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Résumé

Activité antifongique des extraits d’Allium cepal.sur les moisissures (Fusarium spp.)
inféodées a I’orge

Notre travail a visé la recherche des extraits antifongiques a base d’A/lium cepal.. vis a vis
trois isolats de Fusariumspp. isolé de 1’orge en culture hydroponique. Cette étude a nécessité
’utilisation d’un matériel végétal représenté par les feuilles et les écorces a partir desquelles
des extraits aqueux ont été préparés selon deux méthodes d’extraction : par décoction et par
macération a froid en utilisant séparément de chaque partie de plante 1’Ethanol, 1’ Acétone et
I’ Acétate d’éthyle. L’hydrolat a été récupérer apres extraction par hydrodistillation.
L’ensemble des extraits de plante ont montré un pouvoir antifongique sur les trois isolats de
Fusarium spp. selon la méthode de contact direct. Le pouvoir inhibiteur des extraits étudiés a
porté sur la croissance mycélienne, La sporulation, La germination et la survie in vitro des
isolats de Fusarium spp. Une variabilité dans le pouvoir inhibiteur a ét¢ démontrée selon les
isolats vis-a-vis les extraits testés. Le taux d’inhibition pour I’infusé de feuilles a montré une
inhibition totale de la croissance mycélienne (100 %) des trois isolats, cette inhibition a été
¢galement confirmée sur la sporulation (100%) et la germination (100%) ainsi que sur
I’inhibition de leur survie (100%).

L’extrait aqueux obtenu par infusion des feuilles d’Allium cepaL. a confirmé son pouvoir
inhibiteur in vitro ce qui explique son pouvoir fongicide vis-a-vis les trois isolats de Fusarium

spp.

Les résultats également affirmé que certains des extraits testés ont la capacité d'inhiber la
croissance mycélienne temporairement mais apres prolongation de la durée d’incubation, les
isolats reprennent leur croissance mycélienne progressivement ce qui confirme leur pouvoir
fongistatique.

Mots-clés : Allium cepa, Fusarium spp., Pouvoir antifongique, Extraits aqueux, Hydrolat,
Inhibition.



Abstract:

Antifungal activity of extracts of Allium cepa L. on molds (Fusarium spp.) subservient to
barley

Our work focused on the search for antifungal extracts based on Allium cepal..against three
isolates of Fusarium spp. subservient to barley in hydroponics.This study includes the use of
plant material represented by leaves and bark from which aqueous extracts were prepared
using two extraction methods: by decoction and by cold maceration, using three solvents
Ethanol, Acetone and Ethyl acetate from each part of the plant.The hydrolatewas recovered
after hydrodistillation extraction.All of plant extracts showed antifungal activity on the three
isolates of Fusarium spp.according to the direct contact method. The variability of inhibitory
potency of the extracts studied focused on mycelial growth, sporulation, germination and in
vitro survival of isolates of Fusarium spp.Variability in inhibitory potency has been
demonstrated according to the isolates and the extracts. Variability in the inhibitory power has
been demonstrated according to the isolates with respect to the extracts tested. The inhibition
rate for the leaf infused showed a total inhibition of mycelial growth (100%) of the three
isolates, this inhibition was also confirmed on sporulation (100%) and germination (100%) as
well as on the inhibition of their survival (100%).

The aqueous extract obtained by infusion leaves of Allium cepal..confirmed its inhibitory
capacity in vitro, which explains its fungicidal power against the three isolates of Fusarium

Spp.

The results also indicated that some of the tested extracts have the ability to inhibit mycelial
growth temporarily, but after extension of the duration the incubation period; the isolates
gradually resume their mycelial growth gradually, which confirms their fungistatic power.

Keywords:Allium cepa, Fusarium spp, Antifungal potency, Aqueous extracts, Hydrolate,
Inhibition
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Introduction

L’orge (Hordeum vulgare L.) est I’'une des céréales les plus importantes dans le monde.

Cette culture a toujours occupé une place importante parmi les autres céréales (blé dur et
tendre) en Algérie. Jusqu’a une certaine époque (1900), elle était a la téte des cultures
destinées a I’autoconsommation humaine (Badr et a/.,2000).

Aujourd’hui, I’orge occupe le quatrieme rang dans la production céréaliére mondiale. Elle est
utilisée pour I’alimentation humaine, les malts de brasserie et son role dans 1’alimentation
animale a toujours été et reste fondamentale (Akar et al.,2004)

L’orge est la deuxiéme céréale en importance apres le blé dur (Benmahammed et a/.,2003).

