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INTRODUCTION 

La colonisation des pentes des terrils houillers du Nord de la France, par 

des espèces herbacées, se réalise suivant un schéma précis. Après une phase 

pionniere fixatrice de la pente, une friche à Arrhenatherum elatius se met en 

place, puis après un certain nombre d'années celle-ci est remplacée par une 

pelouse rase à Hieracium pilosella. Pour expliquer cette seconde substitution, 

·Petit (1980) avance diverses hypothèses et évoque la question de la télétoxicité 

de la piloselle. En effet, Becker et col. (1950, 1951) etGuyot (1957) ont 

trouvé que la piloselle était télétoxique envers un certain nombre de plantes. 

Le but de notre travail a été d'explorer l'hypothèse "télétoxicité" dans cet 

exemple du remplacement d'une population d'Arrhenatherum elatius par celle de 

Hieracium pilosella. Nous avons plus particulièrement étudié la potentialité de 

la piloselle à rejeter dans son environnement des substances inhibitrices pour 

l'Arrhenatherum elatius sans qu'il y ait intervention d'autres facteurs (la 

microflore par exemple). Nous avons _également élaboré et discuté une 

méthodologie pour l'étude des phénomènes de télétoxicité ou allélopathie, sujet 

qui continue a faire l'objet de nombreux travaux et qui est actuellement 

fortement controversé, en tenant compte des critiques émises sur les travaux 

existants. 
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CHAPITRE I 

GENERALITES 

I.- L'ALLELOPATHIE 

-Au cours de leur développement, les plantes présentes dans un meme habitat 

interagissent entre elles. Muller (1969) utilise le terme interférence pour 

désigner ce phenomene [terme déjà utilisé par Harper (1961)]. 

L'interférence regroupe toutes les interactions possibles pouvant se 

produire entre les végétaux compétition, allélcpathie, symbiose, 

parasitisme ... 

I.1- Définition 

De Candolle (1832) fut le premier à émettre l'hypothèse de la phytoxicité de 

certaines espèces sur d'autres plantes. Molish (1937) introduisit le terme 

allélopathie, mot formé 
. 
a partir du grec "allêlo" (l'un,l'autre:marque de 

réciprocité) et pathos (souffrir) (in Fischer, 1979), pour désigner toute 

interaction biochimique, bénéfique ou néfaste, entre plantes (en y incluant les 

microorganismes). L'allélopathie a été redéfinie ensuite par plusieurs auteurs 

(Martin et Rademacher 1960, Muller 1970) qui la limitent aux effets néfastes. 

Cependant, nous préférons prendre l'allélopathie dans son sens le plus large 

selon la définition de Molish (1937) bien que le mot allélopathie signifie 
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souffrir (pathos); ce phenomène est 
. 

alors a diviser en deux categories pour 

separer les effets benefiques ou nefastes (figure n°l). 

Une distinction essentielle doit etre faite : une plante peut influer sur le 

developpement d'une autre plante par le rejet de substances actives sans 

l'intervention d'aucun autre facteur, dans ce cas on parle d'allelopathie 

directe ou d'allelopathie vraie; l'allelopathie indirecte ou allelopathie 

fonctionnelle (in Hunter, 1980) qualifie les cas dans lesquels il y a 

intervention d'autres facteurs (figure n°l). 

ALLELOPATHIE 

EFFETS BENEFIQUES : 
ALLELOPATHIE VRAIE 

EFFETS NEFASTES : 

EFFETS DIRECTS, PAS D'INTERVENTION 
D'AUTRES FACTEURS : 

1 
ALLELOPATHIE VRAIE POSITIVE 

~INTERVENTION D'AUTRES FACTEURS ' 
ALLELOPATHIE FONCTIONNELLE POSITIVE 

EFFETS DIRECTS, PAS D'INTER~ïiON 
D'AUTRES FACTEURS : 

/ AL1.ELOPATHIE VRAIE NEGATIVE 

ALLELOPATHIE NEGATIVE -

""INTERVENTION D'AUTRES FACTEURS ' 
ALLELOPATHIE FONCTIONNELLE NEGATIVE 

Figure 1 DIFFERENTS TYPES D'ALLELOPATHIE (in HUNTER, 1980) 

4 
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Le phènomène allèlopathigue 

Dans ce phènomène, un ou plusieurs mètabolites (actifs ou inactifs) de la 

plante èmettrice sont libèrès dans le milieu. Rice (1974) dècompose la plante en 

six parties pouvant contenir et libèrer ces substances les feuilles, les 

racines, les tiges, les fleurs ou inflorescences, les fruits et les graines. 

Tukey (1971), Rice (1974), Fischer (1979) voient quatres modes d'èvacuation des 

composès (ètape 2, figure n°2) : le lessivage, la volatilisation, l'exsudation 

racinaire et la dègradation du ntatèriel vègètal. Dans le milieu les substances 

doivent être actives et cette activitè doit se maintenir (ètape 3, figure n°2). 

Fischer (1979) dans un schèma {figure n°3) illustre bien la complexitè du 

maintien de cet effet dans le sol. Ces substances doivent ensuite aller vers la 

plante cible (ètape 4 de la figure 2, transit par le sol ou passage direct par 

les parties aèriennes) et être en concentration suffisante pour influer sur le 

dèveloppement de la plante cible. 

PLANTE EMETTRICE 

1- Production de substances (actives ou inactives) 

\ 
2- Libération dans le milieu 

\ 
3- Activité de ces substances dans le milieu 

~- Passage vers la plante cible à une concentration suffisante 

\LANTE CIBLE 

Figure 2 LE PHENOMENE ALLELOPATIITQUE 
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Figure 3 LE DEVENIR D'UN AGENT ALLELOPATHIQUE DANS· L'ENVIRONNEMENT 

(in FISCHER, 1979) 
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Fiaure 4 LES CLASSES DE CO!œOSES ALLELOPATHIQUES ET LEURS VOIES PROBABLES DE 

BIOGENESE (d'après Rice, 1974) In Perradin 1982. 
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Les plantes annuelles sont habituellement absentes des zones domin~es par 

Salvia leucophylla dans les landes herbeuses californiennes; une aire d~nud~e 

(60 à 90 cm) entoure ces arbustes. L'espèce Salvia contient des terpènes. Muller 

(1965) ~met l'hypothèse que ces terpènes sont responsables de ce ph~nomène. Des 

essais de toxicit~ avec Salvia, r~alisés sur des plantes trouvées à proximit~, 

montrent qu'un grand nombre de ces 
. 

especes sont sensibles; des analyses 

permettent d'isoler et de caract~riser les terpènes. Des échantillons de 

l'atmosphère prélevés a l'intérieur des buissons de Salvia contiennent des 

quantit~s d~tectables des terpenes les plus toxiques. Ces résultats amènent 

Muller à proposer que les terpènes sont responsables de la zone dénudée autour 

de Salvia leucophylla. 

Bartholomew (1970) ~tudie l'influence de l'activité animale sur les zones 

autour de Salvia leucophylla. Il compte le nombre d'excr~ents de lapin par 

unité de surface les densit~s les plus fortes sont situées à un mètre des 

buissons. Bartolomew place des graines de millet dans les zones dénudées et dans 

la prairie autour de ces zones, 24 heures plus tard 867. des graines placées dans 

les zones nues ont disparues contre 127. dans la prairie. Suspectant les petits 

mammifères d'être responsables de ceci, des pièges sont installés dans les deux 

zones : 28 souris sont capturées dans les zones dénudées contre 1 seule a 

l'extérieur de ces zones. L'activité animale doit être importante autour des 

buissons de Salvia leucophylla. Afin de tester le rÔle des petits mammifères des 

parcelles sont isolées par un grillage dans les zones dénudées. Dans certaines 

parcelles, une ouverture est faite pour laisser entrer les mammifères, elles 

offrent -les memes conditions de microclimat que les parcelles complètement 

fermées et servent de t~moin. Bartholomew constate que la végétation se 

développe uniquement dans les parcelles fermées, les mammifères interviennent 
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donc dans la composition de la vegetation. La zone denudee apparaît donc être 

essentiellement, sinon totalement, le fait d'une activite elevee de divers 

herbivores autour des buissons de Salvia. On peut se demander si l'allelopathie 

joue un rÔle. 

De nombreux auteurs comme Miles (1981) reprochent aux recherches existantes 

de ne realiser que des essais biologiques in vitro, sans correlation, ou très 

peu, avec la croissance des plantes sur le terrain. Affirmer qu'une plante est 

allelopathique par le seul fait d'isoler une substance toxique 
. 
a partir d'une 

plante est insuffisant : on peut extraire de n'importe quel organisme vivant une 

substance inhibitrice pour une plante. 

Dans le cadre d'une al1elopathie vraie negative, comme celle qui a ete 

retenue dans le cadre de notre recherche, la plante devrait agir seule. Nous 

devons donc montrer qu'il existe une substance toxique dans la plante, que 

cette substance est liberee dans le milieu et qu'elle n'y est pas inactivee. Il 

est indispensable de demontrer ensuite que sur le terrain cette substance est en 

concentration suffisante pour agir et jouer un rÔle. Il faut aussi replacer 

l'allelopathie dans le contexte des interferences existantes. 

I.3- Les travaux sur l'allelopathie 

De nombreux travaux ont ete realises sur l 1 allelopathie (surtout sur les 

effets negatifs, rarement sur les effets positifs), tenter de les decrire tous 

est impossible, de même que vouloir etablir une classification de ces travaux; 

mais tous ceux dont nous avons eu connaissance ont un point commun : ils ne 

prouvent pas de façon claire et indiscutable l'existence de l'allèlopathie. 
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L'obstacle majeur, pour prouver l'existence de ce phenomène, est la 

difficulte voire l'impossibilite de le separer des autres interactions, dans la 

nature. Plusieurs auteurs ont, pour contourner cette difficulte, uti·l·i:sé· des 

dispositifs experimentaux "en escaliers" en serre (Walters et Gilmore 1976, 

Lovett et Kari Jokinen 1984). Ce dispositif, initialement decrit par BBrner 

(1958), est seduisant en theorie il permet de separer la competition et 

l'allelopathie. Cependant il n'offre aucune relation avec les plantes dans la 

nature et est critiquable : toutes les plantes ne reçoivent pas la même quantite 

de lumière, ni la même solution nutritive, des bacteries peuvent se developper 

dans la solution de culture, quel est leur impact sur les toxines rejetees par 

les plantes ? 

Pour etudier l'allelopathie de 3 varietes de ble, Prasad et Rajeswaru (1981) 

realisent des cultures pures et mixtes (binaires) avec ces trois cultivars. Un 

tel protocole ne permet pas de mettre en evidence l'allelopathie d'une plante 

. 
vis a vis d'une autre plante mais indique seulement l'existence, dans les 

conditions experimentales, d'une interference entre les deux vegetaux etudies. 

Le seigle se developpe mal en presence d'Ambrosia psilastachya. Dalrymple 

et Rogers (1983) supposent l'existence d'un phenomène allelopathique entre 

ces deux plantes ; ils realisent des extraits aqueux d'Ambrosia qu'ils testent 

vis a vis de plusieurs plantes dont le seigle, ces extraits se revèlent être 

toxiques dans la plupart des cas. 
. 

Les auteurs concluent a l'allelopathie 

d'Ambrosia psilastachya. De tels travaux ne permettent pas d'affirmer la realite 

de l'allelopathie : un extrait aqueux toxique ne prouve pas qu'une plante soit 

toxique. Souvent, dans de telles experiences, le phenomène "pression osmotique" 

des extraits n'est pas pris en compte et peut être responsable de la toxicite 

constatee. 
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Tang et Young (1982) isolent, à partir d'une culture exp~rimentale, des 

exsudats racinaires de Hemarthria altissima. Ils identifient ensuite dans ces 

exsudats plusieurs composés qui sont, pour eux, allélopathiques. Des travaux 

comme celui-ci ne prouvent pas l'all~lopathie de certaines substances : dans la 

nature, dans le sol sous Hemarthria altissima retrouve-t-on ces compos~s ? 

sont-ils en concentration suffisante pour agir in situ sur le d~veloppement des 

vég~taux pr~sents ? 

II.- LES RECHERCHES SUR LA TELETOXICITE DE LA PILOSELLE 

II.1- Les diff~rents travaux 

Guyot et Massenet (1950) remarquent que, sur les affleurements calcaires de 

Picardie, les annuelles des jachères et des friches voisines se rencontrent 

rarement, et de façon très dissémin~e, dans la pelouse stabilisée à Brachypodium 

pinnatum qui repr~sente le stade ultime du peuplement des terres incultes. Leurs 

observations montrent que cette absence n'est pas due à un manque de semences 

dans le sol : dans des pr~lèvements de terre, ils identifient de nombreuses 

plantules dont 57 especes ne participant pas à la structure floristique normale 

de la pelouse herbeuse. Ces semences ne germent pas et persistent dans le sol 

pendant de longues ann~es, vivantes mais inertes. 

Becker et al (1950) r~alisent des extraits aqueux de terre pr~levée dans la 

pelouse à brachypode, au contact des racines de Brachypodium pinnatum ou des 

12 
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racines de Hieracium pilosella. Ils testent ensuite la toxicit~ de ces extraits 

vis a vis de certaines plantes : 

l'extrait aqueux de terre sous le brachypode ne montre aucune toxicit~ vis 

a vis des plantes exp~riment~es (le pourcentage de germination et la morphologie 

des plantules ne sont pas alt~r~s). Pour eux, l'absence de thérophytes dans les 

taches à brachypode de la pelouse est dÛe au recouvrement total du terrain par 

la gramin~e s'opposant ainsi au d~veloppement d'autres plantes; 

- l'extrait aqueux sous la piloselle perturbe la germination des graines et 

la croissance des plantules, certaines nontrent une torsion de la tigelle et une 

boursouflure du limbe, d'autres sont ch~tives, la hauteur moyenne des plantules 

trait~es est r~duite. Pour eux, l'effet toxique constat~ explique la raret~ et 

le rabougrissement de la v~g~tation dans les taches à piloselle de la pelouse 

malgr~ sa taille basse et un recouvrement du sol souvent incomplet. Dans un 

dernier essai, ils comparent la croissance de plantules arros~es avec un extrait 

aqueux de racines fraiches de piloselle avec celle de plantules arros~es avec de 

l'eau pure et trouvent une diminution de la hauteur moyenne des plantules 

trait~es. 

Becker et Guyot (195la, 195lb) ~tudient 
. 

la toxicit~ de quinze especes 

vég~tales participant à la structure floristique des divers groupements v~g~taux 

des terres incultes vis à vis de la germination et de la croissance d'annuelles 

(bl~, radis, lin, vesce). Pour tester la toxicit~, ils arrosent des graines 

dispos~es sur du sable ou du pap1er filtre avec les eaux de lavage des racines, 

les extraits aqueux de racines s~ch~es ou les extraits de terre. Dans tous les 

cas, y compris Hieracium pilosella, ils constatent que l'extrait aqueux de 

racines s~ch~es est le plus toxique et l'eau de lavage la moins toxique. L'effet 

inhibiteur constat~ est d'autant plus marqu~ que l'extrait est plus concentr~. 

Cet effet varie dans le temps; les maxima sont atteints lors des pr~lèvements 
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des mois de printemps et d'~t~. Ces auteurs constatent par ailleurs dans 

certains essais un effet stimulant se substituant à l'inhibition observ~e lors 

de la dilution des extraits. Cet effet stimulant fr~quent dans le cas des 

labi~es (Origanum, Thymus) est rare dans le cas des compos~s (Hieracium). 

Becker et al (195la) trouvent la piloselle autotoxique. Le pourcentage de 

germination des graines de Hieracium pilosella est diminu~ de 247. lorsque 

celles-ci sont plac~es au contact de jeunes plantules de p1loselle et de 717. 

lorsqu'elles sont arros~es avec un extrait aqueux de racines fraiches de 

piloselle. L'~limination de la piloselle au centre des vieilles -cuvettes a 

piloselle est pour eux la cons~quence de son autotoxicit~. 

Becker et al (1951b) sèment des graines de Vicia sativa sur de la terre 

pr~lev~e au contact des racines de Brachypodium pinnatum a laquelle ils ont 

incorpor~ de la poudre de racines s~ch~es de piloselle. Ils constatent une 

exaltation de l'activit~ phytopathologique de certains ~l~ments bact~riens ou 

fongiques contenus dans la terre ou apport~s par la semence. 

Guyot (1959) établit pour quelques plantes un rapport entre la toxicit~ des 

eaux de lavage des racines et la richesse des extraits aqueux des organes 

a~riens en substances dissoutes. Les plantes poss~dant des extraits riches en 

matières dissoutes ont une aptitude à ~liminer par la voie des racines des 

substances ~ventuellement phytotoxiques, Hieracium pilosella fait partie de ces 

plantes. 

Widera (1978) dans ses travaux sur la comp~tition entre Hieracium pilosella 

et Festuca rubra ~tudie les effets des extraits de sol de piloselle (extrait à 

307.) et des extraits de cette plante (extrait à 47. de plante fraÎche) sur la 
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germination et la croissance des deux plantes; l'auteur conclut que la piloselle 

est toxique pour Festuca rubra et aussi pour elle-mème. 

Hieraèium pilosella et Hieracium praealtum, introduits en Nouvelle Zelande 

dans les annees 1920, se sont rapidement developpes dans les pelouses rases des 

regions sèches de l'ile sud. Dans le but d'expliquer ce developpement rapide, 

Makepeace, Dobson et Scott (1985) ont etudie l'allelopathie et la competition 

chez ces deux plantes. 

Les extraits aqueux de feuilles mortes non lessivees inhibent la germination 

du trèfle blanc; cette inhibition diminue lorsque l'on utilise des feuilles 

lessivees et elle est minimale avec des extraits aqueux de feuilles vivantes. 

L'acide cafe~que et l'acide chlorogenique ont ete identifies dans les extraits 

de feuilles et de racines de Hieracium pilosella et de Hieracium praealtum. 

L'ombelliferone, identifiee comme le principal agent phytotoxique, a ete trouvee 

uniquement dans les feuilles de piloselle. 

