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Résumé

Biocontrdle par les racines de Genista tricuspidata contre les

microorganismes phytopathogénes

Genista tricuspidata est une plante endémique appartenant a la famille des légumineuses,
riche en métabolite secondaire. Dans notre étude nous avons collecté et extraire les racines de
Genista tricuspidata par la méthode de macération éthanoique et décantation par deux solvants
éther de pétrole et dichlorométhane, ensuite nous avons étudier 1’effet biologique des extraits des
racines de Genista tricuspidata vis-a-vis I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur
milieu solide qu’a été évaluer par Erwinia amylovora et Pseudomonase sp, aussi par ’activité
antifongique par la méthode d’étalement a été estimé par Fusarium sp, Botrytis sp et Alternaria sp.
Les résultats obtenus dans I’extraction ont présenté un rendement de 0,22% dans 1’extrait d’éther
de pétrole et un rendement de 1,72% dans I’extrait de dichlorométhane des racines de G.
tricuspidata. L’évaluation de I’activité antibactérienne montré un effet résistance sur Erwinia
amylovora et Pseudomonas sp. L’extrait d’éther de pétrole et I’extrait de dichlorométhane des

racines de G. tricuspidata montrant un effet inhibiteur sur Botrytis sp.

D’apreés les résultats obtenus on peut utiliser les extraits des racines de Genista tricuspidata

sur le biocontréles contre les microorganismes phytopathogenes.

Mots clé : Genista tricuspidata, microorganismes phytopathogénes, macération, décantation,

activité antibactérienne, activité antifongique.



Abstract

Biocontrol by Genista tricuspidata roots against

phytopathogenic microorganisms

Genista tricuspidata is an endemic plant belonging to the legume family, rich in secondary
metabolite. In our study we collected and extracted the roots of Genista tricuspidata by the method
of ethanoic maceration and decantation with two solvents petroleum ether and dichloromethane,
then we studied the biological effect of the extracts of the roots of Genista tricuspidata root extracts
with regard to antibacterial activity using the solid-state diffusion method, which was assessed for
Erwinia amylovora and Pseudomonase sp, and antifungal activity using the spreading method,
which was assessed for Fusarium sp, Botrytis sp and Alternaria sp. Extraction results showed a
yield of 0.22% in petroleum ether extract and 1.72% in dichloromethane extract of G. tricuspidata
roots. Evaluation of antibacterial activity showed a resistance effect on Erwinia amylovora and
Pseudomonas sp. The petroleum ether extract and dichloromethane extract of Genista tricuspidata

roots showed an inhibitory effect on Botrytis sp.

According to the results obtained, extracts from Genista tricuspidata roots can be used for
biocontrol against phytopathogenic microorganisms.

Key words: Genista tricuspidata, phytopathogenic microorganisms, maceration, decantation,

antibacterial activity, antifungal activity.
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Introduction

Introduction

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale: méditerranéenne,
saharienne et paléotropicale, L'identification de cette flore a été décrite par plusieurs
botanistes a titre d'exemple celle de Quezel et Santa (1962-1963), intitulée « la nouvelle flore
de I'Algérie et régions désertiques méridionales », elle est avec ses 3000 espéces appartenant
a plusieurs familles botaniques dont 15% sont endémiques, reste tres peu étudiée tant sur le

plan écologique que sur le plan phytochimiques (Ozenda, 1991).

Ce genre constitue un matériel intéressant qui mérite d’étre exploré afin de mettre en
lumiére tous ses avantages et ses potentialités différentes classes du métabolisme secondaire
ont été identifiées dans le genre de Genista : alcaloides, terpenes, les composés phénoliques
notamment les flavonoides et les isoflavonoides (Boumaza, 2006). Nous sommes
intéressants par Genista tricuspidata qu’est une plante n’a pas été étudier précédemment

polymorphe.

L’inquiétude envers les maladies phytopathogénes devient de plus en plus grave du
fait de I’extension des cultures intensives (Seitz et al., 1982 ; Alderman et al., 1996). Les
maladies des plantes provoqués par des microorganismes phytopathogénes que sont
concentrer sur les espéces cultivées causent des dommages qualitatifs et quantitatifs

considérables sur les cultures en particulier (Morris et al.,2009 ; Zahour, 1992).

Ces microorganismes déterminés par des bactéries phytopathogénes et des
champignons phytopathogénes, certaines bactéries sont recensées comme étant des especes
causales des maladies des plantes tels que Erwinia amylovora et pseudomonas sp (Messiaen,
1991). En plus, ils sont déterminés par des champignons phytopathogénes permis ces

champignons en peux citer Fusarium sp, Alternaria sp et Botrytis Sp.

Notre étude pour but de collecté et extraire les racines de Genista tricuspidata par la
suite nous avons testé les extraits obtenus par ’activité antibactériennes sur les bactéries

phytopathogénes et I’activité antifongique sur les champignons phytopathogéns.
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Chapitre I : Genista tricuspidata

I. 1.1. Définition

G. tricuspidata est une plante léegumineuse de genre Genista de la famille Fabaceae.
Elle est une espéce endémique, connue sous le nom de “Guendoul” ou “Chebrak” (Quezel
et Santa, 1963). Cette espece contient une variété de métabolite secondaire de différents

types notamment des isoflavonoides (Dixon, 2004).

Figure 1: Genista tricuspidata (Vella, 2007).

I .1.2. Distribution et air géographique de Genista tricuspidata

Le genre Genista est circumméditerranéen, il est constitué d’arbustes épineux et
monépineux, la majorité de ces especes forment des maquis sclérophylles ou des matorrals
avec 87 especes (Martins et al., 2005); il est largement distribué dans le bassin
méditerranéen, en Europe et en Afrique du nord (Mekkiou, 2005). Le genre Genista est
représenté par 16 especes dont 11 sont endémique tel que Genista Tricuspidata est une plante

qui trouvée dans les régions de I’est et du sud-est du pays (Quezel et Santa, 1963).