Face aux nouveaux défis (changement climatique, crise économique mondiale, hausse des
prix alimentaire), I’ Algérie a trés touchée par la désertification et par le manque d’eau, sera
confrontée plus que jamais a des difficultés pour assurer la sécurité alimentaire. (Rahal-
Bouziane.,2015)

A cause de cette crise diverses techniques d’hydroponie furent adoptées a travers le monde
(Texier.,2014). Cette culture présente plusieurs avantages comme le controle de la nutrition,
la conservation de 1’eau, de meilleures rendements et meilleures qualités de I’orge aussi que la
réduction de I’utilisation de pesticides, grace a une meilleure santé et une croissance plus
rapide. Parmi les grandes contraintes de cette technique est le développement des moisissures
qui attaquent et détériorent la qualité des céréales par la production de mycotoxines. Les
champignons sont la principale cause de maladies chez les plantes et sont responsable
d’environ 70% des maladies des plantes cultivées (Deacon.,2005)

La lutte chimique contre la maladie de fusariose doit €tre raisonnée compte tenu de la
possibilité d’apparition de biotypes du pathogene résistants a divers fongicides. Ces
phénomenes de résistance constituent un probléme dans la lutte (Boungab, 2013)

Dans ce sens, notre présente étude vise la valorisation des extraits préparés a partir d’A/lium
cepa L., contre la Fusariose de 1’orge au cours du stockage dans les chambres hydroponiques.
Ce travail porte sur la détermination du pouvoir antifongique de ces extraits sur les isolats de
Fusarium spp. prélevés de 1’orge, de production locale.

Allium cepa Lest I’espéce la plus commune des oignons en Algérie. Elle est utilisée
traditionnellement par la population locale, et notamment dans la préparation de quelques
plats.L’oignon (Allium cepa L.), de la famille des Liliacées, est un légume utilisé pour ses
propriétés nutritionnelles et thérapeutiques (Roldan et al., 2009).

L’oignon est une plante médicinale possédant un gotit piquant et une odeur prononcée. Il
comprend essentiellement du fructosane, de ’alliine, de la cépaline et du flavonoide. Il
contient également des saponines, des composés sulfurés et du sélénium. L’oignon se décline
en 4 especes, 1’oignon jaune, 1’oignon blanc, I’oignon rouge et I’oignon rose.



2. Materiel et
Methodes



Chapitre2 Materiel et methodes

2. Matériel et méthodes

2.1 Introduction :

Notre ¢tude expérimentale s’est étalée sur une période de 5 mois de février a la fin du mois

dujuin de I’année 2018 au niveau des laboratoires suivants :

+»+ Laboratoire de recherche des plantes aromatiques et médicinales au Département de
Biotechnologie, Facult¢ SNV, Universit¢ de Blidal, pour L’extraction des
polyphénols.

% Laboratoire de Lutte Antiacridienne et laboratoire de Mycologie de I'INPV d’El

Harrach.

Ce travail nécessite I'utilisation d’un matériel biologique constitu¢ d’un matériel végétal et
d’un matériel fongique et le suivi rigoureux d’un protocole expérimental ainsi qu’une analyse

statistique des résultats obtenus.

2.2Matériel biologique

2.2.1Matériels végétal
Notre étude a été réalisée sur les feuilles, les écorces et les déchets d’Allium cepa, achetée en

Décembre 2017, d’un marché de 1égumes, la région de KOLEA, Wilaya de Tipaza.
Les échantillons de la plante étudiée ont été séparée et mis a sécher a 1’air libre et a I’abri de
la lumicre pendant un mois pour servir a I’extraction de polyphénols, et stockés a l'abri de

['humidité et la lumiére.

2.2.2 Matériel fongique :
L’activité antifongique a été évaluée sur 3 isolats de Fusarium spp. (F1, F2 et F3, in

Chiwawa, 2017). Ces isolats fongiques issus des échantillons de culture hydroponique de
I’orge fourragere de la variété locale « Saida » ont été purifiés, identifiés comme isolats de
Fusarium spp et conservés a I’abri des contaminations (Communication Personnelle de Mme
Moumene, 2017).1ls ont fait ’objet de deux mémoires de fin d’étude de Master 2 (Chiwawa,

2017), (Merrouki, 2017)

2.3 Préparation des extraits de la plante étudiée

Cette étude a porté sur les composés phénoliques, extraites de la plante Al/ium cepa (oignon)

a partir des feuilles, des écorces de deux variétés de plante (variété rouge et jaune).

