017; Ewané et al., 2020a). 

Des études réalisées au Cameroun mettent en exergue les capacités de plusieurs 

stratégies susceptibles d’être utilisées dans un schéma de lutte biologique dans le contrôle de la 

pourriture brune du cacaoyer. Ainsi le traitement du sol avec la souche Streptomyces 

cameroonensis réduit significativement l’incidence de la pourriture brune chez les plants de 

cacaoyers et stimule la croissance ainsi que la synthèse accrue des marqueurs biochimiques de 

résistances (Dzelamonyuy et al., 2022). Par ailleurs, les souches des champignons tel que 

Trichoderma asperellum ont montré des activités antagonistes in vivo vis-à-vis de P. megakarya 

chez le cacaoyer en pépinière (Tchameni et al., 2017). Outre ces microorganismes, les extraits 

des plantes présentent un important potentiel dans le contrôle des maladies phytopathogènes 

(Ewané et al., 2019; Ewané et al., 2020a). De nombreuses plantes de la flore africaine disposent 

d’un énorme potentiel biocide sur des gammes de bioagresseurs. Au Cameroun, une trentaine 

de plantes ont été répertoriées (Tagne et al., 2018). Plusieurs travaux mettent en exergue 

l’implication des plantes pesticides dans le contrôle de plusieurs maladies parmi lesquels la 

pourriture brune du cacaoyer (Harni et al., 2020; Pohe et Agneroh, 2013). Par ailleurs, diverses 
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espèces de plantes pesticides peuvent être utilisées comme extraits de plantes ou en association 

pour le contrôle des bioagresseurs à l’instar du neem (Pohe et Agneroh, 2013; Shaila et al., 

2016), de l’herbe sida (Damintoti et al., 2007; Nisha et al., 2017) et de la citronnelle (Fouelefack 

et al., 2024; Harni et al., 2020; Nguefack et al., 2013; Yarou et al., 2017). 

En dehors des extraits de plantes, des travaux récents montrent que l’amendement du 

sol au chitosane et coquilles d’huîtres réduites pré-immunise les plantules de cacaoyer contre 

la pourriture brune des cabosses et réduit la sévérité de la maladie à P. megakarya (Arfaoui et 

al., 2016; Rab et al., 2017; Téné et al., 2017; Téné et al., 2019). Elle stimule la synthèse accrue 

des composés phénoliques tout comme le prétraitement foliaire des plants de tomate, de soja et 

de bananier favorise leur croissance et augmente l’expression de leurs gènes de défense 

(Arfaoui et al., 2016; Rab et al., 2017; Téné et al., 2017; Téné et al., 2019; Ewané et al., 2019).  

Questions de recherche 

➢  La formulation à base des extraits de Neem, de l’herbe Sida, de Citronnelle et 

de coquille d’huître possède-t-elle un effet fongicide sur Phytophthora megakarya, un des 

microorganismes responsables de la pourriture brune du cacaoyer ? 

➢  La bioformulation à base des extraits de Neem, de l’herbe Sida, de Citronnelle 

et de coquilles d’huître permet-elle l’obtention des plantules de cacaoyers robustes vis-à-vis de 

Phytophthora megakarya ? 

➢  Le biofongicide à base des extraits de Neem, de l’herbe Sida, de Citronnelle et 

de coquilles d’huître induit-il l’expression précoce des gènes de défenses et des phytoalexines 

chez les fruits de cacaoyer ? 

Hypothèses de recherche 

➢ La formulation à base des extraits de Neem, de l’herbe Sida, de Citronnelle et de 

coquille d’huître ne possède pas un effet fongicide sur Phytophthora megakarya. 

➢ La bioformulation à base des extraits de Neem, de l’herbe Sida, de Citronnelle 

et de coquilles d’huître ne permet-pas d’obtention des plantules de cacaoyers robustes vis-à-vis 

de Phytophthora megakarya.  

➢ Le biofongicide à base des extraits de Neem, de l’herbe Sida, de Citronnelle et 

de coquilles d’huître n’induit pas l’expression précoce des gènes de défenses et les 

phytoalexines chez les fruits de cacaoyer.  
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Objectif général 

Dans l’optique de contribuer à la lutte contre l’agent pathogène Phytophthora 

megakarya responsable de la pouriture brune du cacaoyer par un moyen plus respectueux de 

l’environnement, le présent travail vise à formuler un biofongicide à base de neem, de l’herbe 

sida, de la citronnelle et des coquilles d’huître et d’évaluer son effet protecteur, stimulateur de 

croissance et du système de défense du cacaoyer traité avec une formulation. 

Objectifs spécifiques 

➢ formuler un biofongicide à base d’extraits de neem (huile, extrait aqueux), de 

sida (extrait hydro alcoolique), de citronnelle (huile essentielle) et d’extrait calcique des 

coquilles d’huître pour la protection du cacaoyer contre Phytophthora megakarya ;  

➢ déterminer l’effet de la bioformulation sur la production des croissances et la 

résistance des plantules de cacaoyer SCA12*SNK16 vis-à-vis de Phytophthora megakarya en 

serre ; 

➢ déterminer l’effet de la bioformulation sur la résistance du péricarpe des fruits 

de cacaoyer détachés vis-à-vis de Phytophthora megakarya à l’échelle transcriptomique et 

métabolomique en utilisant les clones SNK10 (sensible) et SNK413 (tolérant). 
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I.1. Généralités sur le cacao 

I.1.1. Origine et distribution 

Le cacaoyer (Theobroma cacao L.) est une plante pérenne originaire des forêts 

intertropicales humides d’Amérique du Sud, précisément des forêts méso-américaines et du 

bassin Amazonien (De Almeida et Valle, 2007). La domestication du cacaoyer a été faite par 

les Mayas et les Aztèques pour leurs fèves destinées à des usages multiples (monnaie 

d’échange, boisson reconstituante). Pour les Mayas, le chocolat était une boisson au cacao 

préparée avec de l’eau chaude et souvent aromatisée à la cannelle et au poivre. On l’appelait la 

"nourriture des dieux". Ensuite, les conquistadors arrivèrent en Amérique et exportaient les 

fèves vers l’Europe (Verna, 2013). 

Le cacao est apparu en Europe en 1528, grâce au conquistador espagnol, faisant 

connaître les grands effets de la boisson préparée à partir des fèves (Montagna et al., 2019) 

Grâce à l’expansion rapide du commerce Européen, la culture du cacao s’est progressivement 

orientée des îles des Caraïbes, du Venezuela et de la Colombie vers le Sud en passant par l’Inde 

Orientale. Par ailleurs, au début du XIXe siècle, une série d’introductions a été réalisée par les 

Anglais au Sri Lanka à partir de Trinidad, par les Hollandais à Java et par les Allemands en 

Papouasie-Nouvelle-Guinée à partir de plusieurs régions d’Amérique Latine (Domori, 2015). 

C’est ainsi qu’avec la colonisation allemande, les premières cabosses entrent au Cameroun en 

1892 et la culture du cacaoyer est initiée dans le pays.   

 

I.1.2. Taxonomie et diversité génétique 

La classification du cacaoyer est la suivante (Whitlock et al., 2001) :  

Règne : Végétal 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous-embranchement : Angiospermes 

Division : Magnoliophytes 

Classe : Dicotylédones 

Ordre : Malvales 

Famille : Malvaceae 

Genre : Theobroma 

Espèce : Theobroma cacao L. 

Theobroma cacao L. est une espèce diploïde (2n=20) et son génome contient 430 

millions de paires de bases. Il existe plusieurs variétés de cacaoyer souvent classifiées en trois 

grands groupes génétiques ou variétés, sur la base de leur morphologie et de leur origine. Ces 
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variétés qui sont Criollo, Forastero et Trinitario (Photo 1; Tableau I), ne reflètent plus 

actuellement la vraie dimension structurelle et la diversité génétique de cette espèce (Bartley, 

2005). 

Tableau I: Caractéristiques des variétés de cacao cultivées dans le monde. 

Éléments de 

comparaison 

Criollo Forastero Trinitario Référence 

 

Taux de 

production 

mondial 

3% et précisément 

0,001% ayant plus 

de 90% de pureté 

92% 5% Domori, 2015 

Sensibilité 

aux maladies  

Sensible Tolérant De Tolérant à 

sensible 

ICCO, 2013 

Nature de la 

Cabosse 

Verte, allongée et 

pointue ; ensuite, 

jaune-orangée ou 

rougeâtre à 

maturité 

Verte, ovoïde et 

lisse ; ensuite 

jaune à maturité 

Verte ou rouge et 

ovale ou 

allongée ; ensuite, 

jaune ou rouge à 

maturité 

ICCO, 2013; 

Domori, 2015 

Nature du 

cotylédon 

frais 

Blanc ou rosé et 

arôme très 

prononcé (fin) 

après fermentation 

et séchage 

Violet et arôme 

peu prononcé 

(bulk) après 

fermentation et 

séchage 

Violet arôme très 

prononcé (fin) 

après fermentation 

et séchage 

ICCO, 2013; 

Domori, 2015 

 

Au Cameroun, les Forastero et les Trinitario constituent les groupes les plus 

représentatifs avec environs 80 clones dont on peut citer : 

➢ Les SNK (sélection de Nkoemvone) du groupe Trinitario;  

➢ Les ICS (sélection de l’impérial College de Trinidad) du groupe Trinitario ; 

➢ Les UF (sélection d’United Fruit) de costa Rica du groupe Trinitario ; 

➢ Les UPA (Upper Amazonia) du groupe de Forastero (Domori, 2015).  
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Photo 1: Plant de cacaoyer du groupe Trinitario (Photo Foka, 2022). 

 

I.1.3. Botanique 

Les plants de cacao réagissent bien aux températures relativement élevées (avec un 

maximum annuel de 30-32 °C et minimale de 18-21 °C), et une humidité relative généralement 

élevée, atteignant souvent 100 % pendant la journée et 70 à 80 % la nuit (Jagoret, 2011). 

L’habitat naturel du cacaoyer est la zone forestière pluviale tropicale. Toutes les espèces de 

cacao se rencontrent entre le 18° N et le 15° S parallèle, régions dans lesquelles les pluies sont 

intenses, la température et l’humidité sont élevées et l’ombre est dense (Domori, 2015). 

La partie aérienne du cacaoyer se constitue à partir du tronc qui se développe d’abord 

en un axe vertical et la croissance en hauteur s’effectue par des poussées successives jusqu’à 

l’âge de 18 mois environ. La hauteur du cacaoyer est de 4 à 25 m (Jagoret, 2011). 

Theobroma cacao est cauliflore, les inflorescences apparaissent sur des coussinets 

floraux, qui sont des renflements du tronc ou des branches (Swanson et al., 2008). Les fleurs 



 

8 

de petite taille sont hermaphrodites. La fécondation est surtout croisée et la pollinisation est 

assurée par les insectes. 

La fécondation d’une fleur de cacaoyer donne lieu à la formation du fruit du cacaoyer 

appelé chérelle. Les chérelles croissent puis deviennent des cabosses, toutefois, près de 90% 

d’entre elles peuvent également disparaître comme les fleurs avant l’âge de trois mois. Les 

cabosses atteignent la maturité 5 à 7 mois après la floraison selon les variétés. La cabosse est 

reliée à la plante par un pédoncule ligneux de 2 cm de long environ, sa forme et ses dimensions 

varient selon la variété de cacaoyer. Le fruit du cacaoyer est une baie indéhiscente et 

volumineuse, il peut contenir en moyenne 15 à 50 graines ou fèves de cacao enveloppées d’une 

pulpe mucilagineuse épaisse sucrée et acidulée, serrées les unes contre les autres en cinq 

rangées groupées autour du placenta central. C’est en partie grâce à ses fèves que le cacao a 

acquis sa renommée (Swanson et al., 2008). 

 

I.1.4. Importance 

La culture du cacaoyer est destinée à l’industrie alimentaire (confiserie, pâtisserie, 

biscuiterie et principalement chocolaterie) et dans une moindre mesure aux industries 

cosmétique et pharmaceutique. La production de cacao est répartie entre les pays tropicaux 

d’Afrique, d’Asie, d’Océanie et d’Amérique latine. Au Cameroun, la production mobilise 

600000 producteurs dispersés sur une superficie d’environ 400000 hectares principalement 

dans les régions du Sud-Ouest, Centre, Sud et l’Est du pays (Langrand, 2013). 

La production mondiale de cacao est estimée actuellement à 4,449 millions de tonnes 

dont 71,2% proviennent de l’Afrique. Le premier pays producteur mondial de cacao est la Côte 

d’Ivoire avec une production de 1,8 millions de tonnes en 2023. Le Cameroun occupe la 

quatrième place (après la Côte d’Ivoire, le Ghana et l’Equateur) avec une production de 300000 

tonnes en 2023 (ICCO, 2024), dont 80% de cette production est assurée par les petits planteurs. 

L’Accord de partenariat économique (Libre Échange) entre le Cameroun et UE pourrait 

contribuer à améliorer ou à empirer la balance commerciale du pays parce que le cacao 

représente plus de 18% des exportations et plus de 34% des exportations du secteur primaire, 

ce qui permet d’alléger la balance des échanges commerciaux du pays qui est déficitaire (Institut 

National De La Statistique, 2021).  
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L’agriculture biologique est un système de gestion de la production qui favorise la santé 

de l’agrosystème, y compris la biodiversité, les cycles biologiques et les activités biologiques 

des sols. Le cacao biologique est vendu plus cher que le cacao conventionnel. La demande de 

produits à base de cacao biologique est également en expansion, car les consommateurs sont de 

plus en plus préoccupés par la sécurité alimentaire et d’autres questions environnementales. 

Cependant, le marché du cacao biologique représente encore une très petite part du marché total 

du cacao, estimé à environ 3,5% de la production totale dans le monde et le Cameroun est l’un 

des faibles producteurs de ce dernier (AgenceBIO, 2021). Par ailleurs, en 2016 la production 

du Cameroun a été de 250000 tonnes, le pays a projeté atteindre 600 000 tonnes en 2020. Malgré 

les efforts du gouvernement pour atteindre ces objectifs, 300 000 tonnes de cacao ont été 

produits en 2023 (ICCO, 2024). Le déficit observé s’explique par les nombreuses contraintes 

de la cacaoculture.  

 

 I.2. Contraintes liées à la culture du cacao 

La culture du cacaoyer est confrontée à de nombreuses contraintes qui entravent sa 

productivité telles que le vieillissement des vergers, les mauvaises pratiques culturales, 

l’insuffisance en qualité et en quantité de plantules productrices, le dérèglement climatique et 

surtout la forte pression parasitaire (Tableau II).  

La semence est le premier maillon dans la chaîne de culture du cacaoyer. Le marché du 

matériel végétal de cacaoyer au Cameroun est un marché fort déséquilibré avec une offre 

annuelle et actuelle de 5 à 6 millions de plants pour une demande de près de 20 millions de 

plants. Ce déséquilibre est dû à la baisse de l’offre en matériel végétal au niveau des champs 

semencier qui fournissent moins de 85 000 cabosses par an (Essingan, 2019). A cet effet les 

exploitants agricoles utilisent des plantules ayant des origines douteuses. De plus, les plantules 

à plant généralement obtenues sont produites avec les terres de remplissages parfois prélevées 

dans les zones contaminées par les agents pathogènes telluriques entrainant ainsi l’obtention 

des plantules de très mauvaises qualité (Ten Hoopen et Krauss, 2016). 

Les pertes dues aux diverses maladies et ravageurs touchent environ 40% de la 

production mondiale et le cacaoyer est une plante particulièrement sensible aux maladies et 

ravageurs au cours de son développement (Ambang et al., 2019Coulibaly et al., 2013; Ploetz, 

2007).  
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Tableau II: Les différentes maladies du cacaoyer dans le monde. 

Maladies Agents pathogènes Zones géographique 

Cocoa swollen shoot Swollen shoot virus transmis par 

les cochenilles 

Afrique de l’Ouest 

Balai de sorcière Monioliophthora perniciosa Caraïbes et Amérique du Sud 

Moniliose Moniliophthora roreri Caraïbes et Amérique du Sud 

Pourriture brune Phytophthora spp. Tous les pays producteurs 

Chancre Piqueur-suceurs (mirides et 

cochenilles) 

Tous les pays producteurs 

Die-back Co-parasitisme champignons et 

mirides 

Tous les pays producteurs 

De ces agents pathogènes susmentionnés, celui qui retient notre attention est la 

pourriture brune, provoquée par Phytophthora sp., qui peut etre favorisée par les piqures 

d’insectes tel que les mirides. 

 

I.2.1. La pourriture brune des cabosses de cacaoyer 

Quatre principales espèces de Phytophthora sont reconnues responsables de la 

pourriture brune des cabosses de cacaoyer. Il s’agit de P. palmivora, de P. capsici, de P. 

citrophthora et de P. megakarya). En Afrique, deux de ces espèces sont responsables de cette 

maladie (P. palmivora et P. megakarya). Au Cameroun, c’est Phytophthora megakarya qui est 

le plus représentatif et entraine des pertes les plus importantes (50 à 80% de pertes) dans la 

culture du cacao à travers la pourriture brune (Photo 2) qu’il provoque (Ondobo et al., 2013).  

 
Photo 2 : Plant de cacaoyer sévèrement attaqué par Phytophthora megakarya (Photo Foka, 2021). 
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I.2.2. L’oomycète Phytophthora megakarya 

I.2.2.1. Origine, taxonomie et biologie de l’oomycète Phytophthora megakarya 

L’Oomycète Phytophthora megakarya a été identifié et décrit pour la première fois au 

Nigeria par Brasier et Griffin en 1979 et serait venu d’un arbre hôte de la forêt locale avant 

d’atteindre le cacaoyer (Mfegue, 2012). 

Les Oomycètes sont des organismes à croissance mycélienne, aquatiques et non 

chlorophyllien à l’instar du genre Phytophthora. Contrairement aux autres mycètes, ils ont une 

paroi riche en chitines, en glucanes et en celluloses (Ali et al., 2017; Mfegue, 2012). Les 

Phytophthora comme P. megakarya sont des organismes à structure végétative diploïde 

pouvant se multiplier par voie sexuée ou asexuée. Il résulte de la reproduction asexuée (la plus 

fréquente dans les conditions naturel) les zoospores qui sont très pathogéniques (Nyassé et al., 

1995). Pendant les conditions favorables, la prolifération des sporanges est suivie par la 

libération des zoospores qui se déplacent dans l’eau par chimiotactisme vers les organes cibles 

durant une période variant de quelques minutes à quelques heures (en fonction des conditions 

climatiques) ou pendant une période plus longue par le vent et les insectes. Une fois sur le tissu 

cible, les zoospores s’enkystent et 30 minutes après, la germination commence et l’hyphe 

pénètre le tissu hôte en 48 heures dans des conditions favorables; ceci marque le point d’origine 

du parasitisme (Figure 1). Au cours de la reproduction sexuée, il se produit une fusion entre une 

anthéridie (gamète male) et une oogone (gamète femelle) conduisant aux oospores sphériques 

à parois épaisses. La multiplication sexuée permettrait la reproduction intraspécifique (Mfegue, 

2012).  

La taxonomie de Phytophthora megakarya décrite par Newhook et al. 1978) est la 

suivante : 

Domaine : Eucaryote 

Règne : Chromistae 

Embranchement : Thallophyte 

Classe : Oomycètes 

Ordre : Péronosporales 

Famille : Pythiaceae 

Genre : Phytophthora 

Espèce : Phytophthora megakarya 
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Figure 1 : Cycle de Reproduction des Phytophthora megakarya (Mfegue, 2012). 

L’encadré vert représente la phase asexuée. La photographie montre des sporocystes (blanchâtres) 

couvrant les taches brunes à la surface des cabosses infectées. L’encadré rouge représente la phase 

sexuée du cycle. La photographie montre une oospore (Mfegue, 2012). 

Un total de 12 plantations, établies en 2006 sur des terres exemptes de culture de 

cacaoyer depuis au moins 20 ans, ont été suivies de près sur une base hebdomadaire depuis juin 

2009 par Aguilar et al. (2012). Vers la fin de 2009, les premières infections ont été observées 

dans trois plantations, avec une augmentation lente mais progressive du nombre de plantations, 

d’arbres et de cabosses affectés en 2010 et 2011. Les distributions spatiales et temporelles des 

infections semblent indiquer que de multiples introductions de P. megakarya ont eu lieu et que 

la dispersion par les humains joue un rôle important. De plus, la distribution spatiale n’est pas 

seulement une fonction du ou des mécanismes de dispersion mais dépend aussi d’autres facteurs 

tels que le microclimat et le génotype du cacaoyer (Aguilar et al., 2012) mais aussi 

l’agroforesterie (Ambang et al., 2019).  

 

I.2.2.2. Parasitisme  

L’infection du cacaoyer par Phytophthora megakarya se déroule en trois étapes 

(Legavre et al., 2015). A la suite du contact avec la plante notamment la cabosse (Photo 3A), 

les zoospores émettent des tubes germinatifs qui traversent l’épiderme de façon passive (à 

travers les ouvertures naturelles) ou de manière active (lyse de la paroi cellulaire épidermique 
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grâce à l’action des hydrolases fongiques). La maladie commence par une petite tâche marron-

chocolat sur les cabosses ou taches nécrotiques à la surface de l’épiderme (sur le tronc, on a 

l’apparition d’un chancre sur l’écorce et d’une tache sur le bois) caractérisant l’invasion de la 

plante par le parasite (Photo 3B). En quelques jours, cette tâche devient foncée et s’étend sur 

toute la cabosse (Photo 3C). En l’espace de 14 jours, la cabosse peut devenir complètement 

noire (Photo 3D). La surface de la cabosse se couvre aussi de moisissure jaune-blanc, semblable 

à la poudre de craie. Cette « poudre » est formée de milliers et même de millions de minuscules 

sporanges contenant les spores qui sont les germes de la maladie (Legavre et al., 2015). La 

colonisation de l’hôte par Phytophthora est favorisée par des lésions infligées en partie par les 

ravageurs. 

           A    B    C    D  
Photo 3 : Prolifération de P. Megakarya sur une cabosse de cacao:  cabosse saine inoculée de spores 

(A); développement de la nécrose cinq jours après inoculation (B); huit jours après infection, 

recouvrement complet de la cabosse par la nécrose (C); quatorze jours après infection, momification de 

la cabosse (D) (Photo Foka, 2017). 

 

Au cours de ce parasitisme, les Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP) de P. 

megakarya sont reconnus par les récepteurs des protéines kinases (‘Receptor-Like protein 

Kinases : RLK’) de la plante. Cette interaction P. megakarya-RLK va induire l’activation des 

voies de défense du cacaoyer. La cascade de signalisation est régulée par l’activité des 

phytohormones telles que l’acide jasmonique, l’acide salicylique, l’éthylène, l’acide 

gibbérellique et l’auxine (Figure 2). Par ailleurs ces gènes précédemment exprimés codent pour 

le développement et la mobilisation de l’arsenal de substances défensives de la plante à l’instar 

des substances de défenses préexistantes (phytoanticipines), les phytoalexines et les protéines 

reliés à la pathogénèse (Legavre et al., 2015). 
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Figure 2 : Interaction Oomycète-plante (Legavre et al., 2015). 

 

 

I.3. Méthodes de lutte contre Phytophthora megakarya 

I.3.1. Lutte agronomique 

La lutte agronomique regroupe l’ensemble des méthodes culturales permettant de créer 

des conditions défavorables au développement des ravageurs et des maladies parmi lesquelles 

l’élimination des cabosses infectées, la gestion de l’ombrage et de l’humidité des 

cacaoyères. En effet, les cabosses infectées sont des niches de développement des insectes et 

des champignons. Un ombrage excessif favorise le développement des maladies fongiques telle 

que la pourriture brune des cabosses (Babin et al., 2010).  

Cette méthode a l’avantage d’être peu coûteuse, elle est toutefois également très pénible 

et son efficacité en champ reste limitée en condition de forte humidité. Cette méthode devrait 

être associée à d’autres stratégies de lutte. 

 

I.3.2. Lutte chimique 

En Afrique, les producteurs agricoles utilisent principalement des produits de synthèse 

pour limiter les dégâts des ravageurs et améliorer leur production. Ces produits ont l’avantage 
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d’agir sur un large spectre de bioagresseurs, permettant ainsi de maintenir une productivité 

suffisante (Yarou et al., 2017).  

La lutte chimique consiste en l’utilisation périodique des pesticides (fongicides) qui sont 

des agents chimiques capables de tuer ou d’inhiber le développement de l’agent pathogène. 

Cette méthode de lutte est la plus efficace. Il existe deux types de fongicides: les fongicides de 

contact qui restent à la surface de la plante où ils ont été appliqués et ne possèdent plus d’activité 

après infection. Les fongicides systémiques quant à eux, sont absorbés dans les tissus de la 

plante via la sève pour atteindre d’autres organes et peuvent exercer leur activité fongicide après 

infection. Par ailleurs, les pesticides peuvent être classé en fonction de leur cible (bactéricides, 

insecticides, fongicides, herbicides entre autres) ou en fonction de leur famille chimique (les 

organophosphorés, les organochlorés, les carbamates, les triazines, les pyréthrynoïdes et les 

urées substituées). L’efficacité immédiate des pesticides de synthèse fait oublier aux 

producteurs les risques sanitaires et environnementaux associés à leur utilisation. Cependant, Il 

a été mis en évidence que les pesticides chimiques ont des effets cancérigènes, neurotoxiques 

et perturbateurs des fonctions endocriniennes chez les animaux dus à leur longue durée de vie 

dans l’environnement (Deberdt et al., 2008). De plus, la résistance des bioagresseurs est l’une 

des principales limites des pesticides de synthèse qui encourage le surdosage, menant à la 

pollution de l’environnement. 

 

I.3.3. Lutte génétique 

La lutte génétique ou variétale consiste à remplacer les variétés de cacaoyers 

traditionnellement cultivées par des variétés plus tolérantes aux attaques des agresseurs. Malgré 

son efficacité, elle ne présente qu’une résistance vis-à-vis d’un parasite plutôt qu’une résistance 

totale (Mpika et al., 2009). 

 

I.3.4. Lutte biologique 

La lutte biologique repose sur l’utilisation d’organismes vivants, de leurs extraits ou de 

leurs dérivés pour prévenir ou réduire les dégâts causés par des agents pathogènes et ravageurs 

sans avoir d’effets néfastes sur la plante. Elle regroupe la lutte à base de prédateurs et 

d’antagonistes naturels, la lutte à base des extraits de plantes et l’utilisation d’éliciteurs 

(organiques et inorganiques pour stimuler les défenses des plantes) qui sont toutes plus 
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respectueuses de l’environnement par rapport à la lutte chimique. Les antagonistes et les extraits 

des plantes agissent par le biais des molécules biopesticides.  

Actuellement, les biopesticides représentent une petite part (5-6%) du marché mondial 

total de la protection des cultures, avec une valeur comprise entre 3 et 4 milliards de dollars 

(Ndolo et al., 2019). Cela s’explique en partie par les efforts déployés par divers pays et régions 

pour mettre en œuvre des règles visant à adopter des produits écologiques pour l’agriculture. 

Certains produits prometteurs ont récemment été signalés, notamment des extraits de plantes, 

des produits de microorganismes, le composé alcaloïde oxymatrine, des produits de 

fermentation des bactéries (Ndolo et al., 2019). Pour remédier aux problèmes résultant de 

l’utilisation des pesticides chimiques, les biopesticides parmi lesquels les plantes pesticides, se 

présentent comme une alternative prometteuse. 

En effet, les biopesticides sont des composés synthétisés naturellement par des 

végétaux, les microorganismes ou des animaux et qui exercent un effet inhibiteur et/ou létal sur 

les indésirables. Ils ont tout d’abord l’avantage d’être peu persistants dans l’environnement, (le 

plus souvent ils sont facilement dégradables par voie enzymatique) et sont peu couteux 

(Regnault-Roger et Philogène, 2002). La littérature scientifique démontre que de nombreuses 

plantes de la flore africaine disposent d’un énorme potentiel biocide sur des bioagresseurs et au 

Cameroun, une trentaine de plantes ont été répertorié (Tagne et al., 2018). La plupart de ces 

plantes ne sont pas cultivées, telle que A. indica, espèce sans doute la plus utilisée comme plante 

pesticide. Mais, comme toute autre méthode de lutte, l’utilisation de plantes pesticides présente 

des avantages et des limites qui sont principalement leur stabilité et leur efficacité (Ndolo et al., 

2019). Par ailleurs, diverses espèces de plantes pesticides peuvent être utilisées comme extraits 

de plantes ou en association pour le contrôle des bioagresseurs (Yarou et al., 2017). 

L’utilisation en champs des pesticides et biopesticides peut être améliorée grâce à la 

nanotechnologie et à la micro-encapsulation, afin d’accroître leur stabilité, leurs effets résiduels 

et leur efficacité. La nanotechnologie est l’étude des matériaux à l’échelle nanométrique (≤ 

1000 nm) appelés nanoparticules (NPs) présentant des propriétés physiques, chimiques et 

biologiques uniques et/ou nouvelles (Mustafa et al., 2009). Ces nanoparticules ont des 

propriétés physiques flexibles avec un grand rapport surface/volume et une forte affinité pour 

les protéines. L’encapsulation de substances solides, liquides et gazeuses dans des 

microparticules de 1-1000 µm est largement utilisée dans les domaines de la médecine, de 

l’alimentation, de la cosmétologie, de l’agriculture et des matériaux avancés (Ndolo et al., 
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2019). La micro-encapsulation garantit que le matériau central est complètement enrobé et 

isolé, et donc protégé, de l’environnement extérieur. Les produits de la nanobiotechnologie 

peuvent donc permettre une libération contrôlée des molécules au niveau du site d’action, 

minimisant ainsi les effets toxiques potentiels sur les organismes non ciblés et empêchant la 

dégradation de l’agent actif par les micro-organismes. Pour cette raison, les produits issus des 

nanotechnologies semblent avoir une toxicité réduite, une efficacité renforcée et une réduction 

des pertes dues à la dégradation physique (Ndolo et al., 2019). L’utilisation de nanoparticules 

par exemple est efficace pour protéger l’huile de neem d’une dégradation rapide, permettant un 

effet prolongé sur les ravageurs ciblés. De plus, les nano-émulsions d’huile de neem extraites 

des graines de la plante ont réduit de manière significative le ravageur de stockage Zabrotes 

subfasciatus, signifiant ainsi l’activité biopesticide en même temps qu’elle permet une 

libération contrôlée (Da Costa et al., 2014). 

 

I.3.4.1. Généralités sur le neem  

Origine et distribution 

Le neem (Azadirachta indica A. Juss.) appelé aussi margousier ou lilas des Indes est un 

arbre originaire de l’Inde. Le margousier est originaire de l’est de l’Inde et de la Birmanie et se 

développe beaucoup en Asie du Sud-Est (SEA) et en Afrique de l’Ouest. Il est cultivé au 

Pakistan, en Malaisie péninsulaire, à Singapour, aux Philippines et en Australie (Hashmat et 

al., 2012) et des plantations de neem à petite échelle existent en Europe et aux Etats-Unis 

d’Amérique (Kumar et Navaratnam, 2013). Ainsi, il a été probablement introduit en Afrique 

par des immigrants en provenance du continent Indien. 

L’adaptation du neem à des conditions pédoclimatiques difficiles font de lui un candidat 

de choix dans la lutte contre la déforestation, l’érosion et pour la stabilisation des sols (Photo 

4).  
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Photo 4 : Arbre de neem à Yaoundé (Photo Foka, 2022). 

 

Taxonomie et botanique  

Le neem (Azadirachta Indica A. Juss.) est une espèce du genre Azadirachta, de la 

famille des Méliacées, des Rutinae et de l’ordre des Rutales (Nishan et Subramanian, 2014; 

Pankaj et al., 2011). 

Le neem mesure de 12 à 18 mètres de haut et sa circonférence peut atteindre 1,8 à 2,4 

mètres. La branche du neem est dense, elle peut atteindre 10 cm de long et a une couleur brun 

foncé. Les feuilles sont composées, comprennent 9 à 15 folioles de couleur vert foncé, mesurent 

jusqu’à 30 cm de long (Bempah et al., 2011), et ont des stigmates à 3 lobes ainsi que des drupes 

à graines(Jafari et al., 2013). Elle est une plante à fleurs qui produit des fleurs à l’âge de 3-5 

ans (Bempah et al., 2011) avec des fleurs de 4-7 mm de longueur et 6-10 mm de largeur (Sultana 

et al., 2011). La fleur a une odeur de jasmin et est de couleur blanche (Bempah et al., 2011). 

Ses fruits en grappes qui vont du jaune verdâtre au vert sont lisses et en forme d’olive, de 2 cm 

de long avec des noyaux blancs et quand il est mûr, il est capable de produire 50 kg de fruits 

qui fournissent 30 kg d’amandes par an (Bempah et al., 2011). 

 

Importance 

L’arbre de neem est capable de s’adapter à des conditions drastiques de sécheresse 

(Bempah et al., 2011; Sultana et al., 2011). Outre l’ombrage, l’arbre de neem sert à produire le 

charbon de bois et le bois de charpente mais, ce sont sans aucun doute ses propriétés 

remarquables qui nous viennent de la médecine traditionnelle qui font du neem un arbre très 

convoité. 
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Les extraits des différentes parties de l’arbre possèdent, selon les thérapeutes 

traditionnels, de nombreuses activités biologiques telles qu’anti-inflammatoire, anti-tumorale, 

immunostimulante, bactéricide, antiulcéreux, antidiabétique; mais, les plus reconnues sont leur 

effet insecticide et d’inappétence sur les insectes. En milieu rural, les agriculteurs indiens ont 

utilisé depuis des siècles les feuilles et les graines de neem pour lutter contre les ravageurs des 

cultures. De plus l’huile de neem possède également des propriétés hydratantes, régénérantes 

et restructurantes qui la rendent efficace pour traiter les problèmes de peau et les infections 

cutanées. Les activités des extraits de neem sont attribuées à la présence dans différentes parties 

de la plante de plusieurs composés de la famille des terpénoïdes et particulièrement la sous 

famille des limonoïdes qui ont fait l’objet du plus grand nombre de travaux (Pankaj et al., 2011). 

L’extrait brut primaire qui est obtenu à partir de l’huile des amandes de graines de Neem 

contient certains tétranortriterpènes; ce sont : la nimbine, la nimbinine, la nimbidinine, le 

nimbolide et l’acide nimbidique. La nimbidine et le nimbidate de sodium présentent une activité 

anti-inflammatoire dans l’arthrite induite par le formol chez les rats et a des effets antiulcéreux, 

antihistaminiques en bloquant le récepteur H2. La nimbidine présente une activité spermicide 

chez les humains et les rats. Elle présente également une activité antifongique contre Tinea 

rubrum et Mycobacterium Tuberculosis. Le nimbolide possède une activité antipaludique 

contre plasmodium falciparum et une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et 

Staphylococcus coagulase, tandis que la Gedunin présente également une activité antifongique 

et antipaludique (Kumar et al., 2010). 

L’azadirachtine, est un tétranortriterpénoïde qui perturbe la mue, inhibent la croissance 

et provoquent des malformations des larves de certains insectes. De façon générale, on estime 

que l’azadirachtine possède une activité biologique 2 à 3 fois supérieure à celle des autres 

limonoïdes contenus dans le neem (Champagne et al., 1992) et se retrouve en fortes proportions 

dans les amandes des graines de neem (elle représente environ 0,098 à 0,35% du poids des 

graines). L’azadirachtine a une structure moléculaire proche des ecdysones, hormones de mue 

chez l’insecte. Elle inhibe la libération des ecdysones de la glande prothoracique, réduit la 

croissance des larves d’insecte, stimule les chimiorécepteurs des cellules spécifiques qui 

agissent comme des agents de dissuasion et bloque l’arrivée des phagostimulants dans les 

cellules réceptrices. Cependant, à cause du mode d’action par ingestion des limonoïdes non 

volatiles, il semble que cette pénétration soit nécessaire pour entraîner la mort. Ainsi, l’huile de 

neem par l’intermédiaire de ces composés volatiles confère aux formulations un effet répulsif 

et permettrait d’éviter le développement des résistances. De plus, en plus de son activité 
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insecticide, l’huile de neem est considérée comme un photostabilisateur de l’azadirachtine et a 

un effet antifongique vis-à-vis de P. megakarya (Lesueur, 2006; Pohe et Agneroh, 2013).  

L’extrait éthanolique des feuilles de A. indica est plus efficace contre Rhizopus et 

Aspergillus par rapport à l’extrait aqueux de feuilles (Mondall et al., 2009). Toutefois, l’extrait 

aqueux et éthanolique de feuilles de neem se sont avérés efficaces contre Candida albicans aux 

concentrations de 15% et 7,5% et la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été de 7,5 %.  

De plus, les graines de neem ont présenté une activité antibactérienne contre Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus pyogenes, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, et l’extrait à 

l’hexane a été plus actif que celui aqueux sur ces agents pathogènes (Vashist et Jindal, 2012). 

Par ailleurs, les extraits de neem ont des activités anti contraceptive et hépatoprotective. 

Le tourteau de neem quant à lui est un résidu de l’extraction de l’huile de margousier de 

la graine qui peut être utilisé comme biofertilisant, car il possède de la matière organique, de 

l’azote, du phosphore, du potassium, du Calcium et du Magnésium (Nishan et al., 2014). L’effet 

fertilisant des feuilles de neem sur le maïs a présenté des valeurs plus élevées de hauteur des 

plantes, du diamètre au collet et de la surface foliaire par rapport au témoin négatif (Moyin-

Jesu, 2012). De plus, les conditions chimiques du sol (matière organique, azote, phosphore, 

potassium, calcium et magnésium) ont été améliorées par les feuilles de neem additionnées à la 

cendre par rapport au fumier de volaille et à l’application individuelle des feuilles de neem et 

de cendres de bois (Moyin-Jesu, 2012). 