La croissance racinaire de Festuca novae-zelandie • en culture hydroponique, 

est inhibee en presence d'ombelliferone. 

Des mesures, effectuees sur le site de Cave Stream, montrent des differences 

entre les fetuques et les trèfles des pelouses à piloselle et ceux à l'exterieur 

de ces pelouses : 

. 
les fetuques sont plus petites dans les pelouses a piloselle et la teneur 

en azote des feuilles est plus faible; 

- la densite, le poids sec, la longueur des racines et le nombre de feuilles 

des trèfles sont plus faibles dans les pelouses à piloselle. 
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Les jeunes trefles sur le terrain et ceux au laboratoire mis en présence 

d'ombelliférone ou de lessivats de feuilles mortes présentent les memes 

dommages. Mais il n'a jamais été possible de déceler sur le terrain la présence 

d'ombelliférone dans le sol. 

Dans des séries de remplacements, Hieracium praealtum ne montre aucune 

supériorité vis à vis des plantes testées, excepté avec le trèfle blanc dans des 

conditions de faible fertilité du substrat. Hieracium pilosella se montre 

supérieur 
. 
a la plupart des plantes testées sauf pour Trifolium hybridum qui 

domine la piloselle en culture mixte. 

II.2 - DISCUSSION 

Comme pour les autres travaux sur l'allélopathie, ceux sur la télétoxicité de 

la piloselle nous suggèrent quelques réflexions. 

Becker et al (1950), Widera (1978) utilisent pour démontrer la phytotoxicité 

de la piloselle des extraits aqueux de terre ou de plante. Dans leurs tests de 

germination l'influence de la pression osmotique de ces extraits n'est pas 

étudié, Bell (1974) montre pourtant qu'au delà d'une valeur de 50 milliosmoles 

les résultats doivent ètre interprétés avec soin. 

Becker et al (1950) notent dans leurs essais de télétoxicité, réalisés en 

laboratoire, une déformation du limbe et une torsion de la tigelle des plantes 

testées. Ils ne mentionnent pas si ces observations se retrouvent dans la 

pelouse à Brachypodium pinnatum. 

Becker et Guyot (1951a, 1951b) utilisent le blé, le lin, le radis et la 
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vesce comme plantes tests dans les essais de toxicite. Les graines dormantes de 

thérophytes presentes dans la pelouse manifestent-elles les mêmes symptômes que 

ces plantes ? Les tests auraient dÛ être faits sur les therophytes et non sur le 

ble, le lin, le radis et la vesce. 

Petit (1980) constate que dans la pelouse à Hieracium pilosella, la friche 

se maintient dans les cuvettes mais est inhibee sur les replats où la piloselle 

s'est installee. Ceci est en desaccord avec Becker qui trouve la vegetation rare 

et chetive à l'intérieur des cuvettes à piloselle. 

Les recherches de Becker et col. ne prouvent pas, de façon indiscutable, que 

la piloselle soit allélopathique pour d'autres plantes. La corrélation entre le 

laboratoire et le terrain n'est pas étudiee; le sol contient-il ces substances à 

une dose suffisante pour agir ? Les travaux suggèrent seulement une telétoxicite 

possible de la piloselle (extraits, de sol et de plante, toxiques). 

Makepeace et al (1985) trouvent les extraits de piloselle toxiques pour 

certaines plantes sans qu'il y ait influence de la pression osmotique. Ce qui 

confirmerait les travaux de Widera et ceux de Becker et al. 

Ces mêmes auteurs constatent sur le terrain que les trèfles présentent des 

dommages identiques à ceux causes par l'ombelliferone mais ils ne retrouvent pas 

cette substance dans le sol. Les dommages constates sont-ils specifiques de 

l'ombelliferone ou peuvent-ils être attribues à d'autres facteurs ? 

Les mesures effectuees sur le site de Cave Stream suggerent une 

interference, dans les pelouses à piloselle, entre les fêtuques, les trèfles et 

les piloselles. Les auteurs ne précisent pas si les sols des pelouses a 
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piloselle et ceux à l'exterieur de ces pelouses sont identiques, les differences 

constatees sur les fetuques et les trèfles pourraient être dues, en totalite ou 

en partie, à un effet de mosa!que. 

Les travaux de Makepeace et col. ne prouvent donc pas d'une façon 

indiscutable que la piloselle soit allelopathique, in situ, pour les fetuques et 

les trèfles. 

III.- LES PLANTES UTILISEES ET LE MILIEU D'ETUDE 

Notre travail a porte sur l'etude de la teletoxicite de la piloselle afin 

d'expliquer le passage d'une friche haute à Arrhenatherum elatius à une pelouse 

rase a Hieracium pilosella. Nous avons donc utilise comme plantes 

l'Arrhenatherum elatius et Hieracium pilosella. 

Les graines de Hieracium pilosella proviennent de la pelouse rase. Celles 

d'Arrhenatherum elatius ont ete recoltees dans la pelouse rase, dans la friche; 

nous avons même utilise un lot provenant d'une friche situee sur le Campus 

universitaire (chapitre 2 et 3). 

III.l- Arrhenatherum elatius 

Le genre Arrhenatherum fait partie de la famille des Poacae. La flore 

française possède deux varietes d'Arrhenatherum elatius : 

- Arrhenatherum elatius var bulbosum (Willd) Spenner. 

- Arrhenatherum elatius var vulgare. 

Dans notre travail seule cette seconde variete a ete utilisee. 
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III.2- Hieracium pilosella 

. 
C'est une espece vivace que l'on rencontre dans les pelouses et les prairies 

sèches, les landes, les friches et les roches à l'affleurement. 

Phytochimie de la piloselle 

Des composés phénoliques ont été détectés chez Hieracium pilosella (figure 

n°5). Certains sont connus pour être phytotoxiques. 

Duquénois et Greib (1953, 1956), Greib (1957) ont isolé de cette plante une 

substance possédant une activité antibiotique vis à vis de certains Brucella et 

l'ont identifiée à l'ombelliférone (7-hydrocoumarine). Deux acides phénoliques 

ont été décélés en même temps : l'acide café~que et l'acide chlorogénique (ou 

analogue). 

Un hétéroside de l'ombelliférone (7-(glucosyloxy)coumarine ou skimmine), 

localisé en majeure partie dans les feuilles, a été trouvé dans cette plante • 
(Haag-Berrurier, 1958 et 1964). Les organes souterrains en contiennent de 

faibles quantités. Une variation saisonnière de la teneur en cet hétéroside et 

en ombelliférone a étè montrée par Duquesnois et Haag-Berrurier (1961), le 

maxima se trouve en septembre et le minima en avril. 

Ces mêmes auteurs (1962, 1963) ont décelé dans les fleurs la présence de la 

lutéoline (3', 4', 5.7 tétrahydroxyflavone) et dans les parties vertes celle 

d'un hétéroside de cette substance (7-monoglucoside lutéoline). 

Un hétéroside de l'apigènine, contenant du glucose et de l'arabinose fixés 
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en position 7, a été trouvé par Haag-rlerrurier (1964). 

R = H ; ombelliférone 

R = glucose ; skirnmine 

. ;;"'C:I1~00H 

.HO~ 
OH 

acide caféïque 

HO 

HO~c:H-CO~% COOH 

• • 
HO 1• OH 

HO 

acide chlorogénique 

R = H ; lutéoline 

R = glucose ; 7-monoglucosiàe 

lutéoline 

R = reste osidique (glucose+arabinose) 

hétéroside da l'apigénine 

Figure 5 LES COMPOSES PHENOLIQUES DE LA PILOSELLE 
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111.3- Le milieu d'etude 

111.3.1. Les pelouses a Hieracium pilosella 

Ces groupements sont caractérisés par leur faible représentation en 

thérophytes, par contre les hemicryptophytes sont bien développés notamment 

Hieracium pilosella. 

Le déterminisme ecologique de ces différents groupements à piloselle est lié 

aux conditions nutritionnelles, magnésienne et calcique (figure n°6) (Petit, 

1977): 

- sur substrat acide, pauvre en bases échangeables, se développe 

le groupement a Hieracium pilosella et Catapodium tenellum; 

- sur substrat moins acide et plus riche se rencontre le Hieracium 

Poetum compressae cerastietosum; 

sur substrat proche de la neutralité s'installe 

l'Airo-Festucetum pimpinelletosum, 

acidophile. 

T<!rrils O. substrat ll<:Ïd" (pli 3 ,(,) p~nvr,. 

'!n bar-=:e~ ~chan~t!a~le~, plu" ou 1110ins 
désatur~. M;/Ca < 0,1 

Aût~tum ~~a~co~i~ 

TfiEI?O-Al RIOIJ 

(si conditi~n~ faYorabl.,s) 

Grottp'!',..n t à. C n. ( nporl i "'" 
teoteUum 

T/IH:O-AII?IVU 
~ 

l'Airo-Festuceum rumicetum est plus 

'Terri. J 11 ~ "uh~ t-.rft-t. ll'lnJ'~""~"""'" t: "cl 1l~ 1\ n,.•tf;.r~ 
ri c-h'! e'n ht~tse!; :.eha.ng'!~blett 

Pit: :.,.h~n,...~hl~ ( 1-:< -q/100 g) ~ :;C""""""i>l• (2,3-5 '""'"-/Il)('~) 
llr./r~n (11,1--n,;>) l'r:/Cil 10,2-0,5) 

llitt"rlft•i,,-rntt tn'" t"t'?"""~~!(t~ 
cr "''tt" f.it'1rr~um {~11 ;,;,..r,) 

HST!I('!l-c;frJETi\ll" 

( "' l; ~""'~ 1) 

c~ ;cnong{!!"hlP. ( 1)-i•O ~1/100 g) 

IAF.iCn < 0, 1 

Ai "to-rr-! luc~ hrm 
,,,.r.,nrfl..r (C'~u~ {rH 5,?-7 ,7~ 

f[!T!IC!l-5(!'[TM_! .\ 
(f\Hianc" 7) 

j 
Ai/'rn-rr~ tur:r tunr 
Jturnic.rtt·~•ll'• (pli ),2-~.ï) 

Figure 6 D~~INISME ECOLOGIQUE DES GROUPEMENTS DE PELOUSES A Hieracium 

pilosella SUR LES TERRILS DU NORD DE LA FRANCE (EXTRAIT DE PETIT, 

1977). 
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III.3.2. De la friche a la pelouse rase 

Petit (1980) constate qu'au cours de la dynamique de la colonisation des 

terrils du Nord de la France une friche 
. 
a Arrhenatherum elatius peut se 

developper. Certaines de ces friches possedant un environnement favorable 

(exposition nord, proximite de porte-graines) conduisent a une formation 

arbustive a Crataegus monogyna, mais la plupart evolue vers une pelouse rase a 

Hieracium pilosella. Certains facteurs peuvent accelerer le processus 

(pietinement, presence des lapins, xericite). Dans la pelouse, la friche se 

maintient dans les cuvettes et favorise la croissance de l'aubepine (figure 7). 

L'installation de la pelouse n'est pas sous la seule dépendance de facteurs 

nutritionnels sur le terril 31 de Estree Blanche la pelouse se developpe sur 

un substrat possedant les conditions nutritionnelles de friches elevees d'autres 

terrils. 

Petit (1980), invoquant les travaux de Becker et Guyot sur la teletoxicite 

de la piloselle, émet l'hypothèse d'un rÔle possible de cette dernière dans 

l'installation~de la pelouse. 

Dévc.!cpp~u~ cie. ~ou..-:.-:.!4 a C::o:=a.s~~ r:'I07"Z.a~..n:a: 
à. L::. .{a.vc.u.·:. ac. !'e..x.i..4~uu:.c. d'tu1..t. :.ré~r·· .. Lort en moba.Z.atLt. : 
~ Lu :!.LV~~ l::.. ~ &i A..-:-~;....:::~ e Z,a;::.Ua ~e_ mc..i.n
..:..i.tJ~ e:..: J..c..v ~~ c. i.::.. c,~4a.JtC.C. :.L ! 'Q.Dt::J.Utt. a u.i. U..: .:.u. 
r_oi'IZI' .. ~ . .i.::.c. • .:.nn.ü:oéc. ~ ... -:. w lle:pi:--• où .ï..c. p~1.1.4è ll.o:.4c. • 'u.;: 
~e.. 

(' 
t;-1'0 

,~;:,·' 
c• r-

Figure 7 

: ;.·:~ ... l .. :l!:.': 
~~ 

EXTRAIT DE PETIT (1980) 
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III.3.3. Le terril de Haveluy 

Les rècoltes de sols, de plantes et de graines ont ètè effectuèes sur le 

terril n°157 sis sur le territoire de la commune de Haveluy. Celle-ci est situèe 

a l'Est du bassin minier, à 2km au Nord de la ville de Denain. Le terril est 

conique et boisè en certains endroits (bouleaux et chênes). Le pH du sol varie 

de 4,5 a 6 et le rapport Mg/Ca de 0,2 à 1,0; la somme des bases èchangeables est 

faible ainsi que le taux de saturation (indices de milieux pauvres). 

La pelouse rase peut se prèsenter sous diffèrentes formes 

- une forme riche en especes vègètales. Le Sedum acre est prèsent dans une 

pelouse situèe sur un replat le long de la rampe de chargement (indice de 

xèricitè du milieu); 

- le haut du terril est colonisè par une formation pauvre en especes avec 

principalement Hieracium pilosella, Polytrichum piliferum et Catapodium 

tenellum. 

IV.- OBJECTIFS DU TRAVAIL ENVISAGE 

-Le but de notre travail a ètè abordè dans l'introduction. Il consiste a 

èlucider les questions suivantes : 

-
l'allèlopathie intervient-elle dans l'èvolution de la friche a 

Arrhenatherum elatius vers la pelouse rase à Hieracium pilosella 7 

- la piloselle agit-elle seule (cas de l'allèlopathie vraie nègative) 7 

Dans le cas de l'allèlopathie vraie nègative, la plante doit contenir une ou 

des substances toxiques, les rejeter dans l'environnement et ces substances 

doivent y être actives. Nous avons donc tentè de rèpondre, dans l'ordre, aux 
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questions suivantes : 

la piloselle possède-t-elle des substances toxiques ? Compte tenu des 

techniques a utiliser pour traiter ce point, une ~tude pr~alable est 

indispensable afin de diff~rencier les effets toxiques d 1 ~ventuels effets dus à 

la pression osmotique. 

- la plante rejete-t-elle ces substances (l'~tude a port~ sur les exsudats 

racinaires)? 

-- le sol sous la piloselle est-il toxique ? Trouve-t-on les memes substances 

que celles isol~es de la plante ? 
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CHAPITRE II 

INFLUENCE DE LA PRESSION OSMOTIQUE SUR L'ELONGATION 

RACINAIRE DE L'ARRHENATHERUM ELATIUS ET SUR CELLE DU RADIS 

Dans leurs travaux sur l'allèlopathie de Hieracium pilosella, Becker et al 

n'ont pas vérifie si la pression osmotique des extraits de racines et de sols 

utilisés intervenait dans l'inhibition de la croissance des plantes testées. Or, 

postérieurement 
. 
a leurs etudes, BELL (1974) montre sur Brornus rigidus qu'au 

delà d'une valeur de 1,12 atm la pression osmotique reduit la croissance 

racinai re par conséquent, dans l'étude de l'allèlopathie, les tests réalisés 

doivent permettre de separer les effets inhibiteurs lies a des substances 

toxiques de ceux résultant d'une pression osmotique élevée. Nous avons donc : 

1°) teste l'influence de la pression osmotique sur l'elongation racinaire de 

Arrhenatherurn elatius et du radis (plante test utilisée par Becker et col). 

2°) mesuré la pression osmotique des extraits aqueux de piloselle et de sol 

provenant de la pelouse à piloselle et de la friche à Arrhenatherurn elatius afin 

de vérifier si ceux-ci n'étaient pas inhibiteurs du fait d'une pression 

osmotique trop elevee. 

I.- MATERIELS ET METHODES 
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1.1.- Les plantes tests 

Nous avons utilisé comme plantes tests l'Arrhenatherum elatius et le radis 

(plante test utilisée par Becker et al). Afin de déterminer la toxicité des 

solutions retenues, le taux de germination et l'accroissement racinaire au stade 

plantule (4 à 5 jours) ont eté etudiés. Le protocole expérimental est décrit en 

annexe 1. 

Les tests ont eté répétés trois fois. 

1.2.- Les solutions utilisées pour tester l'effet de la pression osmotique: 

nature et mode de préparation 

Pour les tests sur l'Arrhenatherum elatius, nous avons utilisé 3 types de 

solutions 

5 concentrations en mannitol (100 mM, 80mM, 60mM, 40mM et 20mM) qui 

correspondent respectivement à des pressions osmotiques de 2,24 atm, 1,792 atm, 

1,344 atm, 0,896 atm et 0,448 atm. Nous avons utilisé le mannitol pour etudier 

l'influence de la pression osmotique car ce composé organique glucidique est une 

substance inerte qui ne pénètre pas dans la cellule vegetale; il ne peut 

intervenir que par la pression osmotique qu'il crée; 

- 4 concentrations en solution trois fois normale de Hoagland (annexe 2), 

dilution 0, 1/4, 1/2, 3/4) qui possèdent respectivement des pressions 

osmotiques de : 1,792 atm, 1,344 atm, 0,896 atm et 0,448 atm; 

- 3 concentrations en NaCl (30 mM, 20mM, lOmM) qui ont respectivement des 

pressions osmotiques de : 1,344 atm, 0,896 atm, 0,448 atm . 

• 
La pression osmotique est engendrée suivant les solutions par une substance 

inerte, par des élements nutritifs et par une substance supposée toxique. 

L'effet spécifique de la pression osmotique pourra, par conséquent, être séparé 

d'autres effets positifs ou négatifs. 

Pour le radis, nous avons uniquement testé l'effet pression osmotique en 

utilisant le mannitol aux concentrations suivantes : 40mM, 80mM, 120mM, 160mM,et 
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utilisant le mannitol aux concentrations suivantes : 40rnM, 80rnM, 120mM, 160rnM,et 

200rnM. Elles correspondent respectivement à des pressions osmotiques de 0,896 

atm, 1,792 atm, 2,688 atm et 3,584 atm. 