24



Chapitre2 Materiel et methodes

2.3.1Séchage et broyage

Les feuilles et 1I’écorce d’Allium cepa ont été séchées durant un mois a t
dans un endroit sec et a l'abri de la lumiére pour mieux
conserver les molécules sensibles a la chaleur et a la lumiére.

Aprées séchage, les feuilles et I’écorce ont été broyées a 1’aide

d’un broyeur ¢électrique jusqu'a I’obtention d’une poudre fine.

Cette dernicre a été stockée dans des sachets en papier ombrés

bien fermé et conservée jusqu’a 'utilisation.

2.3.2L°extraction

Figure 09 :Feuilles d’Allium au cours

2.3.3 Extraction de I’hydrolat : de séchage

L’extraction aqueuse de 1’hydrolat obtenue a partir d’Alliumcepa par hydrodistillation en

utilisant un appareil du type Clevenger. Ce dernier a €té récupérer de cette extraction

En effet, 60g de la poudre végétale de la plante ont ét¢ introduits dans un ballon a fond avant

d’y ajouter de I’eau distillée jusqu’a sa moitié, ce dernier a été mis dans un chauffe ballon.

L’extraction a duré trois heures pour la récupération de 1’hydrolat respectivement dans un

flacon en verre stérilis¢, conservé aune température de 4°C jusqu’a son utilisation.

2.4 Extraction de polyphénols totaux

2.4.1 Macération :

Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de 1'extraction par macération, en utilisant
un solvant polaires afin d’obtenir des extraits enrichis de composés phénoliques. (Venturini,
2010).

L’extraction des polyphénols totaux a été effectuée en utilisant trois solvants I’Ethanol,
I’ Acétone et I’ Acétate d” Ethyle.

Nous avons opté pour le protocole décrit par (Romani et al, 2006) en y apportant quelques

modifications.. La méthode d’extraction de 1’extrait éthanoliquerésumé dans la (Figure10)
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Chapitre2 Materiel et methodes

30g de la poudre +200ml de solvant
d'extraction (éthanol 96%)

|

Agitation pendant 24h (température ambianie)
Sur une plaque agitatrice

Le résidu va i

ﬂlbﬂf hm " Filtration J Fillrnlmi ic
- opération 3 fois conserve 4!

y

Evaporation de solvant
aurotavapeur 4 40C°

|

Extrait sec

Figurel0: Protocole d’extraction de polyphénols totaux (Romani et al., 2006)

La méthode d’extraction des polyphénols totauxselon le protocole de (Mohammedi, 2013). En
apportant quelques modifications.

30 grammes de mati¢re végétale (Feuilles et écorce) ont été extraits par macération sous
agitation magnétique pendant 24 heures avec successivement chacun des systémes de solvants
suivants : acétone/eau (70/20 : v/v) et acétate d’éthyle (Goni et al.2005). Les macérat ont été
ensuite filtrés sur du papier wattman et les filtrats ont été évaporés a sec sous pression réduite
a l’aide d’un évaporateur rotatif (rotavapor). Les extraits secs obtenus ont été ensuite

conservés au réfrigérateur a 4° C jusqu’a I’utilisation.
2.4.2 Extraction par infusion

Cette méthode d’extraction décrit par (Nishimiyimana, 2010) a été réalisée selon le protocole
résumé par la (Figure 11)
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10g de la poudre wépétale

Addition de 200 ml de 1" cau distillé

Chauffage en bain marie pendant 30 min en
7ice
a I'abri de la lumiére

Filtration sur papier Wattman

Filtrat

Evaporation au rotavapore {70

Récupération de 1"exrtrait sec avec
10ml de 'ean distillé stérile

Figure 11 :Protocole d’extraction des polyphénols totaux (Nishimiyimana et He,
2010)
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2.5Etude du pouvoir antifongique des extraits polyphénoliqueset I’hydrolat
d’Allium cepa

2.5.1 Introduction

L’activité antifongique des extraits aqueux et de 1’hydrolat ont testés sur les trois isolats
fongiques de Fusarium spp.in vitropar la méthode du contact directe sur milieu gélosé «
PDA» pour déterminer les taux d’inhibition. Par ailleurs, I’effet des extraits testés a été évalué
sur 1’aspect cultural et morphologique des isolats témoins et ceux qui ont été développés sous
I’effet des extraits aqueux des plantes étudiés en comparant avec les isolats témoins. L ’aspect
cultural a été décrit par observation visuelle des cultures. Quant a la morphologie elle a
nécessité des préparations de cultures pour 1’observation microscopique a [’aide du

microscope photonique au grossissement (X500)(Turien, 1968).