I.1.3. Description botanique

Ce sont des arbrisseaux epineux, buissonnants et tres rameux de 0,3-1,2 m de hauteur.
Les rameaux floriféres verts sont plus ou moins allongés et effilés, feuillés, gréles

pubescentes puis glabres. Les épines trafiquées ou simples, robustes, divariquées vertes de 1-

4
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4,5 cm de long. Les feuilles sont toutes unifoliolées, vertes et subsessiles, les folioles sont

lancéolées entieres et aigués vétus sur les deux faces de poils apprimes de 7-15 mm de long.

L’inflorescence est en grappes terminales multiflores de 1,5-25 cm de long, I’axe de
la grappe est inerme et non prolongé en rameau feuillé, plus ou moins poilu. Les fleurs sont
d’un jaune d’or verdissant souvent par dessiccation. Le calice est bilabié, glabre et jaune
verdatre de 4,5-6 mm de long. L’étendard est glabre a peu pubescent sur le dos, ovale ou
ovale-oblong, aigu et un peu émargé au sommet de 8-10 mm de long. Les ailes sont
oblongues-cultriformes, obtuses et égalant a peu prés 1’étendard. La caréne dépassant
beaucoup les ailes et 1’étendard, elle est oblongue, obtuse et étroite de 10-13 mm de long
(Lograda, 2018).

Des travaux phytochimiques ont été montré 1’isolement des flavones et des flavols tel
que la Quercétine (Boumaza, 2006), 3-0-B-glucoside isorhamnétine,4'-5,7-trihydroxy-3',8-
diméthoxy-3-Oglucosylflavone (Boumaza, 2011) plus des isoflavones Génistéine et
isoprunétine (Harborn, 1969), 7-methoxy-4- hydroxyflavane, 3- 28-dihydroxyolean-12-ene
(erythrodiol) et de phytol (Boumaza, 2011).

1.1.4. Taxonomie et Classification

Le genre Genista a été décrit pour la premiére fois par Linné en 1753, il appartient a
la famille des légumineuses (Fabales), sous-famille des papilionacées (Fabacées) et a la tribu
des génistées. Parmi les 700 genres de la famille des fabacées, En Algérie ont trouvé environ
53 genres et 337 especes. Le genre Genista comporte 23 especes dont 11 ont endémiques a
I’ Algérie (Boukaabache, 2015).

Tableau 1: Classification taxonomique de Genista tricuspidata.

Embranchement Spermaphytes

Sous — embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Rosales

Famille Fabales (Iégumineuse)
Sou — famille Papilionacée (fabacées)
Tribu Genisteae

Genre Genista
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Espéce Genista tricuspidata

1.1.5. Effet biologique

La recherche bibliographique menée sur I’intérét biologique des espéces du genre

Genista montre peu d’investigations réalisées dans ce domaine.

Selon Ambola et al (2018), I’arge gamme de propriété biologique et pharmacologique

a été rapportés par ce genre, comme 1’activité antimicrobienne et antioxydants.

Dans d’autre part, Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités
biologiques nombreuses qui comprennent des activités antibactériennes, anticancereuses,
antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires,  diurétiques  gastro-intestinales,
antioxydants...etc (Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999) ; Ils sont synthétisés par les plantes
lors de I’invasion microbienne (Dixon et al., 1983), il est par conséquent logique, qu’ils
agissent comme substances antimicrobiennes efficaces in vitro contre les microorganismes
(Cowan, 1999 ; Recio et al., 1989).

Le genre Genista a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence

des activités variées montrés dans le tableau 02.

Tableau 2: Activité biologique de Genista.

Espéce Extraits Activité biologique
Genista aspalathoides Agueux Antioxydant (Simoes et al., 2020)
Genista tridentata L ethanol Antioxydant
Anti-inflammatoire (Simoes et
al., 2020)
Genista saharae Brut, Chloroforme, Acétate | Antioxydant Antibactérienne
d'éthyle (Barek et al., 2019)
et n-butanol
Genista halacsyi Meéthanol Ostrogéniques (Fokialakis et al.,
2019)
Genista numidica Spach | Chloroforme et Acétate | Antiprolifératif (Benayache et
d'éthyle al., 2018)
Genista microcephala Acétate d'éthyle Antioxydant
Coss et Dur n-butanol Antibactérienne
(Maanani et al., 2018)
Genista ferox Poirret Ethanol Antioxydant
Antiprolifératif (Sebaihi-
Harzoun et al., 2018)
Genista quadriflora n-butanol Antioxydant
Anti-inflammatoire (Boubekri et
al., 2016 ; Boubekri et al., 2014)
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Genista ulicina Spach Acétate d'éthyle Antioxydant (Chebbah et al.,
n-butanol 2016)

G. saharae Coss et Dur | Aqueux Antioxydant (Guettaf et al.,
2016)

G. tinctoria Ethanol Antioxydant (Hanganu et al.,

G.sagittalis 2016)

G. ulicina Spach n-butanol Antioxydant (Larcher et al.,
2016)

G. tenera n-butanol Hypoglycémiante (Batista et al.,
2015)

G. saharae Méthanol Antioxydant (Meriane et al.,
2014)

G. sessilifolia Méthanol Anti- apoptotique (Bontempo et
al., 2013)

G. quadriflora Munby Acétate d'ethyle Antioxydant (Boukaabache et
al., 2013)

G. numidica Spach Coss et Dur Huile Antibactérienne (Lograda et al.,

G .saharae essentielle 2009)