I.3.- Les extraits aqueux de piloselle et 
. 

de sol a tester mode de 

prèparation 

Dans leurs tests de toxicitè, Becker et col utilisent des extraits aqueux de 

racines de piloselle. Nous avons utilisè dans nos tests des extraits aqueux du 

même type ainsi que des extraits du mèlange rhizome-racine de piloselle les 

pressions osmotiques de ces deux extraits ont donc ètè èvaluèes. 

1.4.- Mèthode et mesure de la pression osmotique 

La pression osmotique des solutions tests a ètè èvaluèe avec l'osmomètre 

automatique de Roebling et par la mesure du point de congèlation d'une solution. 

La pression osmotique des solutions tests a ètè vèrifièe avec l'osmomètre 

automatique de Roebling. 

1.4.1. Mesure de la pression osmotique des extraits avec 

l'osmomètre automatique de Roebling 

Cet appareil ne nous a pas permis de mesurer la pression osmotique des 

extraits, il n'a jamais affichè de valeurs. 
. 

Croyant a une dèfaillance de 

l'instrument de mesure nous avons essayè un autre appareil de la 
A 

meme marque, 

les rèsultats ont ètè identiques. 

' Par contre, si les extraits sont portès_a èbullition pendant un instant tres 

court, la mesure est ensuite possible. 

Remarque 

Dans les solutions chauffées aucun trouble ni prècipitè n'apparaissent. Afin 

de visualiser des modifications de substances, des chromatographies sur colonne 
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d'extraits aqueux de melange rhizome-racine frais de piloselle, avant et apres 

chauffage, ont été réalisées. Le gel Sephadex LH20 (Pharmacia) a été choisi, il 

est stable de pH2 à pH10. Ce gel permet une séparation de substances par 

tamisage moléculaire et absorption, mais il ne peut pas être utilisé avec des 

gradients de solvants, son volume dépendant de ces derniers. Nous avons utilisé 

une colonne de diamètre égal a 2,6cm et haute de 33cm, le solvant eau-éthanol 

(50-50, v-v) à un débit de 42ml par heure. Les substances furent détectées par 

U.V. (Uvicard 4700, LKB). 

I.4.2. Détermination de la pression osmotique par la mesure du 

point de congélation d'une substance. 

Le point de congélation des extraits est mesuré a l'aide d'un cryometre 

(thermomètre gradué en 1/50 de degré) et la pression osmotique calculée grâce à 

la formule suivante : 

1r = 22,4 (To - T') 

1,86 

To = zéro vrai du thermomètre 

T' = point de congélation de la solution 

1T = pression osmotique de la solution en atmosphère 

To et T' = sont exprimés en degré centigrades 

Nous avons effectué cinq mesures sur chaque type d'extraits. 

II.- RESULTATS 
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II.l. Influence de la pression osmotique sur les plantes-tests 

- l'Arrhenatherurn elatius 

Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau n°l. La figure n°8 en 

donne une representation graphique ; dans celle-ci l'allongement racinaire est 

exprime en pourcentage par rapport au temoin "eau distillee" qui represente 1001. 

de croissance racinaire. 

Le mannitol n'a aucun effet sur l'elongation racinaire jusqu'à 0,896 atm et 

l'inhibe significativement (test de Student) à partir de 1,344 atm. 

Le NaCl provoque une diminution significative de l'allongement racinaire dès 

0,448 atm. 

La solution de Hoagland montre un effet intermediaire. Les dilutions a 0,448 

atm et 0,896 atm ont une action semblable : l'elongation racinaire est diminuee 

dans des proportions proches mais cette diminution n'est pas significative. A 

partir de 1,344 atm elle le devient et la courbe suit celle du mannitol avec un 

decalage. 

Aucune des solutions testees n'a d'influence sur le nombre de graines 

germees d'Arrhenatherurn elatius (tableau n°l). 

- le radis 

Les resultats obtenus sont résumés dans le tableau n°2. La figure n°9 en 

donne une representation graphique, celle-ci montre une allure similaire à celle 

obtenue precedemment sur l'Arrhenatherum elatius avec le test mannitol (figure 

n°8). 

Le mannitol est sans effet sur l'elongation racinaire du radis jusqu'à 1,792 

atm et l'inhibe significativement (test de Student) au delà de 2,688 atm. 

Les solutions de mannitol testees ne montrent aucune influence sur la 

germination des graines de radis. 

La comparaison des tableaux n°l et n°2 montre que le radis supporte des 

pressions osmotiques plus elevees que l'Arrhenatherurn elatius : le mannitol est 
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Fi gu re 8 Influence de la pression osmotique sur l'allongement 
racinaire d'a I'Arrhenatherum elatius 

Pression 
Na Cl 

osmotique 
Hoa gland Mannitol 

en atmosphère 

0 (témoin 

0,448 

0,896 

1,344 

1,792 

2,240 

TABLEAU 

- -n x cr n x 0 n x 0 

H20) 28 27,04 4,46 30 36,16 12,25 25 31,80 11,32 

28 23,43 * 7,17 30 31,07 11,79 30 32,27 14,95 

27 17,63 
..,': 

7,74 28 30,78 11,03 25 31,28 8,70 
·'· ..,': ... 

30 15,80~ 6,08 27 26,22 10,17 25 24,96 8,97 
... ·'· -- -- -- 28 20,50" 8,30 29 22,00 9,32 

-- -- -- -- -- -- 25 19,00 
';'( 

9,05 

Résultats des tests de pression osmotique sur l'Arrhenather~ 

n nombre de graines germées 

x moyenne de l'élongation racinaire en mm 

cr écart-type 

* au niveau de =0.05 le t (test de Student) observé est 

supérieur au t théorique, la moyenne est donc différente 

de celle du ténoin 
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-

Allongement Racinaire 
en 1 / témoin 

10 0 J-----t..---.... 

50 

1 Pression Osmotique en Atm .. 
4,48 

Figure 9 Influence de la pression osmotique sur 
1 élongation racinaire du radis 

0 0,8696 1,ï92 2,688 3,584 4,48 

·'· ·'· ... 
x 21,44 21,70 21,63 16,23" . 14,60" 12,39n 

cr 9,53 11,78 8,68 6,55 5,65 4,69 

n 25 25 27 26 25 23 

TABLEAU 2 Résultats des tests de pression osmoLique sur le radis 

p pression osmotique en atmosphère 

moyenne en mm 

cr écart-type 

n nombre de graines germées 

au niveau de q=Q,OS le t (test de Student) observé 

est supérieur au t théorique, la moyenne est donc 

différenLe de celle du témoin (P=O). 
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Tableau 3 Pression osmotique ten atmosphère) des différents extraits aqueux de piloselle et de sols, évalués par 
cryométrie et par le milliosmeter de Roebling 

Point de congélation Milloosmomètre 
EXTRAIT AQUEUX 

Valeur Valeur N Valeur Valeur N 
moyenne extrême moyenne extrême 

0 ,6021(M) 0,5152(MJ 
Sol de piloselle 0,3612 5 0,3808 5 

0,1408(m) 0,2688(mJ 

0,4817(M) 0,4256(M) 
Sol d'Arrhenatherum 0,2408 5 0,2016 5 

0,1204(m) 0, l568(m) 

3,2516(M) 3,584 (M) 
Racines sèches de 3,1312*o 5 3,248*o 5 
piloselle 2,649(mJ 2,912 (rn) 

2,4986(M) 2,016 (M) 
Racines fraîches de 1,9269* 5 1,792* 5 
piloselle 1,8063(m) 1,7472(m) 

3,8537(M) 4,032(M) 
Rhizome-racine séché 3,6125,~0 5 3,4272*o 5 
de piloselle 3,131 (rn) 3,136 (rn) 

2,649(M) 2,688(M) 
Rhizome-racine frais 2,16771t 5 2,307,~ 5 
de piloselle 1,9269(m) 1,904(m) 

N : nombre de mesures M : valeur maximale rn : valeur minimale (*) extrait pour lequel la 
pression osmotique est 

(o) : extrait pour lequel la pression osmotique est inhibitrice du radis inhibitrice de l'Arrhenatherum 
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sans effet sur le radis jusqu'à 1,792 atm tandis que pour l'Arrhenatherum cette 

valeur est de 0,896 atm. 

II.2. La pression osmotique des extraits agueux de piloselle et de sols 

Les resultats sont resumes dans le tableau n°3. 

La pression osmotique des extraits de sols est très faible; elle ne peut pas 

intervenir dans des tests de toxicité réalisés avec ces extraits. 

Par contre, la pression osmotique des extraits aqueux de piloselle est 

nettement plus elevee; il n'est pas possible de realiser des tests de toxicite 

sur l'Arrhenatherum avec ces solutions, les pressions osmotiques elevees 

(superieures à 1,792 atm) pourraient expliquer à elles seules l'inhibition de 

croissance racinaire. 

Les figures n°10 et n°11 montrent respectivement les chromatogrammes obtenus 

avec des extraits du melange rhizome-racine frais de piloselle non chauffes et 

chauffes. 

La solution non chauffee presente deux pics (A et B), par contre le pic B a 

disparu dans la solution chauffee tandis que la taille du pic A a augmente. Il y 

a donc eu transformation d'une substance en une autre lors du chauffage. 

La mes •. .::p de la pression osmotique avec le milliosmomètre de Roelling est 

possible quand le pic B est absent, ce pic semble donc responsable de la non 

integration des mesures par l'appareil. Quant à savoir pourquoi l'appareil 

n'integre pas les mesures, nous n'avons, à ce sujet, aucune reponse. 

III. DISCUSSION 

Les resultats obtenus sur l'influence de la pression osmotique sur 
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l'elongation racinaire de l'Arrhenatherum sont en accord avec ceux de Bell 

(1974) obtenus avec Bromus rigidus, cet auteur conclut 

- l'élongation racinaire est 
. 

inversement proportionnelle a la 

pression osmotique, 

au delà de 50 milliosmoles (1,12 atm), la pression osmotique 

peut interférer avec la croissance ; les résultats doivent être interprètes avec 

soin, 

au dessus de 75 milliosmoles (1,68 atm), l'élongation racinaire 

est significativement inhibée. 

L'effet pression osmotique a ètè apprécié par rapport au mannitol son 

effet toxique, dépressif sur la croissance est net à partir de 1,34 atmosphère. 

La réduction de croissance observée avec NaCl dès 0,44 atm est, par conséquent, 

attribuable à la toxicité du NaCl. 

On peut aussi remarquer que les éléments nutritifs de la solution de 

Hoagland n'atténuent pas l'effet de la pression osmotique : elle est également 

toxique à partir de 1,34 atm. 

Le tolérant 
. 

vis a vis de la radis que l'Arrhenatherum plus montre se 

pression osmotique. Les pressions osmotiques que nous avons mesurées sur des 

solutions de racines de piloselle fraiches et séchées sont respectivement de 

1,9269 atm et de 3,1312 atm. Pour tester l'effet toxique d'extraits de 

pilosellle sur le blé, le lin, le radis et la vesce, Becker et Guyot (1951a) ont 

utilisé des solutions de racines quatre fois plus concentrées. Selon nos 

estimations ci-dessus la pression osmotique de leurs extraits devrait atteindre 

une valeur d'environ 7,7 atm, cette pression est fortement inhibitrice de 

l'élongation racinaire 
. . 

du radis. Cette constation nous amene a supposer que la 

toxicité des extraits de Becker et al pourrait être en partie ou en totalité due 

a la pression osmotique. 

Dans un autre essai, Becker et Guyot (1951b) ont utilisé des extraits de 
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Tableau 4 : Résultats des tests de toxicité de Becker et Guyot et estimation 
à l'aide de nos résultats des pressions osmotiques d'après les 
données expérimentales de Becker et Guyot. 

RACINES fraiches séchées 

Concnntrntion des 1/2,5 1/4 1/20 1/40 extraits en g/cm3 d'eau 
-

Indice moyen de croissance 
82 6 76 121 (témoin = 100) 

Pression osmotique estimée 3,083 4,5156 0,9031 0,4516 en atm 
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racines fraiches et sechees, leurs resultats sont resumes dans le tableau n°4. 

L'effet inhibiteur des solutions ne presente pas de relation lineaire avec la 

pression osmotique estimee de leurs extraits. Neanmoins, la reduction de 

croissance faible (concentration 1/2,5) et forte (concentration 1/4) pourrait 

ètre attribuee à la pression osmotique. Seule une experience (concentration 

1/20) pourrait indiquer une phytotoxicite de l'extrait aqueux de racines de 

piloselle (inhibition de 24%), mais le degre de signification statistique de cet 

ecart par rapport a l'indice 100 du temoin n'est pas precise. 

Les resultats que nous avons obtenus avec les extraits du melange 

rhizome-racine de piloselle aboutissent aux mêmes conclusions que precedemment. 

Pour les extraits de sols nos resultats, bien qu'obtenus sur du materiel 

d'origine differente de celui de Becker et al (chapitre I), ne laissent pas 

supposer l'influence de la pression osmotique, ce qui n'infirme pas la 

phyototoxicite possible des extraits utilises. 

IV. CONCLUSION 

Les resultats que nous avons obtenus montrent combien il est important 

d'estimer le facteur pression osmotique dans les extraits aqueux de plantes et 

sols utilises dans les testsde toxicite, et de prendre en compte la sensibilite 

de la plante testee vis à vis de ce facteur. 

Dans les experiences menees par Becker et al : 

pour la plupart des extraits de piloselle la pression osmotique pourrait 

etre le seul facteur inhibiteur (excepte peut-être l'extrait 1:20 ; Becker et 

Guyot, 1951b) 

- la toxicite des extraits de sol, par contre, devrait avoir une autre 

origine que la pression osmotique. Seuls ces resultats sont en faveur de la 
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toxicité possible des extraits utilisés. Cependant, il est difficile de parler 

de phytotoxicité uniquement à partir d'extrait de sol. 

Dans les tests de toxicité sur l'Arrhenatherum elatius, afin d'éliminer 

1' influence de la pression osmotique, les extraits à tester devront être 

préparés de manière à ce que leur pression osmotique soit inférieure à 1,34 atm. 
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CHAPITRE III 

LES SUBSTANCES PHYTOTOXIQUES DE LA PILOSELLE VIS A VIS DE 

L'ARRHENATHERUM ELATIUS 

D'une part, sur l'ensemble des experiences realisees par Becker et al une 

seule pourrait indiquer une phytotoxicite d'un des extraits aqueux de piloselle 

vis a vis du radis (chapitre II). Des extraits aqueux de piloselle ont-ils une 

action inhibitrice sur le developpement de l'Arrhenatherum elatius ? 

D'autre part, il a ete montre que l'ombelliferone (Goodwin et Taves, 1950), 

l'acide cafe!que (Evenari, 1949) et l'acide chlorogenique (Rice, 1969), presents 

dans les organes aeriens et souterrains de la piloselle, sont des substances 

phytotoxiques vis à vis de certaines espèces. Ces composes sont-ils toxiques 

pour l'Arrhenatherum elatius ? Interviennent-ils dans la toxicite des extraits 

aqueux de piloselle ? 

Nous avons donc dans ce chapitre : 

(a) etudie la phytotoxicite des extraits aqueux de racine ainsi que celle du 

melange rhizome-racine de piloselle vis à vis du developpement de l'Arrhena

therum elatius, 

(b) determine l'influence de l'ombelliferone, de l'acide cafe!que et de 

l'acide chlorogenique vis à vis de l'elongation racinaire de l'Arrhenatherum 
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elatius. 

I.- MATERIELS ET METHODES 

1.1.- Les extraits agueux de racines de piloselle 

1.1.1. La toxicité des extrai~s aqueux de piloselle 

Les extraits aqueux de piloselle, utilises dans les tests de toxicité, ont 

ete obtenus suivant le protocole decrit dans l'annexe 4. Deux types d'extraits 

ont ete realises : les uns à partir de racines seules, les autres à partir d'un 

mélange racine - rhizome. Les dilutions ont ete realisees de façon a ce que la 

pression osmotique ne limite pas la croissance racinaire ; une vérification en a 

ete faite en mesurant la pression osmotique par la methode du point de congéla

tion. 

1.1.2. Tests de toxicite 

La toxicite de ces extraits aqueux de piloselle a ete testee suivant le 

protocole décrit en annexe 1. 

1.1.3. Mise en évidence des composes phenoliques dans les extraits 

de piloselle. 

- spectre U.V. 

Les composés phénoliques montrent une absorption, entre 200nm et 400nm, due 

aux conjugaisons des doubles liaisons du noyau benzénique. Des spectres U.V., 

entre 200 et 400nm, ont donc ete realises sur une partie aliquote de l'extrait 

aqueux du mélange racine-rhizome de piloselle afin de visualiser la presence de 

ces composés. 

- dosage des composes phénoliques (annexe 5) 

1.1.4. Isolement des substances toxiques 
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1.1.4.1. Fractionnement de l'extrait aqueux du melange 

racine-rhizome de piloselle (annexe 6) 

L'extrait aqueux de ce melange est affronte dans une ampoule à decanter avec 

de l'ether de petrole (elimination des substances de nature lipidique et des 

pigments) puis avec des solvants de polarite croissante (chloroforme et ethyl 

acetate) afin de le fractionner. Des tests de toxicite sont realises avec cha

cune des fractions obtenues afin de determiner dans quelles fractions se trou

vent des substances toxiques. 

1.1.4.2 Isolement des substances inhibitrices de la 

fraction toxique (annexe 7) 

- chromatographie sur colonne 

Plusieurs essais de fractionnement de la fraction toxique ont ete realises 

par chromatographie sur papier Whatman n°3, sur plaque de cellulose et de si

lice. La resolution n'etant pas satisfaisante nous avons prefere recourir a la 

methode suivante la fraction toxique est evaporee à l'evaporateur sous vide 

(Temperature = 35°C) puis elle est reprise par 4ml d'ethanol à 95°C. L'ensemble 

est laisse au repos une nuit à 5°C. Une partie non soluble cristallise au fond 

du récipient, la phase ethanolique est prelevee puis la partie cristallisee 

(symbolisee NS : non soluble) est alors dissoute dans du chloroforme. 