2.5.2 Méthode de contact direct

1 ml de chaque extrait aqueux ou de I’hydrolat a été placé séparément dans des boites Pétries
de 90mm de diametre, en ajoutant 15 ml du milieu PDA stérile en surfusion .Les boite de
Pétri ont été agités manuellement pour homogénéisation de I’extrait avec le milieu de
culture.Par contre les boites de témoins ont été préparés a 15 ml de PDA seulement.

La préparation a été effectuée sous hote a flux laminaire, dans les conditions d’asepsie. Les
boites ainsi préparées ont été mises a refroidir a 1’abri des contaminants.

Apres solidification du milieu les disques mycéliens de 5 mm de diamétre de chacune des
isolats de Fusarium spp.ont été repiqué a I’aide d’une pipette Pasteur par le dépot du disque
mycélienau centre de la boite. Les boites ont été toutes fermées avec un parafilm avant
I’incubation. En effet, trois répétitions ont été réalisées pour chaque isolat et chaque extrait.
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).

Les parameétres suivants ont été suivis pour I’évaluation des taux d’inhibition des isolats testés
et ceux des témoins : la croissance mycélienne déterminée par la mesure de deux diameétres
perpendiculaires passant par le centre du disque mycélien déposé, les modifications de
I’aspect morphologique par observation vitale des cultures développées, la sporulation

exprimée par le comptage des spores par le biais de la cellule de Malassez, ainsi que la survie.
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2.5.3 Etude du ’inhibition de lacroissance mycélienne des isolats de

Fusarium spp.

Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne ont été calculés selon la formule décrite par

Pandey et al. (1982), et rapportée par Sharma et Tripathi (2008) :

IG= (d0-dt)/d0x100

Ou : IG = taux d’inhibition de la croissance mycélienne (en %), d0 = moyenne des diametres
de la colonie fongique du témoin (en mm), dt = moyenne des diamétres de la colonie fongique

du traitement (en mm).

2.5.4 Etude de I’inhibition de la sporulation et germination des isolats de

Fusarium spp.

Les cultures d’isolats fongiques développées sous I’effet des extraits aqueux et I’hydrolat
testés ainsi que ceux des témoins, apres une période d’incubation de 21 jours a 30°C, dont on
"a prélevé deux disques de 5 mm de chaque isolat des espéces fongiques étudier a 1’aide d’une
pipette pasteur et mis en contact direct avec 10 ml d’eau distillée stérile dans des tubes a essai
stérilisés, puis ont été soumis a ’agitation a I’aide d’un agitateur vortex.

Les suspensions conidiennes récupérées de chacun des trois isolats de Fusarium spp ont fait
I’objectif de détermination du nombre des spores germées et non germées par le biais de
comptage a I’aide d’une cellule de Mallassezsous microscope optique, au grossissement

(x100)

Les taux d’inhibition ont été calculés pour la sporulation et la germination respectivement

selon les formules décrites par (Hmouni., 1996) . Suivantes :

(ST — St)
IS(%) = ——x100
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Ou : IS(%): Taux d’inhibition de la sporulation, ST(conidies/ml): Concentration en conidies
de I’inoculum témoin et St(conidies/ml): Concentration en conidies de I’inoculum traité pour

les extraits de plante. Par ailleurs, le pourcentage d’inhibition de la germination

2.5.5 Etude de la survie des isolats de Fusarium spp sous effet des extraits

aqueux de la plante étudiée

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 1’effet de
chaque partie de la plante utilisée a fort pouvoir inhibiteur. Cette étude a été réalisée par la
mesure du diameétre de la croissance mycélienne pour déterminer les taux d’inhibition de la
croissance mycélienne. (Baba et al. 2008)

