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Etude du pouvoir antifongique des extraits de plantes sur
Fusarium spp. de I’orge en conservation

L’objectif de ce travail a visé la recherche d’un biofongicide a base d’extraits aqueux de
plantes médicinales contre trois isolats de Fusarium spp. qui attaquent les graines conservé
pour les cultures des céréales hydro-thermiques utilisée en Algérie. On a choisit les plantes
utilis¢ dans le domaine d’agro-alimentaire qui ont une pouvoir antifongique : Eugenia
caryophyllata, Lavandula stoechas, Cinnamomum zeylanicum, Punica granatum, Aloysia
citrodora, Pistacia lentiscus et Allium sativum. Les extraits aqueux ont été préparés selon
deux méthodes d’extraction : la décoction et I’infusion a une concentration de 150mg/ml. Un
screening phytochimique a été réalise pour mettre en évidence quelques meétabolites
secondaires des plantes. L’évaluation de la teneur en polyphénols dans chaque extrait avait
pour objectif de confirmer leur pouvoir antifongique vis-a-vis des isolats de Fusarium spp.
¢tudiés. Le screening phytochimique a révélé la présence de saponosides dans 1’extrait aqueux
a base de Pistacia lentiscus. Le dosage des polyphénols a montré une teneur plus élevée dans
les extraits aqueux de |’Aloysia citrodora et la Punica granatum avec des teneurs de
74,8mgEAG/gMS et 64,5 mgEAG/gMS respectivement. Parmi les 7 plantes étudiées, I’extrait
aqueux préparé a base d’Eugenia caryophyllata par la méthode de décoction a montré une
inhibition complete de la croissance mycélienne et de la sporulation (100%) des deux isolats
de Fusarium spp. F1 et F2 selon la méthode contact direct.

Il est intéressant de rechercher des autres extraits efficaces pour tous les isolats étudiés de
Fusarium spp. 1l sera aussi préférable de poursuivre notre recherche par I’étude de ’activité
antifongique in vivo de I’extrait a base de clous de girofle et identifier les molécules
responsables de I’effet fongicide en vue de formuler et appliquer le biofongicide en culture
hydroponique de 1’orge fourrager.

Mots clés : Eugenia caryophyllata, Fusarium spp., orge, pouvoir antifongique, trois isolats.
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The study of the anti-fungal activities of plants against isolated samples of

Fusarium spp. that attack Barley grains in storage.

For the past years micro-organanisms have slowly developped a resistance to chemical
pesticides, giving rise to the neccessity to find a natural fongicide based on the aqueous plant
extracts to inhibit their developpement and reduce their pathogenicity. Our study is based on
the anti-fungal activities of the aqueous extracts of Eugenia caryophyllata, Lavandula
stoechus, Cinnamomum zeylanicum, Punica granatum, Aloysia citrodora, Pistacia lentiscus
and Allium sativum against the three isolated samples of Fusarium spp. , which attack Barley
cultivated using the hydroponic system. We prepared the aqueous extracts using two
methods : decoction and infusion. The direct contact method was used for the study of the
anti-fungal activity of the aqueous extracts and a dilution was made for the extracts that
showed a high inhibitory effect. The dilutions were : 37.5mg/ml, 75mg/ml and 112.5mg/ml.
An organoleptic and a physiologic analysis was conducted on these extracts after. We also
mesured the quantities of the polyphenolic content in the plant materials using the Folin
Ciocalteu agent and very high values were retained for the extacts of Punica granatum and
Aloysia citrodora at 74.8mgEAG/gMS and 64.5mgEAG/gMS respectively. This analysis was
done to study correlation between the concentration of polyphenols in plant extracts and their
inhibitory effects against pathogens.

A high presence of saponosides was noted in the extracts of Pistacia lentiscus after some
phytochemical tests. Amongst the seven plantes that were selected for this study the aqueous
extracts of Eugenia caryophyllata caused a total inhibition of the mycellial growth and
sporulation for the isolated samples of Fusarium spp. at a concentration of 150mg/ml using
the direct contact method.

It would be beneficial and interesting to conduct this research in vivo using the Eugenia
caryophyllata and to identify the molecules responsible for this high inhibitory effect so that

we can reformulate and apply this biofongicide in the hydroponic system.

Key words : aqueous extracts, hydroponic system, Fusarium spp. , inhibitory effect.
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Introduction




Synthése Introduction

L’orge (Hordeum vulgare L.) est une culture stratégique qui a toujours occupé une place
importante parmi les autres céréales (blé synthese dur et tendre) en Algérie. Jusqu’a une
certaine époque (1900), elle était a la téte des cultures destinée a 1’autoconsommation
humaine. Son rdle dans I’alimentation animale a toujours été et reste fondamental.
Aujourd’hui et face aux nouveaux défis (changement climatique, crise économique mondiale,
hausse des prix alimentaire), I’ Algérie, trés touchée par la désertification et par la rareté de
I’eau, sera confrontée plus que jamais a des difficultés pour assurer sa sécurité alimentaire.

(Rahal-Bouziane,2015)

A cause de cette crise diverses techniques d’hydroponie furent adoptées a travers le monde
(Texier 2014). Cette culture présent plusieurs avantages comme la contréle de la nutrition, la
conservation de I’eau, de meilleures rendements et meilleures qualités de 1’orge et la
réduction de I’utilisation de pesticides, grice a une meilleure santé et une croissance plus
rapide. Parmi les grandes contraintes de cette technique est le développement des agents
fongiques qui attaquent et détériorent la qualité des céréales par la production des
mycotoxines. Les champignons sont la principale cause de maladies chez les plantes et sont
responsables d’environ 70% des maladies des plantes cultivées (Deacon, 2005). Dans la
majorité des cas, ces substances sont produites durant les premiers stades de la pathogenése et
reproduisent une partie ou la totalité des symptémes (Graniti, 1992). Certains chercheurs ont
trouvé quelques méthodes de lutte contre les agents phytopathogénes. (Hibar et al., 2007) et
ont étudié D’activité antifongique des fongicides de synthése comme 1’hymexazol et le
benomyl contre Fusarium oxysporum sp. Radis-lycopersici qui cause la fusariose des racines

et du collet de la tomate. L’emploi des extraits aqueux des plantes dans la lutte contre les
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champignons est prometteur compte tenu de leur efficacité et de leur innocuité sur

I’environnement (Benaissa, 2011).

Une des originalités majeures des plantes médicinales réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées et représentent une source importante de molécules
utilisables par I’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou
I’agroalimentaire (Belleti et al. ,2004), ont démonté que les huiles essentielles de citrus sont
efficaces contre les bactéries pathogenes, les spores bactériennes, mais également sur
certaines bactéries responsables de toxi-infection alimentaire telles que: Mycobacterium
jejuni, Listeria monocytogenes. Des travaux similaires ont été réalises par (Sharma et
al.,2016) sur I’étude de I’activité antifongique des huiles essentielles d’Eugenia caryophyllata
a confirmé que leur pouvoir fongicide reste lié a la dose de I’extrait testé a 1’égard de I’isolat
de Fusarium oxyporum, avec une inhibition totale de sa croissance mycélienne et de sa

sporulation a la concentration de 125 mg/L.

Dans ce contexte I’objectif de ce travail est de valoriser et mettre en évidence 1’activité
antifongique des extraits aqueux des quelques plantes médicinales utilisé surtout dans le
domaine de 1’agro-alimentaire contre les trois isolats de Fusarium spp. contaminants

fongiques des graines d’orges d’issues d’Algérie
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CHAPITRE 1
Partie bibliographie




1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1.1. Les plantes médicinales

1.1.1 Généralités

Les plantes constituent un grand potentiel pour nos sociétés. Outre le rble alimentaire,
médicinal, social, culturel et socio-economique, la plante ou les produits dérives de plantes
sont utilisés pour la conservation ou pour la protection des récoltes et des plantes en
végétation. L'Algérie, posséde une flore trés riche et offre des conditions de développement
de nouvelles exploitations agricoles des plantes médicinales et aromatiques. Cependant,
I'évaluation des propriétés phytothérapeutiques, antioxydants et antimicrobiennes demeure
une propriété trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d'une utilisation rare ou
moins fréquentes ou non connues en médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une
nouvelle source de principes actifs. En effet, les métabolites secondaires font et restent I'objet
de recherches in vitro comme in vivo, notamment la recherche de nombreux constituants
naturels tels que les composes phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles (Soylu et
al. 2005)(Huang et Laksham 2010).

1.1.2 Deéfinition

Une plante médicinale qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les
plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses. L’expression drogue végétale ou, plus couramment drogue,
désigne donc une matiére premiére naturelle servant a la fabrication des médicaments. Les
plantes médicinales sont toutes les plantes qui possédent une activité pharmacologique
pouvant conduire a des utilisations thérapeutiques, grace a la présence d'un certain nombre de

substances actives dont la plupart agissent sur I'organisme humain (Baba-Aissa, 2000)

1.1.3 Systematique botanique des plantes étudiées

La connaissance de 1’origine botanique de la plante destinée & I’obtention de son huile
essentielle est nécessaire aussi pour les applications futures, en parfumerie, en cosmétique, en
pharmacie et méme en agroalimentaire. L’identité de la plante est indispensable pour la
tracabilité et pour éviter les éventuelles fraudes. L’identification est effectuée par le
fournisseur qui doit présenter un certificat d’analyse, 1’acheteur, quant a lui, devrait aussi faire

les tests de confirmation (Huang et Laksham 2010).
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Les plantes médicinales utilisée dans le domaine agro-alimentaire été retenues pour notre

étude :

1.1.4. Cannelle

Le cannelier est un arbre persistant a I'écorce brun ne dépassant pas 15 m de hauteur, ces
parties contiennent une huile essentielle aromatique. Ses feuilles opposées et persistantes, de
forme ovale, sont lisses et luisantes. Ses fleurs petites, jaunes sont réunies en grappes
terminales et dégagent une odeur désagréable. Ses fruits, de couleur violette foncée, sont des
drupes (a pulpe) charnues et ressemblent par leur forme, au gland du chéne (Ali-Shtayeh et
al., 2012) Les feuilles sont longues (15 cm) lisses, simples, coriaces, opposées de 10 a 18 cm

de large et de 4 a 5 cm de long, ovales a lancéolées, marquées de trois nervures plus claires.