G. sessilifolia Méthanol Anti-apoptotique

G. tinctoria Antioxydant
(Rigano et al., 2009)

Une étude faite par Harionov en 1988 montre qui :

e Les extraits flavoniques des deux plantes médicinales de Genista ne sont pas toxique a
des doses <2000 mg/kg.

e Aucune action ostrogénique ni androgénique n’a pu €tre mis en évidence pour une dose

de 100 mg/kg.
1.1.6. Effet chimique

Différentes classes du métabolite secondaire ont été identifiées dans le genre de
Genista, les travaux phytochimiques de Genista permis essentiellement d’isolés: les
alcaloides (Pistelli et al., 2001), les composés phénoliques notamment les flavonoides et les
isoflavonoides (Giachi, 2000), les terpénes et les saponines (Boutaghane et al, 2013).

Selon Boumaza et al (2006), G. tricuspidata permis d’isoler des flavones et des
flavols tel que la Quercétine (Boumaza, 2006), 3-0-B-gluoside isorhamnétine,4'-5,7-
trihydroxy-3',8-diméthoxy-3-Oglucosylflavone (Boumaza, 2011) plus des isoflavones
Génistéine et isoprunétine (Harborne, 1969), 7-methoxy-4- hydroxyflavane, 3- 28-

dihydroxyolean-12-ene (erythrodiol) et de phytol (Boumaza, 2011).

1.1.6.1. Les isoflavonoides
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Dans le genre Genista la production des métabolites secondaires spécifiques appelés
les isoflavonoides sont les particularités les plus importants impliqués dans la signalisation
symbiotique, dans les réactions de défense et présentant un grand intérét pharmaceutique
(Dixon, 1999), Ce sont des substances polyphénoliques d’une diversité structurale

importante.

En considerant les isoflavones comme des biomarqueurs pour le genre, cette
spécificité est probablement due a la présence de I'enzyme responsable du réarrangement du
2-phenylchromone (flavanone) au 3-phenylchromone (isoflavone). 1l est important de
souligner que les isoflavonoides du type Génistéine, Daidzéine et Isoprunétine s'y trouvent
majoritairement dans ce genre (Zang et al., 2013).

Voici quelques isoflavonoides isolés dans le genre Genista : Daidzéine (1),
Formononétine (2), 8-Méthoxyformononétine (3), Génistéine (4), Isoprunétine (5), 3'-
Hydroxyisoprunétine (6), Biochanine (7), 3'-O-Méthylorobol (8), Wightéone (9),
Laburnétine (10), Daidzine (11), Ononin (12), Génistine (13), 4'-O-Glucopyraniside
génisteéine (14), 7-0-(6"-Malonyl)-glucopyranoside génistéine (15), 7-0-(6"-Acétyl)-
glucopyranoside génistéine (16), 7-O-Glucopyranoside 2'- hydroxygénistéine (17),
Génistéone (18), 7-O-Glucopyranoside biochanine A(sissotrine (19), 7- O-B-
Glucopyranoside isoprunétine (20), 7-O-Diglucopyranoside génistéine (21), 4',7-Di-O-
gluco-pyranoside geénistéine (22), 4',7-Di-O-glucopyranoside isoprunetine (23), 8-C-
Glucopyranoside daidzéine (24), 8-C-Glucopyranoside génistéine (26), 4'-O-Méthyl-8-
Cgluco- pyranoside génistéine (27), 8-C-Glucopyranoside 4'-O-glucopyranosyl-génistéine
(28), 8-C- Glucopyranoside orobol (29), 5-O-Méthyl-8-C-glucopyranosylgénistéine (30).

Tableau 3: Structure des isoflavonoides isoler par Genista tricuspidata.

Isoflavonoides Structure Espéce
Aglycone R:=OH, R>=0OH, Rs= OGlu G. tricuspidata
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R.‘s

Figure 2 : Structure des isoflavonoides isolés dans le genre Genista.
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Chapitre II : Biocontrole : utilisation des extraits des plantes

1. Définition de Biocontroéle

Le terme de contréle biologique et son synonyme abrégé de biocontréle ont été utilises
dans différents domaines de la biologie, notamment la phytopathologie. En pathologie
veégetale, le terme s'applique a l'utilisation d'antagonistes microbiens pour supprimer les

maladies afin de contrdler les populations de ravageurs de la récolte (Cook, 1993).

Selon le Conseil national de la recherche des Etats-Unis, les agents de lutte biologique
devraient étre définis comme I'utilisation d'organismes naturels ou génétiqguement modifiés
et l'utilisation de leurs génes ou leurs produits métaboliques afin de réduire ou supprimer les

effets nocifs des agents pathogénes (khasa, 2017).

Selon Jyoti et Singh, (2016) la définition du biocontrdle différe selon la cible de
suppression ; nombre, type et source d'agents biologiques ; et le degré et le moment de
I'intervention. Plus généralement, le controle biologique est la suppression des activités
nuisibles d'un organisme par un ou plusieurs autres types d'organismes, souvent appelés
ennemis naturels. Selon Guo, (2020), le contrdle biologique implique I'utilisation d'ennemis
naturels pour réduire les populations de ravageurs. Il est rentable avec des conséquences

environnementales négatives minimisées.

Les microorganismes utilisés en contrdle biologique sont principalement des
bactéries, des champignons, des levures (Gerbore, 2013). Deux termes sont parfois

rencontrés pour nommer ces derniers :

= Celui de ABC, pour « Agent de biocontréle », est utilisé pour le microorganisme dont
l'action est directe sur I’agent pathogene.