Une première separation des substances presentes dans la solution ethano

lique a ete effectuee par chromatographie sur colonne. 

- chromatographie sur couche mince 

Des chromatographies bidimensionnelles sur cellulose de la fraction toxique, 

obtenue par chromatographie sur LH20, ont ete realisees dans les conditions 

decrites dans l'annexe 7. 

Après chromatographie preparative de la fraction toxique (LH20) sur cellu

lose dans le solvant acide acétique à 157., les bandes correspondant aux deux 

composes ont ete reperees en U.V. et reprises dans du chloroforme. Des tests de 
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concentration 
des extraits 

en g/1 

racine-
rhizome 

racine 

Tableau 5 

100 

50 

0 

n x 

Allongement racinaire en 
% /témoin EAU 

LEGENDE 

___.,__racine rhizome 
_....;.,... _ racine 

extrait de racine en gfl 

Figure 12 

cr n 

5 1 0 

Influence d ·extraits aqueux de 
piloselle sur l'allongement racinaire de 
J' Arrhenatherum elatius 

25 50 75 

x - x 0 n x 0 n 0 

100 

n x 0 

27 27' 72 9,87 28 26,93 11,53 29 21,22* 10,55 26 19,34* 9,39 26 12,57* 7,47 

28 21,79 8,97 25 21,24 8,13 24 20,08 8,73 30 18,40 

TESTS DE TOXICITE DES EXTRAITS AQUEUX DE PILOSELLE VIS A VIS DE L'ELONGATION RACINAIRE 

DE L'Arrhenathertim. 

n = nombre de graines germées 

x moyenne de l'élongation racinaire en mm 

o = écart type 

* au niveau de a = 0,05 le t (test de Student) observé est supérieur au t théorique, 

la moyenne est donc différente de celle du témoin 
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1,5 

Figure 13 

Témoin 

n 30 

x 28,53 

0 9,48 

Tableau 6 

~~-------------------- ---- ·-------

Densité 
Optique 

A 
1 

1 
300 

A- 284.2 nm 
B-31Jnm 

longueur d'Onde 
1 • 

400 nm 

SPECTRE UV DE LA SOLUTION AQUEUSE DU MELANGE RACINE-RHIZOME 

DE Hieracium pilosella. 

Ether à.e Chloroforme Ethyl Phase 
pétrole acétate aqueuse 

26 28 29 26 

32,69 12,46* 28,48 26,61 

8,68 5,99 10,44 6, 70 

TESTS DE TOXICITE DES SOLUTIONS OBTENUES PAR LE FRACTIONNEMENT 

DE L'EXTRAIT AQUEUX DU MELANGE RACINE-RHIZOME DE PILOSELLE VIS 

A VIS DE L'ELONGATION RACINAIRE DE L'Arrhenatherum elatius. 

n = nombre de graines germées 

X= moyenne de l'élongation racinaire en mm 

0 = au ni veau de a = 0, 05 le t (test de Student) observé est 

supérieur au t théorique, la moyenne est donc différente 

de celle du témoin 
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Ils montrent que les extraits aqueux du mélange racine-rhizome à 50g/l, 75g/l et 

100g/l inhibent significativement l'élongation racinaire de l'Arrhenatherum 

elatius tandis que pour celle à 25g/l, il y a réduction de croissance mais 

celle-ci n'est pas significative. Par contre, l'extrait aqueux de racine a une 

faible action inhibitrice (action non significative à 100g/l). 

11.1.2. Mise en évidence de composés phénoliques dans les 

extraits aqueux. 

Le spectre U.V. (figure n°l3) de l'extrait aqueux du mélange racine-rhizome 

présente un pic à 284,2 nm et un épaulement à 313 nm, la présence dans cette 

solution de composés phénoliques est probable. 

Les dosages des composés phénoliques le confirment. Les résultats, obtenus à 

partir des courbes étalons d'acide chlorogénique et d'ombelliférone (annexe 9), 

sont les suivants 

0,988 mg d'équivalent d'acide-chlorogénique par ml d'extrait aqueux du 

mélange racine-rhizome de piloselle à 100g/l 

- 0,54 mg d'équivalent d'ombelliférone par ml d'extrait aqueux du mélange 

racine-rhizome à 100g/l. 

11.1.3. Isolement des substances toxiques 

!1.1.3.1. fractionnement de l'extrait aqueux 

du mélange racine-rhizome de piloselle 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n°6. Seule, la phase 

chloroformique se révele significativement toxique vis 
. 
a vis de l'élongation 

racinaire de l'Arrhenatherum. Les substances toxiques de l'extrait aqueux de 

racines de piloselle sont donc extraites par le chloroforme. 

11.1.3.2. isolement des substances inhibitrices 

de la fraction toxique 

Le chromatogramme obtenu (figure n°14) présente plusieurs pics dont un plus 

important que les autres, la fraction correspondant à ce dernier se révèle etre 
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Fractions 

12 42 54 90 

Figure 14 CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE (GEL LH 20) DE LA SOLUTION 

ETHANOLIQUE. 

Solution Fractions n° Elongation racina ire Nombre de graines 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
NS 

T 

Tableau 7 

- en mm germees 
x 0 

15 à 17 33,24 18,44 28 
18 à 21 29,24 12,96 25 
22 à 25 30,85 12,89 26 
26 à 35 31,42 19,20 26 
36 à 39 30,28 20,18 26 
40 à 43 31,46 18,62 24 
44 à 53 9,14* ô,34 22 
54 à 63 31.22 14,99 27 
64 à 73 30,27 18,80 29 
74 à 84 29,73 15,12 26 
93 à 156 25,52 17,57 25 

non soluble 8' 74 * 7,78 27 
témoin 28,66 14,57 24 

TOXICITE DES SOLUTIONS SUR L1 ELONGATION RACINAIRE DE 

Arrhenatherum elatius. 

x= moyenne de l 1 élongation racinaire en mm 

a = écart type 

* = au niveau de a = 0,05 le t (test de Student) observé 

est supérieur au t théorique, la moyenne est donc 

différente de cel 1.'! du témoin 
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toxique ainsi que la fraction NS (tableau n°7). 

Les chromatographies sur cellulose après pulvérisation de réactifs (figure 

no15 et n°16, tableau n°8) ont permis de déterminer que la fraction NS ren-

fermait une seule substance et la fraction 7 (chromatographie sur colonne) deux 

composés (appelés 1 et 2). le réactif Fe Cl3-K3 Fe (CN)6, spécifique des phénols 

a montré que ces 3 substances sont de nature phénolique. 

Les deux substances (1 et 2) de la fraction 7 ont été séparées par chromato-

graphie sur cellulose (figure n°17), les tests de toxicité réalisés montrent que 

la substance 2 est significativement inhibitrice vis a vis de l'élongation ra-

cinaire de l'Arrhenatherum (tableau n°9). 

!!!.1.4. Détermination des substances toxiques 

Les résultats des chromatographies des substances 2 et NS et des colorations 

. 
relevées avant et apres pulvérisation de divers réactifs sont donnés dans les 

- substance 2 de la fraction 7 

Les Rf, mesurés dans les différents solvants utilisés, et les colorations, 

obtenues après pulvérisation des réactifs, de la substance 2 de la fraction 7 

sont idcr.tiques a ceux de l'ombelliférone. La substance 2 de la fraction 7 a 

donc été identifiée comme étant de l'ombelliférone 

- substance NS 

Le spectre U.V. de l'aglycone dans l'éthanol à 95°C présente deux maxima 

(332,5 nm et 262,5 nm). Dans le chloroforme, les maxima sont de 320,8 nm et 

275,8 nm, d'autre part le spectre présente un épaulement très net à 305 nm. 

Les flavones présentent deux zones principales d'absorption, la premiere 

entre 330 et 350 nm, la seconde entre 250 et 270 nm (Harbone, 1973) et peuvent 

posséder une absorption secondaire sous forme d'un épaulement -a 300-310 nm 

(Ribereau-Gayon, 1968). Le spectre que nous avons obtenus présentent les carac-

téristiques de ces substances. La comparaison des maxima d'absorption de notre 
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fraction NS fraction 7 

1 2 

marron clair bleu 

p nitraniline jaune pâle brun 

bleu 

jaune orange 

bleu FeC13-K3Fe(CN) 6 bleu 

Tableau 8 

n 

x 

a 

Tableau 9 

COLORATION DES COMPOSES NS, DE LA FRACTION 7 (1 ET 2) 

témoin 

30 

24,27 

9,52 

substance 1 

27 

24,44 

12,98 

substance 2 

27 

13* 

7,83 

TESTS DE TOXICITE DES SUBSTANCES 1 ET 2 DE LA FRACTION 

VIS A VIS DE L'ELONGATION RACINAIRE DE L'Arrhenatherum. 

n = no=bre de graines ger~ées 

x= moyer-ne de l'élongation racinaire en mm 

a = écart type 

* = au niveau de a = 0,05 le t (test de Student) observé est 

supérieur au t théorique la moyenne est donc différente de 

celle du témoin. 
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R f 

Acide acétique Butanol Forest a 1 Benzène 
15 % 

Acide caféique 0,38 0 '77 0,73 0,05 

Acide ch1orogénique 0,69 0,55 0,81 0 

Ombe 11 ife rene 0,59 0,94 0,89 0,26 

Apigenine 0,04 0,87 0,71 0,07 

Fraction N S 0,70 0,86 0,88 0,56 

Fraction N S hydrolysé 0,02 0,93 0,71 0,04 

Fraction 7 0,57 0,91 0,90 0,26 

Tableau 10 VALEURS DES RF DES COMPOSES TEMOINS ET DES PHENOLS ISOLES. 

R E A C T I F S 

Visible u v u v - FeC1 3 -K, Fe( CN), F-nitranil ine P-nitraniline caroonate ae 
aiii!IOniacue - carbonate rie sodium 

SOC1 um 
,;c1oe caféï:ue bleu ~1olacé vert bleu orangé orange foncé vert 
Acide ch1o!'"'cgénique bleu violacé jaune ver: bleu orange-marron marron jaune 
Cr..oe 11 i ferone bleu bleu brillant bleu jaune-orangé marron bleu clair 
Apigenine jaune très pale marron foncé jaune foncé bleu orange pale orange jaune 
Fraction NS marron clair marron clair bleu jaune pale jaune jaune-vert 
Fraction NS hydrolysé jaune très pale marron jaune bleu pale jaune orangé orange jaune-vert 
Fraction 7 bi eu bleu brillant bleu jaune orangé marron bleu clair 

Tableau 11 COLORATION DES COMPOSES TEMOINS ET DES PHENOLS ISOLES. 
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toxicit~ sont effectues comme decrit dans l'annexe 6 afin de determiner si les 

deux solutions isolees sont inhibitrices vis à vis de l'elongation racinaire de 

l'Arrhenatherum. 

La purete de la fraction NS a ete verifiee par une chromatographie bidi-

mensionnelle sur cellulose (1ère migration : solvant acide acetique 
. 
a 157.,2ème 

migration solvant Forestal). 

I.l.S. Determination des substances phytotoxiques isolees 

de l'extrait de piloselle 

La nature des substances isolees a ete determinee par chromatographie sur 

couche mince dans differents solvants et après pulverisation de divers reactifs 

(annexe 8). 

I.2.- Phytotoxicite de l'ombelliferone, de l'acide cafe~gue et 

de l'acide chlorogenigue 

L'ombelliferone, l'acide cafe~que et l'acide chlorogenique sont connus pour 

être phytotoxiques. L'influence de ces trois composes, à diverses concentrations 

(10-9M, 10-6M, 10-4M, 10-3M), a ete etudiee vis a vis de l'elongation racinaire 

de l'Arrhenatherum elatius. 

Les tests de toxicite ont ete realises selon un protocole experimental iden-

tique à celui decrit en annexe 1. 

II. - RESULTATS 

II.l. Les extraits agueux de piloselle 

II.l.l. Tests de toxicite des extraits aqueux 

. 
La pression osmotique des extraits testes est inferieure a 0,896 atm, elle 

n'intervient donc pas sur l'elongation racinaire de l'Arrhenatherum elatius 

Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau n°5 et la figure n°12. 
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Fructose 

Mannose 

Glucose 

Hydrolysat de NS 

Arabinose 

Rhamnose 

Rf dans le solvant éthyl

acetate-pyridine-eau 

0,31 

0,33 

0,27 

0,27 

0,32 

0,53 

coloration après pulvéri

-sation du réactif à l'aniline 

ocre-jaune 

brun-marron 

gris 

gris 

gris clair 

jaune 

Tableau 12 RF ET COLORATION DES SUCRES TEMOINS ET DE L'HYDROLYSAT DE NS. 
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aglycone avec ceux des flavones ~tudi~es par divers auteurs (Ribereau-Gayon, 

1968, Haag-Berrurier, 1964, Harbone, 1973) montre que notre compas~ presente des 

absorptions proches de celles de l'apigénine bande I à 336 nm, bande II à 

269 nm et epaulement entre 300 et 310 nm (ceci dans l'~thanol). 

L'allure du spectre de l'apigénine du commerce est 
. 

identique a celle de 

notre aglycone (dans l'ethanol), mais les valeurs des maxima sont deplaces vers 

des longueurs d'ondes plus grandes (bande I à 347 nm et bande II à 279 nm) et ne 

correspondent pas aux donnees bibliographiques, ceci nous amène à douter de la 

purete de notre compas~ temoin. 

Dans le solvant de forestal, les composes NS hydrolyse et apigenine temoin 

presentent des taches avec des trainees importantes ce qui entraine une impre-

cision dans la mesure des Rf dans ce solvant, et pourrait expliquer les valeurs 

plus faibles de ces Rf par rapport à ceux trouves dans la litt~rature (Rf = 0,83 

in Ribereau-Gayon, 1968). Dans les solvants acide ac~tique 157. et benzène, les 

Rf de l'apigenine temoin et de l'aglycone sont tres proches, seuls ceux trouv~s 

dans le solvant butanol diff~rent. 

. 
Les colorations de l'aglycone et de l'apig~nine temoin, avant et apres pul-

verisation des reactifs, sont très proches. L'aglycone pourrait donc être de 

l'apig~nine, toutefois des verifications doivent être effectuees avec des corn-

poses purifi~s, la puret~ des substances utilisees ~tant imparfaite. 

- les glucides liberes par l'hydrolyse de la substance NS 

L'~tude de la fraction heterosidique montre que cette dernière est composee 

d'une seule substance : le Rf et la coloration après pulverisation du reactif 
. 
a 

l'aniline sont identiques à ceux du glucose temoin (tableau n°12). L'hydrolyse 

libère donc du glucose. 
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Figure 18 

Elongation racinaire 
e n °k 1 t é m 0 i n 

__ h-----6: 

acide caféïque --6--

acide ch 1 orogénique •• ·0- •• 

ombelliferone 

·-9 

10 M 
-6 

10 M 

... ~·· ... 
-- ~...,..:-- -:6 ·. 

-4 
10 M 

concentration(- -1-) 
ln 

-3 
10 M 

INFLUENCE DE L'OMBELLIFERONE, DE L'ACIDE CAFEIQUE, DE L'ACIDE 

CHLOROGENIQUE SUR L'ELONGATION RACINAIRE DE L'Arrhenatherum. 

ombelliferone acide caféique aciàe c:::orogénique 
-

- - -concentrations x 0 n x 0 n x 0 n 

H_O 
~ 

31 ,64 13,03 25 32,69 13 '72 24 38,23 18,74 30 

1 o- 9 J5,62 13,86 27 35,42 12,52 24 40,27 13,79 29 

!C-G 32,]4 9,88 29 36,63 10,38 27 39,46 14 '71 28 

lC: 
-4 13,45* 9,25 29 31 '81 9,56 26 38,96 16,91 29 

'c -3 1 + 0 9 31 '00 9,02 30 33,86 12,66 28 •V 

Tableau 13 TESTS DE TOXICITE DE L'OMBELLIFERONE, DE L'ACIDE CAFEIQUE, ET 

DE L'ACIDE CHLOROGENIQUE VIS A VIS DE L'ELONGATION RACINAIRE 

DE L'Arrhenatherum elatius. 

n = nombre de graines germées 

x =moyenne de l'élongation racinaire en mm 

a = écart type 

* = au ni veau de a = 0, 05 le t (test de Student) observé est supérieur 

au t théorique la moyenne est donc différente de celle du témoin. 
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II.2.- Phytotoxicité de l'ombelliférone, de l'acide caféigue 

et de l'acide chlorogénigue 

Les résultats obtenus sont résumés dans le'tableau n°13 et la figure n°18. 

Seule l'ombellifêrone, aux concentrations 10-3 molaire et 10-4 molaire, inhibe 

significativement l'elongation racinaire de l'Arrhenatherum. A la concentration 

10-3 molaire, le taux de germination est fortement diminue. L'ombelliférone af

fecte donc le taux de germination et l'élongation racinaire de l'Arrhenatherum. 

Aux faibles concentrations (10-9 molaire), les trois substances testées ont 

un effet bénéfique pour l'élongation racinaire mais cet effet n'est pas statis

tiquement significatif. 

L'acide cafê~que et l'acide chlorogênique, substances connues pour etre 

inhibitrices du développement de certaines plantes, ne montrent pas d'effet 

phytotoxique vis a vis de l'Arrhenatherum. 

III.- DISCUSSION 

Parmi les extraits aqueux de racine de piloselle, uniquement celui à 100 g/1 

a un effet dépressif sur l'élongation racinaire de l'Arrhenatherum (16% par 

rapport au témoin), mais cette inhibition n'est pas significative. 