Fort de son potentiel, des formulations destinées à la protection des plantes sont 

développées à travers le monde. C’est le cas de Azamax® par UPL Brasil (Campinas, SP, 

Brésil) ; Fortune Aza3%ECR® par Fortune Biotech (USA) ; OzoNeem Oil R® par Ozone 

Biotech (Inde). 

 

I.3.4.2. Généralités sur l’herbe sida 

Origine et distribution 

La plante sida (Sida acuta Burn. F.) est une herbe annuelle dressée. Elle est une 

mauvaise herbe qui fréquemment domine les pâturages améliorés, les terrains abandonnés, les 

bords de route (Mann et al., 2003). La plante est indigène au Mexique et en Amérique centrale, 

mais s’est répandue dans les régions tropicales et subtropicales (Holm et al., 1977). Elle est une 

mauvaise herbe fréquente en Afrique centrale et de l’ouest. Au Cameroun, elle pousse en 
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abondance dans les champs cultivés, les terrains vagues et les bordures de route, où il est appelé 

"sengh" dans la partie occidentale du pays (Photo 5) et son nom commun est sida.  

 
Photo 5 : Plant d’herbe sida âgé de 4 mois (Photo Foka, 2022). 

 

Taxonomie et botanique  

Sida appartient à l’espèce Sida acuta, au genre Sida, à la famille des Malvacée, à l’ordre 

des Malvales, à la classe des Dicotylédonées, à la division des Angiospermes et au royaume des 

Plantae (Tcheghebe et al., 2017). 

Son écorce est lisse, verdâtre, sa racine est mince, longue, cylindrique et très rugueuse ; 

ses feuilles sont lancéolées, presque glabres, ses pédoncules sont égaux aux pétioles, ses graines 

sont lisses et noires ; ses fleurs sont jaunes, solitaires ou en paires. Une fois que la plante 

s’établit, elle est très compétitive, refusant des sites aux autres plantes. La plante peut être 

propagée à la fois par des graines et des boutures de tige.  

Importance 

La plante entière de Sida acuta est largement utilisée dans la médecine traditionnelle. 

Dans les connaissances traditionnelles indiennes des plantes médicinales, elle est rapportée 

comme ayant de nombreuses activités biologiques telles qu’antimicrobienne, anthelmintique, 

antiémétique, diurétique, aphrodisiaque, stomachique, diaphorétique, antipyrétique et 

cicatrisant (Damintoti et al., 2007; Tcheghebe et al., 2017). La racine de S. acuta est largement 

utilisée comme stomachique, diaphorétique et antipyrétique. Toutes les parties de cet arbre, y 
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compris les feuilles, l’écorce, la racine, les graines et la fleur sont utilisées dans la médecine 

folklorique (Mohideen et al., 2002). 

Dans la médecine traditionnelle, la plante est souvent utilisée pour traiter des maladies 

telles que la fièvre, les maux de tête, les maladies de la peau, la diarrhée et la dysenterie. En se 

référant aux connaissances traditionnelles, des études ont été réalisées pour confirmer les 

activités que la plante est censée exercer in vivo. Les propriétés pharmacologiques de cette 

plante impliquent les activités antiplasmodiales, antimicrobiennes, antioxydantes, ainsi que les 

activités cytotoxiques et insecticides. Certaines études ont abouti à l’isolement de composés 

uniques, tandis que d’autres ont simplement démontré l’activité des extraits bruts (Mabeku et 

al., 2011).  

Les alcaloïdes de l’espèce Sida acuta ont une bonne activité antimicrobienne contre les 

microorganismes. Dans le test de diffusion en puits d’agar, les diamètres d’inhibition les plus 

élevés ont été obtenu avec les bactéries Gram-positives (Karou et al., 2005). L’essai de micro-

dilution en bouillon a donné des valeurs de concentration inhibitrice minimale allant de 16 à 

400 µg/mL et des valeurs de concentration bactéricide minimale allant de 80 à 400 µg/mL.  

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse de ces mêmes 

alcaloïdes a permis l’identification de la cryptolépine et de la quindoline comme les principaux 

composants.  

La cryptolépine présente un large éventail de propriétés biologiques, notamment 

hypotensives et antipyrétiques, antimuscariniques, antibactériennes et anti-inflammatoires 

(Bonjean et al., 1998). Elle possède également une puissante activité in vitro contre P. 

falciparum, la principale espèce de parasite responsable du paludisme. Le mécanisme d’action 

de ce produit antipaludéen reste peu clair. Ce produit antipaludique a au moins deux effets 

indépendants qui peuvent conduire ensemble à une activité puissante. Premièrement, il se 

comporte comme un intercalateur d’ADN (Bonjean et al., 1998). Deuxièmement, il peut agir 

comme la chloroquine en inhibant la détoxification d’hème dans les globules rouges (Wright et 

al., 2001). Cette hypothèse est étayée par une étude de microscopie fluorescente qui a suggéré 

que la cryptolépine s’accumule dans des structures parasitaires qui peuvent correspondre au 

noyau du parasite (Arzel et al., 2001).  

La cryptolépine semble exercer son action cytotoxique via l’inhibition de la synthèse de 

l’ADN et la stabilisation de la topoisomérase II-ADN, complexes covalents (Damintoti et al., 
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2007). Dans une étude menée pour élucider la puissance et le mode de liaison à l’ADN de la 

cryptolépine et de deux autres alcaloïdes par spectroscopie, il a été constaté que l’alcaloïde se 

lie étroitement à l’ADN et se comporte comme un agent intercalant typique (Dassonneville et 

al., 2000). Il stabilise donc le complexe covalent topoisomérase II-ADN et stimule la coupure 

de l’ADN par la topoisomérase II, toutefois, le médicament ne présente pas de préférence pour 

la coupure d’une base spécifique. 

 

I.3.4.3. Généralités sur la citronnelle 

Origine et distribution 

La citronnelle (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) encore appelée lemon grass, herbe 

citron, verveine des Indes, hierba limon, zacate de limón, xiang mao ou Fipagrass, est identifié 

localement par plus de 28 noms vernaculaires de différents pays du monde. Elle est une 

herbacée à longue feuille linéaire originaire d’Asie notamment d’Inde, d’Indochine, 

d’Indonésie et de Malaisie (Oladeji et al., 2019; Ross, 2005). 

La citronnelle est retrouvée en Afrique et en Amérique (Photo 6), mais elle est largement 

cultivée dans les régions tempérées et tropicales du monde (Oladeji et al., 2019). Elle est utilisée 

comme plante aromatique, tant grâce à ses tiges que grâce à ses feuilles, qui présente un goût 

prononcé et caractéristique de citron. La citronnelle est aujourd’hui très cultivée dans les zones 

tropicales et subtropicales notamment en Asie, en Amérique Centrale, en Amérique du Sud 

ainsi qu’en Afrique.  

 
Photo 6 : Culture de citronnelle (Photo Foka, 2019). 
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Taxonomie et Botanique 

Cymbopogon citratus est l’une des espèces les plus connues du genre Cymbopogon. Le 

genre Cymbopogon compte près de 55 espèces parmi lesquelles l’espèce très répandue est 

Cymbopogon citratus. Le genre Cymbopogon est un important producteur d’huile essentielle. 

Il regroupe les herbes monocotylédones de la famille des Poaceae (Gramineae) et comprend 

environ 180 espèces, sous-espèces, variétés et sous-variétés qui sont largement distribuées dans 

les régions tempérées et tropicales du monde (Bertea et al., 2003). 

Cymbopogon citratus est propagé au moyen de divisions de racines. La touffe d’une 

plante mature est divisée en un certain nombre de rhizome ayant des racines et débarrassée de 

ses feuilles. Le sol doit être bien ameubli par un labourage avant la plantation. Des trous de 20 

cm de profondeur sont creusés et les plants sont plantés à environ 50 cm les uns des autres, en 

rangées espacées d’environ 90 cm. Ainsi, 15.000 à 20.000 segments peuvent être plantés/ha. 

Un à quatre segments sont plantés dans chaque trou selon la fertilité du sol. Les trous de 

plantation sont légèrement remplis de terre pour faciliter le développement d’un bon système 

racinaire. Une pépinière de 100 m2 permet d’obtenir suffisamment de segments de racines pour 

planter 1 ha, avec deux segments de racines par trou de plantation. C. citratus pousse dans un 

climat tropical. Il pousse sur des sols pauvres et est plus résistant à la sécheresse. Cependant, il 

s’épanouit sur une grande variété de sols allant de la terre riche à la latérite pauvre et un climat 

chaud et humide avec beaucoup de soleil et des températures de 24-27 °C. Il pousse le mieux à 

des altitudes allant du niveau de la mer à 1200 m et préfère des précipitations annuelles de 200-

250 cm. Dans les régions où les précipitations sont abondantes, la plante peut être récoltée plus 

régulièrement au cours de l’année. Toutefois, en cas de précipitations prolongées, la plantation 

sur les crêtes peut être suggérée (Oladeji et al., 2019).  

C. citratus est une grande herbe vivace à croissance rapide avec des touffes de feuilles 

au parfum de citron provenant des rhizomes annulés et peu ramifiés. Elle atteint une hauteur de 

1 m, une largeur de 5-10 mm et possède des feuilles vertes bleutées distinctes qui ne produisent 

pas de graines. Cependant, elle possède de nombreuses tiges bulbeuses qui augmentent la taille 

de la touffe au fur et à mesure de la croissance de la plante. Les feuilles sont longues, glabres, 

vert glauque, linéaires, s’effilant vers le haut et le long des bords, avec une ligule très courte et 

des gaines serrées à la base, étroites et se séparant à l’extrémité distale. Les inflorescences sont 

nodulaires avec des racèmes de spirelets par paires et sous-tendues par des spathes d’environ 1 

m de long avec des pédoncules de 30-60 cm de long (Oladeji et al., 2019 ; Ross, 2005). 
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Importance 

De nombreuses études ont été menées dans le but d’élargir la connaissance des 

composants chimiques volatils et non volatils de C. citratus du fait de ses nombreuses 

applications ethno-pharmacologiques. Ces études ont révélé que la composition chimique des 

huiles essentielles et des extraits de C. citratus varie en fonction de l’origine géographique. Les 

principales substances isolées de la plante sont les terpénoïdes (citral, geranial, mycrene, 

genariol, citronellol, cymbopogonol, cymbopogone), les phénols et flavonoïdes tels que 

l’apiginin, le kaempferol, l’acide caféique, le catéchol, l’hydroquinone et l’elimicine (Chisowa 

et al., 1998; Negrelle et al., 2007; Oladeji et al., 2019).  

La citronnelle est une plante aromatique et un condiment qui est traditionnellement 

sollicitée en phytothérapie, dans l’alimentation ainsi qu’en cosmétique à travers le monde à 

l’état de feuille et également sous forme d’huile essentielle. Il est intéressant d’utiliser son huile 

essentielle (HE) pour conserver des aliments (Ekpenyong et Ernest, 2017). Bien que plusieurs 

espèces soient peu connues et étudiées, certaines espèces du genre auraient été utilisées dans la 

médecine traditionnelle, tandis que d’autres, connues pour être riches en huiles volatiles, ont 

des applications dans les domaines cosmétique, pharmaceutique et de la santé. Dans les 

industries des cosmétiques, des produits pharmaceutiques et de la parfumerie (Avoseh et al., 

2015; Jeong et al., 2009). L’HE de Cymbopogon citratus contient le citral (71,297%), la 

myrcène (19,034%), la 4,5-époxycarène (2,780 %), le linalol (1,713%), le (S)-cisverbénol 

(1,110 %), et l’undécane-2-one (1,001%). 

L’HE de Cymbopogon citratus a montré une grande capacité à piéger les radicaux 

DPPH+ (environ 68% à 8 mg/mL) ainsi, elle est douée d’activité antioxydante (Uchida et al., 

2017). Par ailleurs, elle est efficace sur les lignées cellulaires prostatiques LNCaP (IC50 = 6,36 

μg/mL) et PC-3 (IC50 = 32,1 μg/mL) et sur les lignées cellulaires de glioblastome (SF-767 

(IC50 = 45,13) μg/mL) et SF-763 (IC50 = 172,05 μg/mL) donc, possède un effet cytotoxique 

sur ces cellules (Bayala et al., 2018). L’activité de l’HE de Cymbopogon citratus est 

statistiquement égale à celle de son principal composant, le citral.  

L’application topique de l’HE de Cymbopogon citratus à des doses de 5 et 10 μL sur 

l’oreille réduit de manière significative l’œdème aigu de l’oreille induit par l’huile de croton 

chez 62,5 et 75% des souris, respectivement. De plus, l’analyse histologique a clairement 

confirmé que l’HE de la citronnelle inhibe la réponse inflammatoire cutanée dans les modèles 

animaux (Boukhatem et al., 2014), lui conférant ainsi un effet anti-inflammatoire. 
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L’HE de Cymbopogon citratus (10 mg/kg de masse fraiche) et le géraniol (3 mg/kg), 

mais pas le citral (100 mg/kg), accélèrent le processus de guérison gastrique de 34,52 et 80,57%, 

par rapport au groupe ulcéré à l’acide acétique traité avec véhicule (36,04 ± 1,03 mm2). Ces 

effets de guérison sont confirmés histologiquement par la contraction de la base de l’ulcère et 

par l’amélioration de la coloration de la mucine dans les tranches du site de l’ulcère de souris 

traitées avec de l’HE de Cymbopogon citratus ou du géraniol. Cette huile essentielle et le citral 

à 100 μg/mL inhibent l’activité H+ /K+ - ATPase de 28,26 et 44,36%, tandis que le géraniol ne 

change pas ce paramètre. Ensemble, ces résultats confirment les effets gastro protecteurs de 

cette huile essentielle (Venzon et al., 2018). 

Il a été montré par Fouelefack et al. (2024) que l’huiles essentielles de Cympopogon 

citratus et ses fractions ont des activités antifongiques contre Bipolaris oryzae et Fusarium 

moniliforme, respectivement responsables des maladies chez le riz (Oryzae sativa L); en 

soulignant les interactions plausibles qui peuvent exister entre les constituants d'une huile 

essentielle pour une activité biologique donnée. Par ailleurs, Nguefack et al. (2013) ont montré 

que les extraits d'huile essentielle et de solvant de C. citrinus et de C. citratus ont un potentiel 

en tant qu'agents de lutte contre la tache brune et d'autres maladies fongiques transmises par les 

semences dans le riz, tant en agriculture conventionnelle qu'en agriculture biologique. 

 L’extrait de citronnelle et l’HE ont le potentiel de contrôler la croissance de Listeria 

monocytogènes dans les produits de surimi de fruits de mer avec un effet négatif minimal sur 

les caractéristiques organoleptiques du produit et peuvent donc éventuellement être utilisés 

comme conservateur alimentaire naturel (Ramroop et Neetoo, 2018). 

De plus, l’huile de Cymbopogon citratus a un bon potentiel pour être utilisée comme 

agent antifongique et anti-biofilm contre Candida tropicalis présentant un risque grave 

d’infections cutanées (Sahal et al., 2020). Elle est fongistatique à 0,29 μL/ ml et présente une 

large fongitoxicité contre d’autres champignons de pourriture des fruits. L’huile essentielle 

(HE) de Cymbopogon citratus inhibe complètement la croissance et la sécrétion de mycotoxines 

(AFB1 et OTA) des souches aflatoxigènes et ochratoxigéniques d’Aspergilus flavus, Aspergilus 

niger et Aspergilus ochraceus à 0,8 μL/mL. L’application de 200 et 300 μL de celle-ci sur 1 kg 

de raisins stockés montre une amélioration de la durée de conservation jusqu’à dix jours et elle 

n’a aucun effet phytotoxique sur les fruits. Ainsi, l’HE de Cymbopogon citratus pourrait être 

une alternative naturelle au fongicide commercial pour lutter contre les champignons pourris 

des fruits (Sonker et al., 2014). 
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I.3.4.4. L’extrait calcique des coquilles d’huîtres  

Généralité sur les huîtres 

Les huîtres (Crassostrea spp.) sont des mollusques vivants en milieu aquatique 

appartenant à la famille des Ostreidae. Leur corps, typique des gastéropodes, est recouvert 

d’une épaisse couche de coquille. La croissance pondérale des huîtres correspond surtout à celle 

de leur coquille (Thierry, 2004). 

Elle peut représenter, en fonction des saisons, 50 à 75% du poids de l’animal (Xing et 

al., 2013). Au Cameroun le bassin de production des coquilles d’huîtres se trouve dans la ville 

de Mouanko (Département de la Sanaga maritime). Les coquilles d’huîtres sont disponibles 

durant toute l’année. Les prix oscillent en fonction des saisons entre 6 000 F CFA et 12 000 F 

CFA pour un sac de 100 kg. De plus les coquilles d’huîtres sont présentes dans plusieurs 

provenderies localisés dans les régions propices à l’élevage au Cameroun (Photo 7). 

 
Photo 7 : Coquilles d’huîtres (Photo Foka, 2019). 

Les coquilles d’huîtres sont composées principalement de carbonate de calcium (95 à 

98%) et de chitine (2 à 5%). Cependant, des travaux sur la caractérisation des coquilles d’huîtres 

montre qu’elles contiennent du carbonate de calcium, du potassium, du phosphore, du 

magnésium, du silicium, du fer, du sodium et du zinc dans des proportions variantes selon les 

espèces(Lee et al., 2008; Shen et al., 2017; Xing et al., 2001). Les études ont également montré 

que le chauffage des poudres de coquilles à 1050 oC entraine la transformation du carbonate de 

calcium en oxyde de calcium (Xing et al., 2013). Par ailleurs, le CaCO3, peut être transformé 

en milieux acide (HCl) en chlorure de calcium (CaCl2). 
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Les coquilles d’huîtres sont des substances organiques non toxiques et biodégradables 

ayant montré un potentiel antimicrobien vis-à-vis de plusieurs microorganismes parmi lesquels 

Phytophthora megakarya (Shen et al., 2017; Xing et al., 2001). Les coquilles d’huîtres et les 

poudres de coquilles d’huîtres chauffées possèdent des propriétés antifongiques et 

antibactériennes (Xing et al., 2013). Par ailleurs plusieurs travaux démontrent la capacité des 

coquilles d’huîtres à modifier la flore microbienne du sol et à exercer un contrôle sur le 

métabolisme de plusieurs genres microbiens à l’instar des actinobactéries et des champignons 

mycorhiziens à arbuscules (Lee et al., 2008; Shen et al., 2017). 

 

Généralités sur le calcium 

Le calcium est l’élément chimique de numéro atomique 20 et de symbole Ca. C’est un 

métal alcalinoterreux gris-blanc et assez dur qui ne se trouve pas à l’état libre (corps pur) dans 

la nature. Le calcium est un solide paramagnétique ayant un point de fusion de 842 °C et un 

point d’ébullition de 1484 °C. 

Le calcium, le magnésium et le sulfure sont les trois nutriments secondaires des plantes. 

Comme les nutriments primaires, ces éléments sont importants pour le bon développement des 

plantes. Cependant, ils sont nécessaires à faible quantité. Un déficit en calcium entraine une 

malformation des jeunes racines et des jeunes feuilles parce que l’ion Ca2+ sous la forme de 

pectate de calcium participe à la stabilisation de la paroi cellulaire. De plus, il intervient dans 

certaines voies de transduction intra cellulaire des signaux, permettant ainsi la coordination des 

fonctions cellulaires. En effet, le calcium est un messager important de la signalisation cellulaire 

et son activité est plus stimulée en réponse aux stress de diverses origines (Rab et al., 2017).  

Après l’étape initiale de reconnaissance entre la plante et l’agent pathogène avirulent, 

les premiers événements consistent en des perturbations membranaires, sous la forme de 

transferts d’ions entre compartiments distincts et avec l’extérieur de la cellule. Ces flux d’ions 

ont pour principal effet de conduire à une augmentation de la teneur en calcium. Ces ions Ca2+, 

messagers secondaires typiques des mécanismes de la transmission des signaux, semblent 

relayer le signal initial à travers l’activation de protéines kinases, qui à leur tour initieraient les 

cascades de phosphorylations responsables du déclenchement des processus de défense (Xing 

et al., 2001). La réponse hypersensible (HR) fait partie de ces réactions de défense. Elle est 

caractérisée par la mort cellulaire programmée (PCD) au site d’infection et la restriction de la 

croissance et de la progression de l’agent pathogène. Cette HR est associée à la poussée 
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oxydative (oxydative burst) et peut mener à l’activation de gènes codant pour les protéines PR 

(Ren et al., 2002).  

L’application de sels de Ca2+ sur l’épicarpe des fruits semblent jouer un rôle important 

dans la réduction des altérations physiologiques post-récolte (Conway et al., 1988). Il a été 

proposé que l’application de sels de Ca2+ augmente la teneur totale en calcium des fruits ainsi 

que les liaisons calciques de la paroi cellulaire, par des liaisons croisées de pectines, ce qui 

augmente leur résistance aux enzymes de dégradation des parois cellulaires des champignons 

(Conway et al., 1988). De Plus, le traitement de la fraise au calcium retarde légèrement le 

mûrissement des fruits, mais amélior la résistance aux attaques fongiques sans nuire à l’aspect 

extérieur (Lara et al., 2004). En effet, l’application de calcium a permis de conserver des 

niveaux plus élevés de pectines liées ioniquement et a contribué à maintenir l’intégrité 

structurelle des parois cellulaires, probablement en raison du dépôt de calcium dans les 

polysaccharides de pectine.  

Vu le fort potentiel de ce microélément, des formules à base de celui-ci ont vu le jour à 

l’instar de Calcium P3® (engrais foliaire 5%) par OMEX Agriculture Inc Canada. 

 

I.3.4.5. Généralités sur les formulations des biopesticides 

Les formulations découlent de la mise ensemble d’au moins deux éléments. Elles 

peuvent être des poudres ou des fluides, des émulsions ou des suspensions pour les composés 

bioactifs lipophiles et/ou les composés bioactifs hydrophiles.  

L’émulsion est un système dispersé contenant au moins deux phases liquides non 

miscibles. Différents mécanismes de déstabilisation des suspensions et des émulsions ont été 

rapportés notamment la sédimentation, la floculation, la coalescence, le mûrissement d’Ostwald 

et le crémage; ce qui tend à réduire l’utilisation des émulsions et des suspensions (Namasivayam 

et al., 2017). Par ailleurs, il existe des nano-émulsions qui sont des émulsions dont la taille des 

gouttelettes est égale ou inférieure à 1000 nm alors que les microémulsions ou émulsions sont 

celles dont la taille est inférieure à 1000 µm (Namasivayam et al., 2017). Les nano-émulsions 

ont de nombreuses applications dans le domaine de la médecine comme agents d’administration 

de médicaments, dans le secteur alimentaire et dans l’agriculture (Mustafa et al., 2009). Les 

bioformulations à base de plantes ayant des gouttelettes ou des particules plus petites permettent 
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d’augmenter la bioactivité des composés en augmentant la surface d’échange avec les tissus et 

contribue grandement à la gestion des parasites (Namasivayam et al., 2017). 

L’utilisation de biopesticides d’origine végétale a connu depuis une trentaine d’années 

parallèlement à la chimie verte ou dite des substances naturelles un nouvel engouement. Plus 

de 30 espèces végétales dotées de propriétés insecticides, fongicides et/ou bactéricides ont été 

répertoriées comme utiles pour la protection des plantes (Tagne et al., 2018). Ces végétaux ont 

fait l’objet de nombreuses études et ont permis la mise sur pied des formulations brevetées pour 

la protection des plantes ; c’est le cas du neem et de la citronnelle (Lesueur, 2006). 

Les composés utilisés en lutte biotechnologique appartiennent généralement à l’une des 

trois grandes classes chimiques que sont les terpénoïdes, les composés phénoliques et les 

alcaloïdes. L’action de ces composés naturels n’est pas spécifique et leur effet sur les agents 

pathogènes est polyvalent. Les composés bioactifs naturels utilisés dans la protection des 

plantes tuent les agents pathogènes (effet fongicide) ou limitent leur développement (effet 

fongistatique), ainsi qu’induisent des réactions de défense des plantes en tant qu’éliciteurs 

(Sharma et Malik, 2012).  

 

I.4. Mécanisme de défense chez les plantes 

Les végétaux pour se protéger des agressions extérieures causées par leur 

environnement ont des défenses physiques et chimiques (phytoanticipines) préformées 

empêchant les agents pathogènes de pénétrer les tissus de l’hôte et se nourrir. Ces ravageurs 

peuvent être nécrotrophes (tuent leur hôte et se nourrissent de son contenu) ou biotrophes (ont 

besoin d’un hôte vivant pour se nourrir et compléter leur cycle de développement).  

Au cours de toutes interactions plante-agent pathogène, trois étapes sont à considérer de 

la reconnaissance du parasite à la synthèse des molécules de défense en passant par la 

transduction des signaux visant à induire des réactions de défense. Ces différents stades créent 

un environnement défavorable à l’invasion du parasite. Deux situations différentes sont donc à 

considérer : (1) la relation hôte où un parasite peut contaminer un hôte et s’y développer et (2) 

la relation non-hôte caractérisée par l’incompatibilité entre tous les génotypes d’une espèce 

végétale donnée et tous les biotypes ou isolats d’un agent pathogène déterminé. La relation hôte 

est quant à elle une relation où, pour une espèce végétale particulière, l’interaction avec un 

parasite déterminé aboutit parfois à une incompatibilité (plante résistante) et parfois, à une 



 

31 

compatibilité plus ou moins marquée selon les génotypes (plante sensible ou tolérante) (Dihazi 

et al., 2012). La première réponse visible connue dans les interactions entre des organismes 

végétaux et des agents pathogènes au point d’infection est une mort des cellules locales 

(nécrose).  

Chaque molécule/composé qui déclenche le mécanisme de défense dans une plante est 

appelé éliciteur. À la suite de l’interaction d’un éliciteur avec un récepteur de la cellule sur 

laquelle il agit, un stimulus métabolique, appelé "signal", est créé, du fait de la possibilité de 

son mouvement intracellulaire, ainsi qu’intercellulaire et systémique. Les plantes pulvérisées 

avec ces composés réagissent rapidement : les récepteurs membranaires des cellules végétales 

se lient aux molécules élicitrices, induisent une résistance locale et génèrent ensuite une réponse 

moléculaire de la plante. Les éliciteurs sont classifiés comme physiques ou chimiques, biotiques 

ou abiotiques, complexes ou définis, selon leur origine et leur structure moléculaire 

(Jamiołkowska, 2020). 

Les éliciteurs dérivés de microbes étrangers sont appelés molécules de type MAMP 

(microbe-associated molecular pattern) et ceux dérivés d’organismes pathogènes, molécules 

de type PAMP (pathogen-associated molecular pattern). L’activation de l’immunité basale 

peut également faire intervenir des molécules issues des cellules de la plante attaquée, libérées 

pour donner suite à une attaque phytopathogène, ou produites en cas de stress (Figure 3). Ces 

molécules sont appelées DAMP (damage/danger-associated molecular pattern) (Boller et 

Biol., 2009). La perception des molécules MAMP/PAMP et DAMP est médiée par des 

protéines réceptrices situées dans la membrane plasmique, généralement appelées " PRR " 

(pattern recognition receptors) (Ranf, 2017), qui reconnaissent un motif moléculaire particulier 

(signature) d’une molécule étrangère ou propre. La reconnaissance de cette signature permet le 

déclenchement d’une réponse immunitaire rapide : la PTI (PAMP-Triggered Immunity). 
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Figure 3 : Schéma représentant la PTI (PAMP Triggered Immunity). Le signal du pathogène (PAMP, 

Pathogen-Associated Molecular Pattern) est reconnu au niveau de la cellule par les PRRs (Pattern 

Recognition Receptors), ce qui provoque le déclenchement d’une réponse immunitaire de type PTI 

(Pieterse et al., 2009). 

 

Dans la pratique agricole, le traitement des plantes par des éliciteurs en l’absence des 

agents pathogènes virulents provoque l’apparition de MAMP. Les molécules MAMP/PAMP 

ou DAMP liées au récepteur membranaire, activent des voies de signalisation intracellulaires 

qui déclenchent un large éventail de réponses de défense dans la plante. On parle alors 

d’amorçage ou « Priming » ou d’immunité locale déclenchée par les PAMPs (PTI). Ainsi, 

l’immunité activée dans les stratégies de défense par les molécules MAMP/PAMP et DAMP 

constitue la première ligne de défense locale, grâce à laquelle la plante peut non seulement 

contrer les infections, mais aussi combattre activement les organismes pathogènes émergents, 

souvent résistants aux pesticides chimiques. Par conséquent, l’amorçage est défini comme l’état 

physiologique des plantes conduisant à une activation plus rapide et plus forte des réponses de 

défense aux stress biotiques et abiotiques ultérieurs (Jamiołkowska, 2020). Cette réaction de 

défense vise à restreindre la croissance de l’intrus et peut conduire à une résistance systémique 

induite (RSI) ou une résistance systémique acquise (RSA), rendant la plante moins sensible à 

une attaque pathogène ultérieure. Les défenses des plantes peuvent être divisées en trois phases 

de réponses. 

Les réponses primaires sont localisées au niveau des cellules en contact avec l’agent 

pathogène. Elles se manifestent par la mort programmée de celles-ci. C’est la réaction 

d’hypersensibilité dont le but est de retarder l’invasion microbienne afin de favoriser la mise en 

place d’autres mécanismes de défense. En effet, la réaction d’hypersensibilité se caractérise par 

une réaction nécrotique qui se manifeste précocement chez des plantes résistantes. La HR 
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débute par un burst oxydatif caractérisé par une production importante de formes actives de 

l’oxygène (Reactive Oxygen Species ou ROS). Ce mécanisme permet à la plante de limiter la 

progression de l’agent pathogène car ces composés sont toxiques. Les ROS et en particulier 

l’oxyde nitrique, semble jouer aussi un rôle de signalisation chez les végétaux et déclencher 

l’activation d’autres réponses de défense (Méteignier, 2015). Ceci est efficace contre les 

biotropes mais pas contre les nécrotropes.  

Les réponses secondaires sont induites dans les cellules adjacentes entourant le site 

initial de l’infection, en réponse aux molécules signales, les éliciteurs libérés par des cellules 

en état de mort cellulaire. On parle ainsi d’une résistance locale acquise (R.L.A.). Celle-ci se 

manifeste généralement autour de la zone où la RH s’est produite. C’est une zone particulière 

où la mise en place de la résistance est très forte (Sansregret, 2016). Dans ce halo en 

hyperactivité, les cellules subissent de profonds changements tant métaboliques que 

structuraux. Elles synthétisent et accumulent un grand nombre de métabolites à potentiel 

antimicrobien (Méteignier, 2015), à l’instar des phytoalexines. Ces cellules autour de la nécrose 

subissent également un épaississement de la paroi par incorporation de nouveaux composés 

structuraux tels la lignine et la callose, par incrustation de composés phénoliques et par dépôts 

de glycoprotéines riches en hydroxyproline (Benhamou et Picard, 1999). En résumé, les 

réponses secondaires se caractérisent par la production de nouvelles armes chimiques après la 

reconnaissance de l’agent pathogène par la plante.  

Les réponses tertiaires ne sont pas localisées. Elles se manifestent au niveau des parties 

non infectées de la plante, souvent éloignées des sites d’attaque et induisent une résistance 

systémique acquise (Mauch-Mani et al., 2017). Celle-ci consiste en l’activation d’un certain 

nombre de gènes qui permettent l’induction et le maintien d’un état de résistance de la plante 

entière contre un large spectre d’agents pathogènes. Ce type de résistance, plus tardive et moins 

intense, met la plante dans un état de veille permanent qui la rend prompt à réagir contre toute 

nouvelle attaque. Ce phénomène est connu sous le nom d’immunité physiologique acquise ou 

résistance induite. Elle se manifeste par l’accumulation de diverses molécules de défense, à 

distance des sites infectieux, à l’instar des protéines de stress, des phytoalexines, des composés 

structuraux et des inhibiteurs de protéases (Benhamou et Picard, 1999). 

Le modèle en zigzag (Figure 4) a été proposé pour expliquer les stratégies utilisées par 

les plantes et les agents pathogènes dans leur course à l’armement au cours du processus 

d’évolution des espèces (Jones et Dangl, 2006).  
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Au cours de ces réponses primaires, deux phases sont à discerner. La phase 1 au cours 

de laquelle le système de perception de la plante (PRR) va être capable de reconnaitre les 

PAMPs. Il y a alors mise en place d’une défense basale ou immunité déclenchée par les PAMPs 

(PTI, PAMP-Triggered Immunity). Par ailleurs, au cours de la phase 2 : L’agent pathogène va 

développer des effecteurs (étoiles violettes) sécrétés dans les cellules végétales où ils vont 

bloquer l’établissement de la PTI. Il y a alors développement de la maladie ou sensibilité 

déclenchée par les effecteurs (ETS, Effector-Triggered Susceptibility).  

Au cours des réponses secondaires, trois phases sont à discerner. Phase 3 où la plante 

met à profit ses protéines R de résistance, capables de reconnaitre spécifiquement certains 

effecteurs. Il y a alors établissement d’un second niveau de défense plus élevé ou immunité 

déclenchée par les effecteurs (ETI, Effector-Triggered Immunity). Par ailleurs, au cours de la 

phase 4, l’agent pathogène ayant diversifié son panel d’effecteurs dont certains (triangles verts) 

sont capables de cibler les réponses de l’ETI va aboutir de nouveau à la maladie (ETS). En 

outre, au cours de la phase 5, la plante développe de nouvelles protéines R afin de cibler les 

nouveaux effecteurs, et redevenir résistantes en déclenchant les réponses de l’ETI (Figure 4). 

Cette phase 5 conduit la plante aux réponses tertiaires. 

 
Figure 4 : L’évolution du système immunitaire des plantes en réponse à l’adaptation du pouvoir 

infectieux des agents pathogènes, selon le modèle en zigzag (Jones et Dangl, 2006). 
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La mort cellulaire programmée (PCD) joue un rôle clé dans les réponses des plantes aux 

agents pathogènes, déterminant le succès de l’infection en fonction du mode de vie de l’agent 

pathogène et du participant à l’interaction qui déclenche la mort cellulaire. Le rôle du gène 

Baxinhibitor-1 (BI-1) de l’orge (HvBI-1) a été étudié en détail dans l’interaction avec le 

champignon biotrophe Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh), l’agent causal de l’oïdium de 

l’orge. HvBI-1 a été considéré comme un facteur de susceptibilité potentiel, car sa 

surexpression transitoire ou stable a favorisé la pénétration de Bgh dans les cellules 

épidermiques de l’hôte et le développement consécutif de pustules (Babaeizad et al., 2008; 

Eichmann et al., 2010). Cependant, lorsque HvBI-1 a été exprimée dans des carottes sensibles 

au B. cinerea nécrotrophe, elle a médié la résistance contre la mort cellulaire foliaire induite 

par le champignon (Imani et al., 2006). De plus, lorsque les mêmes lignées transgéniques de 

carotte ont été inoculées avec le pathogène hémibiotrophique Chalara elegans (Thielaviopsis 

basicola), les symptômes racinaires et la sporulation fongique ont été réduits (Imani et al., 

2006). L’expression stable d’une protéine fluorescente verte (GFP)-HvBI-1 dans les feuilles de 

l’orge a limité le développement du Fusarium graminearum nécrotrophe, réduisant la sévérité 

de l’infection (Babaeizad et al., 2008). Dans ces cas, l’amélioration de la résistance aux agents 

pathogènes nécrotrophes ou hémibiotrophes par l’introduction de HvBI-1 a été associée à une 

réduction de la colonisation. Par conséquent, la surexpression de BI-1 semble faciliter la 

colonisation par les biotrophes, mais limite la colonisation par les nécrotrophes et les 

hémibiotrophes.  En effet, les lignées transformées de tomate exprimant le gène cacao 

Baxinhibitor-1 (TcBI-1) ont une résistance accrue aux agents pathogènes nécrotrophes de la 

tomate S. sclerotiorum, Sm. rolfsii et B. cinerea (Scotton et al., 2017). Par conséquent, leurs 

données indiquent que l’expression constitutive de TcBI-1 module les réactions de mort 

cellulaire, avec une résistance accrue aux agents pathogènes nécrotrophes dans les feuilles des 

plantes transgéniques de tomate ‘Micro-Tom’ (MT) ce qui corrobore la fonction de TcBI-1 dans 

les réactions de mort cellulaire. 

Le basidiomycète hémibiotrophique Moniliophthora perniciosa est l’agent causal de la 

maladie du balai de sorcière du cacao, une contrainte sérieuse pour la production en Amérique 

du Sud et dans les Caraïbes.  Récemment, l’expression d’un gène anti-apoptotique du cacao 

affectant l’incidence et la sévérité de l’infection par M. perniciosa en utilisant la tomate ‘Micro-

Tom’ (MT) comme modèle a été évaluée (Scotton et al., 2017). Après inoculation avec M. 

perniciosa, les lignées transformantes TcBI-1 ont montré une réduction significative de 

l’incidence de la maladie par rapport à MT. La surexpression de TcBI-1 semble affecter la 
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capacité des spores en cours de germination à pénétrer dans les tissus sensibles, restaurant une 

partie de la résistance non-hôte de MT contre le biotype S de M. perniciosa (Scotton et al., 

2017). 

 

I.4.1. Mécanisme de défense chez le cacaoyer 

I.4.1.1. Interaction hôte agent pathogène 

Chez le cacaoyer, au cours du parasitisme des fongiques parmi lesquels P. megakarya, 

les PMAP sont reconnus par les récepteurs des protéines kinases (‘‘Receptor-Like protein 

Kinases : RLK’’) de la plante. Cette interaction P. megakarya-RLK va induire l’activation des 

voies de signalisation cellulaire du cacaoyer qui conduira à l’activation des facteurs de 

transcription et l’expression des gènes de défenses(Ali et al., 2017; Téné et al., 2017; Zhang et 

al., 2015). 

Cette reconnaissance stimule la transduction du signal dans les cellules végétales, ce qui 

active la transcription de gènes de défense. Dans un second temps, la signalisation de l’agent 

pathogène est relayée par des phytohormones, qui mettent en œuvre les mécanismes de 

résistance systémique acquise et de résistance systémique induite. La cascade de signalisation 

est régulée par l’activité des phytohormones telles que l’acide jasmonique, l’acide salicylique, 

l’éthylène, l’acide gibbérellique et l’auxine (Legavre et al., 2015). 