2.6Analyse statistique

Afin de mettre en évidence I’efficacité des différentes préparations a partir d’Allium cepa vis-
a-vis les isolats de Fusarium spp. et pour faire une comparaison entre le pouvoir antifongique
in vitro sur les différents parametres biologiques de 1’agent pathogene a savoir, la croissance
mycélienne, la sporulation, la germination et la survie sur les trois isolat fongiques étudiés,
des analyses statistiques ont été effectuées.Les moyennes de chaque essai dans notre étude ont
¢été calculées et classées a 1’aide de logiciel Excel 2016.Les résultats obtenus ont été traités par
deux analyses indépendantes a I’aide de logiciel SYSTAT7 (2004).le test de la variance «
ANOVA » et du modele GLM (GeneralizedLinear Model). Les différences ont été

considérées comme significatives pour P < 0,05 (Philippeau, 1989).
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3.1Activité antifongique sur les isolats de Fusarium spp.

3.1.1 Pouvoir inhibiteur sur la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp.

Les extraits aqueux et I’hydrolat préparés a partir d’Allium cepa (oignon) ont montré une
variabilité du pouvoir inhibiteur sur la croissance mycélienne de I’isolat F1, F2 et F3 de
Fusarium spp.

Les trois isolats deFusarium spp. étudiés ont montré une variabilité dans leur croissance
mycélienne selon 1’effet des extraits d’oignon testés

Une faible croissance mycélienne a été enregistrée sous 1’effet inhibiteur des extraits
¢thanoliques 2 et 3 (Figure 12).

Par ailleurs, I’infusé 2 a montré une activité inhibitrice compléte sur I’ensemble des isolats de
Fusarium spp étudiés. Cependant, les isolats étaient tous résistants a I’activité de 1’hydrolat

d’Allium cepa

Figure 12 :Effet des extraits aqueux d’Allium cepa sur la croissance mycélienne sur

L’isolat F1 du Fusarium sp.

Ethanol
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Figure 13 :Effet des extraits aqueux d’Allium cepa sur la croissance mycélienne sur

L’isolat F2 du Fusarium sp.

variété
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Figure 14 :Effet des extraits aqueux d’Allium cepa sur la croissance mycélienne sur

L’isolat F3 du Fusarium sp.

Frg : Fragmentation, Lys : Lyse, Dfr : Déformation

Figure 15 : Modification morphologique des isolats de fusarium spp. etudiés selon I’effet des
extraits d’oignon (x100)
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Selon les observations macroscopique, la croissance mycélienne de 1’isolat F1 a montré une
inhibition totale (100%) avec I’ensemble des extraits (I’Infusé2, I’Ethanol 1,2 et 3) selon la
(Figure 12)

L’isolat F2 a montré aussi une inhibition totale (100%) avec (I’Infusé 2et 3, I’ Acétate d’éthyle
2, et I’Ethanol 1,2 et 3) selon la (Figure 13).

La croissance mycélienne de 1’isolat F3 été inhibé également avec un taux de (100%) avec les
extraits suivant (I’Infusé 1et2, 1’ Acétate d’éthyle2, I’Ethanol let 2)

Cela indique que les extraits aqueux préparé a partir de I’oignon ont un pouvoir inhibiteur tres
fort sur les trois isolats de Fusarium spp.

Pour le reste des extraits on’ a enregistré une inhibition forte et faible selon les extraits vis-a-
vis les trois isolats fongique.

Cette inhibition importante peut étre traduite par I’effet fongicide des extraits d’oignon
préparés, qui a été montré par la lyse mycélienne aussi que la digestion du contenu mycélien
et des conidies ce qui induit une inhibition de sporulation et de la croissance mycélienne.
(Figure21)

On ‘a remarquer que 1’infusé 2 est I’extraits commun pour son pouvoir inhibiteur sur les trois
isolats F1, F2 et F3. Cela confirmé avec la modification de mycélium et I’apparition de lyse et

des fragments (Figurel5)

3.3 L’analyse de la variance

Letaux d’inhibition de la croissance mycélienne a montré une différence nonsignificative
selon les trois isolats de Fusarium spp.et les extraits testées. (P=0.327, P< 0.05)
Globalement, tous les extraits ont montré un effet inhibiteur qui voisinait 50% jusqu’a 74%
(Figure 16)

Les résultats d’analyse de variance ont confirmé que le taux d’inhibition de la croissance
mycélienne est varié selon les extraits de 1’oignon vis-a-vis les trois isolats de Fusarium spp.
Cela avec une différence trés hautement significative (P=0.00< P=0.005) avec les trois isolats
et les extraits testés.