Cette plante est classée comme suit (Kellouche et al., 2005):

Famille : Lauraceae

Genre : Cinnamomum

Espéce : C. zeylanicum Nees

Nom Commun : Cannelle de Ceylan
Nom Anglais : Ceylon cinnamon

L'écorce de cannelle (figure 1) contient des tanins, des résines, un mucilage, une gomme, des
sucres, 1’oxalate de calcium, 1’eugénol jusqu'a 10%, acétate de cinnamyle 5%, linalol 2%, et
le caryophyllene. La cannelle est connue comme remede traditionnel de la dyspepsie y
compris la flatulence, les spasmes gastro-intestinaux, la perte d’appétit et la diarrhée. En
usage interne, elle est indiquée dans 1’asthénie, les courbatures fébriles, la  grippe, les
affections dues au refroidissement et les syncopes. Europe, la Cannelle est utilisée pour «
réchauffer » I’organisme en cas de refroidissement, souvent en association avec le gingembre.
Elle stimule la circulation, notamment périphérique (doigts et orteils) (Ali-Shtayeh et al.,
2012)
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Figure 1 : L’écorce de la cannelle (écorce) (Kellouche et al., 2005)

1.1.5 Le Grenadier

Le grenadier est un arbre a tronc tortueux, a écorce grisatre qui se ramifie en branches
irreguliéres, légerement épineuses au sommet, portant des feuilles généralement opposées et
luisantes. Les feuilles grenadier sont opposées ou sous-opposées, luisantes, etroites, et de
forme oblongues,entieres, de 3 a 7 cm de long et de 2 cm de large. Ses fleurs sont rouge vif,
de 3 cm de diamétre et ayant cinqg pétales. Elles sont hermaphrodites, portant de 4 a 8 sépales
coriaces et un méme nombre de pétales rouges, de nombreuses étamines et un ovaire. Son
fruit est une baie, dont la taille varie entre celle d’une orange ou d’un pamplemousse, de 7 a
12 cm de diametre, de forme hexagonale arrondie ,son écorce est épaisse, rougeatre et
contient de nombreuses graines. Le grenadier est fortement représenté au Moyen-Orient, sa
terre d’origine. Ainsi, on le trouvé fréquemment en Afghanistan, Turquie, Transcaucasie, et
en Inde (Institute Klorane 2002)

Le grenadier est classé comme suit (Phattayakorn et Wanchaita, 2009) :
Ordre : Myrtales

Famille : Punicaceae

Genre : Punica L.

Espeéce : Punica granatum

La peau du fruit est tres riche en ellagitanines, gallotanines, glucose et flavanols, (Barbéran et
al.,2000). Les composantes principales du fruit sont les alcaloides piperidiniques, la vitamine

C, les polyphénols, les tannins ellagiques, d’acide punicique, et I’acide cafeique. La
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plante possede un pouvoir anti-infectieux contre 1’Escherichia coli (Phattayakorn et
Wanchaita, 2009).

Figure 2 : Feuilles et fruit du fruit du grenadier (Institute Klorane, 2002)

1.1.6. Lail

L’ail est une plante herbacée, bulbeuse (figure 3) et vivace assez grande a nombreuses feuilles
engainant le bas de la tige. Elle mesure 5 a 12 cm de hauteur en temps normal, avec un
espacement de 10 cm. L'inflorescence est enveloppée d'une spathe en une seule piece tombant
assez rapidement. Les fleurs sont groupées en ombelles. Assez peu nombreuses, elles sont de
couleur blanche ou rose et s’épanouissent-en été. Le fruit est une capsule a 3 loges, mais
celle-ci est rarement produite. Principalement présent en Espagne mais se rencontre aussi en
France, en ltalie, Croatie et Algérie. Aussi une variété présente au Sénégal et au Niger et un

clone connu en Indonésie. (Gupta et al., 2014)

L’ail est classé comme la suit (Gupta et al., 2014) :
Ordre Liliales

Famille Liliaceae

Genre Allium

Espéce : Allium sativum

Le bulbe d’ail et ses produits dérivés peuvent contribuer a faire baisser le taux de lipides
sanguin et la pression artérielle, ainsi qu’a prévenir les troubles circulatoires. L’ail possede
également des propriétés antiseptiques, antibiotiques et parasiticides. Il est également
reconnu pour renforcer le systtme immunitaire et rendre 1’organisme plus résistant aux
diverses affections de toutes sortes. La composition biochimique est comme la suit : 64 %
d'eau, 27,5 % de glucides, 6 % de protéines, 3 % de fibres. Divers : prostaglandine, acide

phénols, phytostéroides, polyphénols, flavonoide. Vitamines (mg par 100 g) : B1 (0,2), B2
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(0,08), B3 (0,65), B5 ,C (30), E (0,1), Minéraux ,Potassium, Soufre, Calcium ,Magnésium,
Sodium et chlore. (Gupta et al., 2014)

Figure 3 : Morphologie des gousses d’ail Filiére des Plantes Médicinales (2009)

1.1.7. Le Giroflier

Le giroflier est un arbre de forme conique d'une hauteur moyenne de dix a douze metres, il
peut atteindre jusqu'a vingt métres de haut. Ses feuilles sont ovales et coriaces et persistantes.
Les fleurs a quatre pétales blanc rosé sont caractérisées par leurs sépales rouges persistants.
Avant I'épanouissement, les boutons floraux sont nommeés « clous de girofle » (Figure 4).
(Institute Klorane, 2002).

Le clous de girofle est classé comme la suit (Sharma, 2016) :

Classification :

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espece Eugenia caryophyllata

Les propriétés antiseptiques et anesthésiques de ces boutons floraux sont reconnues depuis
tres longtemps et proposées dans les douleurs dentaires. Il entre dans la composition du khol,
primitivement onguent ophtalmique. Les composants principaux de la plante sont 1’huile
essentielle (18 a 20%) a phénol propénylphénol, eugénol, beta-caryophyllene (10%) et
composés terpéniques, aromatiques, les stérols, les cétones, les tannins et les flavonoides

courants comme le quercétol. L’huile essentielle est trés puisssante a large spectre d’action
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vis-a-vis de Candida albicans, a4 un taux d’inhibition de 100% a une concentration de
125mg/L (Sharma, 2016).

4,

O\

Figure 4 : Morphologie de clous de girofle (Kellouche et al 2005)
1.1.8. La Lavande

La Lavande est un arbrisseau aromatique trés ramifié a feuillage feutré blanc-gris, dense,

jusqu’a Im de haut. Ses fleurs sont en pseudo épis denses de coupe carrée. (figure 5).Au
départ, les lavandes poussent dans quelques pays du basin méditerranéen, puis la culture s‘est
répandue en Europe de 1°‘Est (Bulgarie, Russie, Ukraine) et méme en Tasmanie ou encore au
Canada ou des plantes mutées peuvent maintenant résister au gel. Les lavandes affectionnent
les sols légers et bien drainés (elles redoutent les exces d'eau). Toutes supportent bien les
terrains calcaires hormis la Lavandula stoechas et la Lavandula viridis qui, quant a elles,
exigent un sol acide. Pour prospérer et bien fleurir les lavandes doivent étre plantées en plein
soleil. (Baptista et al.,2015)

La Lavande est classée comme la suit (Baptista et al., 2015):

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
Genre : Lavandula

Espece : Lavandula stoechas

Les composants principaux de son huile essentielle : sont les cétones, mono terpéniques 70-
80%, la verbenone, le camphene, et le limonene. Les composes suivant sont aussi present,
les : monoterpenes (a-pinene, B-pinene, 3-ocimene, camphre, limonene, p-cymene, sabinene,
terpinene,) monoterpene alcools (a -terpineol, borneol, lavandulol, linalool, p-cymen-8-
ol,transpivocarveol), aldéhydes (aldéhyde de cumin ,ethers: 1,8-cineole), esters ( acetate de

linalyl, acetate de terpenyl). Elles ont les activités anti-infecteuses contre la Pseudomonas
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aeruginosa et Escherichia coli avec un diamétre d’inhibition de 10.6mm et 37.3mm

respectivement & un concentration de 0.6mg/L et 9.6mg/L. (Baptista et al., 2015)

Figure 5: Morphologie de lavande (Kellouche et al., 2005)

1.1.9. Le Pistacier

C’est un arbrisseau dioique thermophile de 1 a 3 métres, a odeur résineuse forte et a écorce lisse et
grise. Les feuilles sont persistantes, composées, alternes pourvues d'un pétiole ailé, paripennées a
4-10 petites folioles elliptiques-obtuses, mucronulées, coriaces, luisantes en dessus, mates et pales
en dessous. Les fleurs sont en grappes spiciformes denses, naissant 1 ou 2 a l'aisselle d'une feuille
et égalant au plus la longueur d'une foliole. Le fruit est petit, subglobuleux, apiculé, rouge, puis
noir a la maturité. A I’origine cultivé sous les climats chauds du Moyen-Orient , de I’Asie de I’Est
et de Méditerrannée. (Iserin 2001),

Cette plante est classée comme la suit (Gulfraz, 2011) :
Classe : Dicotyledones

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espece : Pistacia lentiscus

La chimie de la plante est relativement peu étudiée. La plante est connue pour contenir une

huile essentielle (Gulfraz, 2011). Son huile est grasse (Charef et al., 2008), renferment des
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tanins condensés et hydrolysables, des glycosides flavonoiques (Bammou et al. 2015), des
anthocyanes, une résine « mastic de chio », et des triterpenes. Une activité anti-ulcéreuse du
Pistacia lentiscus a été signalée par plusieurs auteurs, tels que I’effet antifongique (Ali-
Shtayeh et al., 1999).

Figure 6 : Pistacia lentiscus, (Bammou, 2015)

1.1.10 La Verveine

La verveine odorante est un petit arbuste a tige principale ligneuse, de 1 a 3 m de haut a
feuilles caduques (Figure 7). Les feuilles sont lancéolées, terminées en pointe, presque
sessiles (pétiole tres court), de couleur vert pale et disposées par 3. Elles exhalent une forte
odeur de citron quand on les froisse. Les fleurs petites, de couleur blanche ou mauve pale,
sont groupées en épis laches de 10 cm de long environ. Elles ne fructifient pas en Europe.
(Amarda et al., 1992)

Cette plante est classée comme la suit (Charef et al., 2008) :

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Verbenaceae
Genre : Aloysia

Espece : Aloysia citrodora

Les feuilles d'Aloysia citrodora contiennent 0,90 % d'huile essentielle appelée « essence

espagnole de Verveine », Les principaux composants dans I'huile de verveine citronnelle sont
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le citral (30-35 %), le nérol et le géraniol. composée de citral, de limonene, de géraniol et de
sesquiterpenes. Elle est febrifuge, antispasmodique, antifongique, légérement sédative et
eupeptique. Elle a aussi des propriétés répulsives envers les moustiques. (Amarda et al., 1992)

Figure 7 : Aloysia citrodora (Kellouche et al.,2005)

1.2. Généralités sur les métabolites secondaires

La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese de principes
actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie de la
plante. La plante doit faire face a de multiples agressions de I’environnement dans lequel elle
vit comme les prédateurs, microorganismes pathogénes, etc. On congoit donc que la plante
puisse développer un meétabolisme particulier lui permettant de synthétiser des diverses
substances pour se défendre. Ces substances prennent la nomenclature des métabolites
secondaires (Kansole, 2009).

1.2.1 Définition

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(glucides, lipides et protéines) qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal. Les
métabolites secondaires, issus de métabolites primaires interviennent dans la structure des
plantes mais exercent également une action déterminante sur 1’adaptation des plantes a leur

environnement (Kansole, 2009).