 

I.4.1.2. Marqueurs moléculaires et enzymatiques de la défense du cacaoyer 

Parmi les gènes exprimés par le clone tolerant du cacaoyer pendant la première heure 

post-inoculation, Tc09_g013630 code une protéine de choc thermique d’une taille de 70 kDa 

(HSP-70). Les expériences de q-PCR ont également révélé un autre gène, Tc01_g030410, avec 

une induction courte et forte à 8 h après l’inoculation dans PNG-R. En revanche, Tc01_g030410 

n’a jamais été exprimé dans PNG-S. Ce gène codait pour un transporteur ABC, une protéine 

transmembranaire, appartenant à une grande famille génique et présente dans tous les 

organismes(Legavre et al., 2015). Chez les plantes, les transporteurs ABC sont décrits, entre 

autres, comme étant impliqués dans la sécrétion d’antifongiques (Kang et al., 2011). De plus, 

la plupart de ces gènes codant pour les transporteurs ABC sont également induits par l’acide 

jasmonique, une phytohormone impliquée dans les réponses de défense locales et systémiques 

aux attaques des agents pathogènes (Santino et al., 2013). La stimulation précoce de 

l’expression des gènes des transporteurs ABC du cacao dans PNG-R, afin de sécréter des 
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métabolites secondaires antifongiques et de neutraliser l’agent pathogène au site d’inoculation, 

pourrait expliquer une partie de la résistance (Legavre et al., 2015). 

L’analyse à l’échelle du génome de la famille des TF WRKY du cacao, l’identification 

d’un ensemble complet et non redondant de gènes WRKY de cette espèce (localisation 

chromosomique, analyses phylogénétiques et de motifs pour des études génomiques 

comparatives ultérieures) ont été récemment rapportées (Silva Monteiro et al., 2017). De plus, 

l’expression des gènes WRKY dans les cacaoyers infectés (ou non) par le champignon 

pathogène M. perniciosa a également été étudiée. Parmi les 61 protéines TcWRKY identifiées, 

certaines (WRKY28, WRKY40, WRKY54 et WRKY70) ont été potentiellement impliquées 

dans la réponse du cacao à M. perniciosa et peuvent être considérées comme de bons candidats 

pour des analyses fonctionnelles ultérieures ou pour la gestion de la maladie. Le gène 

TcWRKY40 a montré une forte abondance de transcription dans la variété de cacao sensible. 

Chez Arabidopsis des études ont montré que les TFs WRKY18, WRKY40 et WRKY60 sont 

induits par les agents pathogènes et la surexpression constitutive de ces gènes y a augmenté sa 

susceptibilité à B. cinerea (Xu et al., 2006). De plus, la surexpression de WRKY40 dans des 

plantes transgéniques de Populus trichocarpa a conféré une forte sensibilité au champignon 

hémibiotrophique Dothiorella gregaria Sacc, indiquant que PtrWRKY40 joue un rôle négatif 

dans la résistance à ce champignon hémi-biotrophe chez le peuplier (Karim et al., 2015). Le 

knock-out d’OsWRKY28 par insertion d’ADN-T a conduit à une augmentation de deux fois la 

résistance à un champignon compatible de la pyriculariose du riz, et ce phénotype a été 

accompagné d’une expression accrue de plusieurs gènes liés à la défense (Delteil et al., 2012). 

De même, d’autres auteurs ont montré que la surexpression de OsWRKY28 a entraîné une 

sensibilité accrue au champignon de la pyriculariose du riz Magnaporthe oryzae et une 

diminution de l’accumulation de PR-5 (Chujo et al., 2013). 

La coopération des gènes AtWRKY54 et AtWKY70 en réponse à des stress biotiques 

et abiotiques a été rapporté par plusieurs travaux (Besseau et al., 2012; Li et al., 2013) indiquant 

leurs effets régulateurs positifs de la défense des plantes et comme régulateurs négatifs de la 

biosynthèse de l’acide salicylique (SA) et de la sénescence (Li et al., 2013), mais ne sont pas 

sensibles à des signaux tels que les ROS (Besseau et al., 2012). La TF WRKY70 TF a été 

identifiée comme un intégrateur dans le dialogue entre l’acide salicylique (AS) et l’acide 

jasmonique (AJ), deux hormones ayant une fonction bien définie dans la régulation de la 

réponse de défense des plantes (Shim et al., 2013). En général, l’AS est généralement associé 

à la réponse de défense contre les agents pathogènes biotrophes, tandis que l’AJ a une fonction 
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dans les réponses de défense contre les herbivores et les nécrophages (Shim et al., 2013). Il 

serait intéressant d’établir le rôle de ces facteurs de transcription dans l’interaction entre T. 

cacao et P. megakarya. 

L’hypothèse selon laquelle l’interaction entre T. cacao et M. perniciosa (pathogène) 

active la défense médiée par l’AJ et les marqueurs génétiques associés a été identifiée en 

utilisant les génotypes tolerants et sensibles traités avec l’hormone (Litholdo et al., 2015). 

L’accumulation des transcrits des gènes a par conséquent révélé que TcAOS, TcOPR3 et 

TcAOC qui codent des enzymes clé de la voie AJ sont induits par le traitement. 

 

Les composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont les métabolites secondaires largement distribués dans 

le règne végétal. Ils sont soit libres, soit liés aux glucides (glucose, rhamnose, mannose, 

galactose) et localisés dans les vacuoles. Ce sont des substances connues pour leur potentiel 

antifongique et antimicrobien (Boudjeko et al., 2007; Ewané et al., 2012 ; Simo et al., 2014). 

Les principales classes de composés phénoliques sont : les phénols simples (catéchol, 

résorcinol), les acides hydrobenzoiques (acide salicylique, acide gallique), les acides 

hydroxycinnamiques (acides feruliques), les flavonoïdes, les hydroxycoumarines, les lignanes 

et les polyflavanes. Ces composés jouent un rôle important dans le métabolisme, mais aussi 

dans la protection des plantes contre les stress biotiques et abiotiques (Dicko et al., 2006; Ewané 

et al., 2020b).  

L’implication des différentes classes des composés phénoliques comme des marqueurs 

de résistance dans l’interaction T. cacao avec P. megakarya à l’instar des isoflavones, des 

composés dérivés de la lutéoline, l’acide caféique, l’acide chlorogénique et les pro-

anthocyanidines a été démontrée par plusieurs auteurs (Boudjeko et al., 2007; Manga et al., 

2018). Ils peuvent agir comme phytoanticipines (phénols constitutifs), phytoalexines (phénols 

induits), barrières structurales (précurseurs de la synthèse de la lignine) et/ou activateurs de 

l’expression des gènes de défense (acide salicylique). A cet effet plusieurs gènes sont impliqués 

dans la régulation de l’expression des composés phénoliques parmi lesquels le gène 

TcMYBPA. Par ailleurs, l’existence d’une corrélation directe entre le degré de résistance du 

cacaoyer contre la pourriture brune et la teneur élevée en composé phénolique flavonoïdes 

(sinapoylcholine dimère isomère I, pro-anthocyanidine), en isoflavones (Genisteine 4’,7-O-

diglucosidemethylmalonylated, Quercetine 3-o-glucoside-7-orhamnoside,) et en flavonols 
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(Isorhamnetin 3-glucoside-7-rhamnoside) avant et après infection a été démontrée (Effa et al., 

2016; Manga et al., 2018; Téné et al., 2017; 2019).  

 

Les polyphénol-oxydases (PPO) 

Les polyphénol-oxydases (PPO) sont un groupe d’enzymes d’oxydoréduction cuivrées 

qui catalysent deux réactions à savoir l’hydroxylation des mono-phénols en o-diphénols et 

l’oxydation des o-diphénols en quinones. Les quinones sont toxiques pour les agents 

pathogènes. Ces dernières se polymérisent spontanément pour donner la lignine. 

L’augmentation de l’activité des PPO peut résulter de l’augmentation du taux de substances 

phénoliques qui participent aux réactions de défense de l’hôte. Par leur capacité à produire les 

quinones, les PPO font partie des armes défensives des plantes vis-à-vis des agents pathogènes 

à l’instar du cacaoyer dans la résistance contre la pourriture brune (Effa et al., 2016; Ondobo et 

al., 2013).  

En effet, l’activité PPO répond à la production des espèces oxygénées réactives qui sont 

produites en excès et est souvent soutenue par d’autres peroxydases (Ondobo et al., 2013). 

L’application foliaire des stimulateurs de défense chez le cacaoyer induit l’accumulation des 

ROS, l’activité PPO ainsi que les produits de la peroxydation lipidique qui jouent un rôle 

important dans la réaction d’hypersensibilité. Les PPO sont aussi les tyrosinases et des catéchol 

oxydases présents chez les végétaux, qui produisent le peroxyde d’hydrogène toxique pour les 

plantes. Les polyphénol-oxydases et les peroxydases présentent des actions synergiques et 

complémentaires au cours du processus du développement et des réactions de défense chez les 

plantes. Elles contribuent à la lignification des cellules tout en participant à l’édification des 

barrières structurales pour empêcher la progression de l’agent pathogène (Zhang et al., 2015). 

 

Les PR protéines 

La transduction des signaux de défense aboutit à la surexpression des gènes de défense 

qui inhibent le développement de l’agent pathogène. Ils sont généralement regroupés sous 

l’appellation de protéines liées à la pathogenèse (PR proteins). Des 17 familles de protéines PR, 

le cacaoyer possède 15 d’entre elles mais toutes ne sont pas régulées dans l’interaction de la 

plante avec l’agent pathogène P. megakarya (Ali et al., 2017) . Nous pouvons ainsi citer les 
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peroxydases, les chitinases et les glucanases qui sont mis en avant dans cette interaction  (Ali 

et al., 2017; Téné et al., 2017; Zhang et al., 2015).  

Les peroxydases ou PR-9 sont des enzymes susceptibles de catalyser des réactions 

d’oxydations de divers substrats (composés phénoliques) en des produits toxiques pour l’agent 

pathogène en utilisant le peroxyde d’hydrogène et aussi, interviennent dans le renforcement de 

la paroi végétale en favorisant l’établissant des liaisons entre ses différents composants. Après 

application foliaire des stimulateurs de défense chez le cacaoyer, il a l’induction de 

l’accumulation des ROS ainsi que des produits de la peroxydation lipidique qui jouent un rôle 

important dans la réaction d’hypersensibilité (Zhang et al., 2015).  

Les B-1,3-glucanases (PR-2) tout comme les chitinases (PR-3 regroupant les Chitinases 

de type I, II, IV, V, VI, et VII) peuvent bloquer la croissance des hyphes et elles libèrent les 

éliciteurs des champignons qui à leur tour induisent la biosynthèse des gènes de défense chez 

l’hôte. Ceci se fait grâce aux actions de ces enzymes sur la paroi fongique et principalement sur 

la liaison entre C1 et C2 de deux monomères consécutifs de N- acétyl -Dglucosamine de la 

molécule de chitine pour les chitinases et la liaison β-1,3-glucosidique des β-1,3-glucanes pour 

les glucanases. Lorsque les plantes sont infectées par l’agent pathogène, leur teneur augmente 

exponentiellement de manière locale ou systémique. (Ali et al., 2017; Téné et al., 2017). Après 

application foliaire des stimulateurs de défense chez le cacaoyer, il a une expression accrue des 

gènes codant pour la β-1,3-endoglucanase basic (isoforme vacuolaire), l’endochitinase (PR3P) 

et l’endochitinase PR4 (PR3Q) (Zhang et al., 2015). 

Au-delà de la réaction de défense locale, l’activation des PR protéines distants 

participent à la résistance systémique acquise. En opposition à la résistance systémique acquise 

qui est associée à la protection contre des agents pathogènes biotrophes et dépend de l’acide 

salicylique (SA), la résistance systémique induite est associée à la protection contre des agents 

pathogènes nécrotrophes et intervient également dans l’établissement de la réponse systémique 

induite. Ce processus se déroule suite à la perception de bactéries non pathogènes (P. 

fluorescens, P. aeruginosa), regroupées sous le terme de Plant Promoting Growth 

Rhizobacteria (Pieterse et al., 2009). Cependant, il arrive que l’arsenal de défense soit 

insuffisant pour stopper les bioagresseurs d’où la nécessité d’une action externe pour protéger 

les plantes vulnérables. 
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II. MATERIEL ET METHODES 

II.1. Matériel 

II.1.1 Matériel végétal 

Les fruits de cacao hybrides SCA12xSNK16 (Photo 8A) et les clones SNK10 (Photo 

8B) et SNK413 (Photo 8C) qui ont été utilisés provenaient du parc à bois du Centre de 

Biotechnologie de l’Université de Yaoundé 1, à Nkolbisson (région du centre Cameroun). 

 
Photo 8 : Fruits de cacao ; A : fruits mûrs de SCA12xSNK16 ; B : chérelles de 8 semaines de SNK10 ; 

C : chérelles de 8 semaines de SNK413 (Photo Foka, 2019). 

 

 

 Le matériel végétal qui a été utilisé pour la formulation du biopesticide a été constitué 

de : 

• Graines séchées et décortiquées de neem (Photo 9), provenant de la région de l’Extrême 

Nord du Cameroun, précisément dans la ville de Maroua. 

 
Photo 9 : Graines de neem sèches ou en germination ? (Photo Foka, 2018). 

 

• L’herbe sida (Photo 10), provenant de la région du Centre du Cameroun, précisément 

de Yaoundé. 
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Photo 10 : Plant d’herbe sida âgé de 4 mois (Photo Foka, 2022). 

 

 

• La citronnelle (Photo 11), provenant de la région du Centre du Cameroun, précisément 

de Mfou. 

 
Photo 11 : Pieds de citronnelle en champ (Photo Foka, 2019). 

 

 

II.1.2. Matériel organique 

Le matériel organique qui a été utilisé pour la formulation du biopesticide a été constitué 

des coquilles d’huîtres (Photo 12), provenant de la région du Littoral du Cameroun, précisément 

dans la ville de Mouanko. 
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Photo 12 : Coquilles d’huître broyées grossièrement (Photo Foka, 2019). 

 

II.1.3. Matériel fongique 

Les souches de Phytophthora megakarya, Fusarium oxysporum, Pythium myriotylum, 

et Phytophthora infestans qui ont été utilisées provenaient de la banque des souches du 

Laboratoire de Phytoprotection et de Valorisation des Ressources Génétiques (Centre de 

Biotechnologie de Nkolbisson) dans la ville de Yaoundé (Photo 13). 

 

 
Photo 13 : Matériel fongique : (A) Phytophthora megakarya, (B) Fusarium oxysporum, (C) Pythium 

myriotylum, (D) Phytophthora infestans (Photo Foka, 2017).  

A B 

C 
D 
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II.2. Méthodes 

II.2.1. Extractions des intrants de la formulation biopesticide 

• Extractions des intrants contenus dans les amandes de neem 

L’huile de neem (Nh) et l’extrait aqueux de tourteau de neem (Nea) ont été 

obtenus d’après le protocole modifié de Lesueur (2006). En effet, 1 kg d’amandes de 

graines de neem a été broyé avec un blinder électrique. La poudre obtenue a été mise 

sous pression manuelle en présence de 100 mL d’eau distillée. L’huile a été obtenue par 

pétrissage de la pâte, sur un plateau incliné de 30° par rapport à l’horizontal pour 

favoriser l’écoulement de celle-ci. Nh a été stockée dans un flacon opaque à température 

ambiante pour des utilisations ultérieures. 

Le tourteau obtenu précédemment a servi de substrat pour l’extraction solide 

/liquide par infusion dans l’eau distillée. En effet, 500 g de tourteau d’amande de neem 

a été introduit dans un réacteur opaque de 10 L, ensuite 1500 mL d’eau distillée chauffée 

à 50 °C ont été introduits dans le réacteur. Le milieu a été homogénéisé et laissé reposer 

pendant 3 h. Le surnageant du milieu a été récupéré par filtration à l’aide du papier filtre 

N°4. L’extraction a été infusée trois fois pour maximiser l’extraction. Le filtrat a été 

séché à 45 °C et stocké dans un flacon opaque pour des utilisations ultérieures. 

 

• Extraction de l’intrant contenu dans l’herbe sida 

L’extrait hydroalcoolique a été obtenu d’après le protocole modifié de Kuiate et 

al. (2011). En effet la plante a été séchée et 100 g de poudre ont été extraits par infusion 

dans 1,5 L d’une solution hydroalcoolique (éthanol à 30%) pendant vingt-quatre heures. 

Le filtrat a été récupéré par filtration puis, séché à 80 °C et stocké dans un flacon opaque 

pour des utilisations ultérieures.  

• Extraction de l’intrant contenu dans les coquilles d’huîtres 

Le calcium de la formulation provenant des coquilles d’huître a été obtenu 

d’après le protocole modifié de Gaonkar et Innovative (2016). En effet, 1 Kg de 

coquilles d’huître a été lavé à l’eau du robinet, séché pendant 24 heures à température 

ambiante. Ces coquilles ont été séchées à l’étuve à 200 °C pendant trois heures et 

broyées après refroidissement. La poudre obtenue a été dissoute dans du HCl concentré 

dans les proportions 1/10 (m/V). Le surnageant a été récupéré par filtration, séché à 

l’étuve à 115 °C et stocké dans un flacon en attente d’utilisation ultérieure. 
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• Extraction de l’intrant contenue dans la citronnelle 

L’huile essentielle de citronnelle (CEO) a été obtenue d’après le protocole de 

Tchoumbougnang et al. (2009) par hydrodistillation utilisant un dispositif de type 

Clevenger. En effet, 0,5 kg de citronnelle fraîche a été introduit dans un ballon et 

immergée avec de l’eau. Ce mélange a été ensuite porté à 80 °C. Les vapeurs hétérogènes 

ont été condensées dans la partie de refroidissement et se sont déposées dans un 

compartiment, permettant ainsi l’obtention de deux phases. L’huile essentielle a été 

recueillie grâce à la différence de densité et filtrée sur une colonne de sulfate de sodium 

anhydre pour éliminer les traces d’eau résiduelles. L’huile essentielle ainsi obtenue a 

été conservée dans un flacon opaque à 4 °C. Le rendement d’extraction a été exprimé 

en pourcentage et calculé par rapport au poids du matériel végétal frais avant extraction 

selon la formule : 

Rdt HE =  𝑽𝑯𝑬﷩𝑴𝑽𝑭﷩ × 𝟏𝟎𝟎   

 

Rdt HE: Rendement en huile essentielle (%) ;     VHE: Volume d’huile essentielle (ml) 

MVF: Masse de matériel végétal frais (g) 

 

 

II.2.2. Formulation 

La formulation a été effectuée en trois étapes successives. 

II.2.2.1. Première étape de la formulation 

Les essais de formulation de cette étape ont été basés sur une matrice quasi 

expérimentale en absence de CEO. Les éléments utilisés dans des proportions variables ont été 

Nh, Tween 80 (Tw), Nea et Seth tandis que le HCa a été celui utilisé dans une proportion 

constante (Tableau III). Les proportions (v/v) de Nh ont été 6%, 9% et 12%; celle du Tw ont 

été 0%, 1%, 3%, 6%, 9%, 12%, 18%, 21% et 24%; la teneur (m/v) en Nea et Seth ont été 0%, 

9% et 18%; et celle de HCa a été 6%. Cette matrice quasi expérimentale a été groupée en trois 

parties comme suit :  

• Variation de Nh et l’émulsifiant Tween 80 (Tw) tandis que les quantités de Nea, Seth et 

HCa ont été constantes ;  

• Variation uniquement de la quantité de Tween 80 en absence de Seth tandis que les 

composantes Nh et HCa ont été constantes ; 

• Variation uniquement de la quantité de Tween 80 en absence de Nea tandis que les 

composantes Seth et HCa ont été constantes (Table III).  
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Les émulsions ont été obtenues par mélange de la fraction aqueuse homogène, au Tw et 

au Nh avant homogénéisation pendant une minute.  

La stabilité des micelles formées a été évaluée en observant pendant 48 h l’émulsion 

obtenue dans le tube à essai hermétiquement fermé à 25 oC. Après ce temps d’observation, la 

stabilité de chaque essai a été déterminée en utilisant l’échelle qui suit : 

- 0%= Floculation d’huile >>> Très instable;  

- 25%= laiteux et floculation d’huile >>> Instable;  

- 50%= laiteux et floculation d’huile et de crème >>> Peu stable;  

- 75%= laiteux et floculation de crème >>> Stable;  

- 100%= laiteux >>> Très stable. 

 

Grâce aux résultats de la première étape de formulation les essais 1C, 9C, 8X et 8Y ont 

été exploités pour réaliser la seconde étape de formulation. 

 

II.2.2.2. Deuxième étape de la formulation  

La sélection des meilleures proportions de Tw, Nea et Seth permettant d’obtenir une 

formulation stable et active a été faite sur la base d’une matrice de mélange Simplex-lattice à 

quatre facteurs (Tableau IV). La deuxième étape de formulation a été effectuée en utilisant les 

essais de formulation 1C, 8X, 8Y et 9C de l’étape de formulation précédente (Tableau IV). Les 

quantités de Tw, Nea et Seth ont été variables tandis que celles de Nh et HCa ont été constantes 

(Tableau V).  

La stabilité des mélanges de la Simplex-lattice a été notée après 48 h et leur activité 

antifongique (inhibition du développement mycélien de Fusarium oxysporum) à 20% ont été 

déterminées. Le pourcentage d’inhibition (% I) de la croissance a été calculé pour chaque 

concentration utilisant la formule ci-dessous (Pandey et al., 1982). 

%I =  (𝐝𝐢𝐚𝐦è𝐭𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐜𝐫𝐨𝐢𝐬𝐬𝐚𝐧𝐜𝐞 𝐝𝐮 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞 –  𝐝𝐢𝐚𝐦è𝐭𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐜𝐫𝐨𝐢𝐬𝐬𝐚𝐧𝐜𝐞 𝐝𝐮 𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭𝐞𝐦𝐞𝐧𝐭) ﷩𝐝𝐢𝐚𝐦è𝐭𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐜𝐫𝐨𝐢𝐬𝐬𝐚𝐧𝐜𝐞 𝐝𝐮 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞﷩. x 100 

La stabilité et l’activité des mixtures ont été utilisées pour les modélisations en fonction 

des composantes du mélange 1C, 8X, 8Y et 9C grâce au logiciel « STATISTICA 10 ». 
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Tableau III : Données de l’expérimentation quasi expérimentale.  

 

Codes des 

essais 

Nh (v/v 

%) 

Tw (v/v 

%) 

Nea (m/v 

%) 

Seth (m/v 

%) 

HCa (m/v 

%) 

1A 6 0 9 9 6 

2A 6 1 9 9 6 

3A 6 3 9 9 6 

4A 6 6 9 9 6 

5A 6 9 9 9 6 

6A 6 12 9 9 6 

7A 6 18 9 9 6 

8A 6 21 9 9 6 

9A 6 24 9 9 6 

1B 9 0 9 9 6 

2B 9 1 9 9 6 

3B 9 3 9 9 6 

4B 9 6 9 9 6 

5B 9 9 9 9 6 

6B 9 12 9 9 6 

7B 9 18 9 9 6 

8B 9 21 9 9 6 

9B 9 24 9 9 6 

1C 12 0 9 9 6 

2C 12 1 9 9 6 

3C 12 3 9 9 6 

4C 12 6 9 9 6 

5C 12 9 9 9 6 

6C 12 12 9 9 6 

7C 12 18 9 9 6 

8C 12 21 9 9 6 

9C 12 24 9 9 6 

1X 12 0 18 0 6 

6X 12 12 18 0 6 

8X 12 21 18 0 6 

1Y 12 0 0 18 6 

6Y 12 12 0 18 6 

8Y 12 21 0 18 6 

Tw: Tween 80; Nea: extrait aqueux du tourteau de neem; Seth: extrait hydroalcoolique de 

l’herbe sida; Nh: huile de neem; HCa: extrait calcique. 
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Tableau IV : Matrice des différents mélanges à partir des émulsions 

Intrants Mixtures 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1C (mL) 1  0  0  0  0.5  0.5  0.5  0  0  0  0.625  0.125  0.125  0.125  0.25  

8X (mL) 0  1  0  0  0.5  0  0  0.5  0.5  0  0.125  0.625  0.125  0.125  0.25  

8Y (mL) 0  0  1  0  0  0.5  0  0.5  0  0.5  0.215  0.125  0.625  0.125  0.25  

9C (mL) 0  0  0  1  0  0  0.5  0  0.5  0.5  0.125  0.125  0.125  0.625  0.25  

 

Tableau V : Matrice des mélanges à partir des extraits des plantes  

B Éléments Mixtures 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Tw (v/v) 0 21 21 24 10.5 10.5 12 21 22.5 22.5 8.25 18.75 18.75 20.25 16.5 

Nea (v/v) 9 18 0 9 13.5 4.5 9 9 13.5 4.5 9 13.5 13.5 13.5 9 

Seth (m/v) 9 0 18 9 4.5 13.5 9 9 4.5 13.5 9 13.5 13.5 13.5 9 

Nh (m/v) 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

HCa (m/v) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

Tw: Tween 80; Nea: extrait aqueux du tourteau de neem; Seth: extrait hydroalcoolique de l’herbe 

Sida; Nh: Huile de neem; HCa: extrait calcique. 

 

Sur la base des modèles de stabilité et d’activité vis-à-vis de Fusarium oxysporum, la 

mixture 4 (émulsion 9C ou BF), a été sélectionnée pour la détermination de ses caractéristiques.  

Le diamètre des micelles a été déterminé au microscope photonique au grossissement 

400x et 1000x à l’aide de l’hématimètre de Neubeaur. 

 

Évaluation de la stabilité thermodynamique de l’émulsion BF  

Le pH et la conductivité de BF ont été déterminés grâce au pH-mètre au préalable avant 

la détermination de sa stabilité thermodynamique. 

La stabilité thermodynamique de la BF a été évaluée en utilisant le protocole modifié de 

Dhivya et al. (2019), qui consiste à observer l’effet de la gravité et/ou de la température sur la 

stabilité. En effet, BF a été centrifugée d’une part à 1 000 g et 10 000 g pendant 30 minutes à 

25 °C pour observer la séparation des phases. D’autre part, la BF a été mise au bain-marie 

pendant 6 h puis à température ambiante pendant 18 h ; le cycle étant répété trois fois avant 

observation de la séparation des phases.  
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II.2.2.3. Troisième étape de la formulation 

Cette étape de formulation a consisté à corriger le pH de la formulation BF précédente 

et à améliorer l’activité antimicrobienne de celle-ci. Au cours de cette phase la BF a été 

optimisée en OBF par correction du pH à l’aide de l’oxide de calcium (CaO) dans les 

proportions 0% ; 15%, 16,67%, 25% et 33,33% (m/m). De plus, l’effet de divers procédés de 

production sur les micelles a été évalué et celle permettant d’obtenir celles-ci sans coalescence 

a été retenue pour obtenir OBF. Ces procédés ont été : 

• Tw + Nh, homogénéisation ; ajout de la phase aqueuse (ayant Nea, Seth, HCa et CaO), 

homogénéisation pendant 10 min. 

Les autres procédés entrainaient la coalescence et elles consistaient à : 

• phase aqueuse (ayant Nea, Seth, HCa et CaO) ; ajout de Tw et Nh puis, homogénéisation 

pendant 10 min. 

• phase aqueuse (ayant Nea, Seth, HCa et CaO) ; ajout de Tw et homogénéisation ; ajout 

de Nh et homogénéisation pendant 10 min.  

La formulation OBF a été optimisée en OBF’ par substitution de 1/10 de celle-ci par 

l’huile essentielle de citronnelle (CEO) et homogénéisation du mélange. 

Les diamètres des micelles de OBF et OBF’ ont été déterminés au microscope 

photonique au grossissement 400x et 1 000x à l’aide de l’hématimètre de Neubeaur. 

Évaluation de la stabilité thermodynamique de OBF et OBF’ 

La stabilité thermodynamique de OBF et OBF’ a été évaluée en utilisant le protocole 

modifié de Dhivya et al. (2019) décrit précédemment.  

 

II.2.2.4. Évaluation de l’effet antifongique in vitro des émulsions BF, OBF et OBF’  

L’activité antifongique des émulsions BF, OBF et OBF’ a été évaluée sur quatre agents 

pathogènes fongiques (Fusarium oxysporum, Pythium myriotylum, Phytophthora infestans et 

Phytophthora megakarya) d’après le protocole de Scorzoni et al. (2007). En effet, les activités 

des émulsions BF et OBF aux concentrations 20% et 10% (v/v), ont été déterminées par culture 

de ces agents pathogènes fongiques en boites de Pétri (8,5 cm de diamètre) sur milieu PDA. 

Chaque concentration a été évaluée en triplicata. Par ailleurs, l’émulsion OBF’ a été évaluée au 
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concentrations 10%, 1% et 0,1%. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés comme 

précédemment décrit. 

 

II.2.2.5. Exploration des potentiels mécanismes d’action de la bioformulation OBF’ vis-à-

vis de Phytophthora megakarya 

II.2.2.5.1. Mesure de l’activité de la bioformulation OBF’ sur l’intégrité de la membrane 

L’effet lytique de la bioformulation a été évalué d’après le protocole modifié de 

Limsuwan et Voravuthikunchai (2013). En effet, les zoospores produites sur cabosse en sept 

jours ont été utilisées pour préparer la suspension des spores (1 000 cellules/mL dans de l’eau 

physiologique). Les milieux ayant 1% (1CMI) et 2% (2CMI) de OBF’ ont été préparés avec la 

suspension des spores. Le contrôle a été constitué de spores sans OBF’. Les mélanges obtenus 

ont été incubés à 26 °C sous agitation. Les absorbances ont été mesurées à 620 nm contre la 

solution saline au temps 0h, 3h, 6h, 9h et 24h.  

II.2.2.5.2. Effet de la bioformulation OBF’ sur la synthèse des protéines 

L’effet de la bioformulation OBF’ sur la synthèse des protéines a été déterminé d’après 

le protocole décrit par Kalia et al. (2009). Pour la mise en œuvre, dans trois tubes contenants 

chacun 9 mL de PDB, 0,5 mL de la suspension des spores (1 000 cellule/mL) a été introduit. 

OBF’ a été ensuite ajoutée pour avoir 1CMI, 2CMI et un volume total de 10 mL. Dans le milieu 

contrôle, OBF’ a été remplacé par de l’eau physiologique. Les tubes ont été incubés à une 

température de 26 °C avec une rotation de 80 tours/minute. Les mycéliums ont été récupérés 

après 24 h d’incubation par centrifugation à 4 000 g pendant 6 min. Les mycéliums obtenus ont 

été pesés et mélangés avec le tampon d’extraction (tampon tris-maleate 10 mM, pH 7,2) en 

raison de 40 mg de mycélium pour 500 µL de tampon. Après dix minutes d’homogénéisation, 

une centrifugation à 4000 g pendant 4 min a permis de récupérer le surnageant contenant les 

protéines. Les teneurs en protéines ont été déterminées selon la méthode de Bradford (1976).  

Principe  

La méthode décrite par Bradford, (1976) permet de déterminer la concentration des 

protéines grâce à la réaction colorimétrique entre les protéines et le réactif de Bradford (bleu de 

Coomasie G250) de coloration brun clair. En effet, en présence des protéines, le bleu de 

Coomasie G250 réagit avec les résidus hydrophobes d’acides aminés des protéines induisant 

ainsi un changement de coloration du milieu réactionnel qui vire au bleu absorbant à 595 nm et 

l’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité des résidus protéiques dans le milieu.  
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Mode opératoire 

Dans chaque tube à essai, ont été introduits successivement : 10 μL d’extrait, 490 μL 

d’eau distillée et 500 μL de réactif de Bradford. Le mélange a été incubé à température ambiante 

à l’obscurité pendant 15 min et la densité optique (D.O) a été mesurée à 595 nm à l’aide du 

spectrophotomètre (Shimadzu UV- 1605, UV-visible), contre un contrôle (blanc) dans lequel 

l’extrait a été remplacé par de l’eau distillée. Pour chaque extrait, l’expérience a été réalisée en 

tripliqué et les concentrations en protéines présentes ont été exprimées en μg en équivalence de 

BSA/g de matière fraîche (MF) en référence à une extrapolation sur la courbe d’étalonnage 

réalisée dans les mêmes conditions que les échantillons en utilisant le BSA (Bovine Serum 

Albumine) à 0,1 mg/mL. 

 

II.2.2.5.3. Effet de la bioformulation sur les pompes ATPases-H+ de P. megakarya 

L’évaluation de l’effet inhibiteur de la bioformulation sur les pompes à protons a été 

faite par le suivi du pH du milieu de la suspension des spores d’après le protocole modifié de 

Manavathu et al. (2001).  

Principe 

Ce protocole est basé sur l’inhibition de l’acidification du milieu en présence d’extrait 

ayant un effet inhibiteur sur le fonctionnement des pompes ATPases-H+ par ajout du glucose 

dans le milieu réactionnel.  

Mode opératoire 

La mise en œuvre de cette activité a été effectuée avec une suspension des spores 1 000 

cellules/mL ayant 3 h dans le PDB. Après 24 h d’incubation à 26 °C sous agitation au shakeur 

incubateur, la suspension a été centrifugée à 3 000 tr/min pendant 30 min à 4 °C. Le culot a été 

lavé à l’eau distillée puis au KCl 50mM et re-suspendu dans 50 mL de KCL 50 mM. La 

suspension a été ensuite conservée à 4 °C pendant 18 h et le pH a été ajusté à 6,4 par ajout de 

HCL et de NaOH au besoin. Pour la suite, 9 mL de cette suspension ont été préparés en utilisant 

8 mL de celle-ci et ajout de OBF’ et H2O pour obtenir les concentrations 0%, 0,5% 1% et 2%. 

L’acidification du milieu a été déclenchée par l’ajout de 1 mL d’une solution de glucose 20%. 

Les pH des milieux ont été mesurés toutes les 15 minutes pendant 1h15 min. Le contrôle négatif 

a été celui ayant 0% de OBF’.  
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II.2.3. Détermination de l’effet de la bioformulation OBF’ sur la production de plantules 

de cacaoyer 

II.2.3.1. Effet phytotoxique de la bioformulation OBF’ sur le cacaoyer 

La sensibilité des plants de cacaoyer vis-à-vis de la bioformulation OBF’ a été évaluée 

d’après le protocole modifié de Zhang et al. (2015) sur feuilles détachées et non-détachées. 

Effet phytotoxique de la bioformulation OBF’ sur les feuilles détachées 

La tolérance de la formulation par les feuilles détachées de cacaoyer de l’hybride 

SCA12xSNK413 a été déterminée sur les feuilles détachées au stage C de développement. Ces 

feuilles ont été détachées et réparties en 4 lots (TN, OBF’10%, OBF’1%, OBF’0,1%) de six 

feuilles par traitement, dans des plateaux tapissés de papier absorbant humidifié. 1 000 µL et 

200 µL de chaque traitement ont été appliqués par 60 cm² de feuille pendant trois jours 

successifs grâce au spray. Les feuilles détachées ont été imbibées avec la formulation diluée au 

1/5e (OBF’10%), au 1/10e (OBF’1%), 1/100e (OBF’0,1%) et à l’eau distillée (TN). Ensuite, les 

signes de stress (brûlures et décolorations, déformation) ont été relevés sept jours après 

application (Photo 14). L’expérimentation a été réalisée trois fois successives. 

L’échelle de scores de stress suivante a été utilisée :  

- 0= pas de changement >>> non toxique ;  

- 1= déformation >>> très peu toxique ;  

- 2= décoloration >>> peu toxique ;  

- 3= décoloration plus brûlure >>> modérément toxique ;  

- 4= brûlure >>> très toxique. 

   

Photo 14 : Dommage sur les feuilles détache au stade C : (A) pas de changement ; (B) Décoloration ; 

(C) Brulure. (Photo Foka, 2017). 

A B C 
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Effet phytotoxique de la bioformulation OBF’ sur les feuilles non-détachées 

Les plantules ayant les feuilles à des étapes de développement différentes (A, B, C, D) 

ont été réparties en 4 lots (TN, OBF’20%, OBF’10%, OBF’1%) pour le test sur les feuilles non 

détachées. Ces feuilles, ont été traitées avec la formulation diluée au 1/5e (OBF’20%), 1/10e 

(OBF’10%) et 1/100e (OBF’1%) pendant 3 jours successifs. Deux volumes de solution (1 000 

µL et 200 µL par 60 cm²) ont été appliqués sur les feuilles par jour à l’aide d’un spray. Ensuite, 

l’observation des signes de stress a été effectuée sur sept jours après application des traitements 

(Photo 15). 

    

Photo 15 : Dommage sur les feuilles non-détachées : (A) pas de changement ; (B) Brulure ; (C) 

déformation et décoloration; (D) Décoloration. (Photo Foka, 2017). 

 

II.2.3.2. Évaluation de l’effet de la bioformulation OBF’ sur la croissance des plantules de 

cacaoyer en serre 

Détermination de l’effet de la bioformulation OBF’ sur la germination et la levée des fèves 

fraîches de cacao 

L’effet de la formulation sur la germination des fèves a été déterminé par le suivi de 

l’émergence de la radicule de la fève. En effet, les fèves de cacao issues des cabosses matures 

et mûres de l’hybride SCA12xSNK16 ont été démucilaginées. Le mucilage des fèves a été 

enlevé par lavage des fèves fraîches avec du sable fin et rinçage à l’eau, puis à l’eau distillée. 