= Lorsque le microorganisme a une action sur la plante, le terme de PGPM
microorganismes favorisant la croissance des plantes « en anglais Plant Growth
Promoting Microorganism» est employé pour les micro-organismes ont le potentiel
d'augmenter la croissance des cultures en améliorant I'efficacité de I'utilisation des
nutriments, en tolérant les stress biotiques et abiotiques et en résistant aux maladies
(Sellitto et al., 2021). Ce groupe de microorganismes inclus les PGP-B pour les
bactéries, PGP-F (Fungi) pour les champignons, PGP-Y (Yeast) pour les levures et

PGP-R pour les rhizobactéries.
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2. Mécanismes de biocontrole :

Les mécanismes de biocontrdle peuvent impliquer des interactions entre I'antagoniste
et I'agent pathogéne directement. Ces interactions peuvent avoir lieu au niveau des racines
ou dans la partie aérienne de la plante, comme peuvent se manifester au niveau du sol
rhizosphérique. De plus, des interactions indirectes sont connues lorsque la plante elle-méme
répond a la présence de I'antagoniste, ce qui entraine une résistance induite ou une stimulation
de la croissance des plantes (Pankhurst et Lynch, 2005). Les agents de lutte biologique
peuvent induire une résistance aux infections contre un agent pathogéne dans les tissus
végétaux sans interaction directe entre le pathogéne et I’antagoniste. Une interaction directe
avec les agents pathogénes peut se manifester par une compétition pour les nutriments et
I'espace. Les antagonistes peuvent également interagir directement avec I'agent pathogéne
par hyperparasitisme ou antibiose. La production de métabolites secondaires antimicrobiens
ayant des effets inhibiteurs contre les agents pathogenes est un autre mode d'action directe
(Kohl et al., 2019).

3. Microorganismes utilisés dans le biocontréle

3.1. Les bactéries

Plusieurs especes de champignons et de bactéries ou leurs métabolites sont
aujourd’hui produits commercialement et appliqués a I'environnement dans 1’agriculture,
I'norticulture et la foresterie pour la lutte biologique. Ce contrdle est appelé également le
contr6le microbien qui est un terme utile pour décrire l'utilisation de microorganismes
comme agents de contrble Revue bibliographique 16 biologique (Madsen, 2011). Le
principal avantage de l'utilisation des agents de biocontrole est qu'ils sont hautement
spécifiques pour un agent pathogéne et sont donc considérés comme inoffensifs pour les
espéces non ciblées (O’Brien, 2017). Il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation des agents
microbiens dans la protection des plantes et la promotion de la croissance des plantes vers
I'évolution des technologies respectueuses de I'environnement et I'ouverture de nouveaux
domaines de I'exploitation microbienne. Les agents de lutte biologique ne sont pas limités a
un groupe bactérien spécifique ; cependant, étant donné la diversité de la microflore de la
rhizospheére, il est probable que le spectre complet des souches potentiellement efficaces a a
peine été exploré. Beaucoup de ces agents de lutte biologique sont efficaces dans les
conditions de terrain (Weller, 1988).
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3.2.  Les champignons

Certains champignons sont des parasites obligatoires qui nécessitent la croissance et
la reproduction de I'hdte vivant, mais la majorité d'entre eux sont des saprophytes qui n'ont
besoin d'aucun hote et peuvent survivre dans le sol, I'eau ou I'air. La lutte biologique contre
les agents phytopathogenes présents dans le sol au biais des champignons est un substitut
potentiel a l'utilisation de pesticides chimiques, qui se sont déja révelés nocifs pour
I'environnement (Chet et Inbar, 1994 ; Singh et al., 2018).

Le contrdle biologique fongique est un moyen passionnant et c’est un domaine de
recherche ayant des implications sur la productivité végétale, la santé animale et humaine et

la production alimentaire.

4. Utilisation des extraits des plantes dans le biocontréle

4.1. Extraits des plantes

Depuis un peu plus d’une décennie, la recherche s’intéresse désormais a 1’utilisation
d’extraits de plantes comme oomycide naturel. Ces sources potentielles de composés
antimicrobiens ont 1’avantage d’étre biodégradables, respectueux de 1’environnement et
potentiellement peu ou pas néfastes pour la santé humaine. Ainsi, les extraits végétaux
exercent globalement une activité oomycide significative contre le mildiou de la vigne Si
I’on compare les résultats de la littérature, on observe une inhibition totale du mildiou sur
disques foliaires et in planta a des concentrations aux alentours de 1000 mg/L (Thuerig et
al. ,2018).

4.2.  Biocontréle par I’utilisation des biomolécules d’origine végétale

Les cultures sont attaquées ou concurrencées par divers parasites et ravageurs :
insectes, champignons, bactéries, virus et adventices. Les solutions de protection des plantes,
qu’elles soient d’origine naturelle ou issues de leurs dérivés, sont indispensables pour
sécuriser les rendements et la qualité des productions. Elles contribuent a relever 1’'un des
défis majeurs de notre siécle : offrir une alimentation saine et accessible pour tous
(Jourdheuil et al., 1991).

Certaines substances naturelles peuvent étre utilisées comme produit de biocontrdle.
Ce sont des substances présentes dans le milieu naturel et pouvant étre d’origine végétale,
Ces substances peuvent se substituer a des pesticides de synthese et ainsi limiter leur

utilisation. Elles présentent en effet dans la plupart des cas un avantage en matiére de durée
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de demi-vie assez courte ce qui limite les résidus dans les denrées alimentaires et leur
persistance dans 1’environnement. Leur utilisation est de plus intéressante dans le cadre de la
gestion des résistances car leurs modes d’action sont généralement différents de ceux des
pesticides de synthese. Il est cependant souvent conseillé de les utiliser en combinaison avec
d’autres méthodes alternatives (Kutchan, 2001 ; Wink, 2003 ; Kliebenstein, 2004).

