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Résume :
Evaluation de I’activité fongicide des extraits d’Origanum glandulosum L.

vis a vis de Fusarium spp. de I’orge fourrager

Notre travail vise 1’évaluation du pouvoir antifongique des extraits de plants d’Origanum
glandulosum, récoltés en période de floraison dans region de Beni Kinaa, wilaya de Blida et
testés sur trois souches de Fusarium spp. Prélevés d’un échantillon d’orge cultivé en hydroponie
et altéré par les moisissures.

Les extraits sont représentés par I’émulsion d’huile essentielle & 1%, les extraits
éthanoliques (I ,ILIII) obtenus par méthode d’épuisement des extraits éthanoliques, 1’hydrolat
pur et celui dilué a 5% ,et I’extrait aqueux pur préparé par décoction et celui dilué a 5% .

Les rendements en huile essentielle et en extraits éthanoliques sont évalués respectivement
a 1,43% et 6,30%alors que, les teneurs sont estimées a 580,91mg EAG /g MS pour les
polyphéols et de 29,03mg EC /g MS pour les flavonoides.

Il en ressort de 1’étude antifongique des extraits de la plante étudiée vis-a-vis des isolats de
Fusarium spp.un important potentiel inhibiteur de 1’huile essentielle a 1% et, des extraits
éthanoliques | et Il sur la croissance mycélienne (81% et 100%), la sporulation (88 et 100%)
ainsi que sur la germination. Les composants chimiques de ces extraits sont responsables de la
lyse, et la digestion du contenu cellulaire des isolats fongiques étudiés, ce qui explique la
potentialit¢ de réduction de leur inoculum particulierement I’huile essentielle. En revanche la
reprise de la croissance mycélienne des trois isolats fongiques étudiés préalablement inhibés par
les extraits précités explique leur survie aprés repiquage sur milieu PDA frais. Malgré la
confirmation du potentiel fongistatique, ces extraits restent toujours intéressants comme
solutions biologiques vis-a-vis de ces moisissures car, la culture hydroponique de 1’orge
fourragére a une durée de sept jours, alors que la survie n’a été notée qu’apres trois semaines
d’incubation.

Mots clés: Fusariumspp. , Huile essentielle, Inhibition, Origanum glandulosum, les extraits
éthanoliques



Abstract:

Evaluation of the fungicidal activity of Origanum glandulosum L. extracts with respect to
Fusarium spp. of forage barley.

Our study aims to assess the antifungal power of extracts prepared from Origanum
glandulosum plants, harvested during the flowering period in the Beni Kinaa region, wilaya of
Blida and tested on three isolates of Fusarium spp. taken from the fungal spoilage of barley

grown hydroponically.

The extracts are represented by an essential oil emulsion of 1%, the ethanolic extracts (I, 11,
I11) obtained by exhaustion method ethanolic extracts, Pure hydrosol and one diluted to 5%, and

pure aqueous extract prepared by decoction and that diluted to 5%.

The essential oil yields and ethanolic extracts are estimated at 1.43% and 6.30%
respectively, while the contents are estimated at 580,91mg EAG / g DM in polyphenols and
29,03mg EQ / g DM in flavonoids.

It appears from the studyon the antifungal power of plant extracts against the three isolates
of Fusariumspp., a significant inhibitory potential of essential oil at 1% and the ethanolic
extracts | and Il (81% et 100%)on mycelial growth, on sporulation(88 et 100%) and on
germination. The chemical components of these extracts are responsible for the lysis and
digestion of the cell content of the fungal studied isolates studied, which explains the potential
for reducing their inoculum, particularly the essential oil. However the resumption of mycelial
growth of three studied fungal isolates previously inhibited by the above plant extracts explains
their survival after transplant on fresh PDAmedium. Despite the confirmation of the fungistatic
potential, these extracts are still interesting as biological solutions against these molds because
the hydroponic culture of feed barley lasted seven days, while survival was only noted after three

weeks of incubation.