1.2.2 Classification

Les métabolites secondaires peuvent étre distinguées en six groupes :
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I. Les acides phéenoliques

Les composés phénoliques sont derivés de deux sous groupes distingues : Les acides
hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide
chlorogenique, et les acides hydroxybenzoique, mais les plus répandus sont 1’acide salicylique
et I’acide gallique. Sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales,
et présents chez toutes les céréales. lls sont considérés comme substances phytochimiques
avec des effets probiotique, antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est

tres faible, donc ils sont considérés non toxiques. (Kansole, 2009).

iIi. Les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, <«jaune»> en latin) représente une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Ces

composés sont utilisés en médecine traditionnelle a travers le monde entier. (Kansole, 2009).

lii. Les tannins

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d'arbre et les fruits. Ce sont des substances de saveur astringente ayant la propriété de
tanner la peau et de se combiner aux protéines animales par des liaisons hydrogenes (Pousset,
1989), ils sont solubles dans 1’eau et caractérisés par leur astringence. Certains sont aussi
antioxydants, ils permettent aussi de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections.
(Patni, 2012)

ii. Les alcaloides

Les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines, ils
gagnent ensuite des lieux différents et, lors de ces transferts, ils peuvent subir des
modifications. Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les piéces
florales, les fruits ou les graines. Ces substances sont concentrées dans les vacuoles. Bon
nombre aussi sont utilisés pour étre transformés chimiquement en substances a activité
modifiée comme le vinorelbine, ou donné naissance a des familles de médicaments

synthétiques comme les anesthétiques locaux sur le modele de cocaine. (Handa et al. 2008)
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Iv. Les coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une odeur
caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces
composés sont les constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien. Les familles les
plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiecées et Thymeleacées. Elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante notamment dans les fruits et les huiles essentielles des
graines (Deina et al., 2003, Booth et al., 2004). Elles sont considérées comme des phytoalexines,
c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une

infection causée par des champignons ou par des bactéries (Burt, 2004)

v. Les terpenoides

Les terpénes sont des composés hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte, dérivés formellement de I’isopréne CSHS. Leur formule brute est (C5HX) n
dont le x est variable en fonction du degré d’instauration de la molécule et n peut prendre des
valeurs (de 1 a 8) sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La
molécule de base des térpénoides est 1’isopréne de formule CSH8 (Booth et al., 2004). Ils sont
responsables des propriétés variées des huiles essentielles et des plantes qui les contiennent :

les antiseptiques, les anti-inflammatoires et d’autres encore sont insecticides.

1.3.  Hordeum vulgare

1.3.1 Introduction
Avant I’extension du mais, I’orge avait une place centrale dans I’alimentation du bétail. Les
céréales sont un groupe de plantes cultivées appartenant, a la famille des Poacées appelées
«graminées». Il existe trois grands groupes de céréales (Kunwar et al. 2009). Un premier grand
groupe formé par le blé, ’orge, le seigle et 1'avoine. Un deuxiéme grand groupe formé par le
mais. Un troisieme grand groupe ordonné autour du riz. Elle est cultivée pour ses grains
principalement pour I’alimentation animale, les grains d’orge ont une valeur énergétique pour

le bétail mais sont pauvres en proteines. (Belaid 2014)

1.3.2 Historique
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(Cadot, 2016).L'orge est une plante annuelle de la classe des monocotylédones, qui appartient
a la famille des graminées et au genre Hordeum qui comprend 31 espéces, mais seule vulgare
est couramment cultivée, Hordeum vulgare est une espéce diploide (2n=14). Elle a été I'une
des premieres cultures domestiquées, il y a 10 000 ans dans le croissant fertile du moyen —
orient.

L'orge est classée selon les types printemps ou hiver (sensible au gel ou au contraire résistant

au froid environ jusqu'a -15°C)

1.3.3 Classification

D'aprés (Feillet 2000), lI'orge cultivée appartient a la classification suivante:
Classe Liliopsida

Ordre Poale

Famille Poaceae

Genre Hordeum

Espéce Hordeum vulgare L.

1.3.4 Utilité et importance

Au début du X1Xe siécle, I'orge venait en téte des cultures par son importance, |l était destinée
a l'autoconsommation humaine et servait de complément fourrager aux troupeaux entretenus
pendant la plus grande partie de I'année dans les régions steppiques (Graniti A, 1992).
Actuellement, l'orge n'est pas d'emploi courant dans I'alimentation humaine. 1l est
actuellement efficace contre les maladies du ceeur, la constipation et autres déréglements du
systeme digestif, et probablement également contre le cancer. La fagcon dont I'orge réduit le
taux sanguin de cholestérol est semblable a celle des spécialités pharmaceutiques anti-
cholestérol (Cheng et al., 2006).

1.3.5 Production internationale

Les prévisions de la FAO concernant la production mondiale de ceréales en 2016 ont été
revues a la baisse 1,7 million de tonnes et tablent sur 1400 millions de tonnes, soit 0.7 pour
cent de moins que le niveau de 2015. La diminution en glissement mensuel reflete la baisse de
la production mondiale d’orge et de blé, qui a surtout été observée dans I’Union européenne

(UE). Le volume de la production mondiale de céréales secondaires devrait s’¢lever a 1250
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millions de tonnes ce qui représente une augmentation de 1.8 millions de tonnes par rapport
aux prévisions de juin. Ces révisions a la hausse ont plus que compensé la révision a la baisse
de la production d’orge dans I’UE, qui s’explique par le climat sec qui sévit ces derniers
temps dans la région. D’apres le (Figure 8) la production mondiale d’orge a augmenté de 2
million de tonnes jusqu’a 4 million de tonnes 2005-2016 et son production est plus important

que ceux d’avoine qui a commencé étre produit en grande quantités depuis 1’année 2013.
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Figure 8 : Production mondiale des céréales (FAOSTAT, 2016)

1.3.6 Production nationale

La culture de l'orge est pratiquée essentiellement sur les hautes plaines, en Algérie. Les
superficies qui lui sont consacrées varient d'une année a l'autre avec une moyenne, sur plus
d'un siecle (1901-2005), de 1 million d'hectares, une production moyenne variant de 3 a 16
millions quintaux et une moyenne de rendement en grain de 7qg/ha. Parmi les pays du
Maghreb, I'Algérie se classe en seconde position apres le Maroc, qui produit plus de 16
millions de quintaux en moyenne. L'orge est une espece trés adaptee aux systemes de cultures
pratiques en zones séches. Cette adaptation est liée a un cycle de développement plus court et
a une meilleure vitesse de croissance en début du cycle (Abbas, 2008). La production
céréaliére algérienne a reculé en 2015-2016. Selon les chiffres de la ministre algérien de

I’Agriculture, la production nationale de céréales (orge, blé tendre et dur) a chuté a 3,3
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millions de tonnes en 2013-2014 et de 4,91 millions de tonnes en 2012-2013. (Jeune Afrique,
2016)

1.3.7 L’orge en culture hydroponique

Selon 11 s’agit de I'utilisation de 1’orge germée comme fourrage pour ruminants car c’est le
fourrage concentré qui est dominant en Algérie. Les éleveurs pratiquant sa germination
cherchent avant tout une amélioration de la valeur nutritive.

Il existe diverses installations pour la germination de 1’orge. Elles sont basées sur la
conservation dans une enceinte close d’un taux d’humidité et de température précis de graines
mises auparavant a tremper. Dés la germination, les graines sont éclairées de facon a favoriser
la photosynthése. En 5 a 6 jours, les graines produisent des plantules de 10cm. A c6té
d’installations modernes avec atmosphére controlée existe une foule d’installations bricolées

par des éleveurs ou des artisans. (Belaid, 2014),
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Figure 9 : Installation de culture hydroponique (Belaid, 2014)

1.3.8. Avantages et inconvénients de la culture hydroponique

La rapidité avec laquelle les plantes pousse et s’étoffent en hydroponie suppose une grande
consommation d’eau. Cependant, toute 1’eau utilisée sera transpirée par la plante, sans le
moindre gaspillage par infiltration dans le sol ou par évaporation. Si 1’on compare avec la
culture des mémes plantes en terre la totalité de 1’engrais utilisé est absorbée par la plante. La
culture hydroponique assure a la plante une croissance saine et rapide, lui permettant ainsi de
surmonter les attaques de nuisibles ou, du moins, d’y résister a des derniers. La plupart du

temps, 1’hydroponie permet d’offrir aux plantes des conditions ideéales de nutrition, de
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luminosité, de température et d’humidité. Le maillon faible, alors, devient le dioxyde de
carbone. Grace a I’hydroponie, c’est possible. Le niveau élevé de nitrate dans la solution

nutritive suscite une croissance végétative phénoménale.

Il a aussi des inconvenients. La premiére et la plus importante d’entre elles, c’est que les
plantes n’ont pas de protection. La terre a un pouvoir tampon. Autrement dit, elle a la capacité
de maintenir une certaine stabilité autour de la masse racinaire. Dans un sol sain, tous les
parametres physiques et biologiques sont en equilibre. La température est aussi un aspect
délicat. En hydroponie, la température idéale a maintenir dans la zone racinaire pour que la
croissance soit maximale est comprise entre 18 et 22°C. Les racines peuvent tolérer bien plus.
Jusqu’a 26°C environ, il ne se passe rien ; ensuite, la croissance ralentit, et, au-dela de 35°C,
racines et plantes meurent rapidement a cause du manque d’oxygene, en particulier dans les
pays tropicaux ou en intérieur, ou la lumiere artificielle génere beaucoup de chaleur. Un autre
grand inconvénient est I’accumulation de I’humidité dans le milieu de culture qui va reésulter

dans le développement des agents phytopathogénes (Texier,2014)

1.3.8.1 Les maladies

L’orge cultivée peut étre sensible & de nombreuses maladies, mais les sélectionneurs se sont
efforcés d’incorporer des caractéres de résistance dans le génome de divers cultivars. Les
dégats causes par les maladies dépendent de la sensibilité de la variété cultivée. Cette plante
est sensible a diverses maladies virales, notamment au virus de la mosaique modérée de 1’orge
ou bactériennes comme la glume noire ou brllure bactérienne due a Xanthosomas

translucens. L’orge est également sensible a la fusariose des épis due a Fusarium spp. (Cadot
,2016)

1.4 Fusarium spp.

1.4.1 Généralites

En agriculture, les moisissures sont 1’'une des contraintes les plus importantes pour la
production de 1’orge. Parmi ces phytopathogénes, on retrouve un cas particulier, les Fusarium,
qui affecte les rendements mais aussi la qualité sanitaire de la récolte par la présence de
toxines dans les grains. Le genre Fusarium tire son nom du latin fusus car ses spores sont en

forme de fuseau. La premiére et véritable description du genre Fusarium a été réalisée par
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Link en 1809, ce dernier a crée le genre pour des especes présentant des spores cloisonnees,
fusiformes, formées sur des stromas. Ses descriptions sont basées sur 1’observation d’un «

Fusarium roseum », mais aujourd'hui I'espéce type est F. sambucinum.