Par contre, les extraits aqueux du mélange racine-rhizome de piloselle 

inhibent significativement l'allongement racinaire de l'Arrhenatherum. Le dosage 

des composés phénoliques présents dans ces extraits indique des teneurs assez 

élevées : 0,54 g/1 d'équivalent d'ombellifêrone, ce qui correspond respective

ment a des concentrations de 3 x 10-3 molaire et 2,78 x 10-3 molaire. Jankay et 

Mulla (1976) ont montre que des concentrations de 0,8 x 10-3 molaire en ombel

lifêro~e diminuent de 41% l'allongement racinaire du concombre. Les composés 

phénoliques présents dans les extraits aqueux pourraient donc être responsables 

de la phytotoxicitê de ces extraits. 
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L'isolement des substances phytotoxiques des extraits aqueux confirment 

cette hypothèse deux substances de nature phénolique (l'ombelliférone et un 

flavono~de) sont responsables de l'inhibition de l'élongation racinaire de 

l'Arrhenatherum. 

Makepeace et al (1985) ont isolé à partir de la piloselle une substance 

phytotoxique : l'ombelliférone qui est, pour eux, uniquement présente dans les 

feuilles. Ceci est en désaccord avec nos travaux et ceux de Haag-Berrurier 

( 1964) : 

- nous avons isolé du mélange rhizome-racine de piloselle de l'ombellifé-

rone. 

Haag-Berrurier, en dosant l'ombelliférone dans les différents organes de 

la piloselle, a trouvé cette substance présente dans les racines,les rhizomes et 

les feuilles. 

D'après Haag-Berrurier (1964), la teneur en ombelliférone est plus faible 

dans les racines que dans les rhizomes ce qui pourrait_ expli~uer que ·les 

aqueux de racines de piloselle ne soient pas inhibiteurs de l'élongation raci

naire de l'Arrhenatherum. 

Nous avons isolé de la piloselle un flavono~de qui serait un glucoside

apigénine. Haag-Berrurier a isolé un hétéroside de l'apigénine renfermant de 

l'arabinose et du glucose. Nous n'avons pas retrouvé cet arabinnse dans nos 

analyses. 

Makepeace et al ont testé l'influence de l'ombelliférone sur la néoformation 

des racines de Festuca novae-zelandie en culture hydroponique; les résultats 

sur l'inhibition totale diffèrent peu de ceux que nous avons obtenus sur l'in

fluence de l'ombelliférone sur l'élongation racinaire de l'Arrhenatherum la 

néoformation des racines de la fétuque est totalement inhibée à 1,4 x 10-4 mo

molaire, tandis que pour l'Arrhenatherum cette valeur est de 1 x 10-3 molaire. 

Par contre, Makepeace et al trouvent que la néoformation des racines commence a 
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etre inhibee dès que l'on ajoute de l'ombelliferone dans la culture hydroponi

que, or nos resultats montrent que de 0 à 10-6 molaire l'ombelliferone n'inhibe 

pas l'Arrhenatherum mais peut avoir, au contraire, un leger effet stimulant. 

IV.- CONCLUSION 

Les extraits aqueux de racines de piloselle n'inhibent pas significativement 

l'elongation racinaire de l'Arrhenatherum, seuls les extraits du melange 

rhizome-racine de piloselle l'inhibent. Deux composes phenoliques (l'ombellife

rone et un flavono!de) sont responsables de cette inhibition. L'ombelliferone 

se retrouve aussi dans les organes aeriens de la piloselle (Haag-Berrurier, 

1964, Makepeace et al, 1985), on pourra donc trouver aussi des extraits d'or

ganes aeriens de piloselle phytotoxiques. 

La piloselle possède donc une potentialite allelopathique, mais ceci ne 

prouve pas que la piloselle soit allelopathique. Dans le cas de l'allelopathie 

vraie negative, il faut aussi prouver que la piloselle rejette ces substances 

dans son environnement et que ces composes y sont actifs. Dans le cas de l'al

lelopathie fonctionnelle negative (degradation du materiel vegetal), il faut 

montrer que l'on retrouve ces substances dans le sol en quantite suffisante pour 

agir. Dans ce dernier cas, on peut meme supposer que l'on puisse trouver dans le 

sol, des substances phytotoxiques differentes de celles isolees dans ce chapi

tre. 
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CHAPITRE IV 

ETUDE DES EXSUDATS RACINAIRES DE HIERACIUM PILOSELLA 

Hieraciurn pilosella possède dans ses organes souterrains des composés ~ 

potentialité allélopathique. Ces substances sont-elles libérées dans le sol par 

un processus autre que la dégradation du matériel végétal ? 

Afin de répondre a cette question nous avons étudié les exsudats racinaires 

de piloselle cultivée en culture hydroponique. 

I.- MATERIELS ET METHODES 

1.1.- Culture hydroponique stérile de Hieraciurn pilosella 

Des cultures hydroponiques non stériles de pilosella ont été réalisées, des 

bactéries se sont développées au bout d'environ 15 jours de culture et ont 

obstrué les canalisations du système. Cette expérience a donc été rapidement 

abandonnée. 

Pour cette raison, et afin d'obtenir des résultats uniquement dûs a la 

plante (sans l'intervention de micro-organismes), nous avons effectué des 

cultures hydroponiques stériles en tube (annexe 10). Elles ont permis de 

déterminer si des substances de nature phénolique étaient exsudées et d'en 

connaitre la nature. 

1.2.- Analyse de la solution de culture 

!.2.1. Elimination des éléments minéraux 

Les elements minéraux de la solution nutritive pouvant gêner l'analyse, la 

plus grande partie d'entre eux est éliminée par défécation (annexe 11). 
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La mise en ~vidence de substances de nature phenolique est realisee, comme 

dans le chapitre precedent par un spectre U.V .. Afin de confirmer les resultats 

obtenus avec le spectre U.V., 100~1 de solution de culture concentree sont 

deposes en un spot sur un carre de papier Whatman n°3, puis le reactif FeC13 -

K3Fe(CN)6 (specifique des composes phenoliques) est pulverise dessus. La 

coloration obtenue est notee. 

I.2.2. Détermination du nombre de composés phénoliques présents 

dans la solution de culture de piloselle 

Nous avons pu disposer au début de cette analyse d'un appareil pour la 

chromatographie liquide à haute pression. Pour déterminer si un ou plusieurs 

composés phénoliques sont libérés dans le milieu, nous avons donc utilisé, 

conjointement, deux techniques d'analyse (annexe 12) 

la chromatographie bidimensionnelle sur couche mince 

- la chromatographie liquide haute pression 

I.2.3. Isolement des composés phénoliques de la solution de 

culture de piloselle. 

Les composés phénoliques détectés ont été séparés par chromatographie 

préparative sur couche mince. Nous avons utilisé des plaques de cellulose et le 

solvant benzène-acide acétique-eau (7-6-3), celui-ci nous donnant la meilleure 

separation. 

I.2.4. Identification des composés phénoliques isolés 

L'identification des différents composés phenoliques isolés de la solution 

de culture de piloselle a été effectuée par chromatographie sur couche mince. 

Nous avons utilisé le mème protocole expéri~ental que celui décrit dans 

l'annexe 8 pour l'analyse des composés phénoliques isolés de l'extrait aqueux de 

piloselle (chapitre III). 

Des tests de toxicité ont été réalisés, selon le protocole de l'annexe 1, 
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avec les composés isolés afin de determiner si ils etaient phytotoxiques pour 

l'Arrhenatherum elatius. 

II.- RESULTATS 

II.l.- Mise en evidence de substances de nature phenolique 

Le spectre U.V. (figure n~19) de la solution de culture concentree presente 

un pic à 275,8 nm et un epaulement à 294 nm. La presence de composes phenoliques 

dans cette solution est donc probable. Ceci est confirme par la pulvérisation du 

réactif FeC13 - K3Fe(CN)6 sur le carré de papier Whatman. 

La piloselle rejette bien dans le milieu extérieur des substances de nature 

phénolique. 

0,5 

Densité 
Optique 

A 
~ 

A- 275,8 nm 
8 - 2 94 nm 

~~:----------------,----------~~~~~'Onde 

400 nm 

Figura 19 Spectre U.V de la solution de culture de 
Hieracium pilosella 
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é.9 

' 1 
. 2 

Figure 21 CHROMATOGRAPHIE BIDIMENSIONNELLE SUR CELLULOSE DE LA 

SOLUTION DE CULTURE DE PILOSELLE. 

tache n°l uv = bleu brillant FeC13-K3Fe(CN) 6 = bleu 

FeC13-K3Fe(CN) 6 = bleu 

PIC N"2 

PIC N"l 

TEMPS EN MINUTE 

0 5 

Figure 20 CHROMATOGRAPHIE DE LA SOLUTION DE CULTURE DE PILOSELLE 

SUR UNE COLONNE 8 NVC 18 WATERS. 
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II.2.- Dètermination des composès phènoligues prèsents 

dans la solution de culture 

La chromatographie bidimensionnelle sur cellulose (figure n°20) rèvèle la 

prèsence de deux substances de nature phènolique dans la solution de culture de 

piloselle. 

Les rèsultats de la chromatographie liquide haute pression (figure n°2l) 

confirment ceux de la chromatographie bidimensionnelle sur cellulose, deux 

substances ont ègalement ètè dètectèes. La substance correspondant au pic nol a 

un temps de rètention de 1:40 (min:sec), elle n'est pas retenue sur la colonne 

et est èluèe rapidement. La substance correspondant au pic n°2 a un temps de 

rètention de 3:19 (min:sec), elle est donc èluèe assez rapidement, mais ce 

composè est moins polaire que la substance 1. 

En effet, dans un systeme a polaritè de phase inversèe, les molècules 

greffèes sur le gel de silice sont apolaires et la phase mobile est polaire 

(mèlange eau-mèthanol, eau-acètonitrile). Les lois de la rètention sont l'inverse 

de celles observèes sur phase stationnaire classique (polaire) (R.ROSSEt, 

M.CAUDE, et A.JARDY,l982) : les composès polaires sont èluès avant les composès 

apolaires, d'autre part, une augmentation de la teneur en eau de la phase mobile 

(donc de la polaritè de celle-ci) augmente la rètention. 

Le calcul des Rfs de la chromatographie bidimensionnelle sur cellulose dans 

le solvant 1 (n butanol-acide acètique-eau, 6/1/2) et dans le solvant 2 (acide 

acètique 15%) de la tache n°l (figure n°2l) donne des rèsultats proches de ceux 

de l'ombellifèrone dans ces solvants (tableau n°l4) ; ce qui pourrait laisser 

supposer la prèsence de ce composè dans la solution de culture. 

Par contre, la comparaison des rèsultats de la chromatographie haute 

pression de la solution de culture et ceux du mèlange des 13 composès 

phènoliques tèmoins (figure n°22, tableau n°15) montre que cette hypothèse est 

fausse : l'ombellifèrone tèmoin a un temps de rètention de 12:52 (min:sec), les 

deux substances de la solution concentrèe de culture de piloselle ont des temps 

de rètention infèrieurs à 4 minutes. Aucun de ces deux composès ne peut être de 
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Rf 

Solvant n°l Solvant no2 

Tache n°l 0,91 0,62 

Ombelliférone 0,94 0,59 

Tableau 14 VALEUR DE RF DU COMPOSE DE LA TACHE Nol ET DE L'OMBELLIFERONE 

composés TR en min:sec 

acide gallique 1:54 

acide chlorogenique 3:51 

acide p-hydroxybenzoique 5:49 

acides vanillique et caféique 7:01 

acide syringique 

ombelliférone 

acide p-coumarique 

acide férulique 

acide m-coumarique 

coumarine 

acide o-coumarique 

acide cinnamique 

7:46 

12:52 

14:05 

16:53 

20:50 

22:50 

29:40 

34:05 

TR en min:sec 
(résultats de Wulf et Nagel) 

2:02 

11:38 

4:12 

8:03 

13:22 

24:14 

17:10 

33:03 

Tableau 15 TEMPS DE RETENTION DES 13 COMPOSES PHENOLIQUES DU MELANGE 

CHROMATOGRAPHIE SUR LA COLONNE 8 NVC 18 ET DES COMPOSES 

PHENOLIQùLS TESTES PAR WULF ET NAGEL (1976) SUR UNE COLONNE 

BONDAPACK C18 AVEC LE SOLVANT EAU-ACIDE ACETIQUE {95:5). 
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Séparation de composés phénoliques sur une colonne 8 NVC 18 
E luant eau- acide acétique (98,5-1,5), méthanol 
1- acide gallique, 2- acide chlorogénique, 3- acide p- hydroxybenzoïque, 
4-acide vanillique acide caféïque, 5- a~ide syringique, 6- ombelliférone, 
7-acide p-coumarique, 8- acide férulique, 9- acide m-coumarique, 
10- coumarine, 11- acide o-coumarique, 12- acide cinnamique 
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PIC N"3 

TEMPS EN MINUTE 
1 .. 
5 

Figure 23 CHROMATOGRAPHIE DU MELANGE SOLUTION DE CULTURE DE PILOSELLE 

+ ACIDE GALLIQUE SUR UNE COLONNE 8 NVC 18 WATERS. 

pic n°2 : acide gallique 
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l'ombelliférone, la piloselle n'exsude donc pas cette substance. 

L'addition de soude dans la solution concentrée de culture de piloselle 

provoque l'apparition d'un trouble dans cette solution, ce qui nous a fait 

supposer, dans un premier temps, que la solution pouvait contenir de l'acide 

gallique cet acide se décomposant en présence de soude (Harborne, 1973). Par 

ailleurs, les temps de rétention des pics n°l et 2 de la solution concentrée de 

culture de piloselle sont proches de celui de l'acide gallique. Nous avons donc 

chromatographié un mélange composé de la solution de culture de piloselle et 

d'acide gallique témoin afin de vérifier cette hypothèse. Le chromatogramme du 

mélange (figure n'0 2~ montre trois pics (temps de rétention : 1:40, 2:10, 3:00 

(min:sec), il n'y a pas superposition du pic de l'acide gallique témoin (temps 

de rétention de 2:40) avec l'un des deux pics de la solution concentrée de 

culture de piloselle : cette solution ne contient donc pas d'acide gallique. 

Dans leur chromatographie, Wulf et Nagel (1976) éluent l'acide 

protocatéchique (temps de rétention : 2:92 (min:sec))après l'acide gallique et 

avant l'acide p-hydroxybenzoique. 

Sur la figure n°23, on observe que le pic n°3 est élué a pres 

l'acide-gallique témoin (pic n°2) et possède un temps de rétention (3:00) 

(min:sec) inférieur à celui de l'acide p-hydroxybenzo!que (5:49) (min:sec), on 

peut émettre l'hypothèse que ce pic correspond à de l'acide protocatéchique. 

Les résultats que nous avons obtenus avec le mélange des 13 composés 

phénoliques diffèrent de ceux de Wulf et Nagel (1976) en deux points (tableau 

-- Wulf et Nagel ont obtenus une élution de l'acide chlorogénique apres celle 

de l'acide caféique, ce phénomène fut inattendu pour eux, l'acide chlorogénique 

étant considéré comme un composé plus polaire que l'acide café!que. Dans notre 

cas l'acide chlorogénique est élué avant l'acide caféique ; 

- d'autre part, dans notre système de chromatographie, l'acide félurique a 

un temps de rétention plus faible que celui de l'acide o-coumarique ; Wulf et 

Nagel (1976) obtiennent des résultats inverses. 
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acide acétique 157. butanol forestal benzène 

acide caféïque 0,37 0,78 0,71 0,10 

acide chlorogénique o. 71 0,47 0,85 0 

ombelliférone 0,62 0,91 0,86 0,39 

acide protocatéchique 0,65 0,83 0,80 0,11 

substance 1 hydrolysée 0,60 0,90 0,83 0,40 

substance 2 0,67 0,81 0,81 0,12 

Tableau 16 VALEUR DES RF DES COMPOSES TEMOINS ET DES PHENOLS ISOLES 

uv UV + ammoniaque p-nitraniline 

acide cafêïque bleu violacé vert orange 

acide chlorogénique bleu violavê jaune vert orange marron 

ombelliférone bleu bleu br·illant jaune orange 

acide protocachique bleu sombre bleu sombre jaune 

substance 1 hydrolysée bleu bleu brillant jaune orange 

substance ~ jaune orange 

Réactifs 

p-nitraniline + 
carbonate de Na 

orange foncé 

marron 

marron 

mauve 

marron 

mauve pâle 

carbonate de r" a 

vert 

jaune 

bleu très clair 

rose très pâle 

bleu très clair 

rose très pâle 

Tableau 17 COLORATION DES COMPOSES TEMOINS ET DES PHENOLS ISOLES 

bb 

bleu 

bleu 

bleu 

bleu 

bleu 

bleu 



Nos resultats s'expliquent par le fait qu'une augmentation de la 

concentration en methanol du solvant diminue le temps de retention des composes 

phenoliques ; celui de l'acide ferulique decroit plus rapidement que celui de 

l'acide o-coumarique 
. 
a partir d'une certaine concentration en methanol du 

solvant, l'acide ferulique se trouve donc elue avant l'acide o-coumarique. 

II.3.- Identification des substances isolees de la solution concentree de 

culture de piloselle 

Les resultats des chromatographies de l'aglycone de la substance 1 (tache 

nol) et de la substance 2 (tache n°2) ainsi que les colorations relevees avant 

et après pulverisation des divers reactifs sont donnes dans les tableaux n°16 et 

L'aglycone de la substance 1 possède des Rf 
. 

et des colorations identiques a 

ceux de l'ombelliferone : cet aglycone est de l'ombelliferone. La substance 1 

est donc composee en partie d'ombelliferone. 

La substance 2 possède des Rf 
. 

et des colorations comparables a ceux de 

l'acide protocatechique et a donc ete identifiee comme etant de l'acide proto-

catechique. Sur les chromatogrammes, cette substance n'est pas détectable en 

U.V. et est a peine visible après projection d'une solution de carbonate de 

sodium, ceci est dÛ, a notre avis, aux très faibles quantites de substances 

presentes dans la solution de culture de piloselle. 

Etude des glucides libérés par l'hydrolyse acide de la substance 1 

Les resultats obtenus sont résumes dans le tableau n°18. Un sucre est 

détectable, il possède les caractéristiques du glucose. 

Tests de toxicite de la substance 1 et de l'acide protocatéchique 

(substance 2) 

Les tests realises avec de l'acide protocatechique (solution à 10-3 mole/1) 

. 
ne montrent aucune phytotoxicite de ce compose vis a vis de l'Arrhenatherum 

elatius (tableau n°l9). 