La croissance mycélienne sous 1’effet des extraits apres classée les isolats dans 1’ordre
décroissant suivant : F2, F3 et enfin F1 (figurel5)

On ce qui concerne S1, des taux d’inhibition trés importants ont été enregistré

particulierement vis-a-vis ’effet des extraits cl, c2, e2, e3.
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Et F2 une inhibition de 60% et se rapprocher de 80% a été enregistré pour a2, c2, c3, el, e2,
e3.

L’isolat F3 a montré des taux moins important voisinait a 50%.

Les Solvant a haut pouvoir inhibiteur sont a2, ¢2, c3, el, €2, e3.Avec une sensibilité de (52%)
pour I’isolat F1 (Figure 17), et

Pour I’isolat F2 une inhibition de (76%) a été enregistrer (Figurel8) et (61%) pour ’isolat F3
(Figure19)

Dans cette étude on peut dire que 1’isolat F1 est la plus résistant aux traitements et 1’isolat F2

est la plus sensible.

80 P=0.327
. 13
&<
§ 66—
B L
= 59
k=
= 52F
b
E B
e 45
38
31 | | |
F1 F2 F3
Isolat

F1: isolat 1, F2 : isolat2, F3 : isolat3

Figure 16: Inhibition de la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp. selon les

extraits aqueux testés
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1 : Ecorce d’oignon

2 : Feuille de variété jaune d’Allium cepa L
3 : Feuille de variété rouge d’Allium cepa L

Figure 17: Inhibition de la croissance mycélienne de

extraits aqueux testés

Pisolat F1 de Fusarium sp. selon les

80 P=0.327 85.0 P=0.00
73- e { f : f i
= 3 63.6- } {
§ 66— g {
= - E 4221
= 59 E
= 3
S 82— Z 208r f
e E
= _ = {
£ 45 Z od E { ]
* _22‘0\|||\\||\’\||F2
21 | | | B T R B S SN S
F1 F2 F3
Isolat [xtraits
a: Acétate d’cthyle, b: Acétone c: Ethanol d: Hydrolat  e: Infusé
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1 : Ecorce d’oignon

2 : Feuille de variété jaune d’Allium cepa L
3 : Feuille de variété rouge d’Allium cepa L

Figure 18 : Inhibition de la croissance mycélienne de I’isolat F2 de Fusarium sp.selon les

extraits aqueux testés
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Figure 19 : Inhibition de la croissance mycélienne de I’isolat F3 de Fusarium sp.selon les

extraits aqueux étudié
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3.4 Effet des extraits de la plante sur la sporulation

Pour la sporulation et la germination on ’a utilisé la cellule de Mallasses pour compter le
nombre totale des spores germé et non germé, dans cette étude on ‘a remarqué que le taux de
germination des spores a été presque an un taux de 100% pour chaque extraits et chaque isolat
fongique.

On’a trouver qu’il y a une différence selon le plan morphologique des spores de F3, avec une

inhibition trés forte de nombre de spores sur I’ensemble des isolats de Fusarium spp.

T : témoin

e : traitement e de
I’isolat F3

Figure 20 : Morphologie des spores de témoin et traité de I’isolat F3 de Fusarium sp (x100)

M0 P=0,04 "M P=0.,07
ae
2 100¢ = 103F
3 : ! 2
Z % : i ¥
& = * L)
= ¥ 3
S 90- £ 95
= E
- 80 | | | F1 87 | | | | F2
o a et I g A
Extraits ' Extraits

a :Acétate d’ethyle, b: Acétone c:Ethanol e: Infusé
1 : Ecorce d’oignon
2 : Feuille de variété jaune d’Allium cepa L

Figure 21 : Inhibition de la sporulation de I’isolat F1 et F2 de Fusarium spp.selon les

extraits aqueux étudié
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L’analyse statistique des taux d’inhibition de la sporulation des isolats fongiques de Fusarium
spp par les extraits étudié¢ selon I’ordre :

A révélé une différence significative pour la souchel (P=0.04)et une différence non
significative pour la souche F2 (P=0.07> P=0.05) et une inhibition totale (100%) pour la
souche F3.