La fusariose est une maladie endémique provoquée par un complexe d'especes de
champignons phytopathogénes, le « complexe fusarien », a large spectre d’hotes (Miedaner,
1996). Elle regroupe les genres Microchodium et Fusarium, qui comptent 19 especes capables
d’induire la fusariose. La variabilité de cette maladie, au niveau de son incidence et de la
production de mycotoxines, pose de hombreux problémes en agriculture et agroalimentaire.
Egalement, le stade de développement de la plante influence le développement et la
croissance des moisissures, avec une sensibilité maximale autour de la floraison mais des
contaminations plus tardives sont possibles (Cowger et al., 2010). D'autre part, les infections
multiples associant différentes especes du complexe fusarien sont fréquentes dans les champs
et conduisent a des interactions dont les conséquences sur la production de toxines in planta

sont peu connues (Simpson et al., 2004)

Les Fusarium sont classé comme le suit (Miedaner, 1996).:
Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Sordariomycetes

Ordre : Hypocreomycetidae

Famille : Nectriaceae

1.4.2 Morphologie et identification en culture

Le principal caractere morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées. Mais, les champignons du genre Fusarium présentent une grande
diversité et variabilité en culture, leur identification et leur classification sont donc assez
délicates. Il est important de préciser que la détermination d’une espeéce se base sur de
nombreux criteres et non pas simplement sur la morphologie des macro et microconidies. Les

phialides, plus ou moins allongees, présentent, le plus souvent, un site de bourgeonnement
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unique (monophialide) situé a ’extremité d’un col allongé (F. solani) ou court et trapu (F.
oxysporum). Chez d’autres especes comme F. proliferatum, les phialides présentent plusieurs
sites de bourgeonnement (polyphialides). Les phialides produisent deux types de conidies
microconidies — uni- ou bicellulaires, piriformes, fusiformes, cylindriques ou ovoides, isolées,
solitaires ou groupées, disposees en verticille ou plus rarement en chainettes (F. verticilloides)
,macroconidies — conidies pluricellulaires & cloisons seulement transversales, souvent
groupées en paquets. Les macroconidies sont fusiformes, souvent courbées, avec une cellule

basale pédicellée, formant un sort de talon plus ou moins visible.
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Figure 10 : Caracteres Morphologique de Fusarium spp. (Cadot ,2016)

1.4.3 Le cycle biologique de Fusarium spp.

Les semences infectées : lors des infections sur épi, le mycélium attaque les grains a travers
les glumes, péneétre dans le péricarpe, 1’albumen, voire I’embryon. Cette source inoculum
permet a la maladie de se développer dés 1’automne. Pendant la germination, le mycélium
reprend son activité et, selon le degré de pénétration initial, il ralentit ou inhibe la
germination, entrainant des manques a la levée et la fonte des semis. La maturation des spores
dépend des interactions avec les facteurs de I’environnement. Elle est favorisée par
I’humidité, la chaleur et la lumiére (Guenther, 2005) et freinée par la sécheresse et le froid de

I’hiver. Les spores germent ensuite en surface des tissus de 1’hote lorsque les conditions y
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sont favorables. Ces conditions regroupent une forte humidité (>90%) pendant 48 a 72h en
conditions contrélées et 4 a 5 jours en conditions naturelles, et des températures comprises
entre 15 et 30°C (Bai ,1994)

Splash dispersal of conidia
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¢

Ear blight
symptoms

Ower winters on crop
debris, grass weeds,
volunteers and
chlamydospores in soil

Seed infection causes damping

off and early infection of plant ,..-'"

Figure 11: Cycle biologique de Fusarium spp. (Guenther, 2005)

1.4.4 Les mycotoxines

Les champignons de genre Fusarium sont connus pour leur aptitude a synthétiser certaines
mycotoxines sur la plante, certaines toxines n’étant synthétisées que par certaines especes.
Les quantités et les types de mycotoxines varient selon les souches de Fusarium présents sur
les plants. Aujourd’hui, les principales mycotoxines surveillées dans les produits alimentaires
sont la déoxynivalénol (DON) et la zéaralénone (ZEA) produites par Fusarium graminearum.
Les On le retrouve a la récolte, dans I’immense majorité des cas en d’infimes quantités. Les
DON est une mycotoxine de la famille des trichothécenes et ils sont produits par différents
contaminants fongiques, qui contaminent les grains de blé, d’orge, d’avoine ou de mais et
méme du riz lors de la floraison. Les ZEA sont des mycotoxines émises par certaines especes
de champignons du sol, les Fusarium, qui peuvent coloniser certains végétaux en y produisant

une maladie la Fusariose. (Guenther, 2005)
1.4.4.1 Effets sur ’animal ou I’étre humain

Depuis une vingtaine d’années, on sait que certaines espeéces de Fusarium sont susceptibles de
réaliser de graves infections opportunistes surtout chez les personnes immuno-déprimeées. Les

spores de fusarium aéroportées et inhalés, ou ingérées avec la nourriture, peuvent étre une
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source importante de problémes de santé. Les symptdémes peuvent inclure la nausée, le
vomissement, la diarrhée, la dermatite et hémorragie interne. Les spores peuvent se
développer sur les yeux (premiére cause de kératomycose), dans les sinus, sur la peau et les
ongles et sont susceptibles de provoquer de la fievre des foins et I'asthme. Ils causent
fréeguemment des lésions de la peau chez les patients bralés, des mycoses des ongles, de
I'otomycose, des ulcéres variqueux, le mycétome, des ostéomyélites ou des infections
disseminées. Quelques especes (Fusarium du groupe roseum) peuvent produire de puissantes
toxines (mycotoxines), qu'on trouve parfois en concentrations significatives sur des grains ou
des produits dérivés. Ingérées par des animaux ou par I'homme, elles peuvent provoquer de
graves intoxications alimentaires, éventuellement mortelles, avec risque cancérigene. Ces

toxines peuvent affecter les systemes circulatoire, digestif, cutané et nerveux. (Hogan, 2013)

1.4.5. Conditions de développement.

Le développement de la fusariose est sous I’influence de conditions suivantes :

1.4.5.1 Facteurs climatiques

Les facteurs climatiques, en particulier I’humidité et la température, jouent un role primordial
puisqu’ils vont conditionner la germination et I’infection du champignon. Des individus de la
méme espece mais ayant des origines geéographiques différentes vont également avoir des
optima différents, en référence avec le climat de leur région d’origine (Doohan et al., 2003)
Pour M. nivale et Fusarium. culmorum, cet optimum est obtenu a 18°C et 26.5°C
respectivement. Fusarium. culmorum, Fusarium. poae, Fusarium. avenaceum et
Michrochodium. nivale sont retrouvées dans des régions plutdt fraiches. Durant tout le cycle
cultural, I’humidité et le vent favorisent également la survie et la dispersion de 1’inoculum

primaire (Mc Mullen et al.1997, Alvarez et al., 2009).

1.4.5.2 Facteurs nutritifs

Comme source de carbone et d’énergie le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le
maltose, le saccharose, I’amidon et la cellulose représentent les sucres les plus utilisés par les

moisissures. Ces hydrates de carbone sont dégradés grace a la glycolyse et le métabolisme
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aerobie. Le cuivre, le magnésium, le sodium, le zinc et le molybdéne sont des
micronutriments .Les peptides et les protéines ne sont utilisés par les moisissures qu’apres

leur dégradation (Alvarez et al., 2009).

1.4.5.3 pH

Les moisissures peuvent se développer dans une large gamme de pH; elles se développent a

des pH compris entre 3 et 8, avec une croissance optimale entre 5 et 6 (Keller et al., 1997)

1.4.5.4 Facteurs physiologiques
La développement des champignons dépend aussi des caractéristiques physiologiques de la
plante comme la taille et la densité d’épillets, son état de stress, son stade de développement,

et le niveau de résistance de la variété (Champeil et al., 2004)

1.5 Les méthodes de luttes contre la fusariose

Il existe plusieurs méthodes de lutte contre la fusariose :

1.5.1. Lutte chimique

En effet, les travaux de (Simpson et al., 2001) soulignent la sensibilité des champignons du
genre Fusarium aux triazoles et ceux du genre Microdochium aux strobilurines. Depuis, des
résistances sont apparues limitant I’intérét des strobilurines dans cette lutte. De nouvelles
solutions ont été récemment développées couplant par exemple plusieurs familles chimiques

comme les triazolinthione et triazole pouvant réduire jusqu’a 70% de la maladie au champ.

1.5.2 Lutte biologique :

Les agents biologiques appliqués a 1’anthése peuvent contrdler les fusarium en stoppant, en
réduisant ou en retardant la germination des spores (Fernando, 2001). Selon le travail de
(Keller et al., 1997) une race du champignon Clonostachys rosea présente un potentiel pour la
lutte contré la fusariose et il serait souhaitable de poursuivre les essais en champs afin de

valider I’avantage de 1’utilisation du Clonostachys rosea comme un biofongicide.
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1.5.3Lutte par des extraits des plantes

L'emploi des extraits de plantes comporte des avantages certains, avec l'augmentation des prix
des produits chimiques et leur rareté sur les marchés locaux. Ce produits sont biodégradables
qui représentent une bonne alternative pour les producteurs afin d’assurer la protection de
leurs semences & un codt relativement faible (Handa et al., 2008). A faible dose, ces plantes
ne présenteraient pas de toxicité pour I'nomme, puisqu'elles sont pour la plupart utilisées en
médecine traditionnelle. Ce fait pourrait justifier I'engouement actuel des recherches sur les
propriétés pesticides des extraits de plantes dans la protection des denrées alimentaires ;
(Fatope, 1995).

1.5.3.1 Avantages des extraits de plantes

L'emploi des extraits de plantes comporte des avantages certains. Avec l'augmentation des
prix des produits chimiques et la rareté de ces produits sur les marchés locaux, les produits
biodégradables provenant de plantes constituent une bonne alternative qui permet aux
producteurs de pouvoir assurer la protection de leurs semences a un codt relativement faible
.La réduction de I'emploi des pesticides chimiques due a l'utilisation des extraits de plantes
contribue énormément a la réduction de la pollution de I'environnement et cela permet
également d'améliorer la santé publique des populations. L'emploi des extraits des plantes
dans la lutte contre les champignons est prometteur compte tenu de leur efficacité et de leur

innocuité sur I'environnement. (Benzeggouta, 2005)

1.6 Méthodes d’Extraction Traditionnelles

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a 1'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les huiles
végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous
forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe.
Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales (Handa, 2008).
La tisane, que ce soit infusion, décoction ou macération, est un procédé d’extraction de
constituants actifs des plantes médicinales. Le mot tisane vient du grec ptisané signait orge
mondé, puis tisane d’orge. L’utilisation de la plante en tisane est retrouvée parmi les
méthodes les plus anciennes a c6té des fumigations, des inhalations de vapeur, de

I’application d’une solution sur le corps. L’eau chaude permet ainsi de récupérer certains
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constituants actifs hydrosolubles (Goetz, 2004). D’autres techniques traditionnelles étaient
aussi utilisees pour la récupeération des principes liposolubles et aromatiques comme les huiles
infusées ((Baba-Aissa, 2000). La présence d’un composé ou d’un autre dépend de sa solubilité
dans le solvant utilisé, la température et la durée d’extraction et la fragmentation de la plante
(Goetz, 2004).