Par contre, la substance 1 se montre phytotoxique vis à vis de l'Arrhena-

therum elatius (tableau n°l9). 
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Rf dans le solvant coloration après pulvérisation 

ethyl acétate-pyridine-eau du réactif 

Fructose 0,37 ocre jaune 

Mannose 0,37 brun marron 

Glucose 0,31 gris 

Arabinose 0,37 gris clair 

Rhamnose 0,58 jaune 

Hydrolysat de la 0,29 gris 
subtance 1 

Tableau 18 RF ET COLORATION DES SUCRES TEMOINS ET DE L'HYDROLYSAT DE LA 

SUBSTANCE 1. 

témoin substance 1 témoin acide protocatéchique 

36,5 20,2* 41,4 43,3 

0 12 13,6 14,0 20,2 

n 28 29 30 30 

Tableau 19 TESTS DE TOXICITE DE LA SUBSTANCE 1 ET DE L'ACIDE PROTOCATECHIQUE 

VIS A VIS DE L'Arrhenatherum elatius. 

x = moyenne de l'élongation racinaire en mm 

0 = écart type 

n = nombre de graines germées 
)'( = au niveau de a = 0,05 le t (test de Student) observé est supérieur au 

t théorique, la moyenne est donc différente de celle du témoin. 
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CHAPITRE V 

LA PHYTOTOXICITE DU SOL SOUS HIERACIUM PILOSELLA 

Hieracium pilosella renferme des substances a potentialité allélopathique. 

L'étude des exsudats racinaires a montré que la piloselle est capable de rejeter 

dans son environnement une substance à potentialité allélopathique. Ces composés 

exsudés ou libérés dans le milieu lors de la dégradation de la piloselle 

inhibitent-ils in situ le développement de l'Arrhenatherum elatius? 

A la suite de leurs expériences, Becker et al (1950, 1951) concluent a la 

toxicité du sol sous Hieracium pilosella vis a vis de plusieurs especes 

végétales. Retrouve-t-on sur le terril le même résultat : le sol sous Hieracium 

pilosella est-il inhibiteur du développement de l'avoine élevée ? 

I.- MATERIELS ET METHODES 

Pour étudier la phytotoxicité du sol sous Hieracium pilosella, nous avons 

utilisés deux méthodes : 

1°) un test à partir d'échantillons de sol 

2°) un test à partir d'extraits aqueux de sol 

1.1.- Test de phytotoxicité à partir d'échantillons de sol (annexe 13) 

Nous avons étudié la germination et la croissance de l'Arrhénatherum elatius 

sur sol de piloselle, sur sol d'Arrhenatherum elatius et sur terreau. 
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III.- DISCUSSION 

Les cultures hydroponiques stériles ont permis de montrer que la piloselle 

était capable d'exsuder deux composés phénoliques ; de l'acide protocatéchique 

et de l'ombelliférone lié a un sucre (du glucose) ou glucoside-7 ombelliférone 

appelé skimine. Ces substances sont différentes dans les extraits aqueux de 

piloselle. Dans les tests de toxicité, seule la substance 1 (skimine) se 

révèle être phytotoxique vis â vis de l'Arrhenatherum elatius. 

IV.- CONCLUSION 

La piloselle contient plusieurs composés de nature phénolique dont la ski

mine (glucose-7 ombelliférone). Ce composé est exsudé par les organes souter

rains de la piloselle, et esL phytotoxique vis a vis de l'Arrhenatherum elatius. 

Cette substance joue-t-elle un rÔle allélopathique? 
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sèche ont ètè estimes directement par le réactif Folin-Ciocalteu (annexe 5) mais 

sans réaliser de dosage différentiel avec le PVP. 

Chromatogaphie bidimentionnelle des composés phènoliques des extraits 

aqueux de sol sèchè (annexe 4) 

Les résultats obtenus avec les extraits aqueux de sol de piloselle ont ètè 

comparés à ceux obtenus avec les extraits aqueux de sol d'Arrhenatherum elatius. 

II.- RESULTATS 

-11.1.- Effet du sol de la pelouse a piloselle sur la germination de l'Arrhe-

natherum elatius 

11.1.1. Le taux de germination de l'Arrhenatherum elatius sur sol 

de piloselle 

54 graines d'Arrhenatherum elatius ont germé sur le sol de piloselle contre 

56 sur le sol d'Arrhenatherum elatius et 54 sur le terreau, ce qui correspond a 

des taux de germination respectifs de 907., 937. et 907.. Ces résultats ne 

montrent aucune diminution du taux de germination des graines d'Arrhenatherum 

elatius sur sol de piloselle vis à vis de ceux sur sol d'Arrhenatherum elatius 

et sur le terreau. 

11.1.2. La croissance de la plantule d'Arrhenatherum elatius 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n°20, la figure n°24 en 

donne une représentation graphique. 

Entre le 6è jour et le Sè jour, apres le semis, l'élongation du coléoptile 

d'Arrhenathereum elatius sur sol de piloselle est supérieure a celle du 

colèoptile d'Arrhenatherum sur terreau. Mais ces différences ne sont pas 

significatives. 
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1.2.- Les extraits aqueux de sol sous Hieracium pilosella 

Seuls les composes phenoliques libres du sol sont susceptibles d'ëtre 

toxiques pour une plante. Les substances phenoliques immobilisees (sur des 

acides humiques par exemple). qui ne peuvent pas circuler dans le sol. sont sans 

effet sur une plante. 

Whitehead (1964) extrait les composes phenoliques libres d'un sol par 

agitation d'echantillons de sol humide (250g) en presence d'eau (250ml) et 

d'oxyde de calcium (2.Sg). Pour notre part. nous avons procede selon le 

protocole decrit par Becker et al pour l'obtention des extraits aqueux de sol de 

la pelouse 
. 
a Brachypodium pinnatum. extraits qui se sont reveles être 

phytoto·xiques vis à vis de certaines plantes. 

1.2.1. La toxicite des extraits aqueux (annexe 4) d'un meme 

echantillon de sol 

- des extraits aqueux de sol humide 

- des extraits aqueux de sol seche 

Les tests de toxicite ont ete realises selon le protocole décrit dans 

l'annexe 1. Les croissances racinaires obtenues avec les extraits aqueux de sol 

de Hieracium pilosella ont ete comparees aux croissances racinaires de temoins 

où la solution de sol est remplacee par : 

- de l'eau distillee 

- une solution de sol d'Arrhenatherum elatius obtenue -selon le meme 

protocole que la solution de sol de piloselle. 

L'expérience a ete repetee trois fois. 

1.2.2. Mise en evidence des composes phénoliques 

- Dosage des composes phenoliques 

Les composes phenoliques presents dans les extraits aqueux de sol humide et 
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14 

7 
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Figure 24 ELONGATION DU COLEOPTILE DE L'Arrhenatherum elatius 

sème jour 

6ème jour 

7ème jour 

sème jour 

9ème jour 

Tableau 20 

SUR SOL DE PILOSELLE ET SUR TERREAU. 

sol de piloselle ·terreau 

x n x n 

2,75 1,25 45 2,52 1,31 44 

5,50 3,37 48 4,25 3,22 44 

10,69 3,91 46 9,35 5,99 40 

13,72 3,22 46 12,75 5,00 40 

14,00 2,70 46 13,77 3,82 40 

CROISSANCE DU COLEOPTILE DE L'Arrhenatherum elatius SUR 

SOL DE PELOUSE A PILOSELLE ET SUR TERREAU. 

x = élongation du coléoptile en mm 

a = écart type 

n = nombre de plantes 
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Au 9è jour, l'allongement du col~optileest le même sur sol de piloselle et 

sur terreau. 

Le sol de piloselle n'inhibe donc pas le developpement de l'Arrhenatherum 

elatius. 

L'examen des plantules sur sol de piloselle et sur terreau ne montre pas de 

difference morphologique comme l'indiquent Makepeace et al. 

II.2.- Les extraits aqueux de sol sous Hieracium pilosella 

II.2.1. La toxicit~ des extraits aqueux de sol de piloselle 

Les r~sultats obtenus sont r~sumes dans le tableau n°2l. 

Les extraits aqueux de sol seche et humide de piloselle et d'Arrhenatherum 

elatius n'ont aucune toxicit~ vis a vis de l'~longation racinaire de 

l'Arrhenatherum elatius. Au contraire, les extraits de sol humide et seche de 

piloselle et ceux de sol humide et s~ch~ d'Arrhenatherum elatius ont un effet 

b~n~fique, mais non significatif, sur l'elongation racinaire de la graminee 

testee par rapport aux solutions t~moins d'eau pure. 

Les extraits aqueux du sol de la pelouse à piloselle ne peuvent donc. pas 

plus que le sol lui -même, mettre en ~vidence une toxicit~ vis à vis de la 

germination et de l'~longation racinaire de l'Arrhenatherum elatius. 

11.2.2. Mise en ~vidence des composes ph~noliques 

- Dosage des compos~s phenoliques des extraits aqueux de sol 

Les concentrations en composes phenoliques ont et~ d~termin~es en ~quivalent 

d'ombellif~rone (courbe ~talon : annexe 9), les resultats sont donnes dans le 

tableau n°22. 

Les extraits aqueux de sol s~che se montrent plus riches en ph~nols que les 

75 



-..J 
0'1 

sol humide sol séché 

témoin sol de piloselle sol d'Arrhenatherum témoin sol de piloselle sold'Arrhenatherum 

n 29 25 26 27 27 29 

x 34.59 39.80 39.30 24.22 26.74 26,34 

a 14.28 17,91 19.11 8,46 12,19 9,11 

Tableau 21 TOXICITE DES EXTRAITS AQUEUX DE SOL SOUS Hieracium pilosella ET SOUS Arrhenathrerum elatius 

VIS A VIS DE L'ELONGATION RACINAIRE DE L'Arrhanatherum. 

n = nombre de graines germées 

x= moyenne de l'allongement racinaire en mm 

a = ecart type 

fi, 
~, 
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extrait de sol équivalent d'ombelliférone 
en mg/1 

concentration molaire 
(mole/litre) 

sol humide 

sol séché 

Tableau 22 

Arrhenatherum 3,8 2,34 . 10-5 

piloselle 8 4,94 . 10-5 

Arrhenatherum 6,6 4,07 . 10-5 

piloselle 19,2 11,84 . 10-5 

CONCENTRATION DES EXTRAITS AQUEUX DE SOL EN COMPOSES 

PHENOLIQUES. 

Réactifs 

taches visible uv p-nitraniline p-nitraniline + 
carbonate de Ca 

1 bleu bleu 

2 jaune jaune foncé bleu jaune jaune pâle 

H.p 3 bleu violacé bleu jaune foncé mauve 

4 bleu bleu(?) 

5 bleu bleu orange ocre jaune 

1 bleu bleu 

2 jaune jaune foncé bleu jaune jaune pâle 

A.e 3 bleu violacé bleu jaune foncé mauve 

4 bleu bleu(?) 

5 bleu bleu orange ocre jaune 

Tableau 23 COLORATION DES TACHES DES CHROMATOGRAMMES DES COMPOSES 

PHENOLIQUES DES SOLS DE PILOSELLE ET D'Arrhenatherurn 

elatius. 

H.p = piloselle 

A.e = Arrhenatherum elatius 
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Figure 25 CHROMATOGRAPHIE BIDIMENSIONNELLE SUR CELLULOSE DES COMPOSES 

PHENOLIQUES DE L'EXTRAIT DE SOL D'Arrhenatherum elatius. 

Figure 26 CHROMATOGRAPHIE BIDIMENSIONNELLE SUR CELLULOSE DES COMPOSES 

PHENOLIQUES DE L'EXTRAIT DE SOL DE PILOSELLE. 
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extraits aqueux de sol humide. 

Chromatographie bidimentionnelle des composés phénoliques des extraits 

aqueux de sol séché 

Les chromatogrammes des composés phénoliques des extraits aqueux de sol 

séché de piloselle et d'Arrhenatherum elatius (figure n°25 et n°26, tableau 

n°23) sont semblables : dans les deux cas, 5 composés sont décelés, dont 4 de 

nature phénolique (coloration bleu avec le révélateur FeCl3-K3Fe (CN)6). 

Le composé 2 présente une coloration jaune en visible; ce pourrait donc 

être un flavono~de. Les colorations obtenues (tableau n°23) ne sont pas 

identiques à celle du composé NS (tableau n°ll, chapitre III). Le Rf dans 

l'acide acétique à 15% du composé 2 est de 0,50 contre 0,70 pour le composé NS 

dans le même solvant. Le composé 2 ne semble donc pas être le composé NS isolé 

précédemment (chapitre III). 

Le composé 3 présente les mêmes colorations que l'acide protocatéchique mais 

le Rf de ce omposé dans l'acide acétique est différent de celui de l'acide 

protocatéchique. 

Sur les deux chromatogrammes, aucune tâche ne présente les caractéristiques 

de l'ombelliférone ou du glucose-7 ombelliférone. 

III.- DISCUSSION 

Le sol de la pelouse à piloselle ne présente pas dans nos conditions 

expérimentales de toxicité vis a vis de la germination et de la croissance de 

l'Arrhenatherum elatius. 

Les extraits aqueux de sol n'ont aucun effet inhibiteur sur l'élongation 

racinaire de l'Arrhenatherum elatius; l'ombelliférone, si elle est présente dans 
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ces extraits, est donc à une concentration inférieure à 10-7 mole/litre (Tests 

de toxicité, chapitre III). Or le dosage au Folin-Ciocalteu des composés 

phénoliques des extraits aqueux de sol révèle des teneurs, suivant les extraits, 

de 2,34 x 10-5 à 11,84 x 10-7 mole/litre d'équivalent d'ombelliférone 
. 
a ces 

concentrations l'ombelliférone est inhibiteur de l'élongation racinaire de 

. . 
l'Arrhenatherum elatius, ce qui amene a penser que les extraits aqueux de sol 

contiennent principalement des composés phénoliques autres que l'ombelliférone. 

Les chromatographies bidimentionnelles confirment cette hypothèse 

plusieurs composés phénoliques sont mis en évidence mais aucun ne correspond a 

de l'ombelliférone ou à de la skimine. D'autre part, il ne semble pas exister de 

différence dans la nature des composés phénoliques extraits des sols de 

piloselle et d'Arrhenatherum elatius : dans les deux cas, on obtient les mêmes 

spots sur les chromatogrammes. Par contre, il semble exister une difference dans 

la quantité de composés phénoliques présents dans les deux types de sol : le sol 

sous Hieracium pilosella en contient davantage que celui sous Arrhenatherum 

elatius. 

Un flavono!de est détecté mais il ne semble pas etre identifiable au 

composé NS isolé dans le chapitre III. 

Nos résultats confirment donc ceux de Makepeace et al, ces auteurs ne 

retrouvent pas d'ombelliférone dans le sol de la pelouse à piloselle, mais s'ils 

notent sur le terrain la présence de plantes presentant des deformations 

identiques a celles provoquées en laboratoire, nous n'avons pas, dans notre cas, 
• 
remarqué dans la pelouse à piloselle d'Arrhenatherum elatius montrant des mal-

formations. 

Par contre, nous n'obtenons pas les memes résultats que Becker et al, ces 

auteurs trouvent les extraits aqueux de sol de la pelouse à piloselle toxiques 

. 
vis a vis de certaines plantes or nos extraits ne montrent aucun effet 

inhibiteur sur l'Arrhenatherum elatius. Ceci est-il dÛ aux natures différentes 
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des sols dans les deux cas ou les piloselles des terrils sont-elles differentes 

de celle de la pelouse a Brachypodium pinnatum? 

La xéricite du milieu pourrait, 
. 

expliquer a peut-etre, elle seule 

l'elimination des plantes de la pelouse à piloselle du terril, une approximation 

de la teneur en eau des sols (difference entre poids humide et poids sec/poids 

humide) montre que celle-ci passe de 16,97. au debut du mois de mai à 2,77. au 

debut du mois de juin (1985). 

IV.- CONCLUSION 

Il a ete montre, precedemment, que la piloselle contenait des substances 

phytotoxiques pour l'Arrhenatherum elatius et qu'elle pouvait exsuder par ces 

racines une substance inhibitrice pour cette graminée. Mais le sol de la 

piloselle ne semble pas contenir ces substances, ou tout au moins ne les 

contient pas en quantite importante. 
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CHAPITRE VI 

CULTURES EXPERIMENTALES DE PILOSELLE ET D'ARRHENATHERUM ELATIUS 

Il a ete montre precedemment que la piloselle possedait des composes 

phytotoxiques pour l'Arrhenatherurn elatius et qu'une substance, allelopathique 

pour cette grarninee, etait susceptible d'être exsudee dans l'environnement de la 

piloselle par le système racinaire de cette dernière. Pourtant le sol de terril 

de la pelouse à piloselle ne revèle aucune toxicite vis à vis de la germination 

et de la croissance de l'Arrhenatherurn elatius, et si des composes phenoliques 

sont detectes aucun ne semble correspondre aux substances isolees precedemment. 

La piloselle, sur le terril, n'est donc pas allelopathique mais peut, peut-etre, 

influer sur le developpement de l'Arrhenatherurn elatius par un autre mecanisme 

{competition ..• )? 

Pour repondre a cette question et etudier les interferences possibles entre 

la piloselle et la grarninee, des cultures pures de piloselle et d'Arrhenatherurn 

elatius ainsi que des cultures mixtes ont ete realisees. Le schema experimental 

est celui de Witt (1960), avec ou sans le dispositif de Snaydon (1979) pour 

sêparer les effets des interactions des differentes parties de la plante 

(feuilles et racines). Cette mêthode ne permet pas de separer les differents 

mêcanismes d'interactions possibles (competition, parasitisme, allelopathie ••• ) 

entre les deux plantes etudiêes mais montre si globalement une des deux 
. 

especes 

vegetales peut avoir une action sur l'autre espèce vêgetale. 
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I. MATERIELS ET METHODES 

Des cultures mixtes de piloselle et d'Arrhenatherum elatius ont été 

réalisées de deux manieres 

en condition stérile la comparaison de ces cultures avec des 

monocultures de piloselle et d'Arrhenatherum elatius permet d'étudier les 

interférences entre ces deux plantes sans l'influence des microorganismes. 