Keywords: Fusarium spp., Essential oil, Inhibition, Origanum glandulosum, Ethanolic

extracts
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Introduction

Introduction :

La culture des céréales est antérieure a tout manuscrit sur [’histoire de ’Homme .Les
graines, issues des plantes de leur cultures telles que le froment, le riz, I’avoine et 1’orge,

constituent 1’un des aliments de base de I’humanité depuis des milliers d’années(EUFIC,2009).

En Algérie la culture de ’orge (Hordeum vulgare L.) occupe une place importante parmi
les autres céréales comme le blé (dure et tendre). Elle est destinée a 1’autoconsommation

humaine et a I’alimentation animale (Rahal Bouziane, 2015).

Cependant, elle peut étre sujette a de nombreuses maladies engendrant d’importantes
pertes de récoltes et de graves dégats sur la culture.Environ 70%des maladies des plantes

cultivées sont causées par des champignons (Graniti, 1992).

En agriculture, les maladies fongiques sont I’'une des plus importantes contraintes pour la
production de 1’orge. Parmi celles- ci, on retrouve particulierement, la fusariose, qui affecte les

rendements mais aussi la qualité sanitaire de la récolte par la présence de toxines dans les grains.

Aussi, ’homme pour protéger sa production agricole s’appuie sur ’utilisation des produits
chimiques (tels que les fongicides) qui restent le seul moyen efficace a ce jour mais leur
utilisation massive et répétée a induit la résistance et a augmenté 1’agressivité des agents
pathogenes, d’ou la recherche d’autres méthodes de lutte alternatives plus respectueuses de

I’environnement et de la santé humaine et animale.

Dans ce sens, notre présente étude a été basée sur la recherche des moyens de lutte
biologique contre les espéces de Fusarium inféodées a la culture hydroponique de 1’orge et, s’est
orientée vers la valorisation d’Origanum glandulosum. Elle vise 1’évaluation des potentialités
fongicides de ses extraits, vis-a-vis de trois isolats de Fusarium spp. de 1’orge fourager

«Hordeumvulgare L.» cultivé en hydroponie.
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I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1.Les métabolites secondaires

1.1.1.Généralités

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétises et
accumulés en petites quantités par les plantes autotrophes. Ils sont distingués principalement en
trois grandes familles: les polyphénols, les terpenes et les alcaloides (Lutge et al., 2002 ;
Abderrazak et Joél, 2007) :

Les substances phénoliques ou Composés aromatiques tels que, les flavonoides, les tanins,

la lignine et, les coumarines.

Les terpénes représentent, la plus grande catégorie de métabolites secondaires avec plus de
22000 molécules. Cette catégorie contient les hormones végétales, les pigments, les stérols, les

hétérosides et une grande partie d’huiles essentielles.
Les alcaloides, par exemple la morphine, la caféine, la nicotine, la cocaine et 1’atropine.

Notre travail portera sur [’utilisation de I’huile essentielle et des Composés

polyphénoliques dans I’activité antifongique.

1.1.2. Huiles essentielles
1.1.2.1. Définition

Les huiles essentielles sont définies comme étant des liquides concentrés, tres complexes et
hydrophobes. Ce sont des extraits volatils et odorants qu’on obtient par extraction mécanique,
distillation a la vapeur d'eau ou distillation a sec de plantes aromatiques (fleur, feuille, bois,
racine, écorce ou fruit). Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits
du métabolisme secondaire. Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et

donnent naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie: 1’aromathérapie (Mdller, 2008).