Ces fèves fraîches ont été réparties en trois lots de 30 fèves et ont été trempées pendant 24 h 

dans les traitements d’eau (TN), de fongicide chimique à base de Dimethomorph (120g/kg) et 

d’oxyde de cuivre (600 g/kg) à 0,33% (TP) et de formulation OBF’ à 1% (OBF’). Au bout de 

ce temps, l’excédent de la solution de traitement a été retiré et le nombre de fèves dont la 

radicule avait émergé, a été dénombré pendant 7 jours. L’expérimentation a été réalisée trois 

fois. Le pourcentage de germination des fèves par traitement a été calculé en utilisant la formule 

ci-dessous : 

A B C D 
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%Emergence =  𝐍𝐨𝐦𝐛𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐟è𝐯𝐞𝐬 à 𝐫𝐚𝐝𝐢𝐜𝐮𝐥𝐞 𝐞𝐦𝐞𝐫𝐠é  ﷩𝐍𝐨𝐦𝐛𝐫𝐞 𝐭𝐨𝐭𝐚𝐥 𝐝𝐞 𝐟è𝐯𝐞𝐬 ﷩ x 100 

L’effet de la formulation sur le développement racinaire au cours de la levée a été 

déterminé par le suivi de l’élongation racinaire après l’apparition de la radicule sur 14 jours 

dans une enceinte bien humidifiée. Par ailleurs, la masse fraîche de ces racines a été déterminée 

au 14ème jour (Photo 16 D). Ensuite, le dosage de la teneur en protéines et en acide indole 

acétique (AIA) dans ces racines a été effectué d’après les protocoles de Bradford (1976) et de 

Bano et Musarrat (2003) respectivement.  

 

 

 

Photo 16 : Traitement des fèves et suivit de l’émergence des radicules in vitro : (A) ecabossage ; 

(B) fèves demucilaginées ; (C) fèves tramées ; (D) fèves germées ayant quatorze jours. (Photo Foka, 

2017). 

L’extraction des protéines racinaires a été effectuée d’après le protocole modifié de Téné 

et al. (2017). En effet, 0.1 g de racine a été broyé à 4 °C dans 1 mL de tampon tris-maléate (10 

mM, pH 7.2). Après broyage, le broyat a été homogénéisé pendant 10 min à 4°C et centrifugé 

pendant 25 min à 10000 g à 4°C à l’aide de la centrifugeuse « Beckmann-Coulter microfuge 20 

R». Le surnageant a été recueilli et conservé tandis que le résidu a été resuspendu dans 0,5 mL 

de tampon et centrifugé de nouveau à 10 000 g pendant 25 min à 4 °C. Le mélange des 

surnageants obtenus a constitué l’extrait protéique qui a été utilisé pour le dosage des protéines 

selon la méthode de Bradford (1976) décrite précédemment.  

L’extraction de l’acide indole acétique des racines a été effectuée dans l’acétate 

d’éthyle. En effet, 0.1 g de racine a été broyé à 4 °C dans 1 mL d’acétate d’éthyle. L’ensemble 

a été homogénéisé pendant 5 min à 4 °C et centrifugé pendant 5 min à 10 000 g à 4 °C. Le 

surnageant obtenu a constitué l’extrait qui a été utilisé pour le dosage de l’AIA selon la méthode 

de Bano et Musarrat (2003) utilisant le réactif de Salkowsky. Ainsi, 250 µL d’extrait ont été 

introduits dans un tube à essai contenant 0,5 mL du réactif de Salkowsky et 0,75 mL d’éthanol 

95%. L’ensemble a été incubé à l’obscurité pendant 25 min. l’absorbance du mélange a été 

déterminée au spectrophotomètre à 530 nm contre le blanc où l’extrait est remplacé par l’acétate 

d’éthyle. Pour chaque extrait, l’expérience a été réalisée deux autres fois et les teneurs en AIA 

ont été exprimées en mg/g de matière fraiche (MF) en équivalence de AIA. La courbe 
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d’étalonnage a été réalisée dans les mêmes conditions que les échantillons en utilisant l’AIA à 

2 mg/mL. 

L’effet de la formulation sur la levée (émergence du substrat de production) des fèves 

ayant germé in vitro a été déterminé en utilisant un dispositif randomisé ayant 6 groupes de 

sachets contenant le mélange terre (2/3) et sable (1/3). En effet, les fèves germées issues des 

trois traitements (eau, fongicide chimique à 0,33% et formulation OBF’ à 1%) ont été 

introduites dans les substrats stériles et non stériles repartis en six groupes (trois groupes stériles 

et trois autres non stériles). Les sachets ayant les plants émergés à 0,5 cm au-dessus du sol ont 

été considérés comme levés (Photo 17). Le dispositif expérimental complètement randomisé en 

serre a été réparti comme ci-dessous et chaque lot a été constitué de 26 sachets. 

❖ Le lot Témoin Négatif stérile contenant le sol stérile et les fèves ayant germé 

dans de l’eau distillée (TS+TN) ; 

❖ Le lot Témoin Positif stérile contenant le sol stérile et les fèves ayant germé dans 

le fongicide chimique à 0,33% (TS+TP) ; 

❖ Le lot Essai stérile contenant le sol stérile et les fèves ayant germé dans la 

bioformulation OBF’ à 1% (TS+OBF’) ; 

❖ Le lot Témoin Négatif non stérile contenant le sol stérile et les fèves ayant germé 

dans de l’eau distillée (TNS+TN) ; 

❖ Le lot Témoin Positif non stérile contenant le sol stérile et les fèves ayant germé 

dans le fongicide chimique à 0,33% (TNS+TP) ; 

❖ Le lot Essai non stérile contenant le sol stérile et les fèves ayant germé dans la 

bioformulation OBF’ à 1% (TNS+OBF’). 

   

Photo 17 : Suivit de la levée des plantules dans les substrats terre plus sable (2/3) stérile et non stérile : 

(A) fèves non levées ; (B) fèves levées. (Photo Foka, 2017). 

A B 
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Détermination de l’effet de la bioformulation OBF’ sur la croissance des plantules de 

cacaoyer 

L’effet de la bioformulation sur la croissance des fèves germées et levées a été déterminé 

en utilisant un dispositif randomisé ayant 9 groupes de sachets. En effet, les fèves levées issues 

du dispositif expérimental de levée, ont été réparties en groupes non-infectés et infectés. Le 

dispositif expérimental du suivi de la croissance des plants a été complètement randomisé en 

serre et a été constitué de 9 groupes dont les six groupes précédents plus les trois groupes 

suivants : 

❖ Le lot Témoin Négatif stérile infecté contenant le sol stérile et les fèves ayant 

germé dans de l’eau distillée (TS+PM+TN) ; 

❖ Le lot Témoin Positif stérile infecté contenant le sol stérile et les fèves ayant 

germé dans le fongicide chimique à 0,33% (TS+PM+TP) ; 

❖ Le lot Essai stérile infecté contenant le sol stérile et les fèves ayant germé dans 

la bio formulation OBF’ à 1% (TS+PM+OBF’). 

L’inoculation des trois substrats ci-dessus a été faite à l’aide de la suspension des spores de P. 

megakarya (1.5x106 spore/mL), 10 mL/ pot, quatre semaines après la mise en culture des feves.  

Les plants des neuf groupes du dispositif expérimental ont été suivis régulièrement et 

arrosés tous les deux jours en serre pendant 16 semaines. Les plants des lots ayant les substrats 

stériles infectés ont été infectés trois semaines après la levée. A partir de la quatrième semaine, 

les plants ont été traités par application foliaire toutes les deux semaines avec 20 mL (3.3 µL/ 

cm2) de formulation par lot tandis que les paramètres agronomiques (longueur et largeur des 

feuilles, hauteur de la tige) ont été pris toutes les quatre semaines. La surface foliaire a été 

calculée d’après la formule de Shi et al. (2019) ci-dessous :  

Surface foliaire = (3.14/4) longueur x largeur de la feuille 

Au bout du quatrième mois, six plants ont été sacrifiés dans chaque lot pour la prise des 

masses racines (poids frais et poids sec). En effet, les plants ont été enlevés des sachets et 

débarrassés de leur terre ; puis s’en est suivi le prélèvement des racines à 1 cm au-dessus de la 

dernière racine secondaire. Les racines ainsi obtenues ont été rincées à l’eau et essorées avant 

la prise du poids frais. Le poids sec a été mesuré après séchage des racines à 45 °C à l’étuve 

jusqu’à poids constant. 
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Détermination de l’effet de la bioformulation OBF’ sur quelques marqueurs de croissance 

des plantules 

➢ Sucres solubles 

Les sucres solubles ont été extraits par décoction dans l’éthanol et quantifiés d’après le 

protocole décrit par Saha et Brewer (1994). En effet, 0.25 g de matériel biologique a été broyé 

dans 1 mL d’éthanol 80% puis chauffé à 60 ºC pendant 10 min et centrifugé a 1 000 g pendant 

5 min à 25 ºC. Le résidu est extrait de nouveau en utilisant 2 mL d’éthanol 80% et centrifugé à 

1 000 g pendant 10 min. L’ensemble constitue l’extrait brut contenant les sucres solubles totaux. 

Principe 

La méthode pour quantifier les sucres extraits est basée sur la propriété qu’ont les 

phénols à réagir avec les pentoses et les hexoses en milieu acide concentré. En effet, après 

addition d’acide sulfurique concentré dans un mélange sucre-phénol, la chaleur provoquée 

rompt les liaisons glycosidiques et favorise la formation des dérivés furfuraliques. Ces dérivés 

se condensent avec les phénols pour former un complexe jaune. 

Mode opératoire 

Le dosage des sucres solubles a été effectué en introduisant dans chaque tube:  

- 25 µL d’extrait brut;  

- 0,5 mL de phénol 5 % (P/V); 

 - 2,5 mL H2SO4 concentré.  

Le mélange a été homogénéisé et incubé pendant 30 min à la température ambiante. La densité 

optique du complexe formé a été lue à 490 nm contre un blanc dans lequel l’extrait alcoolique 

a été remplacé par l’alcool 80%. La courbe d’étalonnage a été obtenue à partir d’une solution 

de glucose à 1 mg/L. Les teneurs en sucres solubles totaux sont exprimées en mg/g de matière 

fraiche. 

➢ Protéines solubles 

L’extraction des protéines a été réalisée selon le protocole modifié de Pirovani et al. 

(2008). En effet, 1 g de matériel végétal a été broyé à 4 °C dans 5 mlL de tampon tris-maleate 

(10 mM, pH 7,2). Après broyage, le broyat a été homogénéisé pendant 2 min à 4 °C et le broyat 

a été centrifugé pendant 25 min à 10 000 g à 4 °C à l’aide de la centrifugeuse « Beckmann-

Coulter microfuge 20 R». Le surnageant a été recueilli et conservé tandis que le résidu a été 

resuspendu dans 3 mL de tampon et centrifugé de nouveau à 10 000 g pendant 20 min à 4 °C. 
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Le mélange des surnageants obtenus constitue l’extrait protéique qui a été conservé à -20 °C 

pour des utilisations ultérieures.  

Le dosage des protéines totales dans les extraits obtenus a été réalisé selon la méthode 

de Bradford (1976) décrit précédemment. 

➢ Chlorophylles 

L’extraction de la chlorophylle a été effectuée suivant le protocole modifié de Zinga et al. 

(2016). Les extraits chlorophylliens ont été obtenus par broyage des feuilles dans du mélange 

sable bicarbonate de calcium. En effet, 0.5 g de feuille a été broyé dans une pincée de sable et 

une pincée de bicarbonate de calcium. Le broyat a été introduit dans 3 mL d’éthanol 90°. Le 

mélange a été homogénéisé au vortex pendant 1 min et centrifugé à 10 000 g pendant 5 min. le 

surnageant a été récupéré et le culot a été resuspendu dans 2 mL d’éthanol, homogénéisé au 

vortex pendant 1 min et centrifugé. Les surnageants ont été mélangés et ont constitué l’extrait 

chlorophyllien. La teneur en chlorophylle a été déterminée au spectrophotomètre à 645 nm et 

663 nm, contre l’éthanol. Les teneurs en chlorophylle A, B et totales ont été calculées en 

utilisant les formules de Lichtenthaler et Wellburn (1983) ci-dessous : 

Chl A= 12,21(Abs 663) – 2.81(Abs 645) mg/mL 

Chl B= 22,13(Abs 645) – 5,03(Abs 663) mg/mL 

Chl Totales= Chl A + Chl B mg/mL 

Où Chl A= Chlorophylle A ;       Chl B= chlorophylle B ;       Chl T= Chlorophylle totale ;   

Abs= absorbance. 

 

➢ Peroxydases 

La détermination des activités peroxydasiques dans les extraits protéiques obtenues 

précédemment a été réalisée selon le protocole modifié de Baaziz et al. (1994).  

Principe 

Il repose sur l’oxydation du gaïacol par les peroxydases en tétragaïacol en présence de 

H2O2 d’après l’équation suivante : 
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Mode opératoire 

Le milieu réactionnel a été constitué de 925 µL de tampon Tris-Maléate (10 mM, pH 

7,2 et 0,2% de gaïacol), 25 µL d’extrait protéique, 50 µL de H2O2 10%. Le mélange a été incubé 

à température ambiante pendant 3 min. L’activité a été mesurée en suivant la formation du 

tétragaїacol à 470 nm à l’aide du spectrophotomètre (Shimadzu UV-1605, UV-visible) contre 

le blanc, où l’extrait a été remplacé par de l’eau distillée. L’activité enzymatique a été exprimée 

en unité enzymatique par gramme de matière fraiche (Abs à 470 nm/min/g de matière fraiche) 

et calculée selon la formule ci-dessous :  

AE = ∆Abs/(∆t∗MF) 

Avec : Abs=Absorbance ;  

t= temps ;  

MF= masse de la matière fraiche ;  

∆= variation. 

 

 

II.2.4. Évaluation de l’effet de la bioformulation OBF’ sur les défenses des plants de 

cacaoyer 

II.2.4.1. Inoculation et évaluation de la sévérité de la maladie sur feuilles détachées des 

plants SCA12xSNK16 

Le degré de résistance des plants a été évalué sur des feuilles détachées et disques de 

feuilles d’après le protocole de Nyassé et al. (1995) par mesure de la sévérité de l’infection de 

ceux-ci. En effet, les feuilles au stade de développement C, issues des différents traitements 

précédents ont été collectées à 12 semaines et reparties aléatoirement en deux groupes (groupe 

des feuilles infectées et le groupe des feuilles non infectées). Une partie de chaque groupe et de 

chaque traitement a été utilisée pour produire des disques de feuilles de 1,5 cm de diamètre. Les 

groupes des feuilles et des disques de feuilles infectés ont été inoculés avec 20 µL de la 

suspension des spores de P. megakarya (1x106 spores/ml), sur la face inferieure des feuilles et 

des disques de feuilles. L’eau distillée stérile a été utilisée pour le groupe non infecté. Les 

feuilles ainsi traitées ont été incubées dans une enceinte obscure à 26 ± 2° C pendant 6 jours.  

La sévérité de la maladie à P. megakarya a été interprétée grâce à l’échèle de score de 

Nyassé et al. (1995) indiqué ci-dessous : 

0 = pas de symptômes ; 

1 = point de pénétration observé au site d’inoculation ; 

2 = point de connections ; 

3 = aspect nécrotique réticulé ; 

4 = aspect nécrotique en forme de marbre ; 

5 = nécrose extrême. 
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L’analyse de la sévérité à P. megakarya a été faite après le calcul et l’analyse des 

moyennes de chaque traitement grâce à la formule suivante : 

Is=  ∑𝐝𝐞𝐬 𝐯𝐚𝐥𝐞𝐮𝐫𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝐝𝐢𝐟𝐟𝐞𝐫𝐞𝐧𝐭 𝐬𝐲𝐦𝐩𝐭𝐨𝐦𝐞 𝐝𝐮 𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭𝐞𝐦𝐞𝐧𝐭﷩𝐍𝐨𝐦𝐛𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐬𝐢𝐭𝐞  𝐝﷩′﷩𝐢𝐧𝐨𝐜𝐮𝐥𝐚𝐭𝐢𝐨𝐧 𝐝𝐮 𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭𝐞𝐦𝐞𝐧𝐭﷩ 

L’intensité (index) de l’infection a été évaluée d’après l’échelle de Paulin et al. (2008) 

regroupée dans les intervalles ci-dessous : 

0 < Index≤ 1: très résistante 

1 < Index≤ 2: résistante 

2 < Index ≤ 2,5: moyennement résistante 

2,5 < Index ≤ 3.5 : susceptible 

Index > 3,5: très susceptible 

Les feuilles détachées (infectées et non infectées) ainsi obtenues ont constitué nos 

échantillons pour les extractions et les dosages quantitatifs des marqueurs de résistance 

biochimique. L’échantillon des feuilles infectées a été collecté à 2 cm de la zone infectée 

(Photo18). 

 

 

 

 

Photo 18 : Effet des traitements sur la sévérité de l’inoculation a P. megakaryaI : (A) feuille saine du 

témoin négatif non inoculé, (B) feuille avec la nécrose au point d’infection en forme de marbre du témoin 

négatif inoculé ; (C) Feuille avec des point de pénétration des spores fongiques de l’essai inoculé. (Photo 

Foka, 2017). 

  



 

61 

II.2.4.2. Détermination de l’effet de la bio formulation OBF’ sur les marqueurs solubles 

de défense des feuilles du cacaoyer SCA12xSNK16 :  

Extraction et dosage des composés phénoliques 

L’extraction des composés phénoliques solubles totaux a été effectuée selon le protocole 

modifié de Boudjeko et al. (2007). En effet, 0.5 g de matériel végétal a été broyé à 4 °C dans 

2,5 mL de méthanol 80% (v/v). L’homogénat a été centrifugé à 10 000 g pendant 5 min à 

température ambiante à l’aide du « Beckmann-Coulter microfuge 20 R centrifuge ». Le 

surnageant a été récupéré et le culot suspendu dans 1,5 mL de méthanol 80%. Une autre 

centrifugation s’en est suivie. Les surnageants récupérés ont été mélangés et la solution obtenue 

a constitué l’extrait de composés phénoliques totaux qui a été conservé à -20 °C pour usage 

ultérieure. 

La quantification des composés phénoliques solubles totaux a été déterminée d’après le 

protocole décrit par Marigo (1973) utilisant le réactif de Folin-ciocalteu.  

Principe 

Le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un acide fort constitué d’acide phosphotungstique 

(H3PW12O40) et de phosphomolibdique (H3PMo12O40), est réduit en milieu alcalin et à chaud 

lors de l’oxydation des composés phénoliques en un mélange bleu d’oxyde de tungstène 

(W8O23) et de molybdène (Mo8O23) dont l’absorbance à 760 nm est proportionnelle à la quantité 

de composés phénoliques présente dans l’extrait.  

Mode opératoire  

10 µL d’extrait, 500 µL d’eau distillée, 75 µL de réactif Folin-ciocalteu, et 500 µL 

Na2CO3 à 20% ont été introduits successivement dans un tube à essai. Le mélange obtenu a 

été incubé au bain-Marie à 40 °C pendant 30 min et l’intensité de la coloration bleue a été 

mesurée au spectrophotomètre (Shimadzu UV-1605, UV-visible) à 760 nm contre un blanc 

dans lequel l’extrait a été remplacé par l’eau distillée. Pour chaque extrait trois répétitions ont 

été réalisées. La teneur en composés phénoliques a été exprimée en µg/g de matière fraîche 

(MF) en référence à la courbe établie avec l’acide gallique (0,1 mg/mL).  

Dosage quantitatif des flavonoïdes  

La quantité de flavonoïdes a été déterminée à partir de l’extrait phénoliques, selon le 

protocole modifié de Kramling et Singleton (1969) utilisant le formaldéhyde et le réactif de 

Folin-ciocalteu.  
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Principe 

En milieu acide (2 µL HCL 50%), le formaldéhyde (2 µL, 8 mg/l) se fixe aux molécules 

flavonoïdes, il en résulte la formation en solution de complexes qui précipitent du fait de leur 

fort poids moléculaire. Le dosage des composés non-flavonoïdes est réalisé dans le surnageant 

par la méthode de Marigo (1973). La teneur en flavonoïdes est obtenue par la différence entre 

les phénols totaux et les non-flavonoïdes.  

Mode opératoire  

Le milieu réactionnel a été constitué de 400 µL d’extrait phénolique, 200 µL HCL (50%) 

et 200 µL de formaldéhyde (8mg/L). Le milieu a été incubé 15 min à 4 °C, centrifugé pendant 

5 min à 3 000 g et le surnageant a été récupéré. Il s’en est suivi le dosage des non-flavonoïdes 

dans le surnageant par la méthode de Marigo et al. (1973) décrit plus haut. La teneur en 

flavonoïdes est déterminée selon la formule :  

T flavonoïdes= T phénol totaux - T non-flavonoïdes 

 

 

Extraction et dosage des protéines 

L’extraction et le dosage des protéines ont été respectivement réalisés selon le protocole 

modifié de Pirovani et al. (2008) et de Bradford (1976) précédemment décrits. 

Mesure de l’activité des peroxydases 

Le dosage de l’activité des peroxydases dans les extraits protéiques précédemment 

obtenus a été réalisé selon le protocole modifié de Baaziz et al. (1994) décrit plus haut.  

Mesure de l’activité des polyphénol-oxydases 

L’activité des polyphénol-oxydases (PPO) a été évaluée dans l’extrait protéique d’après 

le protocole de Van Kammen et Brouwer (1964) en utilisant la catéchine comme substrat.  

Le milieu réactionnel a été constitué de 500 µL de tampon phosphate 0.66 M et de pH 

7, 150 µL de catéchine 10 mM, 35 µL d’extrait protéique. Le mélange a été incubé à 25 °C 

pendant 30 s et le changement de l’absorbance à 330 nm a été mesuré après cinq minutes à 

l’aide du spectrophotomètre (Shimadzu UV-1605, UV-visible). L’activité enzymatique a été 
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exprimée en Abs330/min/g de matière fraîche contre le blanc où l’extrait a été remplacé par de 

l’eau distillée. L’activité enzymatique a été calculée d’après la formule ci-dessous : 

AE =  ∆𝑨𝒃𝒔﷩∆𝒕 ∗ 𝑴𝑭﷩  

 

Mesure de l’activité β-1,3-glucanases  

L’activité béta-1,3-glucanases a été évaluée dans l’extrait protéique selon le protocole 

modifié de Leelasuphakul et al. (2006) utilisant la laminarine 0,0025% (g/mL) qui est un 

polymère de β-1,3-glucane.  

Principe 

L’enzyme libère le glucose qui est quantifié et correspondant à la quantité de β-1,3-

glucanases présente dans le milieu. L’activité béta-1,3-glucanases est exprimée en µmole de 

glucose libéré /min/g de matière.  

Mode opératoire  

Dans les tubes à essai, ont été introduits successivement un volume de 90 µL du tampon 

acétate de sodium pH 4, 0,1 M contenant la laminarine (25mg/L) et 10 µL d’extraits protéiques. 

Après avoir ajouté l’extrait protéique, le mélange a été incubé pendant 10 min à 40 °C au bain-

Marie puis, 200 µL de HCl 2 M ont été ajoutés pour arrêter la réaction. Le volume a été complété 

avec 900 µL d’eau distillée et la densité optique mesurée à 540 nm contre le blanc où l’extrait 

protéique est remplacé avec de l’eau distillée. La quantité de sucre libéré a été calculée à partir 

de la courbe standard du glucose (DO = f (concentration en glucose)) et l’activité enzymatique exprimée 

en µmole de glucose libéré /min /g de Matière Fraîche. 

 

II.2.5. Évaluation de l’effet de la bioformulation OBF’ sur les défenses des cabosses de 

cacaoyer 

II.2.5.1. Prétraitement, inoculation et évaluation de la sévérité de la maladie sur les 

cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 

Les cabosses de cacaoyer des clones SNK10 et SNK413 qui ont été suivies dans le parc 

à bois du Centre de Biotechnologie de l’Université de Yaoundé 1, ont été détachées et traitées 

d’après le protocole modifié de Zhang et al. (2015). En effet, les cabosses ayant 5 à 8 semaines 

ont été récoltées, lavées abondamment au robinet pendant 3 min, ensuite rincées à l’eau 
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distillée, puis stérilisées à l’alcool à 85 °C, au javel 0.25°Cl et enfin rincées à l’eau distillée 

stérile. Elles ont été ensuite séchées sous la hotte à flux laminaire (Photo 19). L’inoculation des 

cabosses de chaque clone a été effectuée après la répartition en deux lots :  

• Le lot 1 constitué de cabosses saines. 

• Le lot 2 constitué de cabosses inoculées avec la suspension de spores de 

Phytophthora megakarya à 106 spores/mL.  

L’inoculation des cabosses a été faite sous hotte à flux laminaire.  

Par ailleurs, chaque lot de cabosses a été divisé en deux groupes et traité trois fois en 

trois jours à l’eau distillée d’une part et à la formulation OBF’. Le 4ème jour, les cabosses ont 

été inoculées par dépôt de 20 µL de suspension des spores pour le lot 2 et avec de l’eau distillée 

stérile au milieu de la taille des cabosses (Photo 18). Les cabosses ont ensuite été incubées dans 

une enceinte à fort taux d’humidité dans l’obscurité totale et à 26 ± 2 °C pendant 5 jours. La 

sévérité à P. megakarya a été interprétée grâce à l’échèle de score de Nyassé et al. (1995) et 

l’intensité (index) de l’infection a été évaluée d’après l’échelle de Paulin et al. (2008). 

   

Photo 19 : Chérelles de cacao SNK 10 (A) et SNK413 (B) nettoyées. (Photo Foka, 2017). 

 

II.2.5.2. Détermination de l’effet de la bioformulation OBF’ sur l’expression des gènes des 

voies de défense médiées par l’AS, l’AJ et l’inhibiteur de la mort cellulaire 

 

Extraction des ARN 

Les ARN ont été extraits des mésocarpes précédents après optimisation d’un protocole. 

En effet, plusieurs méthodes à base de Cetyltrimethylamonium bromide (CTAB) ont été mises 

en œuvre pour extraire les ARN sans succès et une nouvelle méthode utilisant le CTAB a été 

mise sur pieds. Il s’agit de : 

• Method 1 : extraction utilisant le CTAB + le kit Qiagen RNeasy Mini kit (Wang et 

Stegemann, 2010). 

• Method 2 : extraction utilisant le CTAB sans traitement DNAse (Barman et al., 2017). 
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• Méthode 3 : extraction utilisant le CTAB-Trisol-Crésol. Le protocole a été effectué 

comme décrit par les auteurs, mais le kit Qiagen a été utilisé après le traitement par la 

DNAse (Jordon‐Thaden et al., 2015). 

• Méthode 4 : extraction utilisant le CTAB et un lavage préliminaire au sorbitol (Inglis et 

al., 2018). 

• Méthode 5 : extraction utilisant le CTAB et 15 mL de tampon pour 100 mg de poudre 

de MF, sans traitement DNAse, avec ultracentrifugation 31 000 g et précipitation au 

LiCl (Ali et al., 2014). 

• Méthode 6 : extraction utilisant le CTAB et 15 mL de tampon pour 100 mg de poudre 

de MF, sans traitement DNAse, avec ultracentrifugation 30 000 g et précipitation au LiCl 

(Zeng et Yang, 2002). 

• Méthode 7 : méthode optimisée d’extraction utilisant le CTAB, sans traitement DNAse, 

avec ultracentrifugation 30 000g et précipitation au LiCl. 

 

Description de la méthode utilisée pour l’extraction de l’ARN du péricarpe mucilagineux 

des cabosses de cacaoyer 

Le protocole optimisé d’extraction utilisant un tampon CTAB stérilisé par autoclave 

{2% (m/v) CTAB, 2% (m/v) PVP, 100 mM Tris HCl (pH 8.0), 25 mM EDTA, 2 M NaCl, 0,5% 

de spermidine et 2% de β-mercaptoéthanol} et préchauffé à 65 °C a été appliqué. En effet, les 

péricarpes ont été broyés dans de l’azote liquide. Un volume de 15 mL de tampon CTAB 

(contenu dans un tube conique de 50 mL) a été utilisé pour extraire l’ARN de 100 mg de la 

poudre du péricarpe de cacao obtenue préalablement. Le mélange tampon a été préchauffé et la 

poudre a été introduite et homogénéisé pendant 2 min, puis maintenue à 65 °C pendant 15 min 

avec 2 autres homogénéisations à 5 et 10 min. Au bout de cette période, un volume égal de 

chloroforme-isoamyle alcool (24:1) a été introduit dans le mélange, homogénéisé pendant 4 

min, puis centrifugé à 5000 g pendant 10 min à 20 °C. La phase aqueuse supérieure très 

visqueuse a été récupérée et introduite dans un nouveau tube conique de 50 mL et réextraite 

grâce à un volume égal de chloroforme-isoamyle alcool (24:1). Le mélange précédent a été 

homogénéisé pendant 4 min et centrifugé comme précédemment décrit. Le surnageant a été 

récupéré et introduit dans un tube « Thermo Scientific Nalgene Centrifugeware » de 30 mL 

préalablement autoclavé. Une centrifugation a 30 000 g pendant 20 min à 4 ºC a été effectuée 

pour séparer le matériel insoluble. Le surnageant a été transféré dans un autre tube « Thermo 

Scientific Nalgene Centrifugeware » de 30 mL préalablement autoclavé et 0,25 volume de la 
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solution de LiCl 10 M (préparé dans le DEPC-eau) a été introduit dans le milieu. L’ensemble a 

été homogénéisé avec la pipette et stocké à 4 °C pendant 42 à 44 h. La précipitation du culot 

d’ARN a été effectuée par la centrifugation à 30 000 g pendant 30 min, 4 ºC. Le surnageant a 

été éliminé puis, 1 mL d’éthanol 75% a été utilisé pour récupérer le culot qui a été introduit 

dans un Eppendorf stérile de 1,5 mL puis centrifugé à 10 000 g pendant 5 min, 4 ºC. Le culot 

obtenu a été lavé deux autres fois avec de l’éthanol 75% et centrifugé comme précédemment 

décrit et le culot séché 10 min à température ambiante. L’ARN obtenue a été solubilisé dans 35 

µL de DEPC-eau; et une autre centrifugation 10 000 g pendant 5 min, 4 ºC a été effectuée. Le 

surnageant ayant l’ARN a été récupéré dans un autre Eppendorf de 1,5 mL. L’ARN a été 

quantifié au Nanodrop et les ratios 260/280 et 260/230 qui renseigne sur la pureté de l’ARN ont 

été déterminés puis, l’ARN a été stocké à -20 ºC jusqu’à utilisation. 

 

Électrophorèse sur gel d’agarose des ARN 

Les extraits d’ARN ont été séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose-TAE 1 % 

ayant 8 µL RedGreen (6X) supplémenté juste avant de couler le gel. En effet, 10 µL d’ARN 

ont été additionnés de 4 µL de SYBR safe. La migration a été faite dans un tampon TAE (Tris-

HCl 1.6 mM, acétate de sodium 1.6 mM, EDTA 0.04 mM, pH 8), sous une tension de 90 V. 

L’électrophorèse a été suivie grâce au dépôt dans un puits d’un marqueur moléculaire de 100 à 

1 000 bases. Après la migration, le gel a été visualisé à l’aide du logiciel Image-lab 3.0. 

Reverse transcription et Réaction en Chaîne de Polymérisation quantitative en temps réel 

(RT-qPCR) 

L’analyse des gènes PR2, PR1, PR4, PR8, acyl carrier protéine, tubuline, BI1, AOS, 

AOC4 et WRKY a été faite sur les ADNc après reverse transcription des ARNm.  

La Reverse transcription (RT) a été effectuée dans un volume réactionnel final de 20 μL 

ayant 3 µL de RTmix1 (2 µL d’oligo dT 30 µM + 1 µL de dNTP 10 µM), 7.5 µL de RTmix2 

(4 µL de 5 x Buffer + 2µL DTT 0.1 M + 0.2 µL de SCII enz 200 U/µL + 0.5 µL RNAse inh + 

0.8 µL de ddH2O) et 9.5 µL d’ARN (700 ng/ 9.5 µL). Le milieu réactionnel a été introduit dans 

un thermocycleur (Bio-Rad) sous les conditions suivantes :  

• Hybridation RTmix1 + ARN 65 ºC, 5 min;  

• Élongation par ajout de RTmix2 42 ºC, 60 min; 

• Élongation finale à 72 ºC, 15 min. 
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Les procédures de RT-qPCR ont été effectuées d’après le protocole de Bailey et al. 

(2005) sur les ADNc qui ont été obtenus précédemment.  

Principe 

La technologie RT-qPCR basée sur l’amplification sélective des séquences d’ADNc par 

une action de l’ADN polymérase thermostable utilisant les amorces spécifiques et du 

fluorophore SYBR green. Le SYBR Green, s’intercale au niveau des chaines double brin 

d’ADN et devient fluorescent. Il a un maximum d’excitation et d’émission respectivement à 

491 nm et 521 nm. La fluorescence est ainsi mesurée à la fin de chaque cycle d’élongation. 

Méthode 

La RT-qPCR a été effectuée dans un volume réactionnel final de 20 μL contenant 10 µL 

de qPCRmix, 0.4 µL de Forward primer, 0.4 µL de Reverse primer, 5.2 µL de ddH2O et 4 μL 

d’ADNc de concentration 10 ng/μL dans un thermocycleur (Bio-Rad) sous les conditions 

suivantes: pré-dénaturation à 95 ºC pendant 3 min suivie de 40 cycles de dénaturation à 95 ºC 

pendant 10 s, hybridation et élongation à 60 ºC pendant 30 s, et une courbe de fusion finale de 

65 ºC à 95 ºC avec une augmentation de 0.5 ºC toute les 5 s. Les paires des amorces utilisées 

ont été dessinées par Ali et al. (2017), Litholdo et al. (2015), Scotton et al. (2017) Zhang et al. 

(2015) et sont récapitulées dans le tableau ci-dessous (Tableau VI). L’expression relative des 

gènes PR2, PR1, PR4, PR3, BI1, AOS, AOC4 et WRKY a été déterminée par rapport à deux 

gènes de référence (Acyl Carrier Protéine, Tubuline). 

Tableau VI : Listes des couples d’amorces utilisées pour la RT-qPCR. 

Gènes  Identifiant  Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

Pathogenesis-

related protein P2 

Tc05_g027220 ou 

XM_007030494.2 

TTTGGTGTTGGGAAAT

GACA 

CAGGGAATTGAGTTT

TGAACC 

Pathogenesis-

related protein 1 

Tc02_g002410 ou 

XM_018114714.1 

GTGGACCTTATGGCG

AGAAC 

CCATTGCTGCACCTT

ACCTT 

Pathogenesis-

related protein 4B 

Tc00_g012980 ou 

XM_007023150.2 

TCAACTTGGGATGCA

AACAA 

CCTCTTCCATCCGTG

TCAAT 

Pathogenesis-

related protein 5 

Tc02_g005190 ou 

XM_007041823.2 

GCATCACTATGTTCGG

TGGA 

ATGGCATCAAGGAC

AATCAA 

Pathogenesis-

related protein 3Q 

Tc04_g018160 ou 

XM_018119383.1 

GTTGCCAGTATCGTGT

CACCTGC 

GGCATGTGCAAAAA

AAGCAGCAATCTC 

Acyl carrier 

Protein 

Tc01_g039970 ou 

XM_007052353.2 

GGAAAGCAAGGGTGT

CTCGTTGAA 

GCGAGTTGAAATCTG

CTGTTGTTTGG 

Tubuline 
Tc06_g000360 ou 

XM_007022848.2 

GGAGGAGTCTCTATA

AGCTTGCAGTTGG 

ACATAAGCATAGCC

AGCTAGAGCCAG 
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TcBI1 Bax-

inhibitor-1 

Tc03_P024350 ou 

XM_007039641.2 

AATGGACGCGTTCTCT

TCGT 

ATCAGCGCACAACA

TAGGGT 

TcAOS XM_007017364.2 
CGGTTCAAACCCGCCT

GATA 

GGCGGAAGACGAAA

ACTGTG 

TcAOC4 

Tc04cons_t014520.

1 ou 

XM_007033262.2 

GTGAACTTCCCGAAG

AGCTG 

AATTAGCAACGGTG

GCATGT 

TcWRKY TF70 

LOC18602206 

Tc04_t016130 ou 

XM_018120477.1 

TTCTCAGCTTTCCCAC

CAGT 

TTGAGCTGATGACTC

GAACG 

TcWRKY TF70 

LOC18587501 

Tc10cons_t018200.

1 ou 

XM_018129667.1 

TGCTAAGCACCCAAG

GAGTT 

TGGATGAGTCTCTGC

AGGTG 

TcAOS: Theobroma cacao allele oxyde synthase; TcAOC : Theobroma cacao allele oxide 

cyclase; TcWRKY TF: Theobroma cacao wrky Transcription factor  

 

Vérification de la non-contamination de l’ARN par l’ADN 

La non-contamination de l’extrait d’ARN par l’ADN a été vérifiée grâce à une RT-

qPCR en absence de la reverse transcriptase. Ainsi, la Reverse Transcription a été faite dans un 

volume réactionnel final de 20 μL comme précédemment mais avec la reverse transcriptase 

remplacée avec de ddH2O. Ainsi, le milieu réactionnel comprenait 3 µL de RTmix1 (2 µL 

d’oligo dT 30 µM + 1 µL de dNTP 10 µM), 7.5 µL de RTmix2 (4 µL de 5 x Buffer + 2µL DTT 

0,1 M + 0,5 µL RNAse inh + 1 µL de ddH2O) et 9.5 µL d’ARN (700 ng/ 9.5 µL). Le 

thermocycleur a été réglé comme précédemment décrit et il a suivi une qPCR utilisant le l’acyl 

carrier protéine gène comme détaillé plus haut. La non-amplification au cours de cette qPCR a 

été un indicateur de l’absence de l’ADN. 