1.6.1 Infusion

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de I’eau bouillante sur
les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs principes
médicinales. Elle convient pour I’extraction de parties délicates ou finement hachées des
plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, ayant des constituants volatiles comme les
huiles essentielles (Baba-Aissa, 2000)

1.6.2 Décoction
Elle convient pour 1’extraction de matiéres végétales dur ou trés dur : bois, écorce, racines, ou
des plantes avec des constituants peu solubles. Elle consiste a faire bouillir les plantes fraiches

ou séchées dans de 1’eau pendant 10 & 30 min, pour bien extraire les principes médicinales
(Baba-Aissa, 2000).

1.7 Analyse des extraits aqueux de plantes

1.7 .1 Dosage global des polyphénols

Il n’existe aucune méthode permettant de doser de manicre satisfaisante et simultance
I’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal. Néanmoins une
estimation rapide de la teneur en phénols totaux peut étre obtenue par différentes méthodes,
en particulier par utilisation d’un meélange de phosphomolybdate et de phosphotungstate
commercialisé sous la dénomination de réactif de Folin Ciocalteu (Singleton, 1965). Cette
méthode est tres sensible, et on peut avoir une bonne approximation de la teneur de 1’extrait
en phénols que 1’on exprime alors par rapport & un composé¢ de référence comme 1’acide

gallique (Macheix et al.,2005).
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1.7.2 Screening phytochimique
Le screening phytochimique représente 1’ensemble des techniques qualitatives permettant la
détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des
réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques.
Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les polyphénols totaux
y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines, les alcaloides, les
saponosides, les stéroides, les stérols, les terpenes etc (Lendvai et al., 2002). Le screening
phytochimique a été réalisé tant sur les phases aqueuses qu’organiques par des réactions

usuelles a I’aide des réactifs de caractérisation classiques (Bruneton, 2009)

1.8 Etude du pouvoir fongicide des extraits aqueux des plantes
1.8.1 Méthode de contact direct

C’est une technique qui permet 1’étude de la culture de cellules, de bactéries et de moisissures
afin de savoir leur développement en placant les micro-organismes dans des conditions
optimales ou tout a fait défavorables. Cette technique permet aussi ’utilisation des produits
phytosanitaire dont la propriété de contrdler, repousser ou détruire les champignons,
susceptibles de se développer sur les cultures. Les micro-organismes exigent pour leur
croissance des aliments. Ces aliments leurs ont fournis au laboratoire par des milieux nutritifs
ou milieux de culture. Pour permettre le développement des micro-organismes le milieu doit
contenir tous les aliments nécessaires en quantité suffisante et en proportion relative
convenable : le milieu doit étre nutritif et équilibré et avoir un pH, une pression osmotique,
une viscosité des caractéristiques physicochimiques compatibles avec la vie microbienne.
Comme les besoins nutritionnels des microorganismes et les conditions de leurs
développements sont trés variés il n'existe évidemment aucun milieu universel sur lequel tous
les microbes soient capables de se multiplier. Les milieux solides présentent un grand intérét
en Microbiologie. lls permettent, lorsque la technique d'ensemencement est convenable, le
développement des germes en colonies apparentes, isolées les unes des autres, provenant en
principe, de la multiplication d'un seul germe et a partir desquelles peuvent étre obtenues des

cultures pures. (Baba et al., 2008)

1.8.2 Méthode de dilution
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Les produits a tester peuvent également étre directement mélangées en concentration connue

au milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide sans oublier que les techniques de dilutions
exigent une dispersion homogene. Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de
microorganismes et apres incubation on note la presence ou l'absence de culture; la lecture
peut étre visuelle ou spectrophotométrique car le degree d'inhibition est en rapport avec la
turbidité du milieu. (Baba et al., 2008)

1.8.3 Sporulation

A ce titre, son étude s’inscrit dans le courant de la biologie moderne dont I’effort principal
tend vers la comprehension du phénomeéne complexe de la différentiation. Sous son second
aspect, prospectif, la spore fongique est considérée comme 1’unité de reproduction et de
dissémination des champignons pathogénes et, comme telle, constitue 1’objet central des
préoccupations tant des phytopathologues que des médecins et vétérinaires. 1l est vrai que les
deux aspects de la sporulation fongique sont étroitement imbriqués car tout progres réealisé
dans la connaissance des processus sporogénétiques permet, en retour, de développer des
agents chimiques antisporulants et de doter ainsi la microbiologie d’un pouvoir de controle
préventif sur ’activité destructrice (mycoses, etc.) ou bénéfique (antibiotique, etc.) des

produits de la germination sporale. (Turien, 1968)
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CHAPITRE 2
Materiels et
methodes



2 .Matériel et méthodes

Introduction

Cette étude a été réalisée a I’Université Blida 1, dans le laboratoire de Recherche des Plantes
Médicinales et Aromatiques durant les mois de janvier jusqu’a juin 2017. Elle va nécessite

I’utilisation d’un matériel végétal et d’un matériel fongique..

1. Matériel Biologique
Le matériel biologique est représenté par un matériel fongique composé de trois isolats (F1,
F2 et F3) de Fusarium spp. et un matériel végétal compose de 7 plantes médicinales utilisées

dans le domaine d’agro-alimentaire.

2.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour notre étude a été achetée a 1’état sec chez I’herboriste au
niveau de Ouled Yaich, Wilaya de Blida. Les plantes ont été conservées dans des sachets en
papier placées dans boites hermétiquement fermées a I’abri de I’humidité. Les données

relatives a ces plantes sont résumées dans le tableau 3 :
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Tableau 4: Plantes medicinales utilisée pour notre étude

Nom commun

Nom botanique

Partie de la plante

utilisée

Clous de girofle

Eugenia caryophyllata

fleurs

Lavande Lavandula stoechas Feuilles et les
somites floraux

Cannelle Cinnamomum zeylanicum Ecorce de I’arbre

Grenadier Punica granatum Ecorce du fruit

Verveine Aloysia citrodora feuilles

Pistachier lentisque Pistacia lentiscus feuilles

Ail Allium sativum bulbes

2.2 Matériel fongique

Trois isolats fongiques F1, F2 et F3 purifiés de Fusarium spp.ont été prélevés des isolats

Algériens de cultures hydroponiques de la variété « Saida » de 1’orge ayant fait objet de

nombreux travaux de recherche par (Moumene S.,2017). Ces isolats fongiques ont été

entretenus par les repiquages sur le milieu PDA et incubés a 20°C pendant 20 jours.

2.3 Méthodes de préparation des extraits aqueux

La préparation de I’extrait aqueux des plantes médicinales a éte effectuée selon les méethodes,

par décoction et par I’infusion.

2.3.1 Décoction
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Nous avons opté pour le protocole décrit par (Yuang et al.,2005) en y apportant quelques

modifications :

En effet, 30 grammes de matériel végétal (grains, écorce, feuille, bulbe) ont été placés dans
les flacons en verre stériles de 250ml aux quels, on a ajout¢é 200ml d’eau distillée. Ces
derniers ont été placés au bain-marie jusqu’a la température de 60°C. Apres refroidissement,
les flacons ont étés conservés au réfrigérateur a 4°C. Des dilutions des extraits agqueux pour
les plantes ayant montré un pouvoir fongicide ont été préparés. Les concentrations
sont retenues: 37.5mg/ml, 75mg/ml ,112.5mg/ml et 150mg/ml.

2.3.2 Infusion

La préparation des infusées a été réalisée selon le protocole décrit par (Yuang et al., 2005) en

y apportant quelques modifications :

En effet, 200ml d’eau distillée stérile bouillante ont été versés sur 30 grammes de matériel
végétal dans des flacons en verre stériles et ensuite laissés infuser pendant 15 minutes avant

de les mettre au réfrigérateur pour une conservation a 4°C.
2.4Screening phytochimique

Le screening phytochimique a permis la mise en évidence de la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux des plantes étudiées. Ces tests ont été réalisés sur
les phases aqueuses par des réactions usuelles a I’aide des réactifs de caractérisation
classiques. Les infusés des plantes étudiés ont été préparés selon la méthode adoptée par

(Bruneton, 2009). en utilisant une concentration de 10%.

2.5.1 Mise en évidence des saponosides

La recherche des saponosides consiste a verser dans un tube a essais, 2 ml de 1’extrait total
aqueux. Le tube a été agité sur I’agitateur pendant 15 secondes puis laissé au repos durant 15
minutes. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm affirmera la présence de

saponosides (Dohou et al. 2003).

2.5.2 Mise en évidence des polyphénols
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La recherche des polyphénols consiste a mettre 500ul de chaque extrait avec une goutte de
solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou

verte plus ou moins confirmera la présence de polyphénols. (Dohou et al. 2003).
2.6 Etude du pouvoir fongicide des extraits aqueux des plantes étudies

L’activité antifongique des extraits aqueux a été réalisée sur les trois isolats fongiques de
Fusarium spp. in vitro par la méthode du contact directe sur milieu gélosé « PDA » pour
déterminer les taux d’inhibition. Par ailleurs, 1’é¢tude du pouvoir antifongique a éte réalisé sur
I’aspect cultural et morphologique des isolats témoins et ceux qui ont été développés sous
I’effet des extraits aqueux des plantes ¢tudiés. L’aspect cultural a été décrit par observation
visuelle. Quant a la morphologie elle a nécessité la préparation de lames pour I’observation

microscopique a 1’aide du microscope photonique au grossissement X500 (Turien, 1968).

2.6.1 Methode de contact direct

Chaque extrait a été mélangés séparément avec le milieu PDA en ajoutant 19 ml du milieu
PDA stérile en surfusion a 2 ml de I’extrait aqueux dans une boite de Pétri. Les boites de Pétri
ont été agitées manuellement pour homogénéisation de 1’extrait avec le milieu de culture.
Aprés solidification du milieu les disques mycélien de 6mm de diameétre de chacun des
isolats de Fusarium spp. ont été ensemencés a 1’aide d’une pipette de Pasteur par le dépot du
disque au centre de la boite. Les boites ont été toutes fermées avec un parafilm avant
I’incubation. En effet, cinq répétitions ont été prises en considération pour chaque isolat et
chaque extrait. Différentes dilutions ont été préparées pour les extraits ayant montré un fort
pouvoir inhibiteur. Le milieu PDA sans extrait a servi de témoin pour chaque isolat (Mishra et
Dubey, 1992) L’incubation des boites a été réalisée durant 7 jours a la température de 30°C

(Mohammedi, 2005)

2.6.2 Etude du pouvoir fongicide des extraits sur la croissance mycélienne

des isolats de Fusarium spp.
Apres 7 jours d’incubation, les taux d’inhibition de la croissance myceélienne ont été calculés

selon la formule décrite par (Soro, 2008).