Dans notre étude nous avons travaillé sur la plante Genista tricuspidata (cette plante
n’a pas ¢tudié précédemment dans le biocontrdle) par les extraits que sont extraire a partir

les racines de Genista tricuspidata.
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Matériels et méthodes

1. Objectifs du travail

Notre étude vise a déterminer 1’effet d’extrait des racines de Genista tricuspidata contre
les microorganismes phytopathogens. Dans un premier temps, nous avons fait la collecte de

matériel végétal dans la région de Tamazguida de la wilaya de Médéa.

Dans un second temps, nous avons fait 1’extraction a partir les racines de Genista
tricuspidata par la macération éthanoique ensuit par la décantation par deux solvant : éther
de pétrole et dichlorométhane.

Dans un troisiéme temps, nous avons évalué¢ I’effet des extraits obtenues sur les
bactéries phytopathogens : Erwinia amylovora et pseudomonas sp par Dactivité
antibactérienne par la méthode de diffusion sur milieu solide ; et aussi sur les champignons
phytopathogéns : Alternaria sp, Fusarium sp et Botrytis sp par 1’activité antifongique par la

méthode d’étalement.

2. Matériel
— Matériel non biologique : le matériel non biologique utilisé consiste :

I’appareillage, le petit matériel et les solvants (tableau 4).

Tableau 4: Matériel non biologique.

Matériel

Gros appareils Autoclave

Incubateur

Micro-onde

Refrigérateur

Rotavapeur

Petit appareils Spectrophotomeétre

Vortex

Balance

Bec bunsen

Matériels Bécher

Ampoule a décanté

Spatule

Eprouvette graduée.

Erlenmeyer.
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Entonnoir

Papier filtre Whitman.

Boites pétries stériles en plastique

Flacons en verre.

Tubes a essai

Pipette pasteur

Anse en platine.

Ecouvillon stérile

Pince

Micropipette

Embouts

Eppendorf

Solvants

Ethanol — Ether

Chloroforme

de pétrole — Dichlorométhane -

— Matériel biologique (microbien) : pour avoir I’effet des extrait obtenus a partir les
racines de Genista tricuspidata, on a utilisé deux souche bactérienne
phytopathogeénes et trois souches phytopathogénes (tableau 5).

Tableau 5: Matériel biologique.

Souches phytopathogénes

Source

Erwinia amylovora

Laboratoire PVRAB, Université Blida 1.

Pseudomonas sp

Laboratoire PFE, Université Blida 1.

Fusarium sp

Laboratoire PVRAB, Université Blida 1.

Alternaria sp

Laboratoire de mycologie, université Blida 1.

Botrytis sp

Laboratoire de mycologie, université Blida 1.

— Matériel végétal : le materiel végetal utilisé dans cette étude comprend une plante

médicinale « Genista tricuspidata » exactement les racines de cette plante (tableau).

Tableau 6: Matériel végétal.

Matériel végétal

Source

Les racines de Genista tricuspidata

Tamazguida -Médéa-
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3. Collection de matériel végétale

La plante Genista tricuspidata a été récolté dans la région de Tamazguida de la wilaya de

Médéa le mois d’avril 2022 par Dr. Zatout Roukia, et identifiée par Dr. Sarri Djamel.

Apres la récolte, 1’échantillon a été séché a température ambiante dans un endroit aéré a I’abri

de la lumiere pour mieux sécher.

Figure 2 : Image satellitaire de région de collecte de Genista tricuspidata (google Erth,
2023).

4. Méthodes
4.1. Extraction :

D’apres Boiteau et al (1964), La méthode la plus couramment utilisée dans
I’extraction de Genista tricuspidata est la maceration dans une solution éthanol- eau et la

décantation.

Pour faire I’extraction a partir les racines de Genista tricuspidata, nous avons opté pour le
protocole décrit par Zatout et al., En y apportant quelques modifications : des racines de la
plante médicinale ont été coupées en petits morceaux et broyer pour obtenir une poudre (figure
03)
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Figure 3 : Les étapes de broyage des racines de Genista tricuspidata (Original, 2023).
50g de poudre ont été macéré dans un mélange d’eau/éthanol 100/100 (v/v), le mélange a été
agité a I’aide d’un agitateur magnétique et laissé pendant 24h. Cette opération a été répetée

deux fois avec le méme volume utilisé dans la premiére macération (figure 04).

Figure 4 : Macération a partir les racines de Genista tricuspidata (Original, 2023).

Apres la filtration par un papier filtre wattman n°1 le filtra obtenu a été évaporé a I’aide d’un

rotavapeur qui permet a éliminé le solvant d’extraction.
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Figure 5 : Filtration et évaporation (Original, 2023).

Apres 1’évaporation, nous avons fait la décantation a 1’aide d’ampoule a décanter par deux
solvants : éther de pétrole et dichlorométhane. Tout d’abord, dans une ampoule a décanter
100ml d’éther de pétrole et I’extrait aqueuse ont été mélangé et bien agité pendant quelques
minutes sans oublier le dégazage, aprés 30 min les deux phases ont été separées, la décantation
a été répété deux fois en raison progressif, d’autre part la phase organique a été séchée par le
sulfate de sodium Na>SO4 pour éliminer les traces d’eau, ensuite nous avons fait 1’élimination
de solvant organique par le rotavapeur. Les mémes étapes ont été fait pour le solvant de
dichlorométhane.

N

Figure 6 : Les étapes de décantation (Original, 2023).
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4.1.1. Détermination du rendement

Le rendement des extraits a été calculé par le rapport entre le poids de 1’extrait sec et le poids

de la poudre de départ. Il a été exprimeé pour 100 unités de masse de poudre vegétale.

poids du résidu sec
100

= X
poids de poudre végétale de départ

Le protocole d’extraction de G. tricuspidata résumé dans la figure (07).