 

Électrophorèse sur gel d’agarose des produits de qPCR 

Les fragments amplifiés par qPCR ont été séparés par électrophorèse sur un gel 

d’agarose-TAE 1,5% et 8 µL RedGreen (6X) supplémenté juste avant de couler de gel. Les 

produits de la PCR ont été additionnés 8 µL de SYBR safe. La migration et la visualisation des 

produits de qPCR ont été faites comme précédemment décrit pour l’ARN. 
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II.2.5.3. Détermination de l’effet de la bio formulation OBF’ sur les métabolites du 

péricarpe des cabosses de cacaoyer SNK10 en comparaison à ceux du cacaoyer SNK413 

Les péricarpes des clones SNK10 (inoculés et non inoculés) et SNK413 (inoculés et non 

inoculés) non traités à OBF’, et les péricarpes SNK10 traités à OBF’ (inoculés et non inoculés) 

ont été utilisés pour l’analyse LC-MS/MS métabolomique. En effet, 10 mg de poudre du 

péricarpe lyophilisé des cabosses de cacao ont été extraits à l’aide de 200 µL d’acétonitrile. 

L’échantillon mouillé a été vortexé pendant 10 s, suivi d’une sonication [30 min à 89 °F (31,667 

°C)] et d’une incubation à -20 °C pendant 10 min. Le mélange obtenu a été centrifugé 10 min 

à 10 °C et 9 726 g. Le surnageant a été récupéré dans un vial d’auto-échantillonnage après 

filtration de celui-ci avec une seringue en téflon de 1 mL ayant un diamètre des pores de 0,2 

µm. Cet extrait a été conservé pour analyse ultérieure à -20 °C. 

Les métabolites secondaires contenus dans les extraits à l’acétonitrile ont été quantifiés 

en utilisant le système de chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse 

en tandem (LC-MS/MS) QTRAP 6500+ de Sciex® (sciex.com/products/mass-

spectrometers/qtrap-systems/qtrap-6500plus-system). Il fournit les meilleures limites de 

quantification (LOQ) pour permettre la détection et la quantification de la plus large gamme de 

composés chimiques dans les matrices les plus difficiles.  

Les rapports masse/charge maximale (m/z max) et la bibliothèque des données 

métabolomiques MassBank ont permis de déterminer les structures probables des composées 

les plus intéressants (majoritaire et/ou présent chez les cabosses traitées). Les analyses ont été 

effectuées trois fois et l’identité probable des principaux composés remarquables a été 

proposée. 

II.3. Analyse statistique 

Pour chaque essai, trois répétitions ont été réalisées. Les différentes variables ont été 

représentées en termes de moyennes plus ou moins écart-type. Les moyennes ont été comparées 

en utilisant le test d’analyse de variance (ANOVA) à un facteur (one way). La différence 

significative entre les moyennes a été évaluée en utilisant le test de Tukey au seuil de 

significativité P< 0,05. Les données ont été analysées en utilisant le logiciel SPSS version 20 

pour windows. Les graphes ont été représentés grâce au logiciel GraphPad Prism version 8.01 

et Statistica version 10.  
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III. RÉSULTATS ET DISCUSSION 

III.1. Résultats  

Les résultats ont été organisés en trois parties en fonction des objectifs spécifiques 

formulés dans la partie introductive du présent document.  

 

III.1.1. Formulation du biopesticide 

III.1.1.1. Extraits des intrants du biopesticide 

L’huile de neem (Nh), l’extrait aqueux de neem (Nea), l’extrait hydroalcoolique de 

l’herbe sida (Seth), l’extrait calcique des coquilles d’huître (HCa) et l’huile essentielle de 

citronnelle (CEO) ont été obtenus avec des rendements de 25,95%, 5,28%, 10,95%, 81,1% et 

0,1% respectivement. Ils ont eu des colorations jaune pâle, jaune et blanche grisâtre pour Nh, 

CEO et HCa, tandis que Nea et Seth ont été marron. Les intrants ont des états liquide pour Nh 

et CEO et solide pour Nea, Seth et HCa. 

 

III.1.1.2. Formulation du biopesticide 

Au regard de la première étape de la formulation utilisant la matrice quasi 

expérimentale, il ressort que les mélanges sont liquides et ont la coloration marronne. Ces 

derniers se caractérisent par une odeur d’huile de neem.  

Cette première étape qui est en absence de CEO, a un bloc d’essais caractérisé par les 

teneurs variantes de Nh et de Tw, tandis que celle de HCa est de 6% et celles de Nea et de Seth 

sont de 9%. Il en ressort l’effet positif du Tw et celui négatif de Nh sur la stabilité de ces essais 

(Figures 1A, 1B). En effet, l’observation de ce bloc en 48 heures révèle la présence des 

floculations d’huile qui correspondent aux pourcentages de stabilité de 25% tandis que 

l’absence indique une stabilité maximale de 100% (Figure 1A). L’augmentation de Tw entraine 

aussi celle de la stabilité. Ainsi, dans ce bloc, la stabilité optimale est atteinte avec 18%, 21% 

et 24% de Tw pour les teneurs en Nh de 6%, 9% et 12% respectivement (Figure 5A). La stabilité 

à 48 h avec 6% d’huile de neem, les teneurs en Tw inférieures ou égal à 6% permettent d’obtenir 

25% de stabilité ; 9% de Tw permet d’avoir 50% de stabilité; 12% de Tw permet d’avoir 75% 

de stabilité et 18%, 21% et 24% de Tw permettent d’avoir 100% de stabilité (Figure 5B). Par 

ailleurs, avec 12% d’huile de neem, 0% de Tw permet d’avoir 25% de stabilité; 3% à 12% de 

Tw permettent d’avoir 50% de stabilité; 21% de Tw permet d’avoir 75% de stabilité et 24% de 

Tw permet d’avoir 100% de stabilité (Figure 5B). Ainsi, avec le maximum de Nh (12%) utilisé 
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au cours de ces travaux, le minimum et le maximum de stabilité (25% et 100 %) sont observés 

en absence de Tw et en sa présence à 24% dans les émulsions 1C et 9C respectivement (Figure 

5B). Ces mélanges 1C et 9C sont deux des quatre facteurs de la matrice des mélanges de la 

deuxième phase de formulation. 
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Figure 5 : Stabilité du premier groupe de l’étape quasi expérimentale de formulation en 48 h.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

A: stabilité dans le temps du premier groupe de l’étape quasi expérimentale de formulation; B: Stabilité 

à T=48 h du premier groupe de l’étape quasi expérimentale de formulation. No= huile de neem. 
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Il en ressort du deuxième et du troisième bloc de la matrice quasi expérimentale de 

formulation que Ne et Se, influencent la stabilité des émulsions de manière équivalente (Figure 

6). En effet, le deuxième bloc de cette étape de formulation montre qu’en variant la teneur en 

Tw de 0% à 21% en absence de Seth et de CEO ; et en présence des pourcentages constants de 

Nh, de Nea et de HCa, la stabilité augmente (Figure 6A). En outre, la stabilité des essais 1X, 

6X et 8X est de 25%, 50% et 75% respectivement à 48 h. Par ailleurs, le troisième bloc montre 

aussi qu’en variant la teneur en Tw de 0% à 21% en absence de Neth et de CEO ; et en présence 

des pourcentages constants de Nh, de Sea et de HCa, la stabilité augmente aussi (Figure 6B). 

La stabilité des essais 1Y, 6Y et 8Y est de 25%, 50% et 75% respectivement à 48 h. Ainsi, les 

essais 8X et 8Y sont aussi deux des quatre facteurs retenus pour la matrice des mélanges de la 

deuxième phase de formulation. 
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Figure 6 : Stabilité du deuxième et troisième groupe de l’étape de formulation quasi expérimentale.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

A: stabilité des essais de mélanges en absence de Seth ; B: stabilité des essais de mélanges en absence 

de Nea. 1X, 6X, 8X, 1Y, 6Y, 8Y sont les codes des essais d’émulsions. 
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La seconde étape de formulation basée sur une matrice de mélange à quatre facteurs 

(1C, 8X, 8Y et 9C) ayant 15 mixtures a révélé que l’augmentation de l’essai 1C dans les 

mélanges déstabilise ceux-ci tandis que celle de 9C les stabilises (Figure 7). La stabilité 

optimale est obtenue avec l’émulsion 9C ou en mélangeant 0.5 volume de l’émulsion 9C à 0.5 

volume de l’émulsion 8X ou 8Y (Figure 7).  
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Figure 7 : Stabilité des mixtures de la matrice de mélange à quatre facteurs simplex-lattice design, 1C, 

8X, 8Y, et 9C sont les émulsions utilisées comme facteurs pour obtenir les mixtures; A: Stabilité des 

mixtures; B: Comportement des facteurs dans le model linéaire. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05.  

B 
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Tableau VII : Influence des extraits sur la stabilité des mixtures de la matrice des mélanges. 

 
Mixtures 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Tw (v/v) 0 21 21 24 10,5 10,5 12 21 22,5 22,5 8,25 18,75 18,75 20,25 16,5 

Nea (v/v) 9 18 0 9 13,5 4,5 9 9 13,5 4,5 9 13,5 13,5 13,5 9 

Seth 

(m/v) 
9 0 18 9 4,5 13,5 9 9 4,5 13,5 9 13,5 13,5 13,5 9 

Stabilité 

(%) 
25 75 75 100 50 50 50 75 100 100 50 75 75 75 50 

Tw : Tween 80 ; Nea : Extrait aqueux du tourteau de neem ; Seth : Extrait hydroalcoolique de l’herbe 

sida. 

La modélisation à l’aide du logiciel « STATISTICA 10 » de la stabilité des mixtures 

obtenues au cours de cette seconde étape de formulation montre que seul le modèle linéaire est 

significatif. Les caractéristiques de ce modèle sont données dans le Tableau VIII. Ce modèle 

possède une P value= 0,000033, un R²= 0,872169 et le coefficient de chaque facteur est 

significatif (Tableau VIII). La représentation graphique du comportement de chaque mélange 

dans le modèle de stabilité linéaire est donnée dans la Figure 7B et son équation est la suivante : 

Stabilité =20,119*1C+77,262*8X+77,262*8Y+98,690*9C+0         

où 1C, 8X, 8Y, 9C sont les facteurs du modèle.  

Tableau VIII : Modèle de stabilité de la matrice des mélanges et ses paramètres. 

Paramètres des modèles de stabilité 

Nature du Model F P R2 AdjR2 MS effect MS error 

Linéaire 25,01704 0,000033 0,872169 0,837306 1986,607 79,4102 

Quadratique 0,62007 0,712667 0,926706 0,794777 62,112 100,1684 

Spécial cubique 0,64406 0,719258 0,979505 0,713076 90,199 140,0463 

Caractéristiques du modèle linéaire de stabilité 

Facteur 1C 8X 8Y 9C 

Coefficient 20,11905 77,26190 77,26190 98,69048 

P 0,008332 0,000001 0,000001 0,000001 

Intervalle de 

confiance 
[6,32;33,92] [63,46;91,06] [63,46;91,06] [84,89;112,49] 

 

L’effet antifongique des mélanges de la deuxième étape de formulation sur Fusarium 

oxysporum, montre que la mixture 1 (8X) a le plus faible pourcentage d’inhibition de la 
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croissance (10,98%) tandis que celles 4 (9C), 7, 8 et 10 ont les pourcentages d’inhibition les 

plus élevés (51,76% à 54,11%) (Figure 8A; Tableau IX).  
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Figure 8 : Pourcentage d’inhibition de la croissance fongique de Fusarium oxysporum par les mixtures 

(20%) de la matrice de mélange à quatre facteurs simplex-lattice design. 1C, 8X, 8Y, et 9C sont les 

facteurs des mixtures. A : Inhibition de la croissance fongique de Fusarium oxysporum ; par les 

mixtures; B : Comportement des facteurs dans le model linéaire d’inhibition. 
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

B 
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La modélisation à l’aide du logiciel « STATISTICA 10 » de l’inhibition de la croissance 

de l’agent pathogène fongique par les mixtures de cette matrice révèle que seul le modèle 

linéaire est significatif. Les caractéristiques de ce modèle sont données dans le tableau ci-

dessous (Tableau X). Ce modèle possède une P value= 0,006820 et un R²= 0,654945. Parmi les 

coefficients de ce modèle, seul celui de 8X n’est pas significatif (Tableau X). La représentation 

graphique du comportement de chaque facteur de la matrice des mélanges dans le modèle 

d’inhibition linéaire se retrouve dans la figure 8B et son équation est : 

 Inhibition F. oxysporum =39,10*1C+10,75*8X+46,16*8Y+50,30*9C+0 

  où 1C, 8X, 8Y, 9C sont les facteurs du modèle.  

Tableau IX : Influence des extraits sur l’inhibition fongique par les mixtures vis-à-vis de 

Fusarium oxysporum. 
 

 Mixtures 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Tw (v/v) 0 21 21 24 10,5 10,5 12 21 22,5 22,5 8,25 18,75 18,75 20,25 16,5 

Ne (v/v) 9 18 0 9 13,5 4,5 9 9 13,5 4,5 9 13,5 13,5 13,5 9 

Se (m/v) 9 0 18 9 4,5 13,5 9 9 4,5 13,5 9 13,5 13,5 13,5 9 

Inhibition 

(%) 

46 10 44 52 17 44 53 50 32 53 34 21 30 36 31 

Tw : Tween 80 ; Ne : Extrait aqueux du tourteau de neem ; Se : Extrait hydroalcoolique de l’herbe sida. 

 

Tableau X : Modèle de l’inhibition fongique par les mixtures de la matrice des mélanges vis-

à-vis de Fusarium oxysporum.  
 

Paramètres des modèles d’inhibition fongique 

Nature du Model F P R2 AdjR2 MS effect MS error 

Linéaire 6,959656 0,006820 0,654945 0,560839 556,2183 79,92038 

Quadratique 1,037508 0,494183 0,846301 0,569644 81,2556 78,31808 

Spécial cubique 1,395939 0,554996 0,976655 0,673168 83,0280 59,47826 

Caractéristiques du modèle linéaire d’inhibition fongique 

Facteur 1C 8X 8Y 9C 

Coefficient 39,09617 10,74883 46,15500 50,30065 

P 0,000066 0,115563 0,000015 0,000007 

Intervalle de 

confiance 
[25,25;52,94] [-3,1;24,6] [32,31;60,00] [36,45;64,15] 
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La modélisation de la stabilité et de l’inhibition de Fusarium oxysporum nous a permis 

de sélectionner l’émulsion 9C comme la meilleure. Ainsi, à l’issue de la seconde étape de 

formulation celle sélectionnée est 9C (BF), ayant Nh (12%), Nea (9%), Seth (9%), HCa (6%), 

et Tw (24%).  

Au cours de la troisième étape de formulation, la correction du pH de la formulation BF 

à l’aide de CaO a augmenté celle-ci de manière exponentielle de la zone fortement acide à celle 

basique. L’augmentation du pH est accompagnée par la décroissance de la conductivité (Figure 

9). En effet, en utilisant CaO de 0% à 33,33%, le pH a augmenté de 2,75 à 8,57 et la conductivité 

a diminué de 269,93 mV à -107,8 mV. De plus, le pH de 5,45 et la conductivité de 81,24 mV 

ont été obtenus en substituant 25% de HCa avec du CaO (Figure 9). L’instabilité de cette 

dernière émulsion par solidification des micelles (coalescence) a été notée. En outre, le second 

procédé de production des émulsions a permis d’obtenir des micelles sans coalescence. Ainsi, 

la formulation OBF qui a été stable, est celle ayant Nh (12%), Nea (9%), Seth (9%), HCa 

(4,5%), CaO (1,5%) et Tw (24%) et ayant été produite par le procédé « (Tw + Nh, 

homogénéisation; +Phase aqueuse (ayant Nea, Seth, HCa et Cao), homogénéisation ». 

Par ailleurs, la formulation OBF est optimisée en OBF’ par la substitution de 1/10 de 

celle-ci avec EO. Ainsi, la formulation OBF’ est celle ayant Nh (10,8%), Nea (8,1%), Seth 

(8,1%), HCa (4,05%), CaO (1,35%), Tw (21,6%) et CEO (10%). 

 

III.1.1.3. Caractéristiques des formulations BF, OBF et OBF’ 

L’observation microscopique de ces formulations a montré que seules les micelles de 

OBF ne sont pas discernables au grossissement 1 000, contrairement à celles de BF et OBF’ 

qui sont sphériques (Tableau XI). En effet, les micelles de diamètres ≤ 9,72 nm et ≤ 14,9 nm 

ont été observées pour les formulations BF et OBF’ respectivement tandis que celles de OBF 

n’ont pas été discernables à 1 000 (Tableau XI). Les pH de ces formulations ont été de 2.84, 

5.45 et 5.2 respectivement, tandis que leurs conductivités ont été de 269 mV, 81.24 mV et 95.25 

mV. 
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Figure 9 : Effet de l’oxyde de calcium (CaO) sur le pH (A) et la Conductivité (B) de la formulation BF.  
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

 

Tableau XI : Caractéristiques physiques des formulations BF, OBF et OBF’. 

Formulations Forme  

Diamètre 

des 

micelles 

(µm) 

pH 
Conductivité 

(mV) 

Images au grossissement 

1000X  

BF  Sphérique ≤ 9.72 

2.84 

± 

0.12 

269 ± 18 

 

OBF  Indiscernable  Indéterminé 

5.45 

± 

0.18 

81.24 ± 

10.24 

 

OBF’ Sphérique ≤ 14.9 
5.2± 

0.09 
95.25± 5.97 
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La centrifugation des formulations BF, OBF et OBF’ à 1 000 g et 10 000 g ; à 25 °C 

pendant 30 minutes a diminué la stabilité par précipitation de certains composés. En effet, chez 

OBF’, elle a entrainé le changement des émulsions stables en émulsion ayant des précipités et 

des floculations d’huile ; BF a obtenu une floculation de la crème et d’huile, tandis que OBF a 

eu des précipités sans floculation. À 45 °C, une stabilité thermique a été observée pour la 

formulation OBF tandis que celle de BF a été caractérisée par la floculation de la crème et de 

l’huile et celle de OBF’ par la floculation de l’huile. Par ailleurs, à -20 °C, OBF a été stable 

tandis qu’il a eu la floculation de la crème pour OBF’ et un plus de précipité pour BF 

respectivement (Tableau XII).  

Tableau XII : Caractéristiques thermodynamiques des formulations BF, OBF et OBF’. 

Formulation 
Centrifugation 1 

000 g and 10 000 g 

Stabilité thermique 

à 45 °C 

Stabilité thermique 

à -20 °C 

Images de l’effet de la 

gravité sur la stabilité 

BF 

Précipité et 

floculation de la 

crème 

Floculation de la 

crème et de l’huile 

Précipité et 

floculation de la 

crème 

 

OBF Précipitation Homogène Homogène 

 

OBF’ 

Précipitation et 

floculation de la 

crème 

Floculation de 

l’huile 

Floculation de la 

crème 

 

 

Le pourcentage d’inhibition des champignons Fusarium oxysporum, Pythium 

myriotylum, Phytophthora infestans et Phytophthora megakarya par les formulations BF, OBF 

et OBF’ a montré une activité dose-dépendante et que celle OBF’ possède les meilleures 

activités. Elles ont inhibé considérablement la croissance de ces agents pathogènes de 39,20% 

à 55,25% avec la formulation BF à 20% ; 72,48% à 100% avec la formulation OBF à 20% ; et 
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100% avec la formulation OBF’ à 1%. Au regard de l’activité de ces formulations vis-à-vis de 

Phytophthora megakarya, OBF’ a été la formulation la plus active car à 0,1%, elle inhibe sa 

croissance de 55,88% (Tableau XIII). Ainsi, la formulation OBF’ a été utilisée pour la suite des 

travaux. 
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Tableau XIII : Effet des formulations BF, OBF et OBF’ sur la croissance des fongiques pathogènes. 
 

  Inhibition des phytopathogènes (%) 

Formulations Concentration Fusarium oxysporum Pythium myriotylum Phytophthora infestans Phytophthora megakarya 

BF (µL / mL) 

200 46,64 ± 4,77cd 55,25 ± 1,27c 48,6 ± 1,84c 39,2 ± 3,97d 

100 23,16 ± 0,65e 7,90 ± 3,05f 24,36 ± 7,07e 20,69 ± 2,91e 

OBF (µL/ mL) 

200 72,48 ± 8,4b 83,46 ± 1,28b 87,8 ± 0,64b 100 ± 0 a 

100 48,03 ± 1,23c 35,03 ± 1,58e 37,4 ± 1,25d 100 ± 0 a 

OBF’ (µL / mL) 

100 100 ± 00a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 

10 100 ± 00 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 

1 37,39± 1,57d 42.13± 1,24d 36,23± 2,00
d

 55,88± 1,65
d

 

Témoin positive (µg/mL) 33 100 ± 00 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 100 ± 00 a 

Dans chaque colonne, les moyennes accompagnées des lettres différentes (a, b, c et d) sont différentes au seuil de significativité P< 5%. 
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III.1.1.4. Mécanisme d’action de la bioformulation OBF’ sur Phytophthora megakarya 

➢ Lyse de la membrane  

Le suivi de la lyse de la membrane de Phytophthora megakarya par la formulation OBF’ 

montre qu’elle n’a pas eu d’effet lytique sur l’agent pathogène mais, a inhibé la formation de la 

membrane de celui-ci (Figure 10A). En effet en utilisant 1CMI et 2CMI, il n’y a pas eu de 

variation significative de l’absorbance à 600 nm. Ainsi, seule l’absorbance du contrôle où le 

Phytophthora megakarya est dans de l’eau physiologique a augmenté de manière significative 

(Figure 10A). 

➢ Inhibition de la synthèse des protéines  

L’évaluation de l’effet de la formulation OBF’ sur la synthèse des protéines par 

Phytophthora megakarya a montré un effet inhibiteur sur celle-ci. En effet en utilisant OBF’ à 

1CMI et 2CMI, elle a entrainé une réduction significative de la quantité de protéines produite 

par l’agent pathogène. Ainsi, une réduction de la production des protéines de 60% et 74% par 

Phytophthora megakarya a été notée en utilisant 1CMI et 2CMI respectivement, en 

comparaison au contrôle où l’agent pathogène est dans de l’eau physiologique additionnée de 

PDB (Figure 10B).  

➢ Inhibition des pompes ATPases/H+ 

L’évaluation de l’effet de la formulation OBF’ sur l’activité des pompes ATPases-H+ 

de Phytophthora megakarya a montré un effet inhibiteur sur ceux-ci (Figure 10C). En effet en 

utilisant 0,5CMI, 1CMI et 2CMI, après 30 minutes il y a eu une réduction significative du pH 

dans le contrôle (7,22) en comparaison aux milieux ayant OBF’. Cette inhibition de la réduction 

du pH reflétant ainsi l’inhibition de l’activité des pompes ATPases-H+ de Phytophthora 

megakarya par la formulation OBF’ (Figure 10C). 
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Figure 10 : Mode d’action de la formulation OBF’ vis-à-vis de Phytophthora megakarya : effet 

sur l’intégrité de la membrane de l’agent pathogène (A); effet sur la synthèse des protéines par le 

pathogène (B); effet sur les pompes ATPase-H+ de l’agent pathogène (C).  
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III.1.2. Effet de la bioformulation OBF’ sur la production des plantules de cacaoyer 

III.1.2.1. Phytotolérance de la bioformulation OBF’ par la plante 

L’application foliaire de la formulation OBF’ sur les feuilles détachées de cacaoyer au 

stade C de développement a révélé qu’au volume 200 µL/60 cm² et aux concentrations 

inférieures ou égales à 1%, elle ne provoque pas des dommages foliaires (Photo 12; Figure 

11A). En effet, l’application de la formulation OBF’ à 1% et 0,1% de 200 µL/60 cm² n’a pas 

causé de dommage significatif aux feuilles détachées au stade de développement C. Cependant, 

en appliquant 1 mL/60 cm² de la formulation OBF’ aux concentrations 10% et 1%, elle a 

entrainé des dommages significatifs (décoloration plus brûlures et décoloration des feuilles) au 

cours du temps. En outre, la concentration 0,1% de 1 mL/60 cm² tout comme celle 10% de 200 

µL/60 cm² n’a entrainé que des décoloration et déformation des feuilles (Figure 11A).  

    
Photo 20 : Effet des traitements sur les feuilles détachées au stade C de développement. A: OBF’ à 10%, 

1 mL/60 cm²; B: OBF’ à 1%, 1 mL/60 cm²; C: OBF’ à 1%, 0,2 mL/60 cm² ; D : TN (Photo Foka, 2019). 

 

 

L’application foliaire de la formulation OBF’ sur les feuilles non détachées de cacaoyer 

aux stades A, B, C et D de développement a révélé qu’elle a des effets significatifs en fonction 

de l’état de la feuille et de la dose appliquée (Figure 11B). En effet, en appliquant 1 mL/60 cm² 

de la formulation OBF’ aux concentrations 20% et 10%, elle a entrainé des dommages 

significatifs (brûlures et décoloration plus brûlure des feuilles) aux feuilles du stade A de 

développement. Cependant, la concentration 1% de1 mL/60 cm² tout comme celle 20% et 10% 

de 200 µL/60cm² n’a entrainé que des décolorations et déformations des feuilles au stade A. En 

outre, l’application de la formulation OBF’ à 1% de 200 µL/60 cm² n’a pas causé de dommage 

significatif aux feuilles indépendamment du stade de développement (Figure 11B). Ainsi, la 

formulation OBF’ à 1% de 200 µL/60 cm² est utilisée pour le traitement foliaire des plants de 

cacaoyer car OBF’ à 1% a éliminé Phytophthora megakarya et n’a entrainé aucun dommage 

foliaire lorsque appliquée à 200 µL/60 cm². 
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Figure 11 : Phytotolérance de la formulation OBF’ par les plants de cacaoyer après application foliaire 

sur des feuilles à différent stade de développement: effet sur les feuilles détachées au stade C de 

développement (A); effet sur les feuilles non détachées (B). 
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
 

III.1.2.2. Effet de la bioformulation OBF’ sur la production des plantules de cacaoyer en 

serre 

Le prétraitement des fèves avant la germination avec la formulation OBF’ à 1% a 

augmenté significativement la longueur de la racine principale et le nombre de racines 
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secondaires en deux semaines mais, n’a pas eu d’effet significatif sur la cinétique de 

germination et de la levée (Figure 12). Cependant, au cours de la levée, le traitement OBF’ à 

1% a significativement augmenté la longueur de la racine principale et le nombre de racines 

secondaires en 12 jours (Figure 13). Ainsi, la longueur des racines au 12ème jour a été de 2,78 

cm et 4,52 cm en moyenne, respectivement pour le témoin négatif et le traitement OBF’. En 

outre, le nombre de racines secondaires au 12ème jour a été de 18,4 et 22,2 en moyenne, 

respectivement pour le témoin négatif et le traitement OBF’. 
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Figure 12 : Effet de la formulation OBF’ sur la germination (A) et de la levée (B) des fèves de cacao. 

TN : Témoin négatif; TP : Témoin positif ; OBF’ : bioformulation OBF’. 
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Figure 13 : Effet de la formulation OBF’ sur la longueur des racines (A) et le nombre de racines 

secondaires (B) en 12 jours.   
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
 

La surface foliaire est le seul paramètre de croissance aérienne relevé qui a 

significativement augmenté après 16 semaines par application foliaire de OBF’. De plus, le 

substrat TNS a également favorisé l’augmentation de la surface foliaire par rapport à TS et 

TS+PM. La surface foliaire des plants a augmenté de 183,56 cm² à 301,02 cm² (Tableau XIV).  

La hauteur des plants de cacao n’a pas été affectée par le traitement, mais par la nature 

du substrat. Seule la hauteur des lots ayant le substrat TNS a significativement augmenté par 

rapport au lot TS+PM+TN et les plants ont eu une hauteur moyenne de tige allant de 17,63 cm 

à 20,46 cm (Tableau XIV).  

Le nombre de feuilles n’a pas été affecté par le traitement mais, par la nature du substrat. 

Ainsi, les substrats TS et TS+PM ont eu des nombres de feuilles significativement inférieurs au 

substrat TNS et ce dernier a varié de 7,27 à 9,82. Cependant, seuls les lots ayant le substrat TNS 

ont significativement augmenté par rapport au lot TS+PM+TN (Tableau XIV).  

Les paramètres racinaires n’ont pas été affectés significativement par les traitements au 

bout de 16 semaines (Tableau XV). Seul le substrat TNS a amélioré la masse fraîche et sèche 

des racines tandis que le traitement OBF’ n’a amélioré que la masse sèche des plants (Tableau 

XV). En effet, les masses fraîches racinaires ont varié de 6,82 g à 9,82 g tandis que les masses 

sèches ont varié de 197,02 mg à 334,05 mg.  
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Tableau XIV : Effet des traitements sur les paramètres aériens des plants de cacaoyer à 16 

semaines.  
 

Traitements Hauteurs des plants 

(cm) 

Nombre de feuilles Surfaces 

foliaires (cm²) 

TS+TN 18,35±1,39ab 7,82±0,87abc 191,45±11,63a 

TS+TP 19,04±1,55ab 7,73±1,1abc 226,91±11,54b 

TS+OBF’ 19,88±1,38ab 7,82±1,08abc 220,74±8,84b 

TNS+TN 20,37±2.11b 9,64±1,75c 300,17±12,51e 

TNS+TP 20,25±1,23b 9,18±1,83bc 299,61±21,73c 

TNS+ OBF’ 20,46±0,94b 9,82±1,72c 326,68±8,50d 

TS+PM+TN 17,63±2,48a 6,82±1,89a 183,56±10,20a 

TS+PM+TP 19,23±2,09ab 7,27±1,79ab 215,73±9,37b 

TS+PM+ OBF’ 18,55±1,67ab 8,45±1,69abc 215,68±9,81b 

Dans chaque colonne, les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et 

significatives au seuil P< 0,05. TS: Terre stérile; TNS: Terre non stérile; TN: Témoin négatif; TP: 

Témoin positif; OBF’: Formulation; PM: Phytophthora megakarya. 

 

 

 

Tableau XV : Effet des traitements sur les paramètres morphologiques racinaires des plants de 

cacaoyer à 16 semaines. 
 

Traitements Longueur des 

racines (cm) 

Masse fraiche des 

racines (g) 

Masse sèche des 

racines (mg) 

TS+TN 17,07±0,31ab 7,82±0,87abc 198,96±4,92b 

TS+TP 26,7±2,12ab 7,73±1,1abc 206,99±8,28bc 

TS+ OBF’ 22.33±1,8ab 7,82±1,08abc 215,92±7.44c 

TNS+TN 22,4±2.16b 9,64±1,75c 331,72±13,03e 

TNS+TP 19,17±1,26b 9,18±1,83bc 314,29±9.94d 

TNS+ OBF’ 21,1±0,09b 9,82±1,72c 334,05±17,05e 

TS+PM+TN 16,5±1,5a 6,82±1,89a 197,09±4,68a 

TS+PM+TP 26,78±1,97ab 7,27±1,79ab 205,02±9,29a 

TS+PM+ OBF’ 24,67±2,93ab 8,45±1,69abc 201,58±6,44a 

Dans chaque colonne, les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et 

significatives au seuil P< 0,05. TS: Terre stérile; TNS: Terre non stérile; TN: Témoin négatif; TP: 

Témoin positif; OBF’: Formulation; PM: Phytophthora megakarya. 
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III.1.2.3. Effet de la bioformulation OBF’ sur quelques marqueurs de croissance des 

plantules 

L’épanouissement racinaire observé pendant la germination est associé à une 

augmentation significative (P< 0.05) de la teneur en AIA et en protéines dans les racines chez 

OBF’ comparativement au témoin négatif et au témoin positif (Figure 14). En effet, après douze 

jours, il y a eu des quantités d’AIA de 0,84 à 1,18 mg/g de MF et des teneurs en protéines allant 

de 25,53 à 78,35 mg/g de MF respectivement chez le Témoin Négatif et OBF’ respectivement 

(Figure 14). 
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Figure 14 : Effet de la formulation OBF’ sur la teneur en (A) Acide Indole Acétique (AIA) et en (B) 

protéines racinaires au 12ème jour.   
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
 

L’analyse de la teneur en chlorophylle des feuilles après 16 semaines a révélé une 

augmentation significative de la teneur en chlorophylles totales chez les plants ayant reçu le 

traitement OBF’ et les substrats TS et TS+PM (Figure 15). En effet, la teneur en chlorophylles 

totales des plants traités à OBF’ a été de 56,09 à 62,16 mg/g de MF contre 50,34 à 55,67 mg/g 

de MF chez les plants traités à l’eau. Le traitement chimique quant à lui a donné des teneurs 

allant de 54,25 mg/g de MF à 63,02 mg/g de MF.  



 

90 

T
S+

T
N

T
S+

T
P

T
S+

O
B

F'

T
N

S+
T

N

T
N

S+
T

P

T
N

S+
O

B
F'

T
S+

PM
+T

N

T
S+

PM
+T

P

T
S+

PM
+O

B
F'

0

20

40

60

80

Traitements

T
en

eu
r 

en
 c

hl
or

op
hy

lle

(m
g/

g 
de

 M
F

)

Chlorophylle A

Chlorophylle B

ab bcbc c
dde e

 
Figure 15: Effet du traitement sur la teneur en chlorophylles dans les feuilles des plants de cacaoyer à 

la 16ème semaine.  
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; OBF’: 

formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya. 

 

 

Par ailleurs, la teneur en protéines, en composés phénoliques et en peroxydases a 

significativement augmenté chez les plants ayant reçu OBF’ indépendamment des substrats 

(Figures 16,17 et 18). En effet, les teneurs en protéines des plants traités à OBF’ ont varié de 

1,45 à 1,82 mg de BSA/g de MF tandis que celles des plants traités avec de l’eau ont varié de 

0,4 mg à 1,08 mg de BSA/g de MF (Figure 16). Celles du traitement chimique ont varié de 1,01 

à 1,56 mg de BSA/g de MF (Figure 16).  
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Figure 16: Effet du traitement sur la teneur en protéines dans les feuilles des plants de cacaoyer à la 

16ème semaine.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; OBF’: 

formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya. 



 

91 

 

En outre, les teneurs en composés phénoliques des plants traités à OBF’ ont varié de 

0,61 à 1,36 mg d’acide gallique/g de MF, tandis que celle des plants traités avec de l’eau ont 

varié de 0,37 à 0,87 mg d’acide gallique/g de MF et celles du traitement chimique ont varié de 

0,44 à 0,90 mg d’acide gallique/g de MF (Figure 17).  
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Figure 17: Effet du traitement sur la teneur en chlorophylle dans les feuilles des plants de cacaoyer à la 

16ème semaine.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya. 

 

 

De plus, l’activité des peroxydases des plants traités à OBF’ a varié de 2,30 à 4,17 Abs 

à 470nm /min (UE)/g de MF, tandis que celle des plants traités avec de l’eau a varié de 1,4 à 

2,73 Abs à 470nm /min (UE)/g de MF et celle du traitement chimique a varié de 1,5 à 3,05 Abs 

à 470nm /min (UE)/g de MF (Figure 18).  
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Figure 18: Effet du traitement sur l’activité des peroxydases dans les feuilles des plants de cacaoyer à 

la 16ème semaine.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya. 

 

Les teneurs en sucres solubles ont été affectées significativement uniquement dans le 

substrat TS ayant reçu OBF’ (Figure 19). Ainsi, les teneurs en sucres solubles ont varié de 1,92 

mg de glucose/g de MF à 1,96 mg de glucose/g de MF chez TS+PM contre 2 mg de glucose/g 

de MF à 2,04 mg de glucose/g de MF pour TS et TNS. 
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Figure 19: Effet du traitement OBF’ la teneur en sucres solubles dans les feuilles des plants de cacaoyer 

à la 16ème semaine.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya. 
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III.1.2.4. Effet de la bioformulation OBF’ sur la résistance des plantules de cacaoyer 

Effet de la bioformulation OBF’ sur la sévérité de l’inoculation à P. megakarya des feuilles 

détachées des plants SCA12xSNK16  

L’analyse de la variance a montré que l’index de sévérité de la maladie obtenu après 

inoculation des feuilles détachées a été réduit significativement pour les traitements OBF’ 

(formulation 1%) de même que les témoins positifs (pesticide chimique), comparativement aux 

témoins négatifs (eau). En effet, l’index de sévérité du traitement OBF’ a varié de 0,38 à 0,86 

(très tolérant) de même que les traitements chimiques, comparativement aux témoins négatifs 

qui ont varié de 2,75 à 3,57 correspondants à des plantes susceptibles (Figure 20).  
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Figure 20: Effet de la formulation OBF’ sur l’index de sévérité à P. megakarya des feuilles détachées 

de cacaoyer. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya. 

 

 

Effet de la bioformulation OBF’ sur la résistance des feuilles détachées des plants 

SCA12xSNK16 contre Phytophthora megakarya 

➢ Effet des traitements sur la teneur en composés phénoliques totaux 

L’analyse quantitative des composés phénoliques totaux dans les feuilles avant et après 

inoculation a montré des différences significatives (P< 0,05) entre les traitements. Elle a été 

plus importante pour les traitements OBF’ par rapport aux témoins négatifs pour chaque 

substrat (Figure 21). En effet, avant inoculation, la teneur en composés phénoliques des 
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traitements OBF’ a été significativement supérieure comparativement aux témoins négatifs et 

aux témoins positifs. Ainsi, cette teneur a varié de 0,61 à 1,36 mg/g de MF équivalent gramme 

d’acide gallique pour les traitements OBF’ contre des teneurs de 0,37 à 0,87 mg/g de MF et de 

0,44 à 0,90 mg/g de MF équivalent gramme d’acide gallique pour les traitements témoins 

négatifs et témoins positifs respectivement (Figure 21).  

En outre, après inoculation, la teneur en composés phénoliques des traitements OBF’ a 

été plus élevée comparativement aux témoins négatifs et aux témoins positifs. Ainsi, cette 

teneur a varié de 1,02 à 1,90 mg/g de MF équivalent gramme d’acide gallique pour les 

traitements OBF’ contre les teneurs de 0,66 à 1,19 mg/g de MF et de 0,77 à 1,29 mg/g de MF 

équivalent gramme d’acide gallique pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs 

respectivement (Figure 21).  
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Figure 21: Effet de la formulation OBF’ sur la teneur en composés phénoliques avant et après 

inoculation des feuilles des plants de cacaoyer. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya; NI: Non Infectée; I: Infectée. 