- en condition non stérile avec le dispositif de Snaydon ce dispositif 

expérimental permet d'étudier les interactions entre deux plantes et de séparer 

les effets des différentes parties des plantes en interposant divers types de 

cloisons entre les plantes croissant dans un même milieu. 

Les protocoles expérimentaux sont décrits en annexe 15. 

II. RESULTATS 

II.l. Etude des interférences entre la piloselle et l'Arrhenatherum elatius 

en condition stérile 

Les résultats des cultures pures et mixtes de piloselle et d'Arrhenatherum 

elatius sont résumés dans le tableau n°24, la figure n°27 en donne une 

représentation graphique. 

La présence de la piloselle n'a pas d'effet négatif perceptible sur la 

croissance de l'Arrhenatherum elatius. En culture mixte, ce développement n'est 

pas inhibé mais il est, au contraire, favorisé. 
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n 

x 

a 

Tableau 24 

Rendement 
, Poids sec (en g)/pot 

0,1 

0,5 

--G-- Arrhenatherum 

--e-- piloselle 

1 

proportion 
d'Arrhenatherum 

Figure 27 RENDEMENT DE L'Arrhenatherum elatius ET DE 

LA PILOSELLE EN CULTURE PURE ET MIXTE. 

poids secs 

piloselle Arrhenatherum elatius 

culture mixte culture pure culture mixte culture pure 

21 42 21 50 

0,0442 0,0697* 0,1002 0,0768* 

0,0172 0,0254 0,0169 0,0254 

POIDS SECS DES PLANTS D'Arrhenatherum ET DE PILOSELLE EN 

CUL TURE MIXTE ET EN CUL TURE PURE. 

n = nombre de plantes pesées 
-x = moyenne des poids secs en g 

a = écart type 

* = au niveau dea = 0,05 le t (teste deStudent) observé est 
super1eur au t théorique, la moyenne des poids secs en 
culture pure est différente de celle en culture mixte 
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L'effet de l'Arrhenatherum elatius sur la piloselle est superieur à l'effet 

de la piloselle sur elle-même et l'effet de la piloselle sur l'Arrhenatherum 

elatius est inferieur à l'effet de l'Arrhenatherum sur lui-même (figure n°27). 

A partir du tableau n°24, on peut calculer le RYT (Relative Yield Total) comme 

suit : 

Soit Pa et Pp les productionsrespectives de l'Arrhenatherum elatius et de 

piloselle en culture pure, 

Soit Aa et Ap les productions respectives de l'Arrhenatherum elatius et de 

la piloselle en culture mixte. 

RYT = Pa + Aa, = 0,32 + 0,69 = 0,97 
Pp Ap 

Ce RYT est voisin de 1. Il y a identite des niches, les deux plantes 

interfèrent donc pour les mêmes ressources du milieu. 

Dans ces cultures steriles (sans l'intervention de microorganismes) sur un 

milieu assez pauvre en elements nutritifs et theoriquemen~ plus favorable 
. 
a la 

piloselle(la piloselle est capable de se developper sur des milieux plus pauvres 

en elements mineraux que l'Arrhenatherum elatius), l'Arrhenatherum elatius se 

developpe au detriment de la piloselle. Ceci pourrait être explique par le fait 

que la partie aerienne de l'Arrhenatherum elatius plus volumineuse que celle de 

la piloselle occupe toute la fiole : il y aurait competition pour la lumière et 

peut-etre egalement pour l' l'espace. 

Il a ete demontre egalement (chapitre IV) que la piloselle etait capable, 

par ses racines, d'exsuder dans le milieu une substance phytotoxique. D'autre 

part, le milieu etant sterile, il ne peut y avoir degradation de cette substance 

par des microorganismes. Dans les fioles de culture, les racines des deux 

. 
especes sont en etroit contact les unes avec les autres, la substance 
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phytotoxique se trouve être, dans l'expérience, dans des conditions favorables 

pour agir : or, danc ces conditions, l'effet allelopathique de substances 

phytotoxiques (notamment la skimine) ne peut pas être mis en évidence. On peut 

donc douter qu'elle puisse jouer un rÔle dans la dynamique végétale? 

II.2. Cultures mixtes de piloselle et d'Arrhenatherum elatius 

Les résultats des cultures mixtes avec et sans séparation sont résumés dans 

le tableau n°25. 

piloselle 

Arrhenatherum 

Tableau 25 

poids secs 

n x 0 

séparation racine 12 0,196 0,083 

séparation feuille 11 0,267 0,112 

séparation racine-feuille 12 0,244 0,127 

sans séparation 13 0,196 0,117 

séparation racine 12 1,053 0,302 

séparation feuille 11 1,523 0,400 

séparation racine-feuille 12 0,930 0,186 

sans séparation 13 1,551 0,382 

POIDS SECS DES PLANTS DE PILOSELLE ET D'Arrhenatherum. 

n = nombre de plantes pesées 

x = moyenne des poids secs en g 

o = écart type 
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La comparaison des différents résultats montre que 

les avoines élevées
1 

dans les pots avec séparation du feuillage et dans 

ceux sans séparation ont des poids secs presque identiques, 

les avoines élevée~dans les pots avec séparation des racines et dans ceux 

avec séparation des racines et des feuilles ont des poids secs voisins, mais 

inférieurs à ceux des avoines élevées précédentes. Les différences sont 

statistiquement significatives (test de Student = 0,05). 

les piloselles dans les pots avec séparation des feuilles et dans ceux 

avec séparation des feuilles et des racines ont des poids secs voisins. 

- les piloselles dans les pots avec séparation des racines et dans ceux sans 

séparation ont des poids secs identiques, ces poids secs sont inférieurs à ceux 

des piloselles précédentes mais les différences ne sont pas statistiquement 

significatives (test de Student). 

L'Arrhenatherum elatius se développe donc mieux lorsqu'il n'y a pas de 

séparation entre les racines des deux plantes et n'apparait pas géné par la 

présence de la piloselle.Il y a donc un effet "séparation des racines" négatif 

sur Arrhenatherum elatius : il aurait fallu également réaliser les traitements 

d'une plante d'Arrhenatherum dans un pot et de deux plantes dans un autre pot. 

La piloselle semble affectée par la présence de l'Arrhenatherum 

elatius lorsqu'il n'y a pas de séparation entre les parties aériennes des deux 

plantes mais les diminutions de poids secs ne sont pas significatives pour 

()( =0,05. 

III.- DISCUSSION 

Les cultures mixtes stériles mettent en évidence une compétition pour 

la lumière entre la piloselle et l'Arrhenatherum elatius, celui-ci se montre 

plus compétitif que la piloselle. L'expérience ne permet pas de mettre en 

évidence une phytotoxicité de la piloselle vis a vis de l'Arrhenatherum elatius. 
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La deuxieme experience ne permet pas, elle non plus, de mettre en evidence 

une quelconque phytotoxicite de la piloselle. Comme dans le cas precedent, la 

piloselle semble genee dans sa croissance par la presence du feuillage de 

l'Arrhenatherurn elatius, ce qui indiquerait une competition pour la lumière. Ces 

resultats sont a rapprocher de ceux de Makepeace et al (1985), ces auteurs 

concluent a la suite de leurs experimentations en conditions contrÔlees que le 

trêfle supprime la piloselle par competition pour la lumière. 

Dans la deuxième experience, l'Arrhenatherurn elatius se développe mieux 

lorsqu'il n'y a pas separation des systèmes racinaires des deux plantes et ne 

semble pas affecte par la presence de la piloselle (qui n'est pas genee par les 

racines de l'Arrhenatherurn elatius) les poids secs des cultures avec 

separation des feuilles et ceux des cultures sans separation sont voisins. Le 

système que nous avons utilise ne tient pas compte d'un facteur : la quantite de 

nutriments disponibles, le developpement de l'Arrhenatherurn elatius dependant 

plus de ce facteur que de la presence de la piloselle. 

IV.- CONCLUSION 

Les resultats obtenus confirment ceux du chapitre precedent, la piloselle, 

dans les conditions experimentales, ne montre aucun effet phytotoxique vis à vis 

de l'Arrhenatherurn elatius. La piloselle semble même dans les cultures mixtes 

genee par la presence de l'Arrhenatherurn (competition pour la lumière). 

89 



DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALE 

La teletoxicite de la piloselle, demontree par Becker et al, ne semble pas 

pouvoir expliquer, dans le cas des terrils houillers, le passage de la friche 

haute a Arrhenatherum elatius a la pelouse rase à Hieracium pilosella. Nos 

resultats nous amènent même à douter de l'allelopathie de la piloselle : 

- il a ete possible d'isoler des organes souterrains de la piloselle deux 

substances phytotoxiques (un flavono!de et de l'ombelliferone). Ces composes 

sont aussi presents dans les organes aeriens de la plante (Haag-Berrurier, 

1964). 

ces deux composes ne sont pas rejetes dans l'environnement par les 

racines. Par contre la piloselle est capable d'exsuder une autre substance (la 

skimine) qui est phytotoxique pour l'Arrhenatherum elatius. Nous n'avons pas 

etudie le phenomène du lessivage des feuilles. Makepeace, Dobson et Scott (1985) 

ont montré dans leurs etudes que les lessivats de feuilles vivantes ne contenaient 

pas de substances phytotoxiques. De méme que les lessivats de feuilles, l'ëtude 

du passage des substances par voie aerienne (volatilisation) n'a pas ete 

etudiee: les composes toxiques isoles de la piloselle (composes phenoliques) ne 

sont pas volatils. 

le sol sous la piloselle ne montre, dans nos experiences, aucune toxicite 

vis a vis de la germination et du debut de la croissance de l'Arrhenatherum 

elatius. L'analyse des composes phenoliques, du sol de piloselle, ne permet pas 

de deceler l'ombelliferone et la skimine, ce qui confirme les travaux de 
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Makepeace, Dobson et Scott (1985). Un flavono!de est décelable dans le sol sous 

la piloselle, ainsi que dans celui sous Arrhenatherum elatius, il ne semble pas 

être identifiable au flavono!de phytotoxique isolé de la piloselle. Becker et al 

notent, dans leurs expériences, une déformation des plantules arrosées avec un 

extrait de piloselle. Becker, Makepeace, Dobson et Scott (1985) constatent sur 

le terrain, que les plantes dans la pelouse à piloselle ont le même aspect que 

celles mises en présence d'ombelliférone au laboratoire. Sur le terril nous 

n'avons pas trouvé de différences entre l'aspect des avoines élevées des 

pelouses à piloselle et celui des avoines élevées des friches. 

les expériences réalisées au laboratoire permettent, dans les conditions 

expérimentales, de mettre en évidence une interférence entre la piloselle et 

l'Arrhenatherum elatius. Mais les résultats obtenus sont contraire a ceux 

attendus : l'avoine élevée domine la piloselle dans les cultures mixtes. 

L'objectif fixé au début de ce travail fÛt d'investiguer l'allélopathie de 

la piloselle, notamment l'allélopathie vraie négative, afin de démontrer la 

réalité de ce phénomène. Nous avons pour cela adopté un protocole allant de la 

plante vers le sol : 

i - analyse des substances phytotoxiques dans la plante 

ii - étude du rejet de substances phytotoxiques par la plante 

iii - analyse de la toxicité du sol sous la piloselle. 

A la suite de nos travaux, plutôt qu'utiliser une telle démarche, il nous 

semble préférable 

- de ne pas rechercher dès le départ un type d'allelopathie 

- de partir du sol et de l'environnement ; analyse des substances toxiques 
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presentes dans le sol et etude experimentale de l'influence de ces composes sur 

la croissance et la morphologie des plantes, puis recherche des symptômes 

décelés dans le milieu naturel. 

En effet, rechercher des substances allélopathiques dans une plante est 

discutable : on peut isoler et identifier dans l'environnement une substance 

ayant une activité allélopathique et avoir décelé dans la plante des substances 

allélopathiques différentes de celle agissant dans la nature. Par -contre apres 

démonstration de l'activité allélopathique "in situ" d'un composé, il est 

indispensable d'établir sa filiation avec une plante émettrice. Cette étude 

permettra de connaitre le type d'allélopathie en présence duquel on se trouve. 

Bien que les variations du rejet de skimine n'ont pas été etudiees, les 

quantités de skimine exsudées sont très faibles et ne se retrouvent pas dans le 

sol de la pelouse à piloselle. 

Les échantillons d'Arrhenatherum elatius (pelouse et friche de terril, 

friche du campus) ont donne des réponses similaires dans les tests d'influences 

de la pression osmotique et dans ceux de toxicité d'extraits aqueux. Il ne 

semble pas exister à ce niveau de différence entre populations. 

Les remarques nous amenent à penser que l'exsudation de skimine dans le sol 

de la pelouse -a piloselle ne doit pas avoir d'impact évolutif sur les 

populations d'Arrhenatherum elatius. 

La substitution de la friche Arrhenatherum elatius par la pelouse rase a 

Hieracium pilosella ne semble donc pas être dÛe à un phénomène allélopathique ni 

a une compétition de la piloselle vis à vis de l'Arrhenatherum elatius. Celle-ci 

serait plutôt sous la dépendance de facteurs édaphiques. 
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ANNEXE 1 

Tests de l'effet de la pression osmotique sur la germination et l'élongation 
racinaire de l'Arrhenatherum elatius et du radis 

1. Le matériel végétal : 
Trente graines d'Arrhenatherum elatius ou de radis sont disposées dans une 

boite de Pétri (diamètre de 90 mm) dont le fond est recouvert d'un papier filtre 
(Whatman 44 asless) imbibé de 3,5 ml de solution à tester. Un témoin est réalisé 
en remplaçant la solution à tester par de l'eau distillée (pression osmotique 
égale à 0 atm). 

2.- Conditions de germination et de croissance 
Les boites de Pétri sont ensuites placées dans les conditions suivantes 
- température de 22°C le jour et de 19°C la nuit 
- lumière 16 heures par période de 24 heures. 

3.- Observations 
L'élongation racinaire 

déterminés au bout de 4 
témoin "eau distillée". 

ainsi que le nombre de graines germees sont 
a 5 jours. Les résultats obtenus sont comparés au 
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ANNEXEZ 

Solution nutritive de HOAGLAND (in GAMBORG et WETTER, 1975) 

macroéléments: 

microéléments: 

Ca(N0
3

)
2

,4H
2

0 .••••.•••••• 4 mM ••••••••••••• 0,94 g/l 

MgS04 , 7H20 .•.•.......•... 2 mM ••••••••••••• 0,52 g/1 

KN0 3 ..................... 5 rn.l-1 ••••••••••••• 0,66 g/l 

NH4H2PO ................. 1 mM ............. 0,12 g/l 

Fer chélaté 

.Na EDTA .............. 6,45 g/l 

.FeS04 ................ 4,96 g/l 

H
3

Bo
3 
.•••••••••••.•••.•• 38 g/1 

MnS04 ,H
2
o ............... 34 g/1 

CuSO, ,SH_O .............. 1 g/1 
4 L 

ZnSO, ,7H_O ............. 2,2 g/1 
'4 L 

(KH4) 6Moïo244H2o ........ 1 g/l 

H2so
4 

(concentré) ....... 5 ml 

1 ml de cette solution 
àoit être ajouté dans 
un litre àe milieu de 
Hoagland 

0,1 ml de la solution mère de mi2roéléments est ajouté à un litre 

de solution contenant les macroéléments et le pH est ajusté à 6,7 avec 

NaOH 0,1 N. 
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ANNEXE 3 

Mode de pr~paration des extraits aqueux de piloselle et de sols 

Les extraits aqueux de piloselle ont ~t~ pr~par~s selon deux modalit~s (m~thode 
Becker et al modifi~e) 

(a) a partir du mat~riel frais : des racines fraiches ou un m~lange rhizome 
-racine sont broy~s dans quatre fois leur poids d'eau distillée pendant 10 
minutes à 30°C. Le broyat est ensuite filtr~ et la solution r~cup~r~e. 

(b) à partir d'une poudre obtenue à partir de mat~riel s~ch~ à la temp~rature 
du laboratoire et agit~e dans cinq fois son poids d'eau distill~e pendant 

f~u\ 
~ 

heure à 30°C. La solution est ensuite filtr~e. 

Des ~chantillons de sols au contact des racines de Hieracium pilosella et 
d'Arrhenatherum elatius sont pr~lev~s sur le terril d'Haveluy. Au laboratoire, 
ils sont s~ch~s a la temp~rature ambiante et tamis~s (maille de 2 mm), les 
morceaux de racines sèches sont soigneusement retir~s. Les extraits sont obtenus 
par agitation des ~chantillons (s~ch~s et tamis~s) dans leurs poids d'eau dis
till~e pendant 1 heure à 30°C puis filtration. 
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ANNEXE 4 

Mode de préparation des extraits aqueux de racine et du mélange 
racine-rhizome de piloselle 

- 10 g de racines fraiches ou du mélange racine-rhizome frais, débarassés de la 
terre adhérente et lavés à l'eau distillée, sont broyés dans un waring blender 
en présence de 80 ml d'eau distillée. Le broyat est ensuite centrifugé a 6000 
tr/mn pendant 15 minutes, le surnageant est repris et le volume final est ajusté 
à 100 ml. Ces extraits sont dits à concentration égale à 100 g/1. 
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ANNEXE 5 

Dosage des composès phènoliques 

Le rèactif de Folin-Ciocalteu est sensible aux composès phènoliques mais non 
spècifique (rèactions avec certains sucres, acides arninès et acides organiques). 
L'interfèrence de ces substances a ètè levèe grâce à l'utilisation de la mèthode 
dècrite par Melin (1976) (figure n°28) : 

Cet auteur utilise du Polyclar (AT) pour absorber spècifiquement les dèrivès 
phè~oliques d'un extrait vègètal. Par dosage diffèrentiel au Folin (avant et 
apres passage sur Polyclar) la quantitè de composès peut être dèterminèe. 