L’association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 2000) définit les huiles essentielles
comme étant « des produits obtenus a partir de matiéres naturelles vegétales soit par
entrainement a la vapeur d'eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des
Citrus, soit par distillation séche. L'huile essentielle ainsi obtenue est séparée de la phase
aqueuse par des procédés physiques.». A ce jour, 3000 huiles essentielles sont connues,

seulement 300 d’entre elles sont commercialisées (Burt, 2004).
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1.1.2.2. Localisation dans la plante

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, végétatifs et
reproducteurs, en particulier les sommités fleuries (lavande, menthe, bergamotier, tubéreuse)
mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier), dans les écorces (cannelier), les bois
(bois de rose, santal, camphrier), les racines (vétiver), les rhizomes (curcuma, gingembre), les
fruits (tout-épices, anis, badiane), les graines (muscade) et les boutons floraux (clou de girofle)
(Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabielle, 1981).

Leur synthese et leur accumulation sont généralement associées a la présence de structures
histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou & proximité de la surface de la plante
(Bruneton, 1999 ; Baser et Buchbauer, 2010) :

— Cellules a huiles essentielles, regroupant les cellules épidermiques et celles situées au
niveau du parenchyme cortical, du liber et du bois. Structures spécifiques des Lauracées
ou des Zingibéracées ;

— Organes sécréteurs, regroupant : les poches sécrétrices des Myrtacées ou des Rutacées ;
les canaux sécréteurs des Apiécées ou des Astéracées et les poils sécréteurs des
Lamiacées (Ghestem et al., 2001 ; Baser et Buschbauer, 2010).

1.1.2.3. Composition chimique

Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux classes en fonction de
leur voie de biosynthése : les terpénoides (composés terpéniques) et les phénylpropanoides
(Buchanan et al., 2000). Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de
dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).

L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en
phase gazeuse (CPG) ou de cette méme technique mais, couplée a un spectromeétre de masse
(CPG-SM). Cette technique est la plus utilisée, car elle permet de reéaliser une analyse complete
de plus d’une centaine de molécules chimiques que contient I’huile (Salzer, 1977). La résonance
magnétique nucléaire (RMN) peut également étre utilisée pour identifier les constituants des
huiles essentielles (Tomi et al., 1995 ; Platzer, 2002).

1.1.2.4. Les composés terpéniques

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandue dans le régne

végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une
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unité isoprénique a 5 atomes de carbone a la formule générale (C5H8)n reconnue par Wallach
des 1887 (Lamarti et al., 1994).

Ces derniers permettent 1’élongation de la chaine isoprénique conduisant a tout 1’éventail
des composeés terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (Lamarti et al., 1994). Le terme
« terpénoide » définit I’ensemble des terpénes oxygénés et non oxygénés, alors que le terme «

terpene » ne tient pas compte de la présence d’oxygene (Baser et Buchbauer, 2010).

Ainsi, on distingue selon le nombre de carbone: les monoterpénes (C 10), les
sesquiterpénes (C 15), et moins fréquemment les diterpénes (C 20), les triterpénes (C 30) et les
tétraterpénes (C 40). Seuls les terpénes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono
et sesquiterpénes) sont rencontres dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999) et leurs conferent

un caractere volatil et des propriétés olfactives (Pibiri, 2006).

1.1.2.5. Variabilité de la composition

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses
conditions telles que I'environnement, le génotype et I'origine géographique la période de récolte,
le séchage, licu de séchage et le choix de la méthode d’extraction (Burt, 2004 ; Bozin et al.,2006
; Moller, 2008).

En effet une méme espece végétale aromatique, synthétise une huile essentielle
biochimiquement différente en fonction de son biotope. Ces variétés chimiques sont
communément appelées chémotypes et, son composant chimique le plus dominant est appelé :

composé majoritaire et ¢’est lui qui définit le chémotype de cette huile (Cosentino et al., 1999).

1.1.2.6. Procédés d’extraction

I1 existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles mais, deux seulement sont admis

par la pharmacopée francgaise ainsi que par I’AFNOR :

L'extraction par entrainement a la vapeur (distillation) et celle, par expression (pressage).

1.1.2.6.1. Extraction par entrainement a la vapeur d'eau
La plupart des huiles essentielles sont obtenues par entrainement a la vapeur d'eau.