..........................................................................................................
. e
-

o

.......
.................................................... l................................................---l

50g de poudre dans 100ml d'éthanol + eau @

l

‘ Macération(2x24h) ‘

1

Agitation magnétique

l

Filtration (3 fois)

l

Evaporation

l

Décantation par 2 solvants organiques: Ether de pétrole/Dichlorométhane

100ml d'Ether de pétrole
100ml de Dichlorométhane -

Récupération de phase organique

!

séchage de phase organique par Na2SO4

I

Evaporation de phase organique

|

2 extraits organiques récupérés

[

!

Extrait de 1'éther de pétrole Extrait de Dichlorométhane

Figure 7 : Protocole d'extraction des racines de Genista tricuspidata (Original, 2023).
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4.2. Activité antimicrobienne
Les techniques utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne adoptés sont
celles recommandées par I’Institut des Standards Cliniques et des Laboratoires (Clsi, 2009),

il s’agit de :

% La technique de diffusion des disques sur milieu solide
% La technique de dilutions sur milieu liquide

4.2.1. Souches bactériennes testées

Deux souches bactériennes phytopathogénes a été choisir, elles font partie du
laboratoire de valorisation des ressources agrobiologique et de PFE a I'université de Saad

Dahleb Blida 01. Ce sont les suivantes : Erwinia amylovora et Pseudomonas sp.
4.2.2. Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu King B et GN pour le repiquage des bactéries et le milieu

Mueller Hinton pour tester I’activité antibactérienne.
4.2.3. Préparation des disques :

Les disques ont été préparés a partir du papier wattman, ensuite elles ont été mises
dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 20minutes a 120°C, puis stockés a une

température ambiante (le tube a essai est hermétiqguement fermé).

Pour tester I’activité antibactériennes de I’extrait de G. tricuspidata (racines et parties
aériennes) nous avons opté 1’utilisation de la technique de diffusion des disques sur milieu

solide.

4.2.4. La technique de diffusion des disques sur milieu solide
4.24.1. Principe

Elle consiste a déposer un disque stérile de papier wattman, imbibé d’huile essentielle
ou extrait, sur un tapis bacterien au tout début de sa croissance et de mesurer la zone ou les
souches microbiennes n’ont pas pu se développer. Le diamétre d’inhibition, qui traduit
I’activité antibactérienne et antifongique de I’huile essentielle ou de 1’extrait, est ainsi
déterminé (Benjilali et al., 1986 ; Hellal, 2011). La souche sera qualifiée de sensible, trés
sensible, extrémement sensible ou résistance (Benjeleli et al., 1986).
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Tableau 7: Les diamétres d'inhibition et leurs degrés de sensibilités (Ponce, 2003).

Diamétre de la zone d’inhibition Le dégrée de la résistance

D<5mm Souche résistante (-).

6mm < D< 11mm Souche sensible (+).

12mm < D< 16mm Souche trés sensible (++).

D>17 mm Souche extrémement sensible (+++).

4.2.4.2. Repiquage des souches bactériennes

En vue d’obtenir des cultures jeunes, nos souches étant dans des géloses de
conservation ont été repiquées par la méthode de stries dans la gélose nutritive pour Erwinia
amylovora et le King B pour Pseudomonas sp, puis incubées pendant 24h a 25°C afin

d’obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

Pseudomonas sp

Figure 08 : Repiquage des souches bactériennes (Original, 2023).

4.2.43. Préparation de I’'inoculum

A partir d’une culture pure et jeune de 24h a tester sur milieu d’isolement, nous avons
raclés a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identique ;
ensuite le contenue de I’anse de platine a été déchargé dans un tube a essai de 9ml d’eau
physiologique stérile et la suspension bactérienne bien homogénéisée par vortex, 1’opacité de
nos suspensions bactériennes a ét¢ mesurée au spectrophotometre a une longueur d’onde de
625 nm. Les densités optiques obtenues étaient comprises entre 0,08 et 0,15 ce qui correspond

aune densité de 0,5 a I’échelle Mc Ferland et a une concentration bactérienne de 1028 UFC/ml.
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Souche bactériennes D.O. prise a 625 nm Densités cellulaires/ml
Erwinia amylovora 0.098 108
Pseudomonas sp 0.134 108

homogénéisation
de suspension

bactérienne

transféré des

colonies dans I'eau
physiologique
stérile

suspension bactérienne finale

Figure 2: Les étapes de préparation de I'inoculum (Original, 2023).

4244, Ensemencement

Nous avons fait I’ensemencement sur milieu MH, trempés un écouvillon stérile dans
la suspension bactérienne, 1’essorés en le pressant fermement en tournant sur la paroi interne
du tube afin de la déchargés au maximum. L’écouvillon a été frotté sur la totalité de la surface
gélosée, sécher de haut en bas, en stries serrées, répéter I’opération deux fois, en tournant la
boite de pétrie de 45-60° a chaque fois. Pour finir I’ensemencement nous avons mis

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
4.2.45. Imprégnation des disques

Des disques de 6 mm ont été imbibés I’extraits des racines de G. Tricuspidata (20l
par disque). A I’aide d’une pince stérile, les disques chargés ont été déposes et pressés
Iégerement sur la surface gélosée de la boite de pétri. Nous avons fait trois répétitions par
boite plus le témoin par le chloroforme et le méthanol.
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4246. Incubation et lecture

L’incubation des souches bactériennes a été faite dans I’étuve a 25°C pendant 24h.
observés I’absence ou la présence de zone claire d’inhibition autour des disques, le diamétre

de la zone d’inhibitions a été mesuré a I’aide d’une regle.
4.3.  Activité antifongique

L’¢évaluation de I’activité des extraits des racines et parties aériennes de la plante G.
tricuspidata vis-a-vis des champignons phytopathogénes a été réalisée par la méthode
d’étalement (Zatout, 2021).