Des courbes ètalons ont ètè rèalisèes avec de l'acide chlorogènique et de 
l'ombellifèrone, les rèsultats ont ètè exprimès en èquivalent de ces substances. 

Protocole expèrimental : 
Dosage au Folin-Ciocalteu 
- acide chlorogènique, solution à doser 

- solution d'acide-chlorogènique (0,1 a 1 mg/ml) 
0,1 ml 

- solution à doser 
+ 3,5 ml H20 
+ 0,5 ml Na2 C03 à 20i. 

repos 3 minutes 
+ 0,5 ml rèactifs Folin-Ciocalteu 

incubation a 40°C pendant 30 minutes 
lecture à 760 nm 

- Ombellifèrone 
0,4 ml 

+ 3,2 ml 
+ 0,5 ml 

de solution d'ombellifèrone (0,01 a 0,1 mg/ml) 
H20 
Na2 C03, à 20i. 

repos a 3 minutes 
+ 0,5 ml rèactif Folin-Ciocalteu 

incubation à 40°C pendant 30 minutes 
lecture à 760 nm 
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solution de racines de 

piloselle à !00 g/L 

10 ml 

agitation 

10 grs de pvp• ~•• ~ 

gonfler dans H
2
0 Ph•3,5 

durant ~0 m1nutes. 

repos ~0 ~inules puis 

élimination du surnageant 

abso~ption â ?h•J.S 

durant JO m1nutes sous 

agitation 

1 
filtration 

! 
concentration du filtrat 

à 10 ~1 à l'evaporateur 

sous vide (Temp.•Jo•c) 

l 
dosage au Fo~ ~oiin-Ciocalteu P2 

P~C~ols totaJx • p - p 
1 2 

* Le PVP utilisé est traité 15 ~!nutes à 100 •c sous reflux par HCl 10%, 

il est ensuite lavé a l'eau distillée et à l'acétone puis séché à l'étuve. 

La conservation s'effecc~e à !'~bri de la lumière sous pression =éduite. 

Figure 28 DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES (Melin, 1976) 
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ANNEXE 6 

Fractionnement de l'extrait aqueux du mélange 
racine-rhizome de piloselle et test de toxicité 

* Test de toxicité 
L'équivalent de 3,5 ml de solution du mélange à 100 g/1 
filtre dans une boite de pétri. Le solvant évaporé sous 
remplacé par 3,5 ml d'eau distillée. Les tests de 
réalisés comme nous l'avons décrit en annexe 1. 

est déposé sur un papier 
un flux d'air chaud, est 
toxicité sont ensuite 

TEST DE TOXICITE* 

100ml d'extrait aqueux du 
melange de piloselle à 
100 g/1 

J 
Phase éther de pétrole~•~--Extraction par l'éther de 

pétrole (3 fois 100 ml) 

Phase chloroformique 

Phase éthyl acétate 

! 
Phase aqueuse 

1 
.---Extraction par le chloroforme 

(3 fois 100 ml) 

! 
Phase aqueuse 

l 
.,_ __ Extraction par l' éthyl 

acétate (3 fois 100ml) 

l 
----------------------------Phase aqueuse 
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ANNEXE 7 

Isolement des substances inhibitrices de la fraction toxique 

- Chromatographie sur colonne 
Comme dans le chapitre II, le gel LH20 a été choisi. 
Lattanzio (1981) a utilisé ce gel avec comme éluant le mélange eau-éthanol 

(507., v/v) à pH = 4 (H3 P04) pour séparer des composés phénoliques, le même 
système d'élution a été retenu mais le pH n'a pas été ajusté à 4. 

L'éluant a été appliqué à un débit de 28 ml/h sur une colonne de diamètre 
égal à 2,6 cm et haute de 37 cm, les substances ont été détectées en U.V. 
(254nm). 

Une solution éthanolique représentant l'équivalent de 95 ml d'extrait aqueux 
de racines à 100 g/1 a été concentrée à l'évaporateur sous vide à 2 ml et 
chromatographiée dans les conditions définies ci-dessus. Sur les fractions des 
différents pics obtenus par la chromatographie et sur la fraction NS, des tests 
de toxicité ont été effectués comme décrit dans l'annexe 6 afin de déterminer 
les fractions inhibitrices. 

- Chromatographie sur couche mince 
Les chromatographies bidimensionnelles sur cellulose ont été réalisées dans 

les conditions suivantes : 
- 1ère migration dans le solvant acide acétique à 157. 

2ème migration dans le solvant B.A.E. (n butanol 6, acide acétique 1, eau 
2) 

Les chromatogrammes, après lecture en U.V. et pulvérisation de réactifs 
(p.nitraniline diazotée, Fe Cl3 - K3 Fe (CN)6) ont permis de montrer que cette 
fraction renfermait deux substances. 
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ANNEXE 8 

Determination des substances phytotoxiques isolees 
de l'extrait aqueux du melange racine-rhizome de piloselle 

Les substances isolees ont ete chromatographiees (avant et après hydrolyse 
acide*) sur plaque de cellulose dans differents solvants : 

- acide acetique à 15% 
- n butanol-acide acetique-eau (6-1-2) 
- Forestal 
- benzène-acide acetique-eau (7-6-3) 

Après sechage, les chromatogrammes ont ete observë; en U.V. à 360 nm (avant et 
apres pulverisation d'ammoniaque) et après vaporisation de divers reactifs**· 
Les valeurs de Rf, les fluorescences en U.V. et les couleurs des taches reperees 
après application de chaque reactif ont ete notees. 
Les resultats obtenus ont ete compares avec ceux de composes phenoliques 
disponibles dans le commerce. 
Un spectre U.V., dans le chloroforme et dans l'ethanol, de l'aglycone obtenu 
après hydrolyse de NS a ete realise et compare avec celui de l'apigenine du 
commerce. 

- analyse des glucides liberes par l'hydrolyse acide du compose NS. 
Après l'extraction de l'aglycone par l'ether ethylique, la fraction aqueuse 
acide est reprise et l'acide-chlorhydrique est elimine selon la methode decrite 
par Ribereau-Gayon (1968). Une partie aliquote de la solution aqueuse est 
chromatographiee, ainsi que des sucres temoins (glucose, arabinose, rhamnose,. 
mannose, fructose), sur une plaque de cellulose dans le solvant 
ethylacetate-pyridine-eau (2-1-2). Les glucides sont reveles par la 
pulverisation d'un reactif à l'aniline***· Les Rf et les colorations sont 
notees. 

* L'hy~=olyse acide est conduite en ffiilieu HCl 2N à 10G°C pendant 1 fieure, après 
refroië.isseoent les aglycones apparues sont extraites par l'éthey éthylique. 

** réacti=s utilisés : ~~oniaque, p-nitraniline diazotée, p-nitr~~iline dia
zotée + carbonate de sodium à 15%, carbonate de soài~ à 15%, FeCl 3 -K3 Fe 
{CN)6 • (Les réacti=s ont été préparés selon les protocoles décrits par 
Ribereau-Gayon ( 1968 ~. 

***réactif à l'aniline :aniline 4ml, diphényl-amine 4g, acétone 200ml, H3P04 
à 85% 30ml. Après pulvérisation, la plaque de cellulose est mise à l'étuve à 

ll0°C pendant lOmn. 
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ANNEXE 9 

Dosage des composés phénoliques 
Courbes étalons de l'acide-chlorogénique et de l'ombelliférone 
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M'NEXE 10 
Culture hydroponique sterile de Hieracium pilosella 

Des graines de piloselle, desinfectees avec une solution aqueuse 
d'hypochlorite de calcium (30 g/1), sont mises a germer sterilement dans des 
boites de petri contenant du papier filtre imbibe d'eau. 

Dix jours après la germination, les plantules sont repiquees aseptiquement 
sous une hotte à flux laminaire dans des tubes (diamètre de 22 mm, hauteur 350 
mm) contenant 25 ml de solution de Hoagland diluee de moitie. Le support des 
plantules est realise avec du papier Whatman n°3 (figure 29 ), un papier 
aluminium entoure la base du tube et abrite ainsi les racines de la lumière. 

Les tubes sont ensuite places dans des conditions d'eclairement de 16 h de 
lumière par 24 h et à une temperature constante de 22°C. 

Un mois et demi après le repiquage des piloselles la solution de culture est 
recuperee et analysee. L'axenie des cultures est verifiee par l'absence de 
trouble dans les solutions de culture contenues dans les tubes. 
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Figure 29 PILOSELLE EN CONDITION DE CULTURE 

STERILE. 
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ANNEXE 11 

Elimination des éléments minéraux de la solution de culture 
de Hieracium pilosella 

On ajoute 500 ml de NaOH (0,3 N) et 250 ml d'une solution de sulfate de zinc 
(0,3 M) à 825 ml de solution de culture, un précipité blanc apparaît. La solution 
obtenue est ensuite centrifugée à 5000 g pendant 10 minutes. 

Le surnageant est repris et concentré à l'évaporateur sous vide (à 35°C) à un 
volume de 300 ml, puis une deuxième défécation est réalisée. Après la centrifuga
-tion, le surnageant, acidifié· par HCl concentré à un pH compris entre 2 et 3, 
est affronté dans une ampoule a décanter à de l'éther éthylique (3 fois 600 ml). 
La phase éthérée, contenant les composés phénoliques, est concentrée à sec à 
l'évaporateur sous vide (à 35°C). Le dépôt est ensuite repris par 5 ml d'eau dis
-tillée et analysé. 
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ANNEXE 12 
Analyse de la solution de culture de Hieraciurn pilosella 

Chromatographie bidimensionnelle sur couche mince 
La chromatographie a ~t~ effectu~e sur une plaque de cellulose (~paisseur de 0,2 
mm). Nous avons utilis~ en première dimension le solvant n butanol-acide 
ac~tique-eau (6-1-2) et en deuxième dimension le solvant acide ac~tique à 15%. 
Après chromatographie, la plaque de cellulose est examin~e en lumière U.V. (324 
nm) puis le r~v~lateur Fe Cl3 - K3 (CN)6 est pulv~ris~. Les colorations sont 
not~es. 

Chromatographie liquide haute pression 
Nous avons utilis~ un appareil de marque Varian et un systeme en phases 
invers~es (colone Waters à compression radiale, type 8 NVC 18)._ 
La solution concentr~e de culture de piloselle a ~t~ filtr~e a 0,22 ~ puis 
chromatographi~e dans les conditions suivantes : 

- solvant A 75% eau + acide ac~tique (1,5%) 
- solvant B 25% m~thanol 
- d~bit 1,7 ml/mn 
- pression 96 atmosphères 
- d~tection U.V. à 280 nm 
- injection 10 Ùl de solution 

avance du papier 
de l'enregistreur: 10 mm /mn 

Afin d'orienter l'identification des substances mises en ~vidence, la colonne .a 
~t~ ~talonn~e avec un m~lange de 13 compos~s ph~noliques (*). Ce m~lange a 
~t~ r~alis~ par l'addition d'un millilitre de chacune des 13 solutions de 
ph~nols, les solutions ont ~t~ obtenues en dissolvant 25mg de compos~s 
ph~noliques dans 100ml d'eau pure. La chromatographie a ~t~ effectu~e dans les 
conditions suivantes: 

- de l'injection (temps = 0) à temps = 25 minutes 
solvant A 75% : eau + acide ac~tique (1,5%) 
solvant B 25% : m~thanol 

- à partir du temps = 25 minutes 
gradient de m~thanol pour etre a 100% de m~thanol au temps=40 minutes 

- d~bit : 1,7 ml/mn 
- pression : 84 atmosphères 
- d~tection : U.V. à 280 nm 
- injection : 10 ~l de solution 
- avance du papier de 

l'enregistreur : 10 mm/mn 

Les r~sultats obtenus avec les compos~s de la solution de culture ont ensuite 
~t~ compar~s à ceux du m~lange. 
Une comparaison de nos r~sultats et de ceux de Wulf et Nagel (1976) a aussi ~t~ 
r~alis~e. Ces auteurs ont s~par~ diff~rents compos~s ph~noliques sur une colonne 
Waters ~Bondapak/C18 avec le solvant eau-acide ac~tique (95:5). 

* compos~s ph~noliques test~s acide gallique, acide 
p-hydroxybenzo!que, acide vanillique, acide caf~~que, 
ombellif~rone, acide p-cournarique, acide f~rulique, 
cournari ne·. acide o-cournarique, acide cinnamique. 
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ANNEXE 13 

Mise en evidence de la toxicite du sol sous Hieracium pilosella 

La germination de l'Arrhenatherum elatius 
Dix blocs de sol (longueur=15cm, largeur=8cm et hauteur=6cm) sont preleves sur 
le terril dans les pelouses à piloselle. Les vegetaux presents sont otes, six 
graines d'Arrhenatherum elatius sont deposees sur chacun de ces blocs puis 
ceux-ci, disposes dans des bacs en plastique et mis en serre. 
Au bout de 5 jours, le nombre de graines germees est compte et compare a deux 
temoins pour lesquels : 

- le sol de piloselle 
- le sol de piloselle 

il n'est pas possible 
structure. 

est remplace par du terreau 
est remplace par du sol d'Arrhenatherum. Avec ce sol, 
d'enlever la vegetation des blocs sans en perturber la 

La croissance de l'Arrhenatherum 
L'elongation du coléoptile de 50 arrhenatherum se developpant sur des blocs de 
sol de piloselle est mesuree quotidiennement à partir du Sè jour après le semis, 
pendant 4 jours. La croissance du coléopt~le est comparee à celle d'un temoin où 
le sol de piloselle a ete remplace par du terreau. 
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ANNEXE 14 

Chromatographie bidimensionnelle des composes phenoliques des 
extraits aqueux de sol seche 

L'extrait aqueux de sol de piloselle et d'Arrhenatherum (correspondant à 250 g 
de sol), acidifie à un pH compris entre 2 et 3 par HCl N, est affronte à de 
l'ether ethylique (3 x son volume). La solution etheree contenant les composes 
phenoliques est concentree à un volume de 2 ml, 80 ~1 de cette solution 
concentree sont deposes sur une plaque de cellulose. Pour la chromatographie 
bidimensionnelle, nous avons utilise en première dimension le solvant n 
butanol-acide acetique-eau (6-1-2) et en deuxième dimension le solvant acide 
acetique à 15%. Les substances presentes sur les chromatogrammes ont ete 
decelees par l'observation en visible et en U.V. et après pulverisation de 
divers reactifs (Fe Cl3 - K3 Fe (CN)6, p-nitraniline, p-nitraniline + carbonate 
de sodium .) . 
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ANNEXE 15 

Cultures pures et mixtes de piloselle et d'Arrhenatherum 
en conditions steriles et non steriles 

Cultures sterile~ 
Des graines de piloselle et d'Arrhenatherum elatius prealablement sterilisees à 
l'hypochlorite de calcium (30 g/1) sont mises à germer stêrilement dans des 
boites de petri. Sept jours après la germination, les graines sont repiquees 
aseptiquement dans des fioles (~: 85, mm, H:140 mm') contenant 100 ml de milieu 
nutritif (solution de Hoagland diluee de moitie plus 10 grammes de gelose par 
litre de milieu). 
Les cultures mixtes sont realisees en plaçant une graine d'Arrhenatherum et une 
graine de piloselle par fiole et les cultures pures en disposant deux graines de 
piloselle ou d'Arrhenatherum par fiole. 
Les fioles sont ensuite placees dans une enceinte climatisee reglee aux 
conditions suivantes 

- temperature de jour de 23°C 
11 de nuit de 16°C 

- photoperiode de 16 heures de lumière par 24 heures 
Après un mois de culture, les plantes sont prelevees, sechees à l'etuve a 100°C, 
puis pesees. Les resultats des cultures mixtes sont compares a ceux des cultures 
pures. L'experience a ete repetee deux fois. 

Cultures non steriles 
Dans des pots en plastique (taille n°13) contenant du terreau, deux plantules 
(l'une de piloselle, l'autre d'Arrhenatherum agees de sept jours ont ete 
repiquees). 
Trois conditions de culture sont realisees en plaçant entre les deux plantes des 
cloisons de PVC 

separation des racines 
- separation des feuilles et des racines 
- separation des feuilles 

Une quatrième condition de culture est obtenue en n'intercalant pas de cloison 
PVC entre les plantes. 

Les pots sont ensuite places en serre dans les conditions suivantes : 
-température de jour de 23°C 
-temperature de nuit de 16°C 
-photoperiode de 16 heures de lumière par 24 heures 

Trois mois après, les plantes sont prelevees. Les systèmes racinaires des 
piloselles et des Arrhenatherum n'etant pas separables, seules les parties 
aeriennes sont recoltees et sechees à l'etuve à 100°C. Les poids secs des 
plantes sont ensuite mesures et les resultats obtenus compares entre eux. 
L'experience a ete effectuee deux fois. 
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RESUME 

Les recherches présentées entrent dans le cadre de l'étude de l'allélopa

thie entre la piloselle (~ieraciurn pilosella) et l'avoine élevée (Arrhe

natherum elatius) sur les terrils houillers du Nord de la France 

Sur ces terril~,une pelouse rase à Hieraciurn pilosella succède à une fri

che haute à Arrhenatherurn elatius. Pour expliquer cette substitution Petit 

(1980) invoque plusieurs hypothèses dont la télétoxicité de la piloselle. 

Après avoir montré que la toxicité des extraits aqueux de piloselle uti

lisés par Becker et colA1950) était dûe à la pression osmotique, nous 

avons identifié dans cette plante deux composés à potentialité allélopa

thique (l'ombelliférone et un flavonoide), ces substances ne sont pas ex

sudées parles racines de la piloselle. Par contre, une autre substance à 

potentialité allélopathique (la skimine) est rejetée par les racines de 

la piloselle. La toxicité du sol à piloselle n'a pu être démontrée, les 

composés précédemment isolés ne·semblent pas y être présents. Des cultu

res (stériles et non stériles) pures et mixtes de piloselle et d'avoine 

élevée ont montré que la piloselle est dominée par l'Arrhenatherurn ela

tius en culture mixte. 

Nos travaux n'ont pas pu mettre en évidence l'allélopathie de la piloselle. 
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