Par rapport aux isolats, les meilleurs taux d’inhibition de la sporulation étant selon des extraits
aqueux infusé2 sur les trois souches (100%). (Figure 19)

Une inhibition de (100%) pour les souches 2 avec (Acétate d’ethyle2, Ethanol 2 et 3
(Annexe7)

Pour F1 inhibition totale avec les extraits (Acétate d’éthyle 2 et Ethanol 2)(Annexe7), et Pour
F3 I’infusél a donner une inhibition totale (100%). (Annexe7).

D’apres cette observation et 1’observation microscopique on’ a trouver que 1’isolat F3 la plus

sensible au stade sporulation.

3.5 Effet des extraits de la plante sur la germination

Pour le taux d’inhibition de germination on’ a enregistrer une inhibition totale (100%)
pour les souches F2 et F3, et la souche résistante F1 qui a donné une différence trés

hautement significative (P=0.00) avec un taux d’inhibition voisin au (100%).

109 P=0,00
EE
5 {
§ 93 E
gﬂ 85
E
3 77
2 e9r N
£ »
E 61

53 ‘ ‘ F1
oF g e
Extraits

b: Ethanol, e: Infusé, 2 : Feuille de variété jaune d’Allium cepa L

Figure 22 : Inhibition de la germination de I’isolat de Fusarium spp souche 1 selon les

extraits aqueux étudié
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3.6 Etude de la survie des isolats de Fusarium spp sous ’effet des extraits

aqueux d’Allium cepa

La croissance mycélienne des isolats témoins et ceux traités sous 1’effet de I’extrait aqueux
d’Allium cepa a été suivie durant un mois. Aucune croissance mycélienne n’a été enregistrée sur
les trois isolats apres leur repiquage sur milieu PDA. Aucune croissance mycélienne n’a été

enregistrée cependant 1’isolat F3 avec I’Ethanol 2 et surF1 avec I’Ethanol 2 et 1’Acetate

d’ethyle2.(Annexe 13).

3.7 Discussion

En effet, les résultats ainsi obtenus ont été révélé une variabilité de pouvoir antifongique
d’Allium cepa L selon les extraits testés sur les trois isolats fongique de Fusarium spp. et cela
a travers différents parametres : la croissance mycélienne, la sporulation, la germination et la
surviein vitro de 1’agent pathogéne. Dans 1’ensemble 1’infusé 2 et I’extrait préparé de

1’ Acétate d’éthyle 2 ont présentés une forte inhibition antifongique.

Quelques travaux de recherche ont déja confirmé 1’activité antifongique d’Allium cepa sur les

agents pathogeénes.

L’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium spp. selon la méthode de contact direct

par les extraits de plantes, a été déja confirmé par des travaux utilisant les extraits de planes.

Des travaux ont été réaliser sur le pouvoir antifongique avec le genre Allium(Allium cepa,
Allium  sativumet  Alliumfistulosum)surFusarium  graminearumetCandida  albicans,
selonBenmeddour et al.,(2015) cette étude a montré une efficacité trés é€levée, avec des
pourcentages d’inhibition de 5.6% (avec le jus d’Allium cepa a 5% de concentration) jusqu’a
83.3% avec I’Huile essentiel d’Allium sativum. Contrairement aux bactéries, 1’effet inhibiteur

des HE des Aliums sur Fusariumgraminearum est supérieur a celui des jus.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Chiwawa,(2017) sur de nombreux extraits
aqueux de plantes testés sur les mémes isolats fongiques.Ils ont confirmé les potentialités
antifongiques et fongicides de certains extraits tels que préparés a partir de clous de girofle

testés selon les doses appliquées.

Ainsi, le pouvoir inhibiteur des extraits de 1’oignon a été interprété par les traveaux de
(Cowan,1999), (Kooper 1910), (Liu et al., 2014) ainsi que (Ye et al., 2013) qui ont affirmé

que I’activité biologique des extraits d’Allium cepa est lié¢ a leur composition chimique aux
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groupements fonctionnels de ses composés majoritaires, a leur effet synergique et a leurs
proportions. Les extraits d’Allium cepa ont une fort puissance d’inhibition contre le Fusarium

spBenmeddour et al.,(2015).

Plusieurs études ont été effectuées sur l'activité antifongique de plusieurs plantes contre des
champignons du genre Fusarium (El-houit et al., 2011 ; Hamdani, 2015). Les résultats
obtenus dans cette étude ont montré une inhibition de la croissance mycelienne qui dépend

des ’extraits de la plante étudiée utiliséet de la méthode utilisée.