 

 

➢ Effet des traitements sur la teneur en flavonoïdes 

L’analyse quantitative des flavonoïdes dans les feuilles avant et après inoculation a 

montré des différences significatives (P< 0,05) entre les traitements. Elle a été plus importante 

pour les traitements OBF’ par rapport aux témoins négatifs pour chaque substrat (Figure 22). 
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En effet, avant inoculation, la teneur en flavonoïdes des traitements OBF’ est plus élevée 

comparativement aux témoins négatifs et aux témoins positifs. Ainsi, cette teneur a varié de 

0,22 à 0,54 mg/g de MF équivalent gramme d’acide gallique pour les traitements OBF’ contre 

les teneurs de 0,05 à 0,17 mg/g de MF et de 0,11 à 0,25 mg/g de MF équivalent gramme d’acide 

gallique pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs respectivement (Figure 22).  

Dans la même dynamique, après inoculation, la teneur en flavonoïdes des traitements 

OBF’ est plus importante comparativement aux témoins négatifs et aux témoins positifs. Ainsi, 

cette teneur va de 0,57 à 0,94 mg/g d’équivalent gramme d’acide gallique pour les traitements 

OBF’ contre les teneurs de 0,19 à 0,31 mg/g de MF et de 0,46 à 0,62 mg/g de MF équivalent 

gramme d’acide gallique pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs 

respectivement (Figure 22).  
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Figure 22: Effet de la formulation OBF’ sur la teneur en flavonoïdes avant et après infection dans les 

feuilles des plants de cacaoyer traités ou non traités. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya; NI: Non Infectée; I: Infectée. 

 

 

➢ Effet des traitements sur la teneur en protéines 

L’analyse quantitative des protéines dans les feuilles avant et après infection a montré 

des différences significatives (P< 0,05) entre les traitements. Elle a été plus importante pour les 

traitements OBF’ par rapport aux témoins négatifs pour chaque substrat (Figure 23). En effet, 
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avant inoculation, la teneur en protéines des traitements OBF’ a été plus élevée 

comparativement aux témoins négatifs et aux témoins positifs. Ainsi, cette teneur a varié de 

1,45 à 1,82 mg/g de MF équivalent gramme de BSA pour les traitements OBF’ contre les 

teneurs de 0,4 à 1,08 mg/g de MF et de 1,01 à 1,56 mg/g de MF équivalent gramme de BSA 

pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs respectivement (Figure 23).  

De plus, après inoculation, la teneur en protéines des traitements OBF’ a été plus élevée 

comparativement aux témoins négatifs et aux témoins positifs. Ainsi, cette teneur a varié de 

2,09 à 2,77 mg/g de MF équivalent gramme de BSA pour les traitements OBF’ contre les 

teneurs de 0,79 à 1,74 mg/g de MF et de 1,63 à 2,41 mg/g de MF équivalent de BSA pour les 

traitements témoins négatifs et témoins positifs respectivement (Figure 23). 
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Figure 23: Variation de la teneur en protéines avant et après infection dans les feuilles des plants de 

cacaoyer traités ou non traités à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; 

OBF’: formulation OBF’; PM : Phytophthora megakarya; NI: Non Infectée; I: Infectée. 

 

 

➢ Effet des traitements sur l’activité β-1,3-glucanases 

L’activité enzymatique β-1,3-glucanases avant et après inoculation des feuilles des 

différents traitements, a présenté des différences significatives (P<0,05) entre les traitements. 

Elle a été plus importante pour les traitements OBF’ par rapport aux témoins négatifs pour 

chaque substrat (Figure 24). En effet, avant inoculation, cette activité a varié de 2,96 à 4,38 
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mMole de glucose libéré/min/g de MF pour les traitements OBF’ contre les activités de 0,86 à 

2,40 mMole de glucose libéré/min/g de MF et de 1,85 à 3,27 mMole de glucose libéré/min/g 

de MF pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs respectivement (Figure 24).  

Dans le même élan, après inoculation, l’activité enzymatique β-1,3-glucanase des 

traitements OBF’ a été plus élevée comparativement aux témoins négatifs et aux témoins 

positifs. Ainsi, cette activité a varié de 8,08 à 10,98 mMole de glucose libéré/min/g de MF pour 

les traitements OBF’ contre les activités de 5,86 à 8,39 mMole de glucose libéré/min/g de MF 

et de 7,59 à 9,99 mMole de glucose libéré/min/g de MF pour les traitements témoins négatifs 

et témoins positifs respectivement (Figure 24). 
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Figure 24: Variation de l’activité de la β-1,3-glucanases avant et après infection dans les feuilles des 

plants de cacaoyer traités ou non traités à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; OBF’: 

formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya; NI: Non Infectée; I: Infectée. 

 

 

➢ Effet des traitements sur l’activité des peroxydases 

L’activité enzymatique des peroxydases dans les feuilles avant et après inoculation a 

montré des différences significatives (P< 0,05) entre les traitements et cette activité a été plus 

importante pour les traitements OBF’ par rapport aux témoins négatifs pour chaque substrat 
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(Figure 25). En effet, avant inoculation, cette activité a varié de 2,30 à 4,17 Abs à 470 nm/min/g 

de MF pour les traitements OBF’ contre les activités de 1,40 à 2,73 Abs à 470 nm/min/g de MF 

et de 1,50 à 3,05 Abs à 470 nm/min/g de MF pour les traitements témoins négatifs et témoins 

positifs respectivement (Figure 25).  

En outre, après inoculation, l’activité enzymatique des peroxydases des traitements 

OBF’ a été plus importante comparativement aux témoins négatifs et aux témoins positifs. 

Ainsi, cette activité a varié de 3,45 à 5,51 Abs à 470 nm/min/g de MF pour les traitements OBF’ 

contre les activités de 1,57 à 3,38 Abs à 470 nm/min/g de MF et de 2,17 à 4,06 Abs à 470 

nm/min/g de MF pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs respectivement 

(Figure 25). 
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Figure 25: Variation de l’activité des Peroxydases avant et après infection dans les feuilles des plants 

de cacaoyer traités ou non traités à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; OBF’: 

formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya; NI: Non Infectée; I: Infectée. 

 

 

➢ Effet des traitements sur l’activité des polyphénol-oxydases 

L’activité enzymatique des polyphénol-oxydases dans les feuilles avant et après 

inoculation a montré des différences significatives (P< 0,05) entre les traitements et cette 

activité a été plus importante pour les traitements OBF’ par rapport aux témoins négatifs pour 
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chaque substrat (Figure 26). En effet, avant inoculation, cette activité a varié de 0,37 à 0,67 Abs 

à 330 nm/min/g de MF pour les traitements OBF’ contre les activités de 0,11 à 0,51 Abs à 330 

nm/min/g de MF et de 0,27 à 0,63 Abs à 330 nm/min/g de MF pour les traitements témoins 

négatifs et témoins positifs respectivement (Figure 26).  

De même, après inoculation, l’activité enzymatique des polyphénol-oxydases des 

traitements OBF’ a été plus importante comparativement aux témoins négatifs et aux témoins 

positifs. Ainsi, cette activité a varié de 0,89 à 1,35 Abs à 330 nm/min/g de MF pour les 

traitements OBF’ contre les activités de 0,40 à 1,13 Abs à 330 nm/min/g de MF et de 0,79 à 

1,26 Abs à 330 nm/min/g de MF pour les traitements témoins négatifs et témoins positifs 

respectivement (Figure 26). 

T
S

+
T

N

T
S

+
T

P

T
S

+
O

B
F

'

T
N

S
+

T
N

T
N

S
+

T
P

T
N

S
+

O
B

F
'

T
S

+
P

M
+

T
N

T
S

+
P

M
+

T
P

T
S

+
P

M
+

O
B

F
'0.0

0.5

1.0

1.5

Traitements

A
c
ti

v
it

é
 d

e
s
 p

o
ly

p
h

é
n

o
lo

x
y
d

a
s
e
s

(A
b

s
 à

 4
7

0
n

m
 /

m
in

 (
U

E
) 

/g
 d

e
M

F
)

NI

I

a
ab

bcbcd
cdecde de

deef

fg
fg

gh
hi ij

jjk

kl l

 
Figure 26: Variation de l’activité des polyphénol-oxydases avant et après infection dans les feuilles des 

plants de cacaoyer traités ou non traités à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

TS: Terre Stérile; TNS: Terre Non Stérile; TN: Témoin Négatif; TP: Témoin Positif; OBF’: 

formulation OBF’; PM: Phytophthora megakarya; NI: Non Infectée; I: Infectée. 
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III.1.3. Effet de la bioformulation OBF’ sur les défenses du cacaoyer vis-à-vis de 

Phytophthora megakarya à partir des cabosses détachées 

III.1.3.1. Effet de la bioformulation OBF’ sur la sévérité de la pourriture des cabosses 

SNK10 et SNK413 

L’analyse de la variance a montré que l’index de sévérité de la pourriture brune des 

cabosses causée par P. megakarya varie lorsque les cabosses sont préalablement traitées à la 

formulation OBF’. En effet, le prétraitement des cabosses à OBF’ suivi de leur inoculation 

réduit la sévérité de la maladie des clones SNK10 et SNK413 comparativement à leurs témoins 

négatifs respectifs. Ainsi, la sévérité de l’infection des cabosses varie de 2,17 à 1 pour le clone 

SNK10 tandis qu’elle varie de 1,33 à 0,5 pour le clone SNK413 (Figure 27).  
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Figure 27: Variation de l’index de sévérité à la pourriture brune causée par P. megakarya sur les 

cabosses de cacaoyer détachées des clones SNK10 et SNK413.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; OBF’: 

formulation OBF. 

 

 

III.1.3.2. Effet de la bioformulation OBF’ sur l’expression des gènes de résistance des 

cabosses détachées des clones SNK10 et SNK413 contre Phytophthora megakarya 

Choix du meilleur système d’extraction des ARN totales à partir des cabosses 

L’extraction des ARN totales par les différentes méthodes permet de les détecter. 

Toutefois, seule la nouvelle méthode décrite (Méthode 7) a permis de les obtenir en qualité et 

en quantité (Figure 28). En effet, les ARNm obtenus avec la méthode 7 ont un rapport 260/280 
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compris entre 1,8 et 2,0; contrairement aux autres méthodes qui donnent un rapport 260/280 

compris entre 1,09 à 1,68. Par ailleurs, la méthode 3 a permis d’avoir un rapport 260/280 

compris entre 1,03 à 2,62 dépendamment du clone (Figure 28). De plus, les ARN totales 

obtenus avec la méthode 7 ont un rapport 260/230 compris entre 1,71 et 2,02; contrairement 

aux autres méthodes qui donnent un rapport 260/230 compris entre 0,09 à 1,03 (Figure 29). 

En outre, les quantités d’ARN totales obtenus avec la méthode 7 ont été comprises entre 

3,89 et 5,72 µg/100 mg de MF; contrairement aux autres méthodes qui donnent des quantités 

comprises entre 0,11 à 3,82 µg/100 mg de MF. Par ailleurs, le clone SNK413 a permis d’avoir 

de meilleures quantités (allant de 1,98 à 5,72 µg/100 mg de MF) comparé au clone SNK10 

(allant de 0,11 à 3,89 µg/100 mg de MF) (Figure 30). 

L’amplification par qPCR des ARNm obtenus par la méthode 7 après leur transcription 

reverse a indiqué la présence des gènes ciblés (Photo 8). De plus, l’électrophorèse de ces ARN 

totales a permis de visualiser les ARNm 28S et 18S, tandis que l’électrophorèse des produits de 

qPCR a montré la présence du gène amplifié uniquement (Photo 8).  
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Figure 28: Variation du rapport 260/280 des ARN totales obtenus des cabosses après extraction utilisant 

différents protocoles à base de CTAB. 
Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 
 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; Abs: 

Absorbance; nm: nanomètre. 
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Figure 29: Variation du rapport 260/230 des ARN totales obtenues des cabosses après extraction 

utilisant différents protocoles à base de CTAB.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; Abs: 

Absorbance; nm: nanomètre. 
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Figure 30: Variation de la quantité d’ARN totales obtenues des cabosses après extraction utilisant 

différents protocoles à base de CTAB.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; Abs: 

Absorbance; nm: nanomètre. 
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Photo 21 : Electrophorèse des ARN totales obtenue grâce à la méthode 7 et des produits de qPCR du 

gène de référence acylcarrieur proteine: (A) image du gel d’électrophorèse des ARN totales, (B) image 

du gel d’électrophorèse des produits de qPCR des ARNm , (C) image de l’amplification du gène de 

référence en utilisant les ADNc, (D) pic d’ébullition du gène amplifié par qPCR en utilisant les ADNc. 

 

 

Effet des traitements sur la voie de résistance médié par l’acide salicylique 

Le suivi du niveau d’expression des gènes endo-1,3-beta-glucosidase (PR2) (Figure 31), 

pathogenesis-related protein 1-like (Pr1) (Figure 32), pathogenesis-related protein 4 (PR-4) 

(Figure 33) et endochitinase EP3 (PR8) (Figure 34) par RT-qPCR a montré une augmentation 

significative (P≤ 0,05) de ceux-ci en fonction du clone après application de OBF’. Cependant, 

le traitement des plants avec OBF’ n’a pas entrainé une augmentation significative relative de 

ces gènes pour le clone SNK10. De plus, le traitement du clone SNK413 avec la formulation 

OBF’ a entrainé une augmentation significative de l’expression relative de ces gènes (Figure 

34) par rapport au clone SNK10 traité et non traité, et par rapport au clone SNK413 non traité. 

Ainsi, l’expression relative du gène PR2 avant et après inoculation chez le clone SNK413 traité 

à OBF’ a significativement augmenté par rapport aux autres traitements et varié de 2,87 à 19,12 

(Figure 31). Par ailleurs, le clone SNK10 a eu des expressions relatives des gènes allant de 0,61 

à 1,47 tout comme le clone SNK413 non traité, ont eu des expressions relatives allant de 0,20 

à 0,78 (Figure 31).  
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Figure 31: Variation de l’expression relative du gène endo-1,3-beta-glucosidase (PR2) avant et après 

infection des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

De plus, l’expression relative du gène PR1 avant et après inoculation chez le clone 

SNK413 traité à OBF’ a significativement augmenté par rapport aux autres traitements et varié 

de 1,86 à 3,74. Par ailleurs, le clone SNK10 a eu des expressions relatives allant de 0,53 à 1,34; 

tout comme le clone SNK413 non traité, a eu des expressions relatives allant de 0,23 à 0,36 

(Figure 32).  
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Figure 32: Variation de l’expression relative du gène pathogenesis-related protein 1-like (PR1) avant et 

après inoculation des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non Traitée à 

OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 
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En outre, l’expression relative du gène PR4 avant et après inoculation chez le clone 

SNK413 traité à OBF’ a également significativement augmenté par rapport aux autres 

traitements et varié de 2,67 à 3,24. Par ailleurs, le clone SNK10 a eu des expressions relatives 

allant de 0,58 à 1,00; tout comme le clone SNK413 non traité a eu des expressions relatives 

allant de 0,70 à 1,29 (Figure 33). 
S

N
K

10
-N

T
-N

I

S
N

K
10

-N
T

-I

S
N

K
10

-T
-N

I

S
N

K
10

-T
-I

S
N

K
41

3-
N

T
-N

I

S
N

K
41

3-
N

T
-I

S
N

K
41

3-
T

-N
I

S
N

K
41

3-
T

-I

0

1

2

3

4

Traitements

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

u
 g

èn
e 

P
R

4

ab
a

ab

a

b

c

ab

c

 
Figure 33: Variation de l’expression relative du gène pathogenesis-related protein 4 (PR4) avant 

et après inoculation des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Par ailleurs, l’expression relative du gène PR8 avant et après inoculation chez le clone 

SNK413 traité à OBF’ a également significativement augmenté par rapport aux autres 

traitements et varié de 2,3 à 56,92. Par ailleurs, le clone SNK10 a eu des expressions relatives 

allant de 0,35 à 0,94 tout comme le clone SNK413 non traité, a eu des expressions relatives 

allant de 0,30 à 1,16 (Figure 34).  
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Figure 34: Variation de l’expression relative du gène endochitinase EP3 (PR8) avant et après infection 

des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Effet des traitements sur la voie de résistance médié par l’acide jasmonique 

L’amplification par RT-qPCR des gènes allèle oxyde synthase 1 (TcAOS) (Figure 35) 

et allèle oxyde cyclase 4 (TcAOC4) (Figure 36), a montré une augmentation significative (P≤ 

0,05) en fonction des variétés et des traitements. Le traitement à OBF’ des clones SNK10 et 

SNK413 a entrainé une augmentation significative de l’expression relative du gène TcAOS 

(Figure 35). En effet, l’expression relative du gène TcAOS après inoculation chez les clones 

SNK10 et SNK413 traité à OBF’, a été significativement augmentée par rapport aux autres 

traitements et variée de 4,94 à 9,74. De plus, les clones SNK10 et SNK413 non traités et non 

infectés, ont eu des expressions relatives allant de 0,97 à 2,66. Les clones SNK10 et SNK413 

non traités et infectés, ont eu des expressions relatives allant de 1,27 à 3,51 (Figure 35). 
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Figure 35: Variation de l’expression relative du gène allèle oxyde synthase 1 (TcAOS) avant et après 

inoculation des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10 : Sélection de Nkoemvone 10 ; SNK413 : Sélection de Nkoemvone 413 ; NT= 

Non Traitée à OBF’ ; T= Traitée à OBF’ ; NI= Non Infectée ; I= Infectée. 

 

 

En outre, l’expression relative du gène TcAOC4 n’a pas augmenté de manière 

significative à la suite du traitement avec OBF’ et l’inoculation. Cependant seul l’expression 

chez le clone SNK10 non traité et infecté a significativement augmenté comparativement à 

SNK10 non traité et non infecté. Cette augmentation n’a pas été significative en comparaison 

aux cabosses traitées avec OBF’ et à celles SNK413 non traitées. Ainsi, l’expression de ce gène 

chez le clone SNK10 a varié de 0,80 à 1,67 et chez le clone SNK413, de 1,15 à 1,60; (Figure 

36). 
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Figure 36: Variation de l’expression relative du gène allèle oxyde cyclase 4 (TcAOC4) avant et après 

inoculation des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’.  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Effet des traitements sur la mort cellulaire 

L’amplification par RT-qPCR du gène Bax-inhibitor-1 (TcBI1) a révélé une 

augmentation significative de l’expression relative en fonction de l’inoculation, du traitement 

avec OBF’ et du clone (Figure 37). En effet, l’expression relative du gène TcBI1 après 

inoculation chez le clone SNK10 et celui SNK413 traité à OBF’, a significativement augmenté 

par rapport aux autres traitements et varié de 3,97 à 6,61. Par ailleurs, les clones SNK10 et 

SNK413 non traités et non infectés, ont eu des expressions relatives allant de 0,95 à 2,30. De 

plus, les clones SNK10 et SNK413 non traités et infectés, ont eu des expressions relatives allant 

de 1,72 à 2,30 (Figure 37). 
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Figure 37: Variation de l’expression relative du gène Bax-inhibitor-1 (BI1) avant et après inoculation 

des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Effet des traitements sur les facteurs de transcription de la résistance 

L’amplification par RT-qPCR des gènes facteur de transcription WRKY 70 (TcWRKY 

TF70 LOC18602206 et LOC18587501) a montré une augmentation de l’expression relative en 

fonction du clone et du stress biotique (Figure 38 et 39). En effet, le facteur de transcription 

TcWRKY TF70 LOC18602206 a significativement augmenté en fonction du clone mais pas 

avec le traitement OBF’ (Figure 38). Ainsi, seul le clone SNK413 traité et inoculé a entrainé 

une augmentation significative de l’expression relative du facteur de transcription TcWRKY 

TF70 LOC18602206 et a eu une valeur de 3,30 en comparaison à celle de 1,60 chez le clone 

SNK10. En outre, le traitement OBF’ a entrainé une augmentation de l’expression relative de 

ce facteur de transcription de 0,97 à 2,04 après inoculation, chez les clones SNK10 et SNK413 

respectivement (Figure 38). 
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Figure 38: Variation de l’expression relative du facteur de transcription WRKY 70 (TcWRKY TF70 

LOC18602206) avant et après inoculation des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non 

à la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= 

Non Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Par ailleurs, le traitement à OBF’ des clones SNK10 et SNK413 ou l’inoculation ont 

entrainé une augmentation significative de l’expression relative du facteur de transcription 

TcWRKY TF70 LOC18587501 (Figure 39). En effet, l’expression relative de ce facteur de 

transcription après inoculation chez le clone SNK10 et celui SNK413 traité à OBF’, a 

significativement augmenté par rapport aux autres traitements et varié de 3,52 à 16,37. De plus, 

le clone SNK10 et celui SNK413 non traité et non inoculé, ont des expressions relatives du 

facteur de transcription TcWRKY TF70 LOC18587501 de 0,94 à 1,90 respectivement tandis 

qu’après inoculation, ils ont été de 3,52 et de 9,94 respectivement (Figure 39).  
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Figure 39: Variation de l’expression relative du facteur de transcription WRKY 70 (TcWRKY TF70 

LOC18587501) avant et après infection des cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413 traitées ou non à 

la formulation OBF’. 

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

III.1.3.3. Effet de la bioformulation OBF’ sur les métabolites non volatiles du péricarpe 

des cabosses détachées des clones SNK10 et comparaison à ceux du cacaoyer SNK413 

L’analyse LC-MS/MS des extraits à l’acétonitrile a révèlé la présence d’un nombre de 

composés allant de 275 à 279 composés en fonction des traitements et donc certains sont 

spécifiques à un clone ou au traitement avec OBF’ (Figures 40, 41 et 42; Tableaux XVI, XVII 

et XVIII). La variation du nombre de métabolites en fonction des variétés, du traitement avec 

OBF’ et de l’état sanitaire des cabosses n’a pas été significative (Figure 40). En effet, il n’y a 

pas eu de différence significative entre les différents traitements et dans l’ordre croissant, nous 

avons eu les traitements SNK413-NT-I (275), SNK10-NT-NI (276), SNK413-NT-NI (277), 

SNK10-NT-I (279), SNK10-T-NI (279) et SNK10-T-I (279) (Figure 40).   
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Figure 40 : Nombre de composés détecté par chromatographie liquide couplé à la spectrométrie de 

masse en tandem (LC-MS/MS).  

Les moyennes accompagnées des lettres différentes sont différentes et significatives au seuil P< 0,05. 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traitée à OBF’; T= Traitée à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Les métabolites majoritaires communs aux lots de cabosses 

Les métabolites communs probables les plus abondants identifiés à partir de la base de 

données utilisée ont été la poldine, le nitrazepam, le métamitrone, la caféine, le tri-o-tolyl 

phosphate, l’eprosartan et l’ergocristine avec leurs formules et structure données dans le 

Tableau XVI. Certains métabolites communs aux clones SNK10 et SNK413 ont fortement été 

synthétisés chez le clone SNK413 et/ou le clone SNK10-T (Figure 41). Il s’agit de la caféine, 

la théobromine, le nitrazépam, la métamitrone, la poldine et la périndopile comparativement à 

SNK10-NT. Par ailleurs, d’autres metabolites à l’instar de l’eprozartan et l’ergocristine ont 

significativement été réduits chez le clone SNK413 et le clone SNK10-T, comparativement à 

SNK10-NT (Figure 41).   

  

http://www.massbank.jp/RecordDisplay?id=MSBNK-Univ_Connecticut-CO000346&site=0&qmz=341.3521,&CUTOFF=5&dsn=Univ_Connecticut
http://www.massbank.jp/RecordDisplay?id=MSBNK-Eawag-EQ368301&site=0&qmz=282.2787,&CUTOFF=5&dsn=Eawag
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Tableau XVI : Composés majoritaires communs aux lots de cabosses après analyse LC-

MS/MS. 
 

TR (min) m/z max ± 0,5 Composés probables F. B M. M (g/mol) Score 

0,4 203,0521 Metamitron C10H10N4O 202,21 0,9999 

3,7 195,0872 Cafeine C8H10N4O2 194,19 0,9999 

13,5 282,2787 Nitrazepam C15H11N3O3 281,27 0,9999 

14,9 341,3518 Poldine [C21H26NO3]
+ 340,435 0,9999 

15,5 369,3833 Perindopril C19H32N2O5 368,23 0,9979 

17,7 425,4454 Eprosartan C23H24N2O4 424,5 0,9999 

18,4 610,1825 Ergocristine C35H39N5O5 609,7 0,9999 

0,5 181,0713 Theobromine C7H8N4O2 180.164 0,9999 

RT: Temps de rétention, F.B: formule brute et M.M: masse moléculaire 
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Figure 41 : métabolites non volatils majoritaires communs aux différents lots de cabosses.  

 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= Non 

Traité à OBF’; T= Traité à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Les métabolites non volatils majoritaires et spécifiques aux lots de cabosses 

Outre les composés majoritaires communs à tous les clones et traitements, certains 

composés ont été plus abondants dans certains lots de cabosses. Ces composés ont été 

représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau XVII). Parmi ces composés, certains sont plus 

abondants chez le clone SNK10 à l’instar de la zeta-carotène tandis que d’autres, au sein de ce 

clone ont augmenté ou diminué avec l’application de la bioformulation (Tableau XVII). Par 

ailleurs, d’autres ont significativement été abondants chez le clone SNK413 et /ou SNK10-T-I 

(Tableau XVII). Parmi ces composés, on note la présence du déhydrocyclopeptine, de la 

SB243213A, de la Madecassoside, de la zeta-carotene et du PG 32:1 (Tableau XVI). 

http://www.massbank.jp/RecordDisplay?id=MSBNK-Eawag-EQ368301&site=0&qmz=282.2787,&CUTOFF=5&dsn=Eawag
http://www.massbank.jp/RecordDisplay?id=MSBNK-Univ_Connecticut-CO000346&site=0&qmz=341.3521,&CUTOFF=5&dsn=Univ_Connecticut
http://www.chemspider.com/Search.aspx?q=C19H32N2O5
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Tableau XVII : Composés majoritaires dans les lots de cabosses analysés par LC MS/MS. 
 

TR 

(min) 
m/z max Composés F. B 

M. M 

(g/mol) 

Cabosses 

SNK10-

NT-NI 

SNK10-

NT-I 

SNK10-

T-NI 

SNK10-

T-I 

SNK413-

NT-NI 

SNK413-

NT-I 

0,4 219,0257 
Tributylphosphine 

oxide 
C12H27OP 218,32   ü ü  ✓  

2,8 181,0712 Phenazine C12H8N2 180,2      ✓  

11,1 279,2313 Dehydrocyclopeptine C17H14N2O2 278,3 ✓  ✓    ✓  ✓  

11,8 871,5692          ✓ ü  ✓  

11,8 840,5414          ü  ✓  

13,4 829,504    ✓    ✓   ✓  

13,4 282,2783 Nitrazepam C15H11N3O3 281,27 ✓  ✓  ü ü  ✓  

13,6 975,5615 Madecassoside C48H78O20 975,1 ✓  ✓   ✓   ✓  

13,8 311,2571    ✓  ü    ✓  

14,5 824,5483    ✓  ✓  ✓   ✓  ü 

14,5 284,2939       ü ü  

15,2 808,554       - ✓     ü 

15,3 719,4492 PG 32:1 C38H73O10P  720,96 - ✓  ✓  ✓   ü 

16,9 680,4784       Ü ü ü ✓  ü  

18,3 429,3719 SB243213A C22H19F3N4O2 428,4 -   ✓  ✓  ü 

19,3 453,4769 Diphenoxylate C30H32N2O2 452,6 Ü ü  ✓   ü 

19,6 542,4245 zeta-Carotene C40H60 540,9 Ü ü ✓  ✓    

T.R: Temps de rétention, F.B: formule brute et M.M: masse moléculaire 
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Les métabolites non volatiles caractéristiques des différents lots de cabosses 

Les métabolites non volatiles détectés qui ont caractérisé les clones et le traitement à la 

formulation OBF’ ont été au nombre de 18, 14,18, 21, 17 et 23 pour les traitements respectifs 

SNK10-NT-NI, SNK10-NT-I, SNK10-T-NI, SNK10-T-I, SNK413-NT-NI et SNK413-NT-I 

(Figure 41).  
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Figure 42 : Nombre de métabolites non volatiles identifiés qui caractérisent des différents traitements.  
 

SNK10: Sélection de Nkoemvone 10; SNK413: Sélection de Nkoemvone 413; NT= 

Non Traité à OBF’; T= Traité à OBF’; NI= Non Infectée; I= Infectée. 

 

 

Des métabolites uniques à chaque clone et à ceux traités avec OBF’ ont été identifiés et 

présentés dans le tableau XVIII. Il en ressort que 8, 7, 6, 9, 7 et 10 métabolites appartenant aux 

lots de cabosses SNK10-NT-NI, SNK10-NT-I, SNK10-T-NI, SNK10-T-I, SNK413-NT-NI et 

SNK413-NT-I respectivement ont été de structures probables connues. De plus, le métabolite 

ifosfamide a été commun aux lots SNK10-NT-NI et SNK413-NT-NI ; la pterosin A a été 

commune aux lots SNK10-NT-NI et SNK10-T-NI ; la solanidine base + O-Hex-Hex a été 

commune aux lots SNK10-NT-I et SNK10-T-NI ; l’acide murocholic a été commun aux lots 

SNK413-NT-NI et SNK10-T-I ; l’hexsose + hexsose-deoxyhexose + C20H32 a été commun 

aux lots SNK413-NT-NI et SNK10-T-I ; tandis que la lyalosidic acid, l’ormosanine et la 

ginsenoside Rh3 ont été communs aux lots SNK413-NT-I et SNK10-T-I.  
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Tableau XVIII : Les composés identifiés caractéristiques des traitements.  
 

R T m/zmax Composés  M. M F. B 

SNK10-NT-NI 

6,7 261,1325 Ifosfamide 260.02 C7H15Cl2N2O2P  

6,7 144,9812    

7,2 623,1739  (S,S)-(+)-Tetrandrine 622,7 C30H44O8  

7,7 149,0221    

8,8 483,1976 

11-(6-{[2-(3,4-

dimethoxyphenyl)ethyl]amino}-4-

chloro-1,3,5-triazin-2-yl)-7,11- 

diazatricyclo[7.3.1.0<2,7>]trideca-

2,4-dien-6-one 483 C24H27ClN6O3 

10,1 158,002    

11,3 171,1009    

11,7 146,9796 Coumarin 146.14 C9H6O2  

12,7 199,1684 Pterosin A 198,11 C15H20O3  

13,2 144,9815    

13,4 683,3602 Methyllycaconitine 682,8 C37H50N2O10  

14,8 557,4531 Dronedarone 556.8 C31H44N2O5S 

19,8 660,4866 Fucoxanthin 658,91  C42H58O6  

SNK10-NT-I 

4,6 722,6748 Solanidine base + O-Hex-Hex 721,9 C39H63NO11 

7,1 735,1841 Erythromycin 733,9 C37H67NO13 

8,2 506,2727 AAL toxin TB 505,6 C25H47NO9 

11,9 647,3933 Isorhamnetin-3-O-rutinoside 624,5 C28H32O16 

11,9 149,0222    

12,4 146,9793 Coumarin 146,14  C9H6O2  

13,3 144,9815    

14 473,3224 Maslinic acid 472,72 C30H48O4 

14 408,3676 

3-(4,6-dipyrrolidin-1-yl-1,3,5-

triazin-2-yl)-1,2,3,4,5,6-

hexahydro-8H-1,5-

methanopyrido[1,2-

a][1,5]diazocin-8-one, 11-(4,6-

dipyrrolidinyl-1,3,5-triazin-2-yl)-

7,11-diazatricyclo[7,3,1,0<2,7>]tri 

deca-2,4-dien-6-one 407,5 C22H29N7O 

SNK10-T-NI 

4,7 722,1718 Solanidine base + O-Hex-Hex 721,9  C39H63NO11  

7,8 727,2021    

7,9 609,1592 Reserpine 608,7  C33H40N2O9  
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8,2 255,1577 5,7-Dihydroxy-4-phenylcoumarin 254,24  C15H10O4  

9 149,0956    

9,5 694,399    

9,5 699,3523    

12,7 199,1684 Pterosin A 198,11   C15H20O3  

13,6 970,6047    

14,1 1000,6725    

14,2 226,1794    

14,2 226,1794 Cyprodinil 225,29  C14H15N3  

18,7 885,5477 

Spirostane + 1O, -2H, O-Hex-

dHex-dHex 885,05 C45H72O17 

SNK10-T-I 

1,4 273,0934 Alternariol methyl ether 272,06 C15H12O5 

7,3 703,158    

7,5 513,1607 Lyalosidic acid 512,5 C26H28N2O9 

7,8 727,2023    

8,3 318,2995 Ormosanine 317,5 C20H35N3  

8,5 553,296 Bosentan 551,6  C27H29N5O6S  

8,7 605,1629 Ginsenoside Rh3 604,9  C36H60O7  

9,9 647,1747    

11,7 933,5518 

Petunidin-3-O-(6'-O-(4'''-O-E-

coum)-alpha-rhamnopyranosyl-

beta-glucopyranosyl)-5-O-beta-

glucopyranoside 933,8 [C43H49O23]+  

12,5 1004,5111    

13,4 282,2784 Nitrazepam 281,27  C15H11N3O3  

14,1 1000,6723    

14,1 912,6213    

14,1 509,355 Syringetin-3-O-glucoside 508,43 C23H24O13 

14,2 912,6218    

20,6 391,2815 Murocholic acid 390,1 C16H12F6N4O  

SNK413-NT-NI 

7,1 261,1087 Ifosfamide 261,08 C7H15Cl2N2O2P 

7,9 777,1941 

Hexsose + Hexsose-deoxyHexose 

+ C20H32 776,9 C38H64O16  

8,3 721,3193 Ritonavir 720,9 C37H48N6O5S2  

9 149,0958    

9,8 777,3809    

11,5 933,5526 

Petunidin-3-O-(6''-O-(4'''-O-E-

coum)-alpha-rhamnopyranosyl-

beta-glucopyranosyl)-5-O-beta-

glucopyranoside 933,8  [C43H49O23]+  

11,7 945,474    
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14,1 184,9844 Metribuzin-diketo 184,2  C7H12N4O2  

18,5 399,2492 11,12-Methylenedioxykopsinaline 398,5  C22H26N2O5  

21,5 391,282 Murocholic acid 390,1 C16H12F6N4 

SNK413-NT-I 

1,2 307,0828    

4,8 252,1878    

7,5 513,1614 Lyalosidic acid 512,5 C26H28N2O9 

7,9 777,1941 

Hexsose + Hexsose-deoxyHexose 

+ C20H32 776,9 C38H64O16  

8 398,1925  Echimidine 397,5 C20H31NO7  

8,3 318,2989 Ormosanine 317,5 C20H35N3 

8,7 605,1639 Ginsenoside Rh3 604,9 C36H60O7  

9,7 699,1616    

11,8 945,4731    

12,1 688,517 Acetylaconitine 687,8 C36H49NO12 

13,2 511,5181    

13,6 970,606    

14,1 926,4808    

14,1 887,5655 Emamectin B1a 886,1 C49H75NO13 

17,6 481,5079 Decaethylene glycol 458,5  C20H42O11  

17,8 887,5648 Furostane base -2H + O-Hex 1065,2 C51H84O23  

17,9 184,9848 Metribuzin-diketo 184,2 C7H12N4O2 

 T.R: Temps de rétention, F.B: formule brute et M.M: masse moléculaire 
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III.2. Discussion  

 

Formulation du biopesticide 

La première partie de ce travail avait pour objectif de mettre sur pied une bioformulation 

à base de neem (Nh, Nea), l’herbe sida (Seth), des coquilles d’huître (HCa), et de la citronnelle 

(CEO) qui peut être utilisée pour la protection du cacaoyer contre Phytophthora megakarya.  

Dans la présente étude, le plan quasi-expérimental et la matrice simplex-Lattice ont 

montré que l’augmentation de l’huile de Neem dans les essais de formulation avec une quantité 

fixe de surfactant déstabilise ces derniers. De plus, l’augmentation du tensioactif en présence 

des extraits hydrosolubles a augmenté également la stabilité des essais de formulation et les 

extraits Nea et Seth ont eu le même effet sur la stabilité. Les présents résultats corroborent ceux 

de Namasivayam et al. (2017) qui ont étudié les émulsions d’huile de Neem en milieu de 

dispersion contenant du chitosan et ont obtenu des nano émulsions plus stables, en diminuant 

le ratio huile - tensioactif de 1:1 à 1:7,5. En augmentant l’huile de Neem dans une formulation 

avec une quantité fixe de surfactant, la stabilité a diminué tandis que l’activité a augmenté 

(Bhattacharya et Dixit, 2015; Liauw et al., 2008; Namasivayam et al., 2017). Bhattacharya et 

Dixit (2015) ont observé l’effet plus favorable du Tween 80 sur la stabilité et l’influence de 

l’élément présent dans la phase continue sur la stabilité des émulsions. De plus, ils ont montré 

qu’à une concentration donnée de tensioactif, l’augmentation du % d’huile de neem a diminué 

la stabilité alors qu’à une concentration donnée d’huile de neem, l’augmentation du tensioactif 

a augmenté la stabilité. Ils ont rapporté l’effet du pH utilisé dans le milieu de dispersion sur la 

stabilité des émulsions. Dans la présente étude, la stabilité de l’émulsion peut être justifiée par 

le Tw, mais aussi par la présence de saponines, de polysaccharides et/ou de protéines dans les 

extraits (Nwankpa et al., 2015). Ces familles de composés ont aidé le modèle de stabilité à être 

linéaire avec l’équation retenue. De plus, Dhivya et al. (2019) ont augmenté la stabilité de 

l’émulsion nanométrique de l’huile de drapeau (Acorus calamus L.) par l’émulsification 

spontanée de l’huile à 6% avec un rapport huile - tensioactif de 1 :0.5 et 1 :2 ; leurs tailles de 

gouttelettes ont diminué de 51.2 nm à 17.9 nm avec une augmentation du tensioactif.  