Son principe repose sur la propriété des huiles essentielles d’étre volatiles sous 1’effet de
la chaleur, I’huile est alors entrainée par la vapeur d’eau. Aprés condensation, 1’huile essentielle

se sépare du distillat par décantation.
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I1 existe deux méthodes de base de distillation pour I’obtention des huiles essentielles qui
reposent sur le méme principe. La différence entre elles, résident dans le degré de contact entre

I’eau et le matériel végétal.

1.1.2.6.2. Extraction par hydrodistillation

C'est la méthode d’extraction des huiles essentielles la plus utilisée. La plante est mise en
contact avec l'eau dans un ballon lors d'une extraction au laboratoire ou dans un alambic
industriel, le tout est ensuite porté a I'ébullition. Les vapeurs sont condensees dans un réfrigérant

et les huiles se séparent de I'eau par différence de densité.

Cette méthode est généralement utilisée pour les huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans 1’extraction des huiles a partir des

feuilles et des fleurs fraiches ou séchées.

1.1.2.7. Pouvoir antifongique

Les huiles essentielles ou leurs composés actifs peuvent étre employés comme agents de
protection contre les champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant les
denrées alimentaires ainsi que dans le traitement des infections fongiques touchant 1’homme
(Sokmen et al., 1999 ; Serrano et al., 2008 ; Kotan et al., 2010).

Elle est liée a la composition chimique des huiles essentielles. Les phénols (carvacrol,
thymol) possedent le coefficient antifongique le plus éleve, suivi des monoterpénols (géraniol,
menthol) et des aldéhydes (néral, géranial). En général, 1’activité décroit selon le type de
fonction chimique, on distingue d’aprés Benjilali et al.(1986): phénol > alcool > aldéhyde >

cétone > ester > hydrocarbure.

1.1.3. Les polyphénols
1.1.3.1. Définition

Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques spécifique du régne vegétal. Ce sont des métabolites secondaires produits par les
plantes pour interagir avec les autres végetaux et les animaux (Bravo, 1998). Le terme
phénolique est utilisé pour définir des substances qui possedent au moins un groupement
hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique. Plusieurs milliers de composes phénoliques
ont été caractérisés jusqu’a ce jour dans le régne végétal. On compte, a I’heure actuelle, pas loin

de 8000 composés (Bravo, 1998 ; Mompon et al., 1998). La structure des composés phénoliques
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naturels varie depuis les molécules simples comme les acides phénoliques simples vers les

molécules les plus hautement polymérisées comme les tanins condensés (Macheix et al., 2005).

1.1.3.2. Localisation dans la plante

Les polyphénols sont majoritairement présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles et les écorces de bois de tous les végétaux (Boizot et Charpentier, 2006). Les principales
sources alimentaires sont les fruits et les légumes, les boissons (vin rouge, thé, café, jus de
fruits), les céreales, les graines oléagineuses et les légumes secs. Les fruits et les légumes
contribuent environ a la moitié de notre apport en polyphénols. Les boissons telles que jus de
fruits et surtout café, thé ou vin apportent le reste (Middleton et al., 2000).

1.1.3.3. Principales classes des polyphénols

Les composeés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs classes dont la plupart ont
des représentants chez de nombreux végétaux. Les premiers criteres de distinction entre ces
classes concernent le nombre d’atomes de carbone constitutifs et la structure de base du squelette

carbone (Macheix, 1996).

1.1.3.3.1. Les acides phénoliques

On distingue deux classes appartenant a cette sous-famille. Les dérivés d’acide benzoique
et les dérivés d’acide cinnamique. Les acides hydroxybenzoiques (acides phénoliques en C6-C1)
sont a la base de structures complexes comme les tanins hydrolysables présents dans les
mangues, et les fruits rouges comme les fraises, les framboises ou encore les madres (Manach et
al., 2004). Les acides hydroxycinnamiques (acides phénols en C6—C3) sont plus abondants que
les acides hydroxybenzoiques. Ils sont principalement composés d’acide pcoumarique, acide
caféique, acide férulique et acide sinapique. L’acide caféique se combine avec ’acide quinine
pour former 1’acide chlorogénique, que 1’on retrouve dans de trés nombreux fruits et a forte

concentration dans le café (EI Gharras, 2009).