P1 (%) = (A-B)/AX100
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PI(%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage;
A : Diamétre de colonies dans les boites « témoins positifs »

B : Diameétre de colonies dans les boites contenant 1’extrait

2.6.3 Etude de I’inhibition de la sporulation des isolats de Fusarium spp.

Aprés incubation de 20 jours a la température de 28°C, 10 ml d’eau distillée stérile ont été
versés dans chaque boite de Pétri puis, la culture de chaque isolat de Fusarium spp. a été a
I’aide d’une pipette pasteur stérile. Les suspensions conidiennes ont été récupérées dans des
tubes & essais stériles a 1’aide d’une micropipette. Ces derniers ont été soumis a 1’agitation a
I’aide d’un agitateur de tubes vortex. Les suspensions conidiennes de chacun des isolats
témoins et ceux qui ont été en présence d’extraits de plantes a fort pouvoir inhibiteur ont fait
I’objet de comptage du nombre de conidies a 1’aide d’une cellule de Malassez sous

microscope optique au grossissement (X125).

Le pourcentage d’inhibition de la sporulation (Is) a été déterminé selon la formule décrite par
(Hibar et al., 2005) :

Is = (NO- Ns)/NOx100

Ou:
NO =étant le nombre moyen de conidies estimé chez le témoin

Ns = le nombre moyen de conidies estimé en présence des extraits aqueux de plantes étudies

2.6.4 Etude de la survie des isolats de Fusarium spp. sous effet des extraits

aqueux des plantes étudiés

Apres un mois d’incubation dans I’étuve réglée a la température de 28°C, des observations
visuelles des cultures des isolats ont été fait poursuivies s’il y a une survie suite a ’effet des
plantes a fort pouvoir inhibiteur. Cette étude a été réalisée par la mesure du diametre de la

croissance mycélienne pour déterminer les taux d’inhibition de la croissance mycélienne.
(Baba et al. 2008)

2.7 Dosage quantitatif des polyphénols
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Le dosage se fait par réactions colorimétriques, ainsi on a utilisé le réactif Folin-Ciocalteu
pour déterminer le teneur des polyphénols. Cette méthode a été décrite par (Singleton et Rossi
1965).

Pour cela, 200ul de chacun des extraits sont mélangé avec 1000ul du réactif de Folin-
Ciocalteu a 10%. La présence des phénols dans les extraits est prouvée par 1’apparition d’une
couleur bleu foncé. Aprés 5 minutes d’incubation on a ajouté 800ul de Na2CO3 a 7,5%.
Ensuite, I’ensemble est incubé a la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est
effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde de 765nm.
Les résultats ont été exprimeés en milligrammes équivalent d’acide gallique par pg de matiére

végétal seche.

Figure 13 : Courbe d’acide gallique
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2.8 L’analyse statistique

Les moyennes de chaque essai et chaque parameétre ont été calculées a 1’aide d’Excel 2007.
Les résultats obtenus ont été traités par deux analyses indépendantes a ’aide de logiciel
SYSTATT7 (2004). Le premier test concerne analyse de la variance « ANOVA » permettant de
connaitre la signification des différences au seuil de signification <0,05. La deuxiéme test
concerne 1’analyse de la variance par le modele linéaire généralise (GLM) permettant au

modele linéaire d’étre relié a la variable réponse via une fonction lien et en autorisant
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I’amplitude de la variance de chaque mesure d’étre une fonction de sa valeur prévue
(Anscombe , 1948, Bailey, 2008).

CHAPITRE 3
Resultats et
discussion
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3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Analyse phytochimique des extraits agueux étudiés

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites

secondaires dans les tissus végétaux des plantes étudiées. Leur détection a reposé sur des

essais de saponification des extraits aqueux et le changement de couleur spécifique. Les

résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur les extraits aqueux préparés par

infusion sont résumés dans le tableau 5. La présence des saponosides a été confirmée par

I’apparition de mousse persistante d’une hauteur supérieure a 1cm. Ces composés ont été

présents dans 1’extrait de Pistacia lentiscus alors qu’ils étaient faibles dans les autres extraits

aqueux avec la réduction rapide de la hauteur de mousse aprés leur agitation pendant 15

secondes (Figure 13A). Par ailleurs, les polyphénols, ont été identifiés et leur présence a été

détectée dans touts les extraits de plantes étudiés mis a part, celui d’Allium sativum (Figure

13B).

Tableau 5: Résultats du screening phytochimique des extraits aqueux de plantes étudiés

Extraits
aqueux des

plantes

Eugenia

caryophyllata

Lavandula

stoechas

Allium

sativum

Punica

granatum

Aloysia

citrodora

Pistacia

lentiscus

Cinnamomum

zeylanicum

Recherche
des

saponosides

Recherche
des

polyphénols

- : absence des composés ,+ : présence des Composés.
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Figure 13 : Mise en évidence des saponosides (A) et des polyphénols (B) dans les extraits
aqueux de plantes étudiées

a: Aloysia citrodora, b : Allium sativum, ¢ : Eugenia caryophyllata, d: Pistacia lentiscus ,e : Cinnamomum
zeylanicum, f : Lavandula stoechas

3.2. Activité antifongique des extraits aqueux de plantes sur les isolats de

Fusarium spp.

3.3.1. Pouvaoir inhibiteur des extraits aqueux de plantes sur la croissance

mycélienne des isolats de Fusarium spp.

L’effet in vitro des extraits aqueux de plantes étudiés sur la croissance mycélienne des isolats
de Fusarium spp. a montré une forte inhibition sur la croissance mycélienne de 1’isolat F1.
Les extraits aqueux préparés par les deux méthodes d’extraction ont montré le méme pouvoir
inhibiteur. La sensibilité a I’effet des extraits était trés faible pour les trois isolats fongiques
étudiés (F1, F2 et F3). Une bonne croissance mycélienne des isolats a été enregistrée pour
I’effet inhibiteur d’Aloysia citrodora et de Pistacia lentiscus. De méme, un tres faible pouvoir

antifongique a été enregistré pour I’extrait aqueux de Punica granatum. (Figure 14)

Par ailleurs, I’extrait aqueux ayant montré une activité inhibitrice complete était celui a base
d’Eugenia caryophyllata, testé a la concentration de 150mg/ml sur I’ensemble des isolats de
Fusarium spp. étudiés. Cependant, les isolats étaient tous résistants a I’activité des extraits a

base d’Allium sativum et de Lavandula stoechas, vu leur effet inhibiteur modéré. Aussi,
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I’extrait aqueux a base de Cinnamomum zeylanicum n’a pas montré d’inhibition sur la
croissance mycélienne de I’isolat F3, mais son effet inhibiteur a été trés faible sur les isolats
F1 et F2. En se basant sur les teneurs en polyphénols, 1’extrait aqueux a base d’Eugenia
caryophyllata a donné une efficacité supérieure a ceux d’Aloysia citrodora et de Punica
granatum malgré leurs teneurs plus élevées en polyphénols.(Figure 15) En effet, 1’extrait
aqueux d’Eugenia caryophyllata a inhibé significativement la croissance mycélienne de tous
les isolats fongiques (F1, F2 et F3). L’inhibition compléte a été enregistrée par I’extrait a une
concentration de 150mg/ml mais, elle a commencé a régresser a partir de la concentration de
37.5mg/ml ou, un tres faible pouvoir inhibiteur a été enregistré sur la croissance myceélienne.
Tous les isolats fongiques ont donc présenté la méme sensibilité pour les extraits aqueux de

plantes testés a la concentration de 75mg/ml, mais apres quelques jours 1’isolat fongique F3 a

montré une résistance traduite par la reprise de leur croissance mycélienne. (Figure 16).

..

Figure 14: Effet des extraits aqueux a base de Pistacia lentiscus préparés par décoction

(D) sur la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp.

T : Témoins, P : Pistacia lentiscus
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Figure 15 : Effet des extraits aqueux des plantes étudiées préparés par décoction sur la
croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp.

T : Témoains, C : Cinnamomum zeylanicum, G : Eugenia caryophyllata

Figure 16: Effet de D’extrait aqueux a base d’Eugenia caryophyllata préparé par

décoction et testé a différentes concentrations sur la croissance mycélienne des isolats de
Fusarium spp.
T : Témoins, D1 : 37.5mg/ml, D2 : 75mg/ml et D3 : 112.5mg/ml
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L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne a montré une
différence non significative selon les isolats de Fusarium spp.et les extraits aqueux (préparés
par décoction et infusion) de plantes testés (P=0.098 ; P=0.327) (Figure 17a). La sensibilité a
I’effet des extraits étaient trés faible pour les trois isolats de Fusarium spp. L’isolat F2 était le
plus sensible avec un taux d’inhibition de 21% alors que, F3 était moins sensible avec un taux
d’inhibition de 2%. Tous les extraits testés ont présenté¢ de faibles taux d’inhibition quelque
soit la méthode de préparation utilisée (Figure 17b). En effet, le taux d’inhibition enregistré
pour I’extrait aqueux a base de Punica granatum préparée par décoction était le plus
important (23%) alors que celui a base de Pistacia lentiscus préparé par infusion s’est avéré le
plus faible (2%).

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne a également
montré une variabilité selon les especes de Fusarium spp.et selon les extraits aqueux de
plantes (préparés par décoction) (P=0.008 ; P=0.000) (Figure 18). Cependant, I’isolat F3 a
montré une résistance a 1’effet inhibiteur de tous les extraits, alors que les isolats F2 et F1
étaient plus sensibles avec une légére meilleure inhibition de I’isolat F1 (38%). L’extrait
aqueux d’Eugenia caryophyllata était trés efficace avec un taux d’inhibition proche de 100%
pour les trois isolats alors que, les extraits aqueux d’Aloysia citrodora, de Punica granatum,
de Lavandula stoechas, de Pistacia lentiscus et d’Allium sativum étaient faibles (28%). Ainsi,
les isolats fongiques étudiés étaient moins sensibles a ces extraits (Figure 15a). Par ailleurs,
I’extrait aqueux du Cinnamomum zeylanicum n’a pas montré d’effet antifongique in vitro sur

I’ensemble des isolats fongiques étudiés (Figure 18b).