Divers composés chimiques soufrés et non soufrés ont été isolés du bulbe d'oignon. En 1910,
Kooper a examiné le jus frais de l'oignon commun, il a identifi¢ l'acide thiocianique et
l'allylthiocyanate (Shankaranarayana et al., 1982). Les composés soufrés sont les plus
caractéristiques de 1 huile essentielle de 1 oignon et 1 ail tels que dimethyldisulfide,
dimethyltrisulfide et allylmethyltrisulfide. Les jus de 1 oignons contiennent aussi 1’alliinase,
une enzyme qui transforme le trans-s-(1-propenyl) cycteinesulfoxide en propanethial S-oxide
qui est le facteur lacrymogene (Pizzorno et al., 2012). D'autres composés ont également été
caractérisés dans les extraits:cépaénes, zwiebelanes et di- et tripeptides soufrés ( Winkler et

al., 1992)

Il est important de signaler qu’aucun travail n’a été réaliser sur le pouvoir inhibiteur de la
germination sur Fusarium spp. sous l’effet des extraits aqueux de 1’oignon. Par contre
M¢barki (2016) a prouvé un importateffat inhibiteur de molécules extraites de plantes :
Anvillearadiata, Bubon graveolens et Cotulacinearea sur la germination des conidies de

Fusarium oxysporum 100% par A.radiata et B.graveolens.

Nos résultats coincident avec ceux obtenus par Benmeddour et a/.,(2015) qui ont montré que
les extraits d’Allium cepa ont donné une forte inhibition sur Candida albicans avec un
pourcentage de (67.2%) pour le jus frais et (99.4 %) pour I’extrait aqueux et (45.9%) pour

I’huile essentiel .
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Conclusion

La présente étude vise la recherche d’une lutte biologique contre les moisissures inféodée de
I’orge a la culture hydroponique et les céréales au cours de stockage en général.

Dans ce contexte, notre étude a porté sur I’ Activité antifongique des extraits aqueux prépares
a partir de I’oignon (Allium cepa) par macération a froid et par infusion, testé sur trois isolats
de I’Agent pathogene Fusarium spp. (F1, F2 et F3) issues des grains contaminés d’orge en
culture hydroponique.

L’¢évaluation de I’activité antifongique selon la méthode de contact direct in vitro des extraits
aqueux d’Allium cepa a porté sur la croissance mycélienne, la sporulation, la germination et la
survie a été étudiée pour ’isolat inhibé par les extraits préparés a partir de la feuille d’oignon
(de la variété jaune et rouge) s’en montr¢ les plus efficaces sur les trois souches fongique.

Une variation de la croissance mycélienne a été remarquée entre les isolats et les extraits
testés selon le taux d’inhibition.

On’ a enregistré une inhibition totale sur les trois isolats de Fusarium spp. avec I’infusé 2 de
la feuille (de la variété jaune) d’oignon.

La sporulation a été également inhibé a 100% sur les isolats F2 et F3 de Fusarium spp.et treés
fortement réduite pour I’isolat F1 (98.94%) avec I’infusé 2, et (92.25%) avec I’ Acétate
d’éthyle 2. Ces résultats ont confirmé 1’inhibition de la reprise de croissance des isolats.

Les isolats de Fusarium spp. les plus sensibles sont F2 et F3 contrairement a 1’isolat résistant
Fl1.

Les extraits aqueux préparés a partir d’Allium cepa pouravec leur pouvoir fongicide lutte
contre les isolats de Fusarium spp. étudiés.

Les futures travaux de recherche, on propose de compléter les meme études par :

-Déterminer de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits testés sur les isolats
de Fusarium spp.étudies.

-Déterminer la composition chimique des extraits d’oignon testés.

-Elargir la gamme de plantes et/ou des extraits sur les moisissures inféodées a 1I’orge cultivée
en hydroponie.

-Tester les extraits d’Allium cepa sur d’autres agents fongiques.

-Approfondir 1’étude des modes d’action des extraits et/ou des composés actifs sur les isolats
fongiques de Fusarium spp. et d’autres moisissures.

-Etude de I’impact de ces extraits sur la qualité de 1’orge.

-Etude toxicologique sur les concentrations des extraits de plante et/ou du composé actifs a
utilisés sur le terrain.
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-Identification des isolats fongiques par approche moléculaire et analyse chimique pour
connaitre leur aptitude a la production de mycotoxines
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