1.1.3.3.2. Les coumarines

Les coumarines qui sont aussi des dérives de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés connus des benzopyrones (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont substituées en
C7 par un hydroxyle. Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide

cinnamique, I’acide p-coumarique. Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien
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combiné avec des sucres. Elles sont responsables de l'odeur caractéristique du foin (Cowan,
1999).

1.1.3.3.3.Les stilbénes

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6. Ces composés sont en tres
petite quantité dans notre alimentation. Ce sont des phytoalexines, composés produits par les
plantes en réponse a l'attaque par les microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les
sources principales des stilbenes sont les raisins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006). Le
plus connu d’entre eux est le resvératrol qui a été largement étudié pour ses propriétés
anticancéreuses mises en évidence lors de I’étude des activités biologiques de plantes
médicinales (EI Gharras, 2009).

1.1.3.3.4. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge (Tsimogiannis et
Oreopoulou, 2006). Ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux,
souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état naturel
les flavonoides peuvent se trouver sous forme d’hétérosides (C- ou Oglycosides) (Ghestem et al.,
2001; Bruneton, 1999 ) et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le glucose, le rhamnose
ou ’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeéres ou des oligoméres. Mais de fagon
générale les flavonoides se trouvent a 1’état libre et ils sont dits aglycones (Dacosta, 2003). Les
flavonoides peuvent étre eux-mémes divisés en plusieurs sous-classes, en fonction du type de
I’hétérocycle impliqué, dont les plus importantes sont: flavonols (kaempferol, quercétine:
I’oignon, les brocolis, les poireaux et les myrtilles), flavones (lutéoline, apigénineglycosylés : le
persil et le céleri), flavanes, flavanols (catéchine : pomme, thé ), flavanones (nharingénine,
hesperidine, ériodictyol : pamplemousse, Orange, citron) et aurones (Manach et al., 2004 ;
Leonard et al., 2008 ).

1.1.3.3.5. Les lignanes

Ils sont constitués de deux unités de phénylpropane (C6-C3). Bien qu’ils entrent dans la
composition de certaines graines, ceréales, fruits et autres légumes, ils sont environ 1000 fois

plus concentrés dans les graines de lins (ElI Gharras, 2009).
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1.1.3.3.6. Les tanins
Cette classe désigne le nom du groupe des substances phénoliques polymériques. Ils sont

caractérises par une saveur astringente. On distingue deux groupes de tannins différents par leur

structure et par leur origine biogénétique :

Les tannins hydrolysables sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acide phénolique. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénolique
est soit I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins

classiquement dénommeés ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

Les tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols : sont
fondamentalement différent des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur
édifice moléculaire et leur structure est voisine de celle des flavonoides (Prieur et al., 1994 ; El
Gharras, 2009).

1.1.3.4. Extraction des composés phénoliques

L’extraction est influencée par la méthode choisie en fonction des composés
phytochimiques a étudier. D'autres facteurs, comme le pH, la température, le rapport quantité de
matiere / volume du solvant, le temps, le nombre et les étapes d'extractions individuelles, jouent

également un réle important dans cette procédure (Muanda, 2010).

L’extraction solide-liquide est la procédure la plus couramment utilisée. En effet, ces
techniques sont pratiques et trés efficaces. Les solvants d'extractions les plus communément
utilisés sont les alcools (méthanol, éthanol), 1'acétone, 1'éther éthylique et I’acétate d'éthyle.
Cependant, pour les composés trés polaires tels que les acides phénoliques ne pouvant étre
extraits complétement avec les solvants organiques purs, les mélanges d'alcool-eau ou acétone-

eau sont recommandés (Naczk et Shahidi, 2004).