Une variabilité a été enregistrée sur la croissance mycélienne de 1’ensemble des isolats de
Fusarium spp. sous I’effet de ’extrait aqueux d’Eugenia caryophyllata préparé par décoction
(P=0.027 ; P=0.050) (Figure 15). L’isolat F3 semblait trés résistant (17 %) a I’extrait aqueux
testé a différentes concentrations (Figure 15a) alors que les isolats F1 et F2 étaient tres
sensibles (70% et 80% respectivement). Le pouvoir inhibiteur de 1’extrait aqueux d’Eugenia

caryophyllata augmenté avec 1’augmentation de la concentration. (Figures 16, 19a et 19b).
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Figure 17: Analyse de la variance de la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp. En modeéle
GLM selon les isolats (a) et selon les extraits préparés par la méthode de décoction et infusion (b)

F1, F2, F3: Les isolats de Fusarium spp., D : Décoction, I : Infusion , GR : Punica granatum, P : Pistacia
lentiscus, V : Aloysia citrodora
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Figure 18: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des isolats de

Fusarium spp. En modéle GLM selon les isolats (a) et selon les extraits aqueux préparés par la méthode
de décoction(b)

F1, F2, F3: Les isolats de Fusarium spp. , D : Décoction, I : Infusion, A : Allium sativum, C : Cinnamomum zeylanicum ,

GF1D : Eugenia caryophyllata, L : Lavandula stoechas, P : Pistacia lentiscus, V : Aloysia citrodora
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Figure 19: L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des
isolats de Fusarium spp. En modéle GLM selon les isolats (a) et selon les dilutions des

extraits aqueux a base d’Eugenia caryophyllata préparés par la méthode de décoction

(b)

-F1, F2, F3: Les isolats de Fusarium spp. , D : Décoction, I : Infusion, GF1 : 37,5mg/ml, GF2 : 75mg/ml ,
GF3:112,5mg/ml, GF4 : 150mg/ml

3.3.2. Etude du pouvoir inhibiteur de I’extrait d’Eugenia caryophyllata sur
la sporulation des isolats de Fusarium spp.

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation a montré une variabilité selon
les espéces de Fusarium spp.et une différence non significative selon les extraits d’Eugenia
caryophyllata préparée par la méthode de décoction (P=0.000 ; P=0.893)

L’extrait aqueux a base d’Eugenia caryophyllata a été peu efficace sur 1’isolat fongique F3
qui a nécessité des concentrations plus elevees. Ainsi, une haute concentration en spores a été
enregistrée pour les suspensions conidiennes de cet isolat résistant. Cependant, une inhibition
compléte (100%) de la sporulation a été enregistrée sur les deux isolats fongiques F1 et F2
(Figure 20). (Le pouvoir inhibiteur de 1’extrait aqueux était trés important sur la sporulation
des isolats F1 et F2 (100%) contrairement a F3 qui a montré une grande résistance a 1’égard

de ’extrait testé.
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Figure 20: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation des isolats de
Fusarium spp. En modele GLM selon les isolats (a) et selon les concentrations des
extraits aqueux a base d’Eugenia caryophyllata préparés par décoction (b)

GF1D : Eugenia caryophyllata

3.3.3. Etude de la survie des isolats de Fusarium spp. sous I’effet de I’extrait
aqueux d’Eugenia caryophyllata

La croissance mycélienne des isolats témoins et ceux traités sous ’effet de 1’extrait aqueux
d’Eugenia caryophyllata a été suivie durant un mois. Une faible croissance mycélienne a été
enregistrée pour les trois isolats apres repiquage sur milieu PDA avec un changement progressif

de la couleur du milieu du brun au noir induisant a la fin la destruction et la mort de

I’inoculum (Figure 21).

42




Figure 21 : Survie des isolats de Fusarium spp. étudiés sous effet de I’extrait aqueux

d’Eugenia caryophyllata
-F1, F2 |F3: Les isolats de Fusarium spp.

3.4 Dosage des polyphénols

Pour connaitre la relation entre D’activité antifongique avec la teneur en polyphénols les
extraits aqueux, préparés a partir ¢ ’Eugenia caryophyllata, de Punica granatum ayant montré
un important pouvoir inhibiteur sur les isolats de Fusarium spp. testés ont été comparés a
I’extrait préparé a base d’Aloysia citrodora a faible pouvoir antifongique. L’extrait aqueux a
base d’Aloysia citrodora a été le plus riche en polyphénols avec une concentration de 74.8
MOEAG/gMS et par degré moindre celui de Punica granatum avec une teneur de
64.5UgEAG/gMS. Cependant I’extrait aqueux d’Eugenia caryophyllata semblait le plus
pauvre avec une teneur de 37.5ugEAG/gMS (Figure 22). Dans ce sens, le pouvoir
antifongique des extraits de plantes testés n’était pas lié aux polyphénols totaux mais a
d’autres composés chimiques en le comparant a leur pouvoir inhibiteur de la croissance

mycélienne et .de la sporulation.
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Figure 22: Teneur en polyphénols des extraits aqueux des plantes étudiés
-GF1D : Eugenia caryophyllata, GRD : Punica granatum, VD : Aloysia citrodora

En effet, les extraits aqueux des plantes étudiés étaient caractérisés par des odeurs fortes
appétissantes et épicées particulierement ceux d’Eugenia caryophyllata, d’Aloysia citrodora,
de Cinnamomum zeylanicum et d’Allium sativum. Ainsi les caractéristiques organoleptiques
de nos extraits de plantes testés corroborent avec celles décrites par de nombreux auteurs.
Bruneton (1999) a réveélé une faible odeur pour I’extrait aqueux a base d’Allium sativum mais
qui se développe et devient forte et soufrée des que les tissus sont lésés. (Benzeggouta , 2005)
a souligné que les extraits aqueux a base de Cinnamomum zeylanicum et de Lavandula
stoechas possédent une odeur fortement parfumée et aussi singuliérement douce et chaude.
Cependant I’infusé a base de Punica granatum, avec les caractéristiques sans odeur et sa
couleur corroborent avec 1’observation faite par Bruneton, (2009) qui a prouvé que 1’unique

coloration des grenades vient de la présence d’anthocyanosides.

Le screening phytochimique a révélé la présence des extraits de plantes étudiés en
polyphénols sauf pour I’extrait d’Allium sativum. En effet, la présence des polyphénols et des

saponosides dans quelques plantes étudiées a été confirmée par les travaux de Baptista et al.
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(2015) sur I’activité antioxydante et antifongique de deux espéces de Lavandula stoechas en
Portugal. lls ont trouvé la présence des polyphénols et des saponosides dans leurs extraits.
Nos résultats coincident avec ceux de Soro et al,(2008) qui ont mis en évidence la présence
des polyphénols dans les extraits aqueux de Lavandula multifida par le screening
phytochimique. La recherche de Patni et al., (2012) ont montré la présence des mémes
composés dans 1’écorce de Punica granatum. Khushwinder et al.,(2017) ont également cité la
présence des polyphénols dans 1’extrait aqueux d’Eugenia caryophyllata. Par ailleurs, I’extrait
aqueux de Pistacia lentiscus a également affirmé la présence des saponosides. Ceci a été
confirmé par le screening phytochimique réalisé fait par Bendifallah et al.,(2015) dans la
caractérisation des extraits aqueux de Pistacia lentiscus de la région montagneuse de
Boumerdes, Algérie. Sharma et al (2016) ont démontré a leur tour la présence des
saponosides et polyphénols dans I’extrait a base de Cinnamomum zeylanicum. Cependant,
I’absence de polyphénols et de saponosides dans 1’extrait aqueux a base d’Allium sativum ne
coincide pas avec les travaux d’Ameh et al.(2013) qui ont confirmé la présence des
saponosides dans I’extrait méthanolique de la méme plante. Cette présence, peut étre
interprétée par la variation physiologique, environnementale, géographique et génétique chez

la plante affectant son métabolisme secondaire.(Figueiredo et al.,2008)

Les teneurs en polyphénols de nos extraits de plantes sont confirmées par de nombreux
travaux rapportés par la bibliographie. Podsedek, (2007) a montré une quantité élevé,
360LUEAG/gMS de polyphénols dans I’extrait méthanolique d’Aloysia citrodora, de la région
Teskreya, Tunisie. D’apres 1’étude de Lairini et al., (2014), une quantité de polyphénols de
18ug EAG/gMS a été enregistrée dans I’extrait aqueux de I’écorce de fruit de Punica
granatum de la région nord ouest du Maroc (Taounate), donc plus faible a ceux enregistrée
dans nos extraits. Ces différences de concentrations peuvent étre expliquées par la faible
specificité du réactif de Folin-Ciocalteu qui est l'inconvénient principal du dosage
colorimétrique. Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les
composés phénoliques (Tawaha et al.,2007). Dans le méme contexte, plusieurs auteurs ont
prouvé que la distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement
de la plante. Ceci peut étre lie aux conditions climatiques dures (la température élevee,
exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthese des métabolites
secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al.,2008). Podsek (2007) a également affirmé

que la teneur phénolique d’une plante dépend d’un certain nombre de facteurs intrinseéques
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(génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la

récolte et les conditions de stockage).

L’étude du pouvoir antifongique in-vitro, réalisée selon la méthode de contact direct des
extraits aqueux vis-a-vis de trois isolats de Fusarium spp. a montré un pouvoir inhibiteur
variable en fonction de I’isolat fongique, de la plante utilisée et de la dose appliquée. Les
isolats F1 et F2 semblent étre les plus sensibles avec une inhibition supérieure a 90% pour
I’ensemble des extraits aqueux testés particulierement celui d’Eugenia caryophyllata.
Cependant des taux d’inhibition faibles ont ét¢ enregistrés par les extraits a base d’Allium
sativum, Punica granatum et Pistacia lentiscus, alors qu’il avait absence d’inhibition pour

I’extrait a base d’Aloysia citrodora.

Selon 1’étude de Soro et al. (2008), I’huile essenticlle de Lavandula multifida L..du Maroca
montré une zone d’inhibition d’un diamétre de 10.6 mm sur Escherichia coli a la
concentration de 9.6ul/ml et un diamétre de 37.3mm a une concentration de 0.6ul/ml pour
Pseudomonas aeruginosa. Nos résultats sont en accord avec la recherche de Vasconcelos et
al.(2003) sur Fusarium graminearum ayant montré une grande sensibilité aux extraits de
I’écorce de la Punica granatum en raison de la structure de la paroi cellulaire. Une autre étude
a également confirmé 1’efficacité de 1’écorce de Punica granatum et Citrus sinensis vis-a-vis

de Fusarium gramanaerum aux concentrations de 500 et 1000 pg/ml (Shatha et al.,2013).

Par ailleurs, 1’étude de I’activité antifongique des huiles essentielles d’Eugenia caryophyllata
par Sharma et al.,(2016) a confirmé que leur pouvoir fongicide reste lié a la dose de I’extrait
testé a 1’égard de I’isolat de Fusarium oxyporum, avec une inhibition totale de sa croissance
mycélienne et de sa sporulation a la concentration de 125 mg/L. Cet effet antifongique est du
a la présence de composés phénoliques qui adhérent a la membrane cellulaire en empéchant la
croissance par la déstabilisation de ’ADN (Cowan ,1999). Le méme résultat été prouvé par
d’autres recherches qui ont lié 1’activité antimicrobienne a la présence des polyphénols
(Deans, 2002). Par ailleurs, Eugenia caryphyllata a été également valorisée pour ses extraits
qui efficaces contre les agents pathogenes comme, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia
carotovora et Pseudomonas syringaepv. Syringae (Huang et Laksham, 2010). Son huile

essentielle a été aussi utilisée dans le control de maladies causées par B. cinerea.