En utilisant le plan expérimental simplex-Lattice, l’activité biologique des émulsions 

avec et sans Se contre Fusarium oxysporum a révélé l’effet favorable de Se sur celle-ci 

comparativement à Ne. Sur la base de ce résultat, nous pouvons dire que Neth et Sea ont eu une 

activité additive dans notre meilleure émulsion contre ce pathogène fongique, avec un effet de 

Seth meilleur par rapport à celui de Nea. Nwankpa et al. (2015) ont rapporté la présence de 
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tanins (0,9%), d’alcaloïdes (1,5%), de saponines (0,53%), de flavonoïdes (1,16%), de stéroïdes 

(1,45), de terpénoïdes (0,12%) et de glycosides cardiaques (0,85%) dans l’extrait éthanolique 

de feuilles de Sida acuta. La présence de certains de ces composés doués d’activité 

antimicrobiennes dans Se peut justifier l’activité de celui-ci dans la matrice simplex-Lattice. En 

outre, il a été montré par Karou et al. (2005) que les alcaloïdes de Sida acuta du Burkina Faso, 

ont une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Shigella 

boydii, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Salmonella thyphi, Salmonella parathyphi et 

Escherichia coli avec des concentrations minimales inhibitrices allant de 16 à 400 µg/mL et des 

concentrations minimales bactéricides allant de 80 à plus de 400 µg/mL. La cryptolépine et la 

quindoline ont été identifiées comme les principaux alcaloïdes de l’herbe sida (Karou et al., 

2005). Par ailleurs, il a été montré que l’extrait de neem a des propriétés bioactives telles 

qu’antifongique (Biswas et al., 2002; Pohe et Agneroh, 2013), inappétence et insecticide (Sami 

et al., 2016). Chandrasekaran et al. (2012) ont prouvé l’activité plus insecticide que fongicide 

de l’extrait de neem (2 g/L) en enregistrant 8% d’inhibition sur Phytophthora capsici et 84% 

de mortalité sur la larve de Spodoptera litura. Sami et al. (2016) ont confirmé l’activité 

insecticide de l’extrait de graines de neem et relevé qu’elle a plusieurs principes actifs 

potentiellement insecticides, répulsifs et pouvant induire des anomalies de développement par 

action sur l’ecdysone.  

La correction du pH de l’émulsion BF de 2,84 à 5,45 a entrainé une déstabilisation des 

émulsions par le phénomène de coalescence. Ainsi, le procédé de production de la formulation 

a été modifié pour corriger cette déstabilisation. En outre, le pH de la formulation BF étant très 

acide (pH de 2,75), il a été modifié par substitution de 25% de HCa avec de l’oxyde de calcium 

(CaO) pour avoir un pH de 5,45. Le procédé qui permet d’obtenir l’émulsion OBF utilise une 

énergie élevée (vortex 10 min) et l’ajout de CEO dans OBF permet d’obtenir la formulation 

OBF’. OBF a une meilleure stabilité thermodynamique et une meilleure activité inhibitrice 

comparativement à BF et OBF’ qui, d’une part n’utilise pas de procédé à haute énergie et qui a 

une plus grande proportion d’huile. Ainsi, nous avons des nano-émulsions dans OBF, 

caractérisée par de fines gouttelettes qui ne sont pas visibles au microscope avec un 

grossissement de 1000x. La stabilité de l’émulsion OBF corrobore celle de Ghotbi et al. (2014) 

qui ont optimisé avec succès la formulation de la nano émulsion d’huile de Neem avec du 

Tween 20 dans de l’eau distillée par la méthode à haute énergie (30 à 45 min de sonication) et 

ont obtenu la plus petite taille de gouttelettes de 67,85 nm.  
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Les résultats de la présente étude ont montré qu’en terme d’activité antifongique, celle 

de OBF’ est supérieur à celle de OBF, qui l’est aussi à celle de BF. Ces résultats corroborent 

ceux de Khaled et Mohamed (2016), qui ont montré l’effet in vitro de l’hydroxyde de silicate 

et de l’oxyde de calcium à 1000 ppm sur les isolats de F. oxysporum, A. alternata, A. niger, P. 

digitatum, R. stolonifer et P. italicum. Par ailleurs, la forte activité inhibitrice de la 

bioformulation efficace OBF’ se justifie par la présence de l’huile essentielle de citronnelle 

dans la formulation. 

La structure de la paroi cellulaire des microorganismes influence leur sensibilité à 

l’action des huiles essentielles (Guinoiseau, 2010). La présente étude a révélé que la 

formulation OBF’ n’a pas une activité significative de lyse cellulaire en 24 h mais a inhibé 

totalement la formation de la membrane cellulaire à 0,5CMI. Cependant, elle a eu un effet 

significatif sur l’inhibition de la synthèse des protéines et l’activité des pompes ATPase-H+ de 

l’agent pathogène Phytophthora megakarya. Les résultats de cette étude épousent partiellement 

ceux de Limsuwan et Voravuthikunchai (2013) et Guinoiseau (2010) qui ont démontré l’effet 

défavorable des extraits et d’huiles essentielles sur la synthèse des protéines, l’activité des 

pompes ATPase-H+ et la lyse de la membrane sur Streptococcus pyogenes. 

Les effets induits par la bioformulation efficace OBF’ sur Phytophthora megakarya 

semblent donc être attribuables à une ou plusieurs molécules, présente(s) en faible(s) 

proportion(s) dans celle-ci. En effet, les extraits, produits par ces plantes, se caractérisent par la 

présence de flavonoïdes, d’alcaloïdes, de composés aromatiques, de terpènes et de lactones 

sesquiterpéniques. 
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Conclusion partielle 1 

La présente partie de cette étude avait pour but de développer une formulation fongicide 

à partir du neem, de l’herbe sida, de la citronnelle et des coquilles d’huître contre Phytophthora 

megakarya qui est un agent responsable de la pourriture brune du cacaoyer. Il en ressort une 

formulation efficace nommée OBF’ qui est l’émulsion ayant 10,8% de Nh, 8,1% de Nea, 8,1% 

de Seth, 4,05% de HCa, 1,35% de CaO, 21,6% de Tw et 10% de CEO. À température ambiante, 

elle est stable et possède des micelles de diamètre ≤ 14.9 nm, un pH de 5.2 et une conductivité 

de 95.25 mV.  

La bioformulation efficace OBF’ possède une activité dose dépendante sur les agents 

pathogènes étudiés. En effet, elle a inhibé totalement la croissance des champignons Fusarium 

oxysporum, Pythium myriotylum, Phytophthora infestans et Phytophthora megakarya à 1% ; a 

réduit la croissance de ceux-ci variant de l’ordre de 37,39% à 55,88% lorsque utilisé à 0,1% et 

Phytophthora megakarya est le plus sensible. 

Cette bioformulation efficace OBF’ agit sur Phytophthora megakarya en inhibant sa 

synthèse des protéines de 60% et en inhibant l’activité des pompes ATPases/H+. 
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Effet de la bioformulation OBF’ sur la production des plantules de cacaoyer 

Cette partie du travail a permis d’évaluer les effets de la bioformulation OBF’ sur la 

production et la protection des plantules de cacaoyer en serre. Les résultats obtenus ont montré 

que le traitement des plants avec la formulation à la concentration 1% (v/v) stimule 

significativement quelques paramètres agro-morphologiques et les marqueurs de croissance du 

cacaoyer comparativement au traitement chimique et à l’eau. De même, ces résultats ont montré 

surtout que l’application de OBF’ à la concentration 1% (v/v) réduit l’indice de sévérité à P. 

megakarya du cacaoyer. 

La synthèse des phytohormones ou régulateurs de croissance appartenant au groupe des 

auxines tel que l’Acide Indole Acétique (AIA) par les microorganismes ou les plantes est bien 

connue et constitue l’un des traits majeurs de promotion de la croissance chez les plantes (Bano 

et Musarrat, 2003; Djuidje et al., 2019). Dans la présente étude, le traitement des fèves avec la 

formulation OBF’ a entrainé une augmentation significative de la longueur de la racine 

principale et le nombre de racines secondaires en deux semaines. Cette hausse des paramètres 

morphologiques racinaires au cours de la levée des fèves germées peut être due à la composition 

de la formulation, riche en calcium et en précurseur de l’Acide Indole Acétique (AIA). En effet, 

nous avons noté une augmentation de la teneur en AIA dans ces racines au bout des deux 

semaines ainsi qu’une augmentation de la teneur en protéines. L’un des acides aminés, le 

tryptophane est un précurseur de la synthèse de cette molécule. Ainsi, l’extrait aqueux de neem 

contient les protéines et le tryptophane. Il a pu influencer positivement la synthèse de l’AIA par 

la fève en cours de levée. En outre, il a été montré par Djuidje et al. (2019) qu’après co-culture 

de la souche antagoniste Streptomyces sp. PERM2 ayant présenté de meilleures activités PGP 

in vitro avec les vitroplants de macabo, une augmentation significative (P< 0,05) de la longueur 

racinaire grâce à l’effet synergique des métabolites AIA, ACC désaminase et ammoniac 

produits par cette souche et libérés dans le milieu. 

Au cours de ce travail, le traitement foliaire des plants de cacaoyer avec la formulation 

OBF’ a entrainé l’augmentation significative de la surface foliaire et du poids sec des racines. 

Cette hausse des paramètres agro morphologiques peut provenir de la présence de calcium dans 

la formulation, mais aussi de l’extrait aqueux de neem qui est riche en macroéléments 

particulièrement en azote et en potassium (Moyin-Jesu, 2012; Rab et al., 2017). En effet, 

l’extrait calcique étant reconnu riche en calcium et l’extrait aqueux de neem riche en potassium 

et composés azotés et soufrés, ces extraits constitutifs de la formulation OBF’ contribuent à la 

croissance de la plante (Arfaoui et al., 2016; Liopa-Tsakalidi et al., 2010). Ce résultat va dans 
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le même sens que ceux obtenus par Rab et al. (2017) qui ont montré que l’application des 

formulations à base de calcium favorise la croissance des plants de tomate sous condition de 

stress. En outre, Téné et al. (2017; ) et Téné et al. (2019) ont montré que le traitement des plants 

de cacaoyer avec les coquilles d’escargots riches en carbonate de calcium ou avec de la poudre 

des coquilles d’huîtres riche en oxyde de calcium, favorise la croissance et les paramètres 

morphologiques de ceux-ci.  

Par ailleurs, au cours de la présente étude, la formulation OBF’ a entrainé une 

augmentation de la surface foliaire qui peut permettre une bonne activité photosynthétique. La 

ribulose 1,5 biphosphate carboxylase est l’enzyme clé de la photosynthèse impliquée dans la 

fixation du dioxyde de carbone dans la biomasse végétale en initiant le cycle de Calvin grâce à 

l’énergie solaire captée par la chlorophylle (Khodary, 2004). Ainsi, on a noté une augmentation 

de la teneur en chlorophylles totales dans les feuilles issues des plants traités avec la formulation 

OBF’. En effet, cette augmentation peut se justifier par l’effet stimulateur du calcium présent 

dans la formulation OBF’ qui a un effet biofortificateur (Rab et al., 2017). De plus, 

l’augmentation de la teneur en chlorophylles peut être également due à la capacité de la 

formulation OBF’ à améliorer l’absorption des nutriments par la plante.  

En effet, le tourteau de neem et l’huile de neem sont utilisés comme biofertilisant et 

augmentent le rendement des cultures (Nishan et Subramanian, 2014). Ainsi, les travaux de 

Singh et Sahu (2018) ont montré que l’amendement aux extraits de neem et/ou au maja, a un 

effet bénéfique sur les paramètres biochimiques (teneur totale en chlorophylles, en 

caroténoïdes, en glucides, en acides aminés et en protéines) des feuilles de haricot mungo, et 

peut servir de biofertilisants. En outre, dans une recherche effectuée par Moyin-Jesu (2012) 

pour élucider les effets fertilisant du neem sur le maïs a montré que les feuilles de neem 

présentent les valeurs les plus élevées de hauteur des plantes, de la surface foliaire par rapport 

au témoin négatif. De plus, les résultats obtenus dans ce travail avec la formulation OBF’ 

rejoignent ceux de Liopa-Tsakalidi et al. (2010) qui ont montré que le traitement des plantules 

de Melissa officinalis L. et de Artemisia dracunculus L. avec un biofortifiant (la chitine) 

entrainait une augmentation de la teneur de ces plantes en chlorophylles. 

L’effet de la formulation OBF’ sur la sévérité de l’infection des plantules de cacaoyer 

SCA12xSNK16 peut provenir de l’effet inhibiteur de la formulation sur l’agent pathogène. En 

effet, dans la première partie de ce travail, l’analyse des résultats relatifs à l’effet fongicide de 

la formulation OBF’ vis-à-vis de P. megakarya a révélé l’effet inhibiteur de manière dose 
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dépendante de sa croissance avec une CMI de 0,1%. Ce résultat va dans le même ordre d’idée 

que ceux de Scotton et al. (2017) qui ont montré que l’application de l’huile de neem dans les 

vergers de cacaoyer réduit significativement la pourriture brune des cabosses de cacao.  

Par ailleurs, la réduction de la sévérité à P. megakarya observée peut aussi être justifiée 

par l’effet stimulateur des défenses de la formulation OBF’. En effet, la formulation a induit 

mieux la protection en favorisant la production des plantules de cacaoyer par le biais des 

composés phénoliques totaux et des flavonoïdes en particulier avant et après inoculation dans 

les feuilles des plants de cacaoyer. De même, ce traitement a induit aussi bien la production des 

protéines avant et après inoculation dans les feuilles des plants accompagnés de l’augmentation 

de l’activité des enzymes β-1,3-glucanases, peroxydases et polyphénol-oxydases par rapport au 

témoin négatif. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Téné et al. (2017); Téné et al. (2019) 

et Zhang et al. (2015) qui ont montré que le prétraitement du cacaoyer avec des éliciteurs, 

réduisait l’indice de sévérité à P. megakarya. Par ailleurs, ces résultats corroborent avec ceux 

de Rab et al. (2017) et Arfaoui et al. (2016) qui ont montré que l’application foliaire du calcium 

sur la tomate et le soja respectivement, induit une meilleure résistance de celles-ci contre les 

stress. De plus, les travaux de Nicolas et al. (2019) mettent en exergue les capacités du calcium 

et du magnésium à réduire l’incidence de la maladie de la tache bactérienne chez la laitue et à 

induire les mécanismes de défenses de cette dernière.  
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Conclusion partielle 2 

La seconde partie de cette étude avait pour but d’évaluer l’effet de la formulation OBF’ 

sur la production des plantules de cacao en serre. Il en résulte que l’application foliaire de la 

formulation OBF’ à une concentration ≤ 1% et 200 µL/60 cm² n’entraine pas de dommage sur 

les feuilles de cacaoyer non détachées, indépendamment du stade de développement des feuilles 

de cacaoyer. 

Lorsque la formulation OBF’ est appliquée à 1% (v/v) sur les fèves et sur les feuilles de 

cacaoyer, elle stimule l’épanouissement des racines; n’entraine pas de dommage foliaire et 

augmente la surface foliaire des plants de cacaoyer comparativement au traitement chimique et 

au témoin. De plus, elle augmente significativement la teneur en chlorophylles totales, en 

protéines, en composés phénoliques solubles et augmente l’activité des peroxydases chez les 

plantes traitées à la formulation OBF’.  

Le prétraitement des feuilles des plants de cacao avant de les détacher et de les inoculer 

à Phytophthora megakarya a réduit l’index de sévérité de la maladie en rendant les feuilles 

susceptibles 3,35 en feuilles très résistantes 0,86. Cette réduction de la sévérité de la maladie 

est accompagnée par une augmentation de la teneur en composés phénoliques, en flavonoïdes 

et l’activité des enzymes liées à la défense (peroxydases, polyphénol-oxydases et β-1,3-

glucanase) dans le tissu. 
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Effet de la bioformulation OBF’ sur les défenses du cacaoyer vis-à-vis de Phytophthora 

megakarya à partir des cabosses détachées 

L’étude de cette partie nous a permis d’évaluer l’effet de la bioformulation OBF’ sur 

l’interaction cacaoyer /P. megakarya sur les fruits d’un point de vue transcriptomique et 

métabolomique. Il en découle que l’application de OBF’ à la concentration 1% v/v réduit 

l’indice de sévérité à la pourriture brune des fruits causée par P. megakarya de 2,17 

(moyennement résistant) à 0,5 (très résistant).  

Au cours de cette partie, l’expression des gènes de diverses voies de défense a été 

déterminée utilisant les fruits des clones sensible (SNK10) et tolérant (SNK413) à la maladie 

causée par P. megakarya. Pour y parvenir, les ARN totales ont été extraits des péricarpes des 

cabosses et utilisés pour la RT-qPCR. En général, les échantillons d’acides nucléiques ayant les 

rapports Abs260/Abs280 et Abs260/Abs230 compris entre ~1,8 et 2,0 indiquent une grande 

pureté de ceux-ci (Wang et Stegemann, 2010). Ces rapports sont souvent utilisés pour indiquer 

la pureté des échantillons d’ARN car les acides nucléiques ont une absorbance maximale à 260 

nm, alors que les protéines sont absorbées à 280 nm et ainsi que d’autres contaminants, 

notamment les glucides, les phénols et les composés aromatiques. Les études sur l’extraction 

de l’ARN à partir d’échantillons récalcitrants a montré l’adéquation du tampon CETAB (De 

Wever et al., 2020; Silva et al., 2016; Wang et Stegemann, 2010). Ali et al. (2014) ont extrait 

avec succès l’ARN du péricarpe des cabosses de cacaoyer en utilisant la méthode 5. Cependant, 

dans la présente étude, la qualité d’ARN a été mauvaise avec un rapport 260/230 similaire à 

celui obtenu avec la méthode 1 (Wang et Stegemann, 2010), la méthode 2 (Barman et al., 2017), 

la méthode 3 (Jordon‐Thaden et al., 2015), la méthode 4 (Inglis et al., 2018), et la méthode 6 

(Zeng et Yang, 2002). Seule la méthode 7 a permis d’obtenir une bonne qualité d’ARN.  

L’extraction d’ARN de tissus de cacaoyer a été faite par Da Silva et al. (2003) avec un 

protocole utilisant un tampon SDS et la qualité de l’ARN des feuilles et des méristèmes a été 

meilleure que celle des fruits (Da Silva et al., 2003). D’autres études sur l’extraction de l’ARN 

du cacaoyer à partir des méristèmes apicaux des pousses et des fèves de cacao ont montré la 

pertinence du tampon CTAB par rapport au tampon SDS et aux kits comme le kit d’ARN total 

végétal et le kit RNAqueous (De Wever et al., 2020; Silva et al., 2016). Dans la présente étude, 

les méthodes de tampon CTAB ont été utilisées et seule la méthode 7 a donné un bon résultat 

en termes de qualité et de rendement. En effet, le péricarpe du cacao est un tissu très difficile 

pour l’extraction de l’ARN par rapport aux feuilles et selon la variété de cacaoyer. Melnick et 

al. (2012) ont travaillé sur des cabosses de cacaoyer et ont utilisé une grande quantité de tampon 
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CTAB (30 mL) et une ultracentrifugation (31 000 g) pour obtenir une bonne qualité d’ARN. 

Dans le présent travail, l’utilisation d’un petit volume de tampon d’extraction a diminué 

également la qualité et la quantité d’ARN en raison de la coextraction et de la coprécipitation 

de l’ARN avec les glucides, ce qui a donné une viscosité élevée au culot d’ARN. De plus, 

l’ultracentrifugation (30 000 g et 31 000 g) et un volume élevé de tampon (15 ml) ont été 

essentiels pour séparer les glucides de l’ARN. L’utilisation du LiCL a empêché le traitement 

par la DNAse et le nettoyage de l’ARN à l’aide du kit Qiagen RNeasy Mini comme l’a démontré 

Pratama et al. (2021). La durée de la précipitation de l’ARN a affecté le rendement et 

l’incubation pendant au moins 24 h à 4 ºC semble être essentielle pour faciliter sa précipitation 

pendant l’ultracentrifugation. Ainsi, le type de tampon, la forte vitesse de l’ultracentrifugation, 

le volume du milieu et la précipitation sélective de l’ARN à l’aide de LiCl 10M peut expliquer 

l’obtention d’une meilleure qualité d’ARN à partir d’échantillons récalcitrants. De plus, le type 

de tampon a facilité la précipitation sélective de l’ARN à l’aide de LiCl 10M (Pratama et al., 

2021) 

Dans cette étude, l’extraction de l’ARN est exempte de contamination par l’ADN en 

raison de la non-amplification de l’ARN extrait lors de la réalisation de la RT-qPCR sans 

transcriptase inverse. Ces résultats ont confirmé l’utilisation possible de l’ARN extrait pour 

d’autres expériences, sans aucun traitement DNAse comme cela a été rapporté dans d’autres 

protocoles d’extraction d’ARN (Barman et al., 2017; Zeng et Yang, 2002).  

Ce nouveau protocole permettra de mieux comprendre l’expression génique des tissus 

très mucilagineux comme les coques de cabosses de cacaoyer SNK10 et SNK413. 

Le phénomène de priming se caractérise par deux évènements majeurs à savoir la phase 

précoce et la phase post précoce caractérisées par la réaction de défense rapide de la plante vis-

à-vis de l’agent pathogène et l’augmentation du degré de résistance via une production d’une 

pléthore des molécules de défenses (Mauch-Mani et al., 2017). Ce phénomène d’induction de 

la résistance a été confirmé dans notre étude par la capacité de la bioformulation OBF’ à induire 

précocement les systèmes de défenses des fruits de cacaoyer entrainant ainsi les changements 

de l’état physiologique, transcriptionnel et métabolique de la plante. En effet, dans la présente 

étude, le prétraitement des fruits SNK10 de cacaoyer à la formulation OBF’ a entrainé une 

augmentation non significative de l’expression relative des gènes PR1, 2, 4 et 8 tandis que chez 

le clone SNK413, elle a entrainé une augmentation significative de l’expression relative de ces 

gènes avant et après inoculation. Cependant, les gènes AOS et AOC qui sont caractéristiques 
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de la défense médiée par l’acide jasmonique, le gène BI qui est inhibiteur de la mort cellulaire 

et le facteur de transcription WRKY70 ont été stimulés par l’application de la formulation OBF’ 

chez ces deux clones de cacao.  

Le facteur de transcription WRKY70 a été identifié comme un intégrateur dans le 

dialogue entre l’acide salicylique (AS) et l’acide jasmonique (JA), deux hormones ayant une 

fonction bien définie dans la régulation de la réponse de défense des plantes (Shim et al., 2013). 

En général, l’acide salicylique est généralement associé à la réponse de défense contre les 

agents pathogènes biotrophes, tandis que l’acide jasmonique a une fonction dans les réponses 

de défense contre les herbivores et les nécrophages (Shim et al., 2013). Il a été montré que chez 

le cacaoyer, ce facteur de transcription est un marqueur de sa défense vis-à-vis de M. perniciosa 

(Silva et al., 2017). De même, dans le présent travail, ce facteur de transcription a été induit 

après inoculation des cabosses tolérantes et sensibles par P. megakarya et le traitement de 

celles-ci à la formulation OBF’ a entrainé la surexpression du facteur de transcription WRKY70 

avant et après inoculation. Cependant, la nature hémibiotrope de P. megakarya, le phénomène 

de priming, la nature antagoniste des voies de défense médiées par l’acide salicylique et l’acide 

jasmonique et le temps écoulé entre l’inoculation et le prélèvement de tissu pour analyse de 

l’expression des gènes, peut expliquer les différences observées entre les clones SNK413 et 

SNK10 en fonction des traitements. En effet, il a été montré que l’interaction T. cacao et M. 

perniciosa active la défense médiée par JA et les marqueurs génétiques associés TcAOS et 

TcAOC ont été identifiés (Litholdo et al., 2015).  

Par ailleurs, la mort cellulaire programmée (PCD) joue un rôle clé dans les réponses des 

plantes aux agents pathogènes (Scotton et al., 2017). Dans la présente étude, le gène du cacaoyer 

Baxinhibitor-1 (TcBI-1), codant pour un atténuateur basal putatif de la PCD, a été exprimé de 

manière constitutive chez les clones sensibles et tolérants non infectés. Mais, son expression a 

été significativement induite après inoculation chez ceux-ci et le prétraitement à la formulation 

OBF’ a davantage induit son niveau d’expression. Ces résultats vont dans le même ordre d’idée 

que ceux de Scotton et al. (2017) qui, utilisant Moniliophthora perniciosa, ont montré que 

l’expression du gène anti-apoptotique du cacao Baxinhibitor-1 a affecté l’incidence et la 

sévérité de la maladie.  

Les résultats de l’analyse LC-MS/MS de cette étude ont révélé que les métabolites 

communs les plus abondants aux six lots de cabosses sont significativement augmentés en 

réponse au prétraitement des cabosses avec OBF’ et à l’inoculation à P. megakarya. 
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De plus, la théobromine dont les quantités ont été déterminées dans chaque lot de 

cabosses a été élevée après inoculation des cabosses. Ces métabolites ont été la poldine (de la 

famille des diphénylméthanes), le nitrazepam (de la famille des benzodiazépine), le 

métamitrone (de la famille des 1,2,4-triazines), la caféine (alcaloïde de la famille des 

méthylxanthines), le tri-o-tolyl phosphate (de la famille des organophosphorés), l’eprosartan 

(de la famille des acides carboxyliques) et l’ergocristine (alcaloïdes de la famille des ergots 

alcaloïdes).  

La présence de métabolites impliqués dans la réparation des tissus tel que le terpène 

madecassoside est synthétisé en quantité abondante chez le clone SNK10 non traité avec OBF’ 

et indépendamment de l’état sanitaire, tandis qu’elle abonde uniquement après infection chez 

le clone SNK10 traité à OBF’ et infecté et chez le clone SNK413 infecté 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Ce résultat peut s’expliquer par la réparation rapide du 

tissu induite par OBF’ chez SNK10, entrainant ainsi une baisse de la quantité de ce métabolite 

après une semaine comme chez le clone SNK413 non infecté. Cependant, après inoculation, les 

deux clones ont eu une teneur élevée en ce métabolite en réponse aux lésions continues 

produites par P. megakarya. 

Certains composés ont été plus abondants chez le clone SNK10 à l’instar du terpène 

zeta-carotène qui est un caroténoïde précurseur de la pigmentation rougeâtre) de ce clone 

(https://cocoa-genome-hub.southgreen.fr/content/kegg). En outre, d’autres composés ont été 

significativement abondants chez le clone SNK413 et/ou celui SNK10-T-I comme l’alcaloïde 

déhydrocyclopeptine qui est un intermédiaire dans la synthèse des alcaloïdes benzodiazepines 

et le composé SB243213A qui agit comme un agoniste inverse sélectif pour le récepteur 5HT2C 

et a des effets anxiolytiques (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 

L’ifosfamide a été commun aux lots de cabosses SNK10-NT-NI et SNK413-NT-NI. Il 

peut être un marqueur de cacao sain sans système de défense stimulé. En effet, c’est un agent 

alkylant administré par voie parentérale semblable au cyclophosphamide qui est utilisé dans le 

traitement de plusieurs formes de cancer, qui s’alkyle et forme des réticulations d’ADN, 

empêchant ainsi la séparation des brins d’ADN ainsi que la réplication de l’ADN 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). La pterosin A a été commune aux lots de cabosses 

SNK10-NT-NI et SNK10-T-NI et ainsi, peut être un marqueur du clone SNK10 peu importe 

son état sanitaire. La pterosine A est un produit naturel présent dans Pteridium aquilinum, 

Dennstaedtia scabra et Microlepia substrigosa et présente une activité antihypoglycémique 

http://www.massbank.jp/RecordDisplay?id=MSBNK-Univ_Connecticut-CO000346&site=0&qmz=341.3521,&CUTOFF=5&dsn=Univ_Connecticut
http://www.massbank.jp/RecordDisplay?id=MSBNK-Eawag-EQ368301&site=0&qmz=282.2787,&CUTOFF=5&dsn=Eawag
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://cocoa-genome-hub.southgreen.fr/content/kegg
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/cyclophosphamide
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/32101#section=Natural-Products
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/529617#section=Natural-Products
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/872619#section=Natural-Products
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(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). La solanidine base + O-Hex-Hex a été commune aux lots 

SNK10-NT-I et SNK10-T-NI est un glycoalcaloïde ayant un goût amer et utilisé comme 

insecticide agricole. Les glycoalcaloïdes Solanum peuvent inhiber le cholinestérase et perturber 

les membranes cellulaires. Des expériences montrent que l’exposition à la solanine ouvre les 

canaux potassiques des mitochondries, diminuant ainsi leur potentiel membranaire. Cela 

conduit à son tour à ce que le Ca2+ soit transporté des mitochondries dans le cytoplasme, et c’est 

cette concentration accrue de Ca2+ dans le cytoplasme qui déclenche les dommages cellulaires 

et l’apoptose (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 

L’acide murocholic qui a été commun aux lots SNK413-NT-NI et SNK10-T-I, est un 

stéroïde 3alpha-hydroxy qui est de l’acide cholan-24-oïque substitué par des groupes hydroxy 

aux positions 3 et 6. C’est un acide conjugué d’un murideoxycholate. L’Hexsose + Hexsose-

deoxyHexose + C20H32) est commun aux lots SNK413-NT-NI et SNK10-T-I. 

Par ailleurs, trois métabolites (lyalosidic acid, ormosanine et ginsenoside Rh3) ont été 

communs aux lots SNK413-NT-I et SNK10-T-I et peuvent être des marqueurs de tolérance du 

cacaoyer au vis-à-vis de P. megakarya. En effet, le prétraitement des cabosses sensibles SNK10 

avec le biofongicide OBF’ (ayant des propriétés de stimulateur de défense comme démontré 

dans la seconde partie du présent travail) a entrainé leurs synthèses tout comme le clone tolérant 

SNK413, les synthétisant en réponse à l’inoculation par P. megakarya. L’acide lyalosidique est 

un glycoside terpénique tandis que l’ormosanine est un alcaloïde quinolizidinique et un parent 

fondamental de l’alcaloïde quinolizidine. Toutefois, le ginsenoside Rh3 est un triterpénoïde 

saponine connu comme ayant un effet anti-inflammatoire en modulant l’AMPK et ses voies de 

signalisation en aval. Elle inhibe l’activité de l’acétylcholinestérase d’une manière dose-

dépendante (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 

  

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/element/Potassium
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Conclusion partielle 3 

La troisième partie de cette étude avait pour but d’évaluer l’effet de la formulation OBF’ 

sur la résistance des cabosses de cacaoyer vis-à-vis de Phytophthora megakarya d’un point de 

vue transcriptomique et métabolomique. Il en résulte que le prétraitement des cabosses de 

cacaoyer sensibles et tolérantes à Phytophthora megakarya réduit la sévérité de la maladie de 

2,17 à 1 pour le clone SNK10 tandis que celui SNK413 diminue de 1,33 à 0,5.  

Un protocole d’extraction de l’ARN du péricarpe des cabosses de cacao a été optimisé 

pour permettre d’étudier l’expression des gènes par RT-qPCR. Ce protocole a utilisé le CTAB, 

l’ultra centrifugation à 30000g, le LiCl et une précipitation pendant 42 h. 

Le prétraitement des cabosses a entrainé une augmentation significative des protéines 

PR chez le clone SNK413 traité à la formulation OBF’. Par ailleurs, cela a entrainé une 

augmentation significative du gène de défense BI1, et du facteur de transcription WRKY. 

Cependant, le gène AOS a significativement augmenté uniquement chez le clone SNK10.  

L’analyse métabolomique du péricarpe des cabosses SNK413-NT-I, SNK10-NT-NI, 

SNK413-NT-NI, SNK10-NT-I, SNK10-T-NI et SNK10-T-I a révélé la présence de 275 à 279 

composés parmi lesquels la zeta-carotène qui est responsable de la pigmentation rouge des 

clones SNK10 ; l’ifosfamide qui peut être un marqueur des cabosses saines non biofortifiées 

SNK10 et SNK413 ; la pterosine A qui peut être un marqueur du clone SNK10 ; l’Hexsose + 

Hexsose-deoxyHexose + C20H32 qui peut être un marqueur du clone SNK413 ; et de l’acide 

lyalosidique, de l’ormosanine et du ginsenoside Rh3 qui peuvent être des marqueurs de 

tolérance des cabosses SNK10 et SNK413 vis-à-vis de Phytophthora megakarya.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Conclusion générale 

La présente étude avait pour objectif d’évaluer l’effet d’une formulation fongicide faite 

à partir du neem, de l’herbe sida, de la citronnelle et des coquilles d’huître sur le cacaoyer au 

cours de son interaction avec Phytophthora megakarya qui est un agent responsable de la 

pourriture brune des cabosses du cacaoyer. Il ressort au terme de ce travail que : 

• la bioformulation efficace OBF’ est une l’émulsion prometteuse ayant 

10,8% de Nh, 8,1% de Nea, 8,1% de Seth, 4,05% de HCa, 1,35% de CaO, 21,6% de Tw 

et 10% de CEO. À température ambiante, elle est stable et possède des micelles de 

diamètre ≤ 14,9 nm, un pH de 5,2 et une conductivité de 95,25 mV. Elle possède une 

activité dose dépendante sur Phytophthora megakarya et réduit sa croissance de 55,88% 

lorsque utilisé à 0,1%. Par ailleurs, elle agit sur Phytophthora megakarya en inhibant la 

synthèse des protéines chez cet agent pathogène fongique de 60% lorsque utilisée à 1% 

et en inhibant l’activité des pompes ATPases/H+. 

• lorsque la bioformulation OBF’ est appliquée à 1% (v/v) sur les fèves et 

sur les feuilles de cacaoyer pour produire les plants, elle stimule l’épanouissement des 

racines; n’entraine pas de dommage foliaire et augmente la surface foliaire. En outre, 

elle stimule significativement la synthèse des protéines, des chlorophylles totales, des 

composés phénoliques solubles et augmente l’activité des peroxydases chez les plantes 

traitées à la formulation OBF’ indépendamment de la présence de Phytophthora 

megakarya dans le substrat. De plus, le prétraitement du cacao avant inoculation du tissu 

avec Phytophthora megakarya réduit l’index de sévérité de la maladie en transformant 

les plants susceptibles (3,35) en plants très résistants (0,86). Cette réduction de la 

sévérité à la maladie due à P. megakarya est accompagnée par une augmentation de la 

teneur en composés phénoliques, en flavonoïdes et l’activité des enzymes peroxydases, 

polyphénol-oxydases et β-1,3-glucanases dans le tissu chez les plants. 

• le prétraitement des cabosses de cacao avant inoculation du tissu avec 

Phytophthora megakarya réduit l’index de sévérité de la maladie en transformant celles 

moyennement résistantes (2,17) en résistantes (1) tandis que celles résistantes (1,33) 

sont rendues très résistantes (0,5). En outre, le prétraitement des cabosses de cacao 

réduit la sévérité à la maladie due à P. megakarya par une augmentation significative 

des protéines PR chez le clone SNK413 traité à la formulation OBF’. Mais cette 
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augmentation est non significative chez le clone SNK10. Par ailleurs, cela a entrainé 

une augmentation significative des gènes de défense BI1, et du facteur de transcription 

WRKY. Cependant, l’expression du gène AOS a été significativement augmentée 

uniquement chez le clone SNK10 après application de la formulation. En outre, un 

marqueur du clone SNK10 (ifosfamide), du clone SNK413 (l’Hexsose + Hexsose-

deoxyHexose + C20H32) et trois marqueurs de la tolérance des clones SNK10 et 

SNK413 après inoculation avec Phytophthora megakarya (Lyalosidic acid, Ormosanine 

et Ginsenoside Rh3) ont été détectés. 

Au regard de ces résultats, la bioformulation efficace OBF’ constitue un potentiel 

candidat alternatif aux fongicides et fertilisants chimiques fortement utilisés en agriculture ; 

permettant ainsi de promouvoir une agriculture durable, compétitive, économique et 

respectueuse de la santé et l’environnement. Ce travail contribue d’une part à la valorisation 

des ressources génétiques. D’autre part, ce travail permet de montrer l’importance des extraits 

de plantes dans le contrôle des agents phytopathogènes en particulier Phytophthora megakarya 

et dans la promotion de la croissance des plantes à l’instar de Theobroma cacao. 

 

Perspectives 

Dans l’optique d’apporter une plus-value à ce travail, il sera important de: 

• évaluer l’efficacité de la formulation OBF’ sur la qualité du cacaoyer en champ par 

application foliaire;  

• compléter l’identification des composés de la formulation OBF’ via l’analyse chimique;  

• évaluer l’effet de la formulation OBF’ sur les métabolites bioactifs produits par le cacao; 

• évaluer l’effet de la formulation OBF’ sur les protéines produites par le cacao. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Préparation des solutions 

Formulation à 25% (V/V) ; 100 mL: Mesurer 25 mL de formulation 100%, introduire dans 

50 mL d’eau distillée et homogénéiser puis, compléter le volume avec 25 mL d’eau distillée. 

Réactif de Bradford : Peser 50 mg de Bleu de Coomassie, dissoudre dans 25 ml d’éthanol 95 

% et Agiter pendant 30 min puis, ajouter 50 ml d’acide orthophosphorique 85 % et incuber 

pendant 10 min. Compléter le volume de la solution à 500 ml avec l’eau distillée, puis filtré et 

conservé à 4 °C.  

Solution PVP 25 mg/mL ; 50 mL : Peser 125 mg de PVP et dissoudre dans 50 mL d’eau 

distillée. 

Solution de BSA (Bovin serum albumin) (1 mg/ml) : Peser 2 mg de poudre de BSA et 

dissoudre dans 2 ml d’eau distillée. 

Solution formaldehyde 8 mg/mL ; 150 mL : Peser 1200 mg de formaldéhyde et dissoudre 

dans 150 mL d’eau distillée. 