4.3.1. Souches fongiques testés

Trois souches fongiques ont étés choisies Fusarium sp, Alternaria sp et Botrytis sp.
Ces souches phytopathogénes que nous avons testées sont collectées a partir de laboratoire
de mycologie de I’université de Saad Dahleb Blida 1.

4.3.2. Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu PDA pour le repiquage des champignons et le milieu

Sabouraud pour tester 1’activité antifongique.
4.3.3. Repiquage des souches fongiques

Nos souches ont été repiquées par méthode qui consiste a prélever un colonie de
I'extrémité de la souche fongique et le transférer dans un autre milieu PDA puis incubé

pendant 8 jours a 24°C.

r
o

Figure 3: Repiquage des souches fongique (Original, 2023).
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A : Repiquage de Botrytis sp.
B : Repiquage de Fusarium sp.
C : Repiquage de Alternaria sp.

4.3.4. Méthode d’étalement
4.3.4.1. Principe

La méthode d’étalement principalement consiste a déposer et prélever des colonies
des souches fongiques testés sur la boite de pétrie qu’a été étalier par 1’extrait de notre plante
Genista tricuspidata pour voir I’activité antifongique. Aprées 8 jours d’incubation, ’activité
d’extrait a été considérée comme inhibiteur s’il y a eu reprise de la croissance de I’espéce

fongique.

Mode opératoire : Cette méthode consiste a déposer 20 ul d’extraits aux boites de pétri
contenant le milieu de culture Sabouraud puis étalier a I’aide de pipete pasteur ou étaloir stérile,
ensuite nous avons préleve notre souche fongique par une anse et piqué au milieu de la boite de

pétrie.

Les boites de pétrie préparées ont été incubés pendant 8 jours a 24°C.
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Résultats et discussions

1. Extraction et rendement d’extraction

La préparation des extraits a partir racines de G. tricuspidata a éte effectuée par deux
type d’extraction dans deux parties par ordre : dans la premiére partie, nous avons éte utilisés

I’extraction solide-liquide par la macération et L’extraction liquide-liquide « décantation »,

Apres la séparation, nous avons recupéres les deux phases parements ; généralement la phase
aqueuse est la plus dense qui la phase organique et dans notre étude la phase aqueuse a été en
dessous de la phase organique pour le solvant éther de pétrole par contre le cas de

dichlorométhane la phase aqueuse a été au-dessous de la phase organique (figure 4).
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Figure 4: les résultats de Séparation de la phase aqueuse et la phase organique
(Original, 2023).
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Ce rendement est calculé par rapport au poids de matiére séche ayant servi a
I’extraction, La variation des rendements d'extraction est liée a plusieurs facteurs parmi eux,
les conditions climatiques et 1’environnement du sol de I’espece, I'dge des arbres
(Kaewmanee et al., 2014), et le type du solvant, de polysaccharide et la procédure

d’extraction comme la décoction ou la macération (Mouradi et al., 2006).
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Tableau 8: Rendement de I'extraction.

Extrait Poids (9) Rendement
_ ) ) EP 0,118 0,22%
Les racines de G. tricuspidata
DCM 0,860 1,72%

2. Activité antibactérienne

Dans notre étude, nous avons choisi la méthode de diffusion par disque sur milieu

solide (aromatogramme) pour 1’activité antibactérienne.

Cette étude a été basée sur la mesure de diamétre de la zone d’inhibition qu’entoure
les disques imprégnés par 1’extrait d’éther de pétrole et dichlorométhane des racines de

Genista tricuspidata.

Les deux souches bactériennes testées ont été montrés une résistance vis-a-vis des

racines de G. tricuspidata (tableau 09) (figure 12).

Tableau 9:Résultats d'activité antibactériennes.

Extraits | Souches bactériennes testés | Gram Zone d’inhibition

EP Pseudomonas sp Gram- Aucune zone

d’inhibition

Les Erwinia amylovora Gram- Aucune zone
Racines de Genista d’inhibition
tricuspidata DCM Pseudomonas sp Gram- Aucune zone

d’inhibition

Erwinia amylovora Gram- Aucune zone

d’inhibition
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C D

Figure 5: Les résultats d'activité antibactériennes (Original, 2023).

A : pseudomonas sp (extrait éther de pétrole).
B : pseudomonas sp (extrait dichlorométhane).
C : Erwinia amylovora (extrait éther de pétrole).

D : Erwinia amylovora (extrait dichlorométhane).

3. Activiteé antifongique
Dans notre recherche, nous avons utilisés la méthode d’étalement pour estimer
I’activité antifongique des extraits vis-a-vis a des souches fongiques phytopathogénes tel qui
Fusarium sp, Botrytis sp et Alternaria sp.
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L’extrait d’éther de pétrole et dichlorométhane a partir les racines de Genista

tricuspidata a été inhibé la croissance de Botrytis sp (figure 13).

Tableau 10: Les résultats d'activité antifongique.

Extraits | Souches bactériennes testes | Effet Résultats
EP Alternaria sp Pas d’inhibition )
Fusarium sp Pas d’inhibition )
Les Botrytis sp Inhibition o)
Racines de Genista .
) ) DCM Alternaria sp Pas d’inhibition )
tricuspidata i
Fusarium sp Pas d’inhibition )
Botrytis sp Inhibition (+)

Figure 6: Les résultats d'activité antifongique (Original, 2023).