En conclusion, Les extraits de plantes précités ont montré une perturbation de la paroi des

souches fongiques par adsorption des composés phenoliques suite a la complexation de
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polysaccharides membranaires, comme conséquence de réduction de la fluidité des couches
internes et externes de la paroi qui devienne défectueuse et sensible a la lyse osmotique des
agents fongiques. Il est donc difficile d’associer 1’activité antifongique a des composés
simples ou des classes chimiques dont ils relevent (Mishra et Dubey, 1994). Les effets
inhibiteurs affichés peuvent étre dues a des synergies entre les différents composés.
(Altundag, 2011)
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4. CONCLUSION

L’orge en culture hydroponique est sans doute la plante fourragére la plus exposée a la
contamination fongique par le genre Fusarium. Son développement peut avoir plusieurs
conséquences comme 1’altération des propriétés organoleptiques, 1’apparition de toxicité
engendrée par les mycotoxines produites par ces agents fongiques, ainsi que la diminution de
la valeur nutritive de I’orge. Dans ce contexte, notre présente étude a vis¢ d’étudier I’activité
antifongique des extraits aqueux a base de quelques plantes médicinales contre trois isolats de
Fusarium spp. (F1, F2 et F3) issus des germes contaminées d’orge hydroponique en Algérie.
Des extraits aqueux de plantes ont été préparés par decoction et infusion. lls ont fait objet au
screening phytochimique et avant leur évaluation de leur activité antifongique in vitro par la
méthode de contact direct. En effet, I’extrait aqueux de plante ayant montré le pouvoir
antifongique le plus important a été retenu pour tester son pouvoir inhibiteur aux
concentrations de 37.5mg/ml, 75mg/ml, 112.5mg/ml et 150mg/ml. L’évaluation de I’activité
antifongique des extraits de plantes testés a été basée essentiellement sur la croissance
mycélienne pour I’ensemble des extraits de plantes testés mais sur la croissance mycélienne
selon les différentes concentrations, la sporulation et la survie pour I’extrait au meilleur
pouvoir antifongique. Une évaluation de la teneur en polyphénols a été réalisée pour I’extrait
a pouvoir inhibiteur faible, moyen et important pour la corrélation entre 1’activité antifongique

et la teneur en polyphénols.

En général, les résultats du screening phytochimique ont montré la présence de polyphénols
chez la majorité des plantes étudiées et 1’absence des saponosides chez la plus part des
plantes étudiées. Seul, ’extrait aqueux d’Allium sativum a montré une absence des
polyphénols mais une forte présence de saponosides a été détectée dans 1’extrait aqueux de

Pistacia lentiscus.

L’¢tude du pouvoir antifongique, réalisée selon la méthode de contact direct des extraits

aqueux Vis-a-vis des trois isolats de Fusarium spp. a montre un pouvoir inhibiteur in-vitro
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variable en fonction de I’isolat fongique, de la plante utilisée et de la dose appliquée. Les
isolats F1 et F2 semblent étre les plus sensibles, avec une inhibition supérieure & 90% pour
I’ensemble des extraits aqueux testés particulierement pour Eugenia caryophyllata.
Cependant, une faible inhibition a été enregistrée par les extraits a base d’Allium sativum, de
Punica granatum et de Pistacia lentiscus, alors qu’elle était absente pour I’extrait a base
d’Aloysia citrodora. L’extrait aqueux d’Eugenia caryophyllata a révélé des activités
antifongiques variables selon les isolats et les concentrations. En effet, les isolats F1 et F2 ont
montré une sensibilité a la concentration de 75mg/ml. L’isolat F3 a montré une résistance aux
deux premicres dilutions. I n’a montré I’inhibition qu’a partir de la concentration de
112.5mg/ml. Ainsi, ’extrait aqueux d’Eugenia caryophyllata a complétement inhibé la
croissance mycélienne et la sporulation des isolats F1 et F2 a la concentration de 150mg/ml
mais partiellement I’isolat F3. En revanche, une bonne croissance mycélienne (taux
d’inhibition inférieure a 20%) a été enregistrée chez les isolats sous I’effet de 1’extrait aqueux
a base d’Aloysia citrodora. Cet extrait a montré une forte teneur en polyphénols
(74.8mgEAG/gMS) comparé a celle de I’extrait aqueux a base d’Eugenia caryophyllata
(37.2mgEAG /gMS) qui a montré un fort pouvoir inhibiteur vis-a-vis de I’ensemble des

isolats de Fusarium spp. étudiés.

Les résultats obtenus indiquent que les isolats fongiques les plus sensibles sont les F1 et F2
par contre, F3 était le plus résistant. Il serait donc intéressant de poursuivre notre recherche
sur les extraits de plantes a haut pouvoir inhibiteur pour réduire et éliminer ce dernier. Dans
le but d’augmenter ’efficacité contre ces agents pathogenes, les composés des plantes sont
plus efficaces en synergie, il est donc plus bénéfique de rechercher une autre méthode
d’extraction pour augmenter le rendement des principes actives a activité antifongique. On
propose également, une étude d’identification des composés actifs d’Eugenia caryophyllata,
refaire les tests antifongiques apres extraction des principes actifs, on doit faire également une
¢tude de I’effet des extraits sur la vitesse d’inhibition pour déterminer I’efficacité. Notre
¢tude a été limitée a 1’utilisation de quelques parties des plantes étudiées, nous proposons de
faire une évaluation des autres parties de la plante Eugenia caryophyllata, rechercher plus de
principes actifs efficaces. On doit s’étaler, rechercher et sélectionner d’autres plantes
médicinales endémiques, faciles a cultiver pour leur exploitation en culture hydroponique.
On a trouvé que les composés dans les extraits ne sont pas conservé pour une longue période,
donc il sera plus bénéfique si on fait une lyophilisation des extraits pour fabriquer une poudre

pour utiliser dans la conservation des graines visée pour la culture hydroponique. Comme la

49




poudre borique utilisée contre les insectes. Il serait trés important aussi d’identifier les isolats
fongiques étudiés par approche moléculaire pour connaitre leur aptitude a la production de
mycotoxines. Il est également intéressant d’expliquer la sensibilité et la résistance des isolats
testés. Il serait aussi intéressant d’approfondir nos connaissances sur I’impact d’utilisation des
extraits de plantes testés sur le pouvoir mycotoxinogene des isolats et rechercher une solution

biologique contre 1’isolat F3 de Fusarium spp. étudié.
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LES ANNEXES
Annexe 1

Tableau 7: d’acide gallique

Acide

gallique

[c] pg/ml Al A2 A3 MOYENNE |SD
10 0,197 0,213 0,227(0,21233333|0,01501111
40 0,489 0,511 0,506 0,502 |0,01153256
80 0,959 0,959 0,96 0,95933333 | 0,00057735
120 1,104 1,341 1,321|1,25533333|0,13143947
160 1,666 1,695 1,68 (1,68033333|0,01450287

Annexe 2

Tableau 8 : Absobance

Abs

10| 0,21233333
40 0,502
8010,95933333
120|1,25533333
160| 1,68033333

[c] pg/ml

Annexe 3

Figure 22 : Courbe d’acide gallique
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Annexe 4

Tableau 9: Taux d’inhibition de la croissance mycéllienne

Isolat Extrait Inhibition %

F1 Vi 4%
F1 Pl 4%
F1 GRI 0%
F1 VD 0%
F1 PD 16%
F1 GRD 47%
F2 Vi 2%
F2 Pl 1%
F2 GRI 28%
F2 VD 26%
F2 PD 42%
F2 GRD 25%
F3 VI 8%
F3 Pl 0%
F3 GRI 0%
F3 VD 0%
F3 PD 0%
F3 GRD 3%
F1 PD 16%
F1 GRD 47%
F1 GF1D 100%
F1 CD 0%
F1 AD 43%
F1 LD 43%
F2 VD 26%
F2 PD 42%
F2 GRD 25%
F2 GF1D 100%
F2 CD 0%
F2 AD 32%
F2 LD 31%
F3 VD 0%
F3 PD 0%
F3 GRD 3%
F3 GF1D 100%
F3 CD 0%
F3 AD 0%
F3 LD 0%
F1 GF1D 100%
F1 GF2D 84%
F1 GF3D 70%
F1 GF4D 34%
F2 GF1D 100%
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F2 GF2D 100%
F2 GF3D 75%
F2 GF4D 63%
F3 GF1D 100%
F3 GF2D 0%
F3 GF3D 0%
F3 GF4D 0%
F1 GF1D 100%
F1 GF1D 99%
F2 GF1D 98%
F3 GF1D 30%
F3 GF1D 28%
F3 GF1D 31%
F1 GF2D 99.9%
F2 GF2D 99%
F3 GF2D 32%
F3 GF2D 28%
F3 GF2D 29%
F3 GF2D 27%
F1 GF3D 96%
F2 GF3D 99.9%
F3 GF3D 33%
F3 GF3D 34%
F1 GF1D 100%
F1 GF2D 26%
F2 GF1D 100%
F2 GF2D 26%
F3 GF1D 100%
F3 GF2D 26%
F1 GF1D 100%
F1 GF2D 26%
Annexe 5
Tableau 10: Analyse de variance du taux
d’inhibition
Source Sum /squares | df Mean/sq p
ISOS 1065.444 2 | 532.722 2.956 0.098
EXTRAITS 1199.111 5 | 239.822 1.331 0.327
1801.889
Error 10
180.189
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Annexe 6

Tableau 11: Annalyse de variance
Source Sum /squares | df Mean/sq p
ISOS 2428.321 1214.161 0.008
EXTRAITSS | 18251.631 3041.938 0.000
ERROR 1759.012 11 159.910
Annexe 7
Tableau 12 : analyse de variance
Source Sum /squares | df Mean/sq p
ISOS 7874.000 3937.000 0.027
EXTRAITSS | 7507.000 2502.333 0.050
ERROR 3402.000
567.000
Source Sum /squares | df Mean/sq p
ISOS 17674.928
EXTRAITSS | 1.
ERROR
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Annexe 8

Tableau 13 : Matériel pour les analyses phytochimiques and le dosage

Verrerie

Réactifs et produits chimigques

Béchers

Pipettes 10ml, 1ml
Flacons
Tubes a essais

Les autres matériels

Papier aluminium
Parafilm
Bain marie

Bec bensen

L’eau distillée
Etuve
Spectrophotometre
Balance

Reagent Folin Ciocalteu
chlorure ferrique a 2%.
Na2CO3

Acide gallique

Ethanol
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