Solution de Na2CO3 20 % : Peser 4 g de poudre de Na2CO3 et dissoudre dans 20 ml d’eau 

distillée. 

Solution d’acide gallique 0,1 mg/ml : Peser 1mg d’acide gallique et dissoudre dans 10 ml 

d’eau distillée. 

Solution de méthanol 80 %, V= 100 ml : Prélever 80 ml de méthanol pur et ajouter 20 ml 

d’eau distillée. 

Tampon Acétate C= 3M, pH = 4,5, V= 100 ml : Peser 24,6 g d’acétate de sodium et dissoudre 

dans 100 ml d’eau distillée ; ajuster le pH à 4,5 avec de l’acide acétique pur. 

Tampon Tris-maléate C=0,1M ; pH=7,2 ; V=500ml : Peser 6 g de Tris base ; 6,7 g d’acide 

malique ; 277 mg de CaCl2 et les dissoudre successivement dans 500 ml d’eau distillée. 

Tampon Tris-maléate C=0,1M ; pH=7,2 ; V=500ml ; 0,2% gaïacol: Peser 6 g de Tris base ; 

6,7 g d’acide malique ; 277 mg de CaCl2 ; 1g de gaïacol et les dissoudre successivement dans 

500 ml d’eau distillée.  
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Annexe 2 : Préparation du milieu de culture 

Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar) : 400 mL de jus de pomme de terre (obtenu de 200 g 

de pomme de terre) ; 20 g Glucose ; 15 g d’Agar sont dissout dans 600 ml H2O pH final 5,6 ± 

0,2. Le mélange est cuit et autoclavé à 121°C, pendant 15 min. 

Milieu PDB (Potatoes Dextrose Broth) : 400 mL de jus de pomme de terre (obtenu de 200 g 

de pomme de terre) et 20 g Glucose sont dissout dans 600 ml H2O pH final 5,6 ± 0,2. Le mélange 

est autoclavé à 121°C, pendant 15 min. 
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Annexe 3 : Courbes d’étalonnages 
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Annexe 4 : Traitement du sol 

Prétraitement du sol 

Séchage à température ambiante pendant 72 h; Tamisage afin d’éliminer les cailloux et les 

racines d’arbres 

Stérilisation du sol 

Le sol a été stérilisé à l’étuve à 121°pendant 4h à trois reprises 
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Annexe 5 : Courbes d’amplification et de fusion (Melting curve) des gènes par RT-qPCR 

1.Courbes d’amplification et de fusion du gène endo-1,3-beta-glucosidase (PR2) 

 

 

2.Courbes d’amplification et de fusion du gène pathogenesis-related protein 1-like  (PR1) 

 

 

3.Courbes d’amplification et de fusion du gène pathogenesis-related protein 4 (PR4) 
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4.Courbes d’amplification et de fusion du gène endochitinase EP3 (PR8) 

 

 

5.Courbes d’amplification et de fusion du gène Acylcarrier protein 

 

 

6.Courbes d’amplification et de fusion du gène Bax-inhibitor-1 (BI1) 
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7.Courbes d’amplification et de fusion du gène allèle oxyde synthase 1 (TcAOS) 

 

 

8.Courbes d’amplification et de fusion du gène allèle oxyde cyclase 4 (TcAOC4) 

 

 

9.Courbes d’amplification et de fusion du facteur de transcription TcWRKY TF70 

LOC18602206  
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10.Courbes d’amplification et de fusion du facteur de transcription TcWRKY TF70 

LOC18587501 
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Annexe 6 : Etiquettes des biopesticides OBF ‘ et OBF 
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Abstract: Plant pesticides are a complementary means to other control methods and an alternative to chemical control. The 
identification of potential plants that can be used in plant protection against pests is increasing enormously, but the availability of 
bioformulations is low. The new products developed for plant protection aim to protect them against a larger range of pathogens 
and include elicitors. The objective of this study is to produce an optimal emulsion bioformulation based on neem (Azadirachta 

indica A. Juss.), Sida (Sida acuta Burm. F.) and calcium, that can be used for plant protection against pests. The surface plot of 
the four factor simplex lattice designs data help to construct significant linear models for stability and activity. The best 
formulation was selected and optimize. The four Factor mixture designs and stability as well as activity models showed that the 
best formulation has neem oil (No) 12% (v/v), neem aqueous extract (Ne) 9% (w/v), sida weed hydroalcoholic extract (Se) 9% 
(w/v), Oyster shell’s calcium-rich extract (Ca) 6% (w/v) and tween-80 (Tw) 24% (v/v) with the production process “AQ + 
(Tw+No)”. Therefore, the optimize formulation has No 12% (v/v), Ne 9% (w/v), Se 9% (w/v), Ca 4.5%(w/v), calcium oxide 
(CaO 1.5% (w/v) and Tw 24% (v/v) with the production process “(Tw+No) + AQ”. The best formulation and the optimize one at 
ambient temperature have 100% of stability and a significant dose dependent activity (P <0.05) against plant pathogens. Apply 
optimize formulation at 1% on the detached cocoa leaves before inoculation with Phytophthora megakarya reduces disease 
severity index from 4.2 to 1.5. These results suggest that our models and bioformulation can be useful for T. cocoa protection 
against P. megakarya, the causal agent of black pod disease. 

Keywords: Theobroma cocoa L., Phytophthora megakarya, Bioformulation of Fungicide, Neem, Sida Weed, Oyster Shell 

 

1. Introduction 

Cocoa (Theobroma cacao L.) is one of the main cash crops 
in tropical countries. Cocoa production in Cameroon 
contributes to the national Gross Domestic Product (GDP) by 
1.2% and generates annual revenue of over €400 million, 
providing more than 400,000 jobs [1]. However, its 
cultivation is facing many problems among which parasitic 
attacks such as black pod disease caused by the soil borne 

fungal pathogen Phytophthora megakarya [2]. The use of 
chemical fungicides is often necessary to counter this problem 
despite the fact that it creates many problems, including the 
emergence of resistant pathogens, soil biodegradation and 
human health. It is therefore necessary to explore 
environmentally safe and effective alternative methods of 
control. In recent decades, prospects for biological control of 
black pod disease have been regularly explored [3-5]. 
Improving the formulation of natural bioactive agents like 
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microorganisms and plants extracts was therefore an 
important next step towards optimization of this biological 
control strategy. A new dynamic is trying to combine 
biocontrol agents and "inert" materials in formulations for pest 
management [6]. 

Among the plants used by indigenous peoples and now 
included in formulation worldwide, neem and sida weed have 
a great place. Indeed, on the one hand, neem (Azadirachta 

indica A. Juss.) is a valuable source of compounds, such as 
azadirachtin, which can be used for the development of drugs 
or biopesticides [7]. Neem oil amplifies pesticidal properties 
with its composition which contain sulfurous compound [7]. 
Many neem-based formulations exist but, the problem with 
these formulations is their instability under natural conditions 
[8]. In the other hand, Sida acuta Burm. F. (Malvaceae) is a 
small, erect, branched perennial herb or small shrub about 1.5 
m tall [9]. It grows abundantly on cultivated fields, wastelands 
and roadsides in Cameroon, where it is called "sengh" in the 
West of the country and its common name is sida [10]. Many 
authors have demonstrated the antimicrobial activity of 
ethanolic, hot and cold-water extracts of S. acuta [11, 12]. 
Additionally, [13] study the antimicrobial potential of Sida 

acuta leaf extract nanoparticles. 
The oyster shell is the waste product of the oyster and 

consists mainly of calcium carbonate and chitin [14]. In the 
previous work, we demonstrated that application of oyster 
shell powder stimulated the resistance of T. cacao in its 
interaction with P. megakarya [4]. This stimulation could be 
correlated to the component of oyster shell powder such as 
calcium. Calcium is a key nutrient for plant with significant 
functions including structural roles in the plant cell wall 
providing mechanical strength for normal transport and 
retention of other elements [15, 16]. When plants are exposed 
to a stressful situation, a rapid increase in cytosolic Ca2+ 
occurs, which is a key factor in the expression of 
stress-responsive genes and physiological responses of plant 
cells to stressful conditions as extreme temperatures, drought, 
salinity and pathogenic attack. Changes in cytosolic Ca2+ 
concentrations are often closely related to the severity of the 
stress [17]. 

This investigation was carried out to produce and optimize 
a bioformulation based on neem, Sida acuta and calcium-rich 
extracts of oyster shells, usable against Phytophthora 

megakarya. The stability of bioformulation was studied and 
the selected formulation was used in a simplex lattice design. 
Then, the stability and activity model were built from the data 
of the simplex-lattice experiment and the best formulation was 
selected and optimized by correcting its pH. 

2. Materials and Methods 

2.1. Materials 

Neem kernels were obtained after shelling the dry neem 
seed, collected from urban and peri-urban zones of Maroua 
(Far North Region, Cameroon). Neem oil (No) was extracted 
by manual pressure on powder obtain after grinding the dry 

kernels in electrical blender. Neem aqueous extract (Ne) was 
obtained according to the protocol of F. Lesueur [18]. 

The sida plants were collected from urban and peri-urban 
areas of Yaoundé (Centre Region, Cameroon). Extraction was 
done twice and its extract was obtained according to J. R. 
Kuiate [19]. A hydroalcoholic solution (1 volume of water and 
0.5 volume of ethanol 95%) and air-dried plants powder were 
used for extraction. 100 g of powder was put into a conical 
flask containing 600 ml of sterile distilled water and left to 
macerate for 24 h at room temperature. The resulting mixture 
was then filtered using a piece of cloth and Whatman N° 2 
filter paper, then the filtrate was lyophilized and stored at 
room temperature. 

The oyster shells from Mouanko (Littoral Region, 
Cameroon) were carefully washed in tap water and air-dried. 
Calcium-rich oyster shells extract was obtained according to 
[20] with modifications. Briefly, 2 kg of oyster shell were 
heated at 200°C for one hour to facilitate the grinding. They 
were then ground in a grinding machine (MS 20B grinding 
machine), and then sieved using a 0.8 mm sieve to obtain the 
finest powder that was heated in an oven at 1000°C for 1h. 
Ash obtains was dissolved in 25% HCl (v/v) in the proportion 
1/15 (w/v). Soluble compounds were collected by filtration 
and the solvent evaporated in an oven at 115°C. The 
calcium-rich oyster shells extract (Ca) was store at room 
temperature. 

Fusarium oxysporum, Pythium myriotylum, Phytophthora 

infestans, Phytophthora megakarya isolates used in this study 
were obtained from the microorganism bank of the Laboratory 
of Phytoprotection and Valorisation of Genetic Resources 
(LPVGR) of the Biotechnology Centre of the University of 
Yaoundé 1, Cameroon. 

2.2. Process of Bioformulation of the Emulsion Product 

The bioformulation process was done in two steps and 
followed by an optimization by correcting its pH. 

In the first step, emulsification process of No was carried 
out using a quasi-experimental design which can be 
subdivided in three groups (Table 1). This design has in the 
first group three oil concentration 6%; 9% and 12% (v/v); and 
nine surfactant Tween 80 (Tw) concentration 0%; 1%; 3%; 
6%; 9%; 12%; 18%; 21% and 24% (v/v) that were used with 
fixed amount of Ne 9% (w/v), Se 9% (w/v) and Ca 6% (w/v). 
Each aqueous soluble extract was dissolved in water then Tw 
and No were added and the whole was mixed using a vortex at 
1000 rpm for one minute to form emulsion. The stability of the 
emulsions was observed for 48 h. 

In the second group, the emulsion was made by changing 
the surfactant concentration while Se was absent. Fixed 
among No (12% v/v), Ne (18% w/v), and Ca (6% w/v) were 
used while Tw were used at 0%, 12% and 21% (v/v). In the 
third group of this quasi-experiment design, the emulsion was 
made using the surfactant concentration of 0%, 12% and 21% 
(v/v) while Ne was absent (0% w/v). The fixed among of No 
12% (v/v), Ne 0% (w/v), Se 18% (w/v) and Ca 6% (w/v) were 
used. The emulsion (2 mL) was prepared and stored at 26 °C 
in a 5 mL test tube and the stability was determined by 
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observing the phase separation in 48 h. The stability scale was 
as follow: (1) 0% for oil flocculation, 25% for milky medium 
with oil flocculation; (2) 50% for milky medium with cream 
and oil flocculation, (3) 75% for milky medium with cream 
flocculation, and (4) 100% for milky medium without oil or 
cream separation. 

Table 1. Quasi-experiment design data. 

Essai 

codes 

No v/v 

[%] 

Tw v/v 

[%] 

Ne w/v 

[%] 

Se w/v 

[%] 

Ca w/v 

[%] 

1A 6 0 9 9 6 
2A 6 1 9 9 6 
3A 6 3 9 9 6 
4A 6 6 9 9 6 
5A 6 9 9 9 6 
6A 6 12 9 9 6 
7A 6 18 9 9 6 
8A 6 21 9 9 6 
9A 6 24 9 9 6 
1B 9 0 9 9 6 
2B 9 1 9 9 6 
3B 9 3 9 9 6 
4B 9 6 9 9 6 
5B 9 9 9 9 6 
6B 9 12 9 9 6 
7B 9 18 9 9 6 
8B 9 21 9 9 6 
9B 9 24 9 9 6 
1C 12 0 9 9 6 
2C 12 1 9 9 6 
3C 12 3 9 9 6 
4C 12 6 9 9 6 
5C 12 9 9 9 6 
6C 12 12 9 9 6 
7C 12 18 9 9 6 
8C 12 21 9 9 6 
9C 12 24 9 9 6 
1X 12 0 18 0 6 
6X 12 12 18 0 6 
8X 12 21 18 0 6 
1Y 12 0 0 18 6 
6Y 12 12 0 18 6 
8Y 12 21 0 18 6 

No: Neem oil; Tw: Tween 80; Ne: Neem aqueous extract; Se: Sida weeds 
hydroalcoholic extract; Ca: Calcium extract. 

The second formulation step was a 4-Factor mixture design 
(Simplex-Lattice design with two polynomial degree and 
reinforced with interior points and a centroid) selected based on 
data from the previous formulation stage. This 4-Factor mixture 
designs had 15 runs coded in Table 2 and the corresponding 
values of Tw, Ne, Se, No and Ca are shown in the Table 3. The 

stability of these mixtures was recorded after 48 h. The design of 
the matrix was carried out with the STATISTICA 10 software. 
The inhibition of the growth of Fusarium oxysporum was 
determined for each run at 20% (v/v) by the dilution method 
using PDA medium. A disc of fungi was introduced inside of the 
Petri dish, sealed and kept at 26 ± 2°C for 1 week. After that, the 
growth diameter was recorded, and the inhibition percentage was 
calculated using the formula below. 

%I=��� − ��� ∗ 100 ��⁄  

where Dc is the growth diameter of the negative control and 
De is the growth diameter of the medium with emulsion. 

The biological activity of each emulsion was tested three time. 
The modelling of stability and the biological activity of the 

second stage of formulation were carried out for the surface 
triangular representation of the data. Then, the linear, 
quadratic and special cubic model were analyzed for the 
stability model and the activity model as well as the best 
model was identified. 

2.3. Evaluation of the Characteristics of the Best 

Bioformulated Emulsion Product 

2.3.1. Evaluation of the Physico-Chemical Characteristics of 

the Best Bioformulated Emulsion Product 

The pH and conductivity of the stable emulsion were 
checked using a pH meter. The Thermodynamic stability was 
evaluated on the one hand by centrifugation and on the other 
hand by temperature variation. The developed formulation 
was subjected to centrifugation at 1, 000 ×g and 10, 000 ×g for 
30 minutes at 25°C. Then, formulation mixture was observed 
for any phase separation [21]. The effect of temperature on the 
formulations was studied at 45°C and -20°C. For the effect of 
temperature at 45°C on the formulation, it was evaluated by 
incubation in a water bath at 45ºC for 6 h and at room 
temperature for 18 h while, the effect of a temperature of 
-20°C on the formulation was evaluated by exposing the 
emulsion to a cycle of -20ºC for 24 h and at room temperature 
for 24 h. This cycle was repeated three times, then each 
formulation was observed for the separation of the oil and/or 
cream phases [21]. The diameter of droplet of the stable 
emulsion with high biological activity was measured in photos 
taken on Neubauer hemocytometer with an optical 
microscope at magnifications of 400 and 1000. 

Table 2. Coded of 4 factor Simplex lattice design for the fourth phase emulsion preparation from mixtures of Ne, Se, Ca, No and Tw. 

Elements of mixtures 
Mixture codes and proportions (mL) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1C 1 0 0 0 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0.625 0.125 0.125 0.125 0.25 

8X 0 1 0 0 0.5 0 0 0.5 0.5 0 0.125 0.625 0.125 0.125 0.25 

8Y 0 0 1 0 0 0.5 0 0.5 0 0.5 0.125 0.125 0.625 0.125 0.25 

9C 0 0 0 1 0 0 0.5 0 0.5 0.5 0.125 0.125 0.125 0.625 0.25 

1C: content 9% Ne (m/V), 9% Se (m/V), 6% Ca (m/V), 12% No (V/V) and 0% Tw (V/V); 8X: content 9% Ne (m/V), 0% Se (m/V), 6% Ca (m/V), 12% No (V/V) 
and 21% Tw (V/V); 8Y: content 0% Ne (m/V), 9% Se (m/V), 6% Ca (m/V), 12% No (V/V) and 21% Tw (V/V); 9C: content 9% Ne (m/V), 9% Se (m/V), 6% Ca 
(m/V), 12% No (V/V) and 24% Tw (V/V); Ne: Neem aqueous extract; Se: Sida weeds hydroalcoholic extract; Ca: Calcium extract; No: Neem oil; Tw: Tween 80. 
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Table 3. Coded of the 4 factor Simplex lattice design and the corresponding amount of the extracts in the formulation Ne, Se, Ca, No and Tw. 

Mixture codes and proportions of the extracts (%) 

Elements of the 

mixtures 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Tw (v/v) 0 21 21 24 10.5 10.5 12 21 22.5 22.5 8.25 18.75 18.75 20.25 16.5 

Ne (w/v) 9 18 0 9 13.5 4.5 9 9 13.5 4.5 9 13.5 13.5 13.5 9 

Se (w/v) 9 0 18 9 4.5 13.5 9 9 4.5 13.5 9 13.5 13.5 13.5 9 

No (v/v) 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

Ca (w/v) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

Tw: Tween 80; Ne: Neem aqueous extract; Se: Sida weeds hydroalcoholic extract; No: Neem oil; Ca: Calcium extract. 

2.3.2. Evaluation of the Biological Activity of the Best 

Bioformulated Emulsion Product 

The growth inhibitions of the best emulsion were obtained 
against fungi (Fusarium oxysporum, Pythium myriotylum, 

Phytophthora infestans and Phytophthora megakarya) by 
dilution method described previously using PDA medium 
incorporated with the best formulation at 20% and 10%; and 
against bacteria (Ralstonia solanacearum) using micro-plaque 
dilution to determine MIC. These assays were performed four 
times. 

2.4. Evaluation of the Characteristics of the Best 

Bioformulated Emulsion Product After pH Correction 

2.4.1. Production of the Best Bioformulated Emulsion 

Product with Corrected pH 

The correction of pH has been carried out considering the 
pH of the best formulation. To this end, a calcium oxide (CaO) 
was included in the process to produce the best formulation by 
replacing 0%, 15%, 16.67%, 25% or 33.33% (w/w) extract of 
calcium by CaO. Using the same process of the first and the 
second formulation step, the correction of pH induces the 
coalescence of emulsion. Then, the effect of formulation 
process on the coalescence was studied by comparing the 
three methodologies described below. 

1) Every aqueous soluble extract was dissolved in water 
(aqueous phase or Aq) and Tween 80 (Tw) plus Neem oil 
(No) were added and vortexed for 1.5 to 2 minutes to 
form an emulsion. This abbreviated method 
“Aq+(Tw+No)” corresponds to the process used during 
the two formulation steps. 

2) Aqueous phase (Aq) and Tween 80 (Tw) were added and 
vortexed for 0.75 to 1 min, then No was added and 
vortexed for 1.5 to 2 minutes to form emulsion. This 
method is the “(Aq+Tw) +No” process. 

3) Tween 80 (Tw) plus No were vortexed for 0.75 to 1 
min and each aqueous soluble extract dissolved in 
water was added and vortexed for 1.5 to 2 minutes to 
form an emulsion. This method is the “(Tw+No) +Aq” 
process. 

The best process was used to prepare the formulation at the 
optimize pH, by a high-energy method which consist of 
mixing for 10 min to have emulsion with a chosen percentage 

of CaO. 

2.4.2. Evaluation of the Characteristics of the Corrected best 

Bioformulated Emulsion Product 

As the best formulation, the droplet size, pH, 
conductivity, thermodynamic stability and biological 
activity of the optimize formulation were evaluated. In 
addition, MIC50 of the optimized formulation and the effect 
to the integrity of cell wall of P. megakarya were 
determined according to the protocol described by S. 
Limsuwan [22]. The effect of the optimize emulsion (1%), 
was evaluated on cocoa black pod disease (Theobroma 

cacao L., SCA12 × SNK413 variety) caused by P. 

megakarya, using detached leaf protocol describe by [23]. 
The experiment was performed two more times and the 
disease severity index was determined. Disease expression 
was assessed six days after inoculation, using the rating 
scale developed by [24, 25]. 

Data analysis 

The results were expressed as means ± standard 
deviation and subjected to Analysis of Variance (ANOVA) 
and significant differences were established using the 
Tukey’s test with P value less than 0.05. STATISTICA 10 
software was used to develop the validity of stability and 
activity models. 

3. Results 

3.1. Bioformulation of the Emulsion Product 

In the first step of bioformulation, the first group of the 
quasi-experiment model that had different concentrations of 
No and Tw had the maximum stability (100% stability) of the 
emulsion in the bioformulation having 6% No when 18% 
minimum of Tw was used (Figure 1). For the bioformulations 
with 9% and 12% of No, it is 21% and 24% of Tw which 
contribute to having the 100% of stability (Figure 1). Minimal 
stability (25% stability) was recorded in the surfactant-free 
bioformulation (Figure 1). By using 12% of No, the minimum 
stability is observed for the 1C emulsion and the maximum 
stability for the 9C emulsion. Both 1C and 9C emulsions were 
used in the simplex-Lattice design. 
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Figure 1. Stability of the emulsion in runs having Ne 9%, Se 9% and Ca 6% using the quasi-experiment design. No: Neem oil; Ne: Neem aqueous extract; Se: 

Sida hydroalcoholic extract; Ca: calcium extract. The means with different letters are different and significant at the 5% probability level. 

For the second group of this quasi-experiment where Se 
was absent and only Tw had a different concentration, we 
recorded 75% stability for the 8X trial which contains 12% of 
neem oil and 21% of surfactant after 48 h (Figure 2A). For the 
third group in this experiment where Ne was absent and only 

Tw had different concentration, the same percentage stability 
was recorded for the 8Y trial which contains 12% neem oil 
and 21% Tw after 48 h (Figure 2B). 8X and 8Y emulsions 
were also used in the simplex-Lattice design. 

  

A                                                         B 

Figure 2. Stability of the emulsion using the quasi-experiment design. (A) Runs having Ne 9%, Se 0% and Ca 6% (runs 1X, 6X and 8X who respectively have 0%, 

12% and 21% of NO). (B) Runs having Ne 0%, Se 9% and Ca 6% (runs 1Y, 6Y and 8Y who respectively have 0%, 12% and 21% of NO). No: Neem oil; Ne: Neem 

aqueous extract; Se: Sida hydroalcoholic extract; Ca: calcium extract. The means with different letters are different and significant at the 5% probability level. 

In the second step of bioformulation, regarding the stability 
of the fifteen mixtures (Figure 3A) and their model obtained 
from the 4 factors simplex-lattice design, the linear model was 
statistically significant with P= 0.000033 while quadratic and 
special cubic models were not significant with P= 0.712667 
and P= 0.719258 respectively (Table 4). This linear model has 
confirmed the strong beneficial effect of the 9C emulsion on 
the stability model (Figure 4A). The stability equation 
obtained is presented below. 

%Stability = 20.119*1C + 77.262*8X + 77.262*8Y + 
98.690*9C                 (1) 

where 1C, 8X, 8Y and 9C are the independent variables used 
for the construction of the Simplex-Lattice matrix. 

Regarding the inhibition of the fifteen mixtures on 

Fusarium oxysporum (Figure 3B) and the activity model 
obtained from the 4 factors simplex-lattice design, the linear 
model had also shown the statistically significance with P = 
0.006820 while quadratic and special cubic model had P= 
0.494183 and P= 0.554996 respectively (Table 4). This linear 
model showed that the 9C emulsion was the one with high 
beneficial effect on the activity model (Figure 4B). The best 
equation for % inhibition against Fusarium oxysporum was: 

%InhibitionFusarium oxysporum = 39.096*1C + 10.749*8X + 
46.155*8Y + 50.301*9C            (2) 

where 1C, 8X, 8Y and 9C are the independent variables used 
for the construction of the Simplex-Lattice matrix and only 
the 8X coefficient is not significant. 
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A                                                      B 

Figure 3. Stability and activity against Fusarium oxysporum of the second stage of formulation using the simplex-lattice design. (A) Stability. (B) Activity. The 

means with different letters are different and significant at the 5% probability level. 

Table 4. Stability model and bioactivity model of the Simplex lattice coded design for the fourth phase emulsion. 

Parameters of the stability models 
Model nature F P R2 AdjR2 MS effect MS error 
Linear 25.01704 0.000033 0.872169 0.837306 1986.607 79.4102 

Quadratic 0.62007 0.712667 0.926706 0.794777 62.112 100.1684 

Special cubic 0.64406 0.719258 0.979505 0.713076 90.199 140.0463 

Parameters of the linear stability model 
Factor 1C 8X 8Y 9C   
Coeff. 20.11905 77.26190 77.26190 98.69048   

P 0.008332 0.000001 0.000001 0.000001   

Cnf. Limt [6.32; 33.92] [63.46; 91.06] [63.46; 91.06] [84.89; 112.49]   

Parameters of the bioactivity models: Fusarium oxysporum inhibition 
Model nature F P R2 AdjR2 MS effect MS error 
Linear 6.959656 0.006820 0.654945 0.560839 556.2183 79.92038 

Quadratic 1.037508 0.494183 0.846301 0.569644 81.2556 78.31808 

Special cubic 1.395939 0.554996 0.976655 0.673168 83.0280 59.47826 

Parameters of the linear bioactivity model: Fusarium oxysporum inhibition 
Factor 1C 8X 8Y 9C   
Coeff. 39.09617 10.74883 46.15500 50.30065   

P 0.000066 0.115563 0.000015 0.000007   

Cnf. Limt [25.25; 52.94] [-3.1; 24.6] [32.31; 60.00] [36.45; 64.15]   

  

A                                                            B 

Figure 4. Trace plot of estimated significant linear model response of the 4 factors of the simplex-lattice design use in the stage two formulation. 1C, 8X, 8Y and 

9C are the independent factors. (A) Stability of the linear model. (B) Activity (growth inhibition of Fusarium oxysporum) linear model. 

3.2. Characterization of the Best Bioformulated Emulsion 

Product 

The best formulation was the 9C emulsion which is 
composed of water-soluble compounds (Ne 9%, Se 9%, Ca 

6%), 12% (v/v) No and 24% Tw. This best formulation was 
very acidic despite surfactant concentration (Table 5). A pH of 
2.84 and a conductivity 269 mV were recorded for the best 
formulation (Table 5). Table 5 also shows that centrifugation 
of the best bioformulation at 1000 ×g and 10000 ×g at 25°C 
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for 30 minutes decreases the stability by precipitating some 
compounds and changing the stable emulsion to one with 
precipitate and cream flocculation. At 45 °C, the best 
bioformulation is characterized by no precipitation but cream 
flocculation and oil (Table 5). The microscope image of the 

best bioformulation reveals the spherical shape of the 
emulsion, and also confirms the micro size of droplets (Figure 
5). The maximum droplet size of the best recorded 
bioformulation was 9.72 µm (Table 5). 

Table 5. Characterization of the best emulsion formulation and the optimize formulation. 

Formulation Shape 
droplet size 

[µm] 
PH 

Conductivity 

[mV] 

Centrifugation at 

1000 ×g and 10,000 ×g 

thermal stability 

at 45°C 

thermal stability 

at -20°C 

Best Spherical ≤ 9.72 
2.84 
(0.12) 

269.00 (18.00) 
Precipitation and cream 
flocculation 

Cream and oil 
flocculation 

Precipitation and 
cream flocculation 

Optimize 
Invisible on the 
photonic microscope 

Undetermined 
5.45 
(0.18) 

81.24 (10.24) 
Precipitation and no 
flocculation 

Homogeneous Homogeneous 

The values in the parenthesis are standard deviations. 

  

A                                            B 

Figure 5. Microscopic Pictures of the best emulsions and the optimize emulsions at 1000 x magnification. (A) Best formulation. (B) Optimize formulation. 

The growth inhibition of the fungi Fusarium oxysporum, 
Pythium myriotylum, Phytophthora infestans and 
Phytophthora megakarya by the best bioformulation at 20% 
and 10% showed a dose-dependent activity (Table 6). These 

two formulations significantly decrease the growth from 
7.90% to 55.25% when used at 20% (Table 6). In addition, 
the MIC of the best bioformulation against Ralstonia 

solanacearum was 80 µL/mL (Table 6). 

Table 6. Biological activity of the best emulsion formulation and the optimize formulation. 

 

Concentration Growth inhibition (%) 

[µL/mL] [mg/mL] Fusarium oxysporum Pythium myriotylum 
Phytophthora 

infestans 

Phytophthora 

megakarya 

Best emulsion 
200  46.64 (4.77) cd 55.25 (1.27) c 48.6 (1.84) c 39.2 (3.97) b 

100  23.16 (0.65) d 7.90 (3.05) e 24.36 (7.07) e 20.69 (2.91) c 

Optimize emulsion 
200  72.48 (8.4) b 83.46 (1.28) b 87.8 (0.64) b 100 (0.00) a 

100  48.03 (1.23) c 35.03 (1.58) d 37.4 (1.25) d 100 (0.00) a 

Negative Control / / 0.00 (0.00) e 0.00 (0.00) f 0.00 (0.00) f 0.00 (0.00) d 

Positive control / 0.0033 100.00 (0.00) a 100.00 (0.00) a 100.00 (0.00) a 100.00 (0.00) a 

The values in the parenthesis are standard deviations and the means in each column with different letters are different and significant at the 5% probability level. 

3.3. Characteristics of the Best Bioformulated Emulsion 

Product After pH Correction 

By changing part of Ca to CaO, the pH also increases 
from 2.84 to 8.57 and the conductivity decreases from 269 
mV to -107.8 mV (Figure 6). The use of pH adjusters at 
different concentrations with the Aq+(Tw+No) and 
(Aq+Tw)+No methods destabilizes the emulsion by a 

mechanism coalescence (characterized by the particles 
which become block at the interface and adopt a solid 
behavior) while (No+Tw)+Aq maintains stability. Then, 
the optimize formulation is composed of water-soluble 
compounds (Ne 9%, Se 9% Ca 4.5% and CaO 1.5% in w/v), 
12% (v/v) No with 24% (v/v) Tw and the formulation 
method (No+Tw)+Aq. 
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A                                                  B 

Figure 6. Effect of Calcium oxide on pH and Conductivity. (A) Effect of CaO on the pH. (B) Effect of CaO on the conductivity. The means with different letters 

are different and significant at the 5% probability level. 

The pH 5.45 and the conductivity 81.24 mV were recorded 
from the optimized bioformulation (Table 5). Table 5 also 
show that, centrifugation of the optimized bioformulation at 
1000 ×g and 10,000 ×g at 25°C for 30 minutes decrease the 
stability by precipitating some compounds without cream 
flocculation. At 45°C thermal stability was observed for the 
optimized bioformulation without precipitation or flocculation 
(Table 5). The microscope image of the optimized 
bioformulation revealed that the droplets were imperceptible 
at 1000 magnificent (Figure 5B). 

The inhibition of the growth of the fungi Fusarium 

oxysporum, Pythium myriotylum, Phytophthora infestans and 
Phytophthora megakarya by the optimized bioformulation at 
20% and 10% showed a dose-dependent activity (Table 6). It 

significantly decreases growth from 72.48% to 100% when 
used at 20% (Table 6). The MIC of the formulation optimized 
against Ralstonia solanacearum was 9.6 µL/mL. 

The optimized 1% bioformulation significantly reduced the 
growth of Phytophthora megakarya by 51.31% and reduced 
the formation of pathogenic cell wall by approximately 69% 
when used at 1% (MIC50) and 2% (2MIC50) after 24 h (Figure 
7A and 7B) in vitro. In addition, the disease severity index 
obtained with detached leaf protocol inoculated with 
Phytophthora megakarya is significantly reduced (P< 0.05) 
from very susceptible to resistant with the disease severity 
index 4.2, 1 and 1.5 for negative control, positive control and 
optimize bioformulation respectively (Figure 7C). 

   

A                                         B                                      C 

Figure 7. Effect of the optimize bioformulation on Phytophthora megakarya integrity and cocoa black pods disease severity. (A) Inhibition of the growing after 

a week. (B) Effect on the cell wall integrity. (C) Effect of treatments on cocoa black pods disease severity. The means with different letters are different and 

significant at the 5% probability level. NC: negative control, PC: positive control, OBF Optimized bioformulation. 

4. Discussion 

Biopesticides are ecofriendly pesticides obtained from 
natural substances. They are more widely used in agriculture 
and health programs; and can be beneficial for the 
environment [26]. Research on biological control of cacao 

black pod disease in cacao production is sparse or in its 
infancy [27]. There is a steady increase in information on the 
influencing factors and mechanisms that underlie the 
biological control of cacao diseases as well as practical 
aspects such as production, formulation and application of 
inoculum. Intensive research on plant growth-promoting 
rhizobacteria (PGPR) or organic substances is carried out 
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worldwide to develop biofertilizers and biocontrol agents like 
actinobacteria Streptomyces cameroonensis or oyster shell 
powder amendment for cocoa protection against P. 

megakarya [4, 17]. Futher work on production, formulation is 
also needed for biocontrol to become economically attractive. 
There is a growing interest in formulations based on natural 
bioactive agents like plant extracts as they often break down 
quickly [28]. A new dynamic is trying to combine elicitors in 
formulations for agricultural purposes, as shown in [6]. 

This study presents the production of an optimized 
emulsion bioformulation based on No, Ne, Se, Ca and Tw that 
can be used for plant protection. The quasi-experimental 
design and the simplex-lattice showed that, increasing 
surfactant also increase stability while Ne and Se have the 
same effect on stability. By increasing Neem oil in a 
formulation with a fixed amount of surfactant, stability was 
decreased and activity was enhanced [29, 30]. In the present 
study, the stability of the emulsion can be justified by Tw, but 
also by the presence of saponins, polysaccharides and/or 
proteins in the Se extracts [31]. 

The biological activity of emulsions containing or not 
containing Se against Fusarium oxysporum shows that Ne and 
Se have an additive effect. This could be due to the nature of 
the compounds that constitute them and their properties. In 
fact, the presence of tannin, saponin, flavonoid, steroid, 
terpenoids, cardiac glycosides, cryptolepin and quindoline has 
been reported in Sida acuta extract, which may justify its 
activities [11, 31]. Neem extract has shown many bioactive 
properties such as antifungal [7, 32]. 

Correcting the pH from 2.84 to 5.45 increased the 
thermodynamic stability of the optimized formulations and 
their bioactivity. By mixing No and Tw and after adding the 
aqueous phase and mixing again using a high-energy (vortex 
10 min), favored nano-emulsion characterized by fine droplet 
sizes which are not visible under microscope with 1000 x 
magnification. The stability of the optimized formulation 
corroborates those of [29] who managed to optimize Neem oil 
nano emulsion formulation with Tween 20 in distillated water 
by the high-energy method (30 to 45 min of sonication) and 
obtain smallest droplet size of 67.85 nm. These results also 
corroborate those of [33] who reported the in vitro effect of 
silicate hydroxide and calcium oxide at 1000 ppm on isolates 
of F. oxysporum, A. alternata, A. niger, P. digitatum, R. 

stolonifer and P. italicum. A possible mechanism of action 
could be associated with effects on virulence factors notably 
the enzyme protease. 

The optimized emulsion showed a significant 
dose-dependent activity (P< 0.05) against Phytophthora 

megakarya with an inhibition of 51.31 % when the emulsions 
were used at 1% in vitro and a reduction in the severity index 
of disease from 4.2 to 1.5 when applied to cocoa leaves. The 
effect of the optimized emulsion on the severity of the 
infection may come from the inhibitory effect of the 
formulation on the pathogen and/or from the ability of calcium 
to increase plant defence. These results corroborate those 
obtained by [23, 34] who showed that pre-treatment of cocoa 
with calcium elicitors and snail shell powder (rich in calcium 

and chitins) respectively, reduced the severity index of the 
disease caused by P. megakarya. 

5. Conclusion 

The 4 Factor mixture designs, stability and activity models 
showed that the best formulation contains No 12% (v/v), Ne 9% 
(w/v), Se 9% (w/v), Ca 6% (w/v) and Tw 24% (v/v) with the 
“AQ + (Tw+No)” production process. Therefore, the optimized 
formulation contains No 12% (v/v), Ne 9% (w/v), Se 9% (w/v), 
Ca 4.5%(w/v), CaO 1.5% (w/v) and Tw 24% (v/v) with the 
“(Tw+No) + AQ” production process. The best formulation and 
the one optimized at room temperature have 100% stability and 
a significant dose-dependent activity (P< 0.05) against plant 
pathogens. We have 20.69% and 100% inhibition against 
Phytophthora megakarya with the best emulsion and the one 
optimized respectively at 10%. When the optimized 
formulation is applied at 1% on the detached cocoa leaves 
before inoculation with Phytophthora megakarya, it reduces the 
disease severity index from 4.2 to 1.5. These results suggest that 
our models and bioformulation could be useful for protection of 
cocoa against P. megakarya, the causal agent of Black Pod 
Disease. 
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