A : Fusarium sp (extrait éther de pétrole).

B: Fusarium sp (extrait dichloromethane).

C : Botrytis Sp (extrait éther de pétrole).

D : Botrytis Sp (extrait dichlorométhane).

E : Alternaria sp (extrait éther de pétrole).

F : Alternaria sp (extrait dichlorométhane).
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Discussion générale

Notre travaille nous a permis d’utiliser les racines de Genista tricuspidata comme

agent de biocontrdle contre les microorganismes phytopathogénes.

Les agents de biocontréle sont présents dans différents compartiments
environnementaux (sol, air, eau) et peuvent infecter leur hote soit par ingestion, soit par
contact avec la cuticule (Leger et al., 1988) utilisant de mécanismes naturels dans le cadre
de la lutte intégrée contre les ennemis des cultures (Nicole,2020) permettent de protéger les
cultures tout en intégrant les objectifs du plan Ecophyto et de I’agriculture durable (Rousseau
etal., 2017).

Genista tricuspidata est une plante médicinale n’a pas étudier précédemment comme

agent de biocontréle contre les microorganismes phytopathogénes.

D’aprés Boiteau et al (1964), Il existe plusieurs techniques pour extraire les produits
d’une plante. Selon Zatout et al (2021), la macération ‘extraction solide-liquide’ et la
décantation ‘extraction liquide-liquide’ sont permis les meilleures méthodes d’extraction des
plantes médicinaux; La macération est une extraction de type solide/liquide qui consiste a
laisser séjourner une plante dans un solvant a froid pour en extraire les composés solubles
(arémes, principes actifs) et préserve les especes chimiques fragiles car elle est pratiquée a froid
mais elle n'est pas toujours aussi efficace que les techniques qui utilisent un chauffage
(Bouchekrit, 2018).I’extraction liquide-liquide consiste a faire passer une substance d’un
solvant dont elle est difficilement séparable & un autre dont elle sera isolable (Solvay, 2022),

basée sur la distribution d’un soluté entre deux solvants.

A partir les recherches que nous avons fait la méthode de diffusion par disque sur milieu
solide est la méthode la plus connus et standardisé par NCCLS pour tester I’effet des extrait
obtenues a partir les plantes sur les bactéries. La méthode d’étalement d’extrait sur milieu solide
est considérée comme une nouvelle méthode d’activité antifongique pour tester I’effet des

extraits (Zatout et al., 2021)

D’aprés notre étude, 1’extraction des extraits a partir les racines de Genista tricuspidata
a donne un rendement de 1,72% dans 1’extrait de dichlorométhane et 0.22% de I’extrait d’éther
de pétrole. Ces extraits présentant aucun effet d’activité antibactérienne sur les bactéries
phytopathogénes testé * 'Erwinia amylovora’ et *’Pseudomonas sp’’ par contre ils ont montré

une activité antifongique sur Botrytis sp.
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A la fin de notre étude, Nous avons réussi a utilisé Genista tricuspidata comme agent de
biocontréle contre les microorganismes phytopathogénes, des extraits organiques qui ont
montré an effet résistance contre les bactéries phytopathogénes testés et un effet inhibiteur
contre le champignon phytopathogénes Botrytis sp. Cela montre qu’ils ont effet bénéfique
biotechnologique, a intégrer dans le biocontrdle ou a les utiliser comme biofongicide sur les

maladies phytopathogénes.
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Conclusion

Genista tricuspidata est fabacée endémique de la flore algérienne. Elle a fait ’objet de
peu d’investigations tant sur le plan botanique, phytochimique que sur le plan
pharmacognosique. Dans I’étude qui ont pour objectif de déterminé 1’effet des extraits a partir

les racines de Genista tricuspidata contre les microorganismes dans le biocontrole.

Notre travail sur les extraits a partir les racines de Genista tricuspidata contre les

microorganismes phytopathogénes montre un effet intéressant.

En premier lieu, I’extraction a partir les racines de Genista tricuspidata par la
macération et la décantation donne un fort rendement fort dans 1’extrait de dichlorométhane

qui I’extrait d’éther de pétrole.

En deuxiéme lieu, les deux souche bactérienne phytopathogénes testé montant un effet
résistance eux les extraits obtenus a partir les racines de Genista tricuspidata, d’autre part la
souche fongique phytopathogénes Botrytis sp montre un effet positif et intéressant dans
laquelle I’extrait éthylique et ’extrait dichlorométhanique a partir les racines de Genista

tricuspidata sont capable d’inhibé le développement et la croissance de Botrytis sp.

On considere que les résultats obtenus sont intéressants et suggérent que 1’extrait
éthylique et 1’extrait dichlorométhanique a partir les racines de Genista tricuspidata ne
pourraient pas utiliser dans le biocontrble, par contre on peut utiliser ces extraits dans le

biocontrdle des maladies provoquées par Botrytis sp.

Afin de mieux valoriser les résultats que nous avons obtenus, des études ultérieures
sont nécessaires pour approfondir ’effet des extraits a partir les racines de Genista
tricuspidata dans le biocontrdle contre les microorganismes phytopathogénes. Il est
également important d'étudier leur effet sur d'autres microorganismes phytopathogénes et de

comprendre leur importance dans le biocontrole.

En conclure que notre étude pour but d’extraire des extraits a partir les racines de
Genista tricuspidata et voire leurs effets contre les microorganismes phytopathogénes dans
le biocontr6le. Ces resultats sont essentiels et importants pour développer des solutions et
aussi pour ouvrir une voie de recherche au futur dans le contrdle biologique par I’utilisations
des substances naturelles et des microorganismes et dans le domaine de biotechnologie

microbienne.
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