Les solvants moins polaires (dichlorométhane, chloroforme, hexane, benzene) sont utilisés

pour éliminer les composés apolaires (cires, huiles, chlorophylle).

En effet, de nombreuses techniques d’extractions solide-liquide sont utilisées mais, les
trois premieres sucitées sont les plus faciles a appliquer, on distingue: ’infusion, la macération,
la décoction, I’extraction au Soxhlet, I’extraction par sonication et I’extraction assistée par

microondes.

L’infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des ardbmes d'un vegétal par
dissolution dans un liquide initialement porté a ébullition que I'on laisse refroidir. Le terme

désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes et le thé.
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La macération est similaire a I’infusion mais, elle s’effectue a une température ambiante.

Elle convient donc, pour I’extraction de composés sensibles a la chaleur.

La décoction consiste a réaliser 1’extraction a température d’ébullition du solvant. Cette
opération s’oppose a la macération dans laquelle le solvant d’extraction est a la température

ambiante (Muanda, 2010).

1.1.3.5. Rendement en extrait de plante

Le rendement en extrait d’une plante est le pourcentage de la quantit¢ de I’extrait par
rapport & la quantité du matériel végétal a partir duquel ’extraction a été faite. A titre d’exemple,
le rendement en extrait de plante est exprimé en %, par le calcul du rapport du poids du volume
d’huile essentielle par 100 g de matiére séche (Yuan et al., 2016) ou bien par 100 g de plante
séchée (Roby et al., 2013).

1.1.3.6. Caractérisation des composés phénoliques

L’identification et la quantification des polyphénols consistent a déterminer la composition
chimique des extraits par différentes méthodes analytiques spectroscopique et/ou
chromatographique. L’étude de la composition chimique d’un mélange naturel complexe peut
étre réalisée par couplage d’une technique chromatographique : la Chromatographie Liquide
Haute Performance (CLHP) pour les substances peu ou pas volatiles, permettant
I’individualisation et la quantification des constituants, avec une technique spectroscopique
(UV,SM, IRTF, ...), qui permet leur identification par combinaison de leurs données spectrales

avec celles de produits connus (Sutour, 2010).

D’autres techniques de dosage sont fréquemment utilisées tels que les méthodes

colorimétriques et spectrométriques).

Ainsi, le contenu en poly phénols totaux des extraits, est estimé par la méthode décrite par
Singlton& Rossi (1965) in Wong etal. (2006), basé sur I’utilisation du réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce produit préparé a base du mélange de 1’acide phosphotungstique (H3PW12040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit en présence de poly phénols totaux en
un mélange d’oxydes bleu de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M08023). La coloration
bleue produite est proportionnelle au taux des poly phénols totaux présents dans le milieu

réactionnel (Ribérau-Gayon, 1968; Lapornik et al, 2005).

Par ailleurs, le contenu en flavonoides des extraits est déterminé selon la méthode décrite
par Lamaison et Carnet, (1990) citée par Bahri_Sahloul (2009).
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1.1.3.7. Propriétés biologiques des polyphénols

Chez les veégetaux, les composes phénoliques en particulier les flavonoides seraient

impliqués dans un certain nombre de fonctions:

Ils assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les insectes et
les oiseaux pollinisateurs et disperseurs de graines. lls interviennent aussi dans la qualité
alimentaire des fruits en déterminant leur saveur. Ainsi, les flavanones sont responsables de
I’amertume des Citrus (Dubois et al., 1977) et les tannins sont a 1’origine de la sensation
d’astringence des fruits non mirs. Ils sont aussi responsables de la lignification (ElI Gharras,

2009).

Les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique représentant
un systeme de défense contre les microorganismes pathogenes par interactions moléculaires avec
les bactéries, les champignons, les parasites et les insectes (Bahorun, 1997). Chez I’homme, les
effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la phytothérapie

et ’hygiene alimentaire (Leong et Shui, 2002).

1.1.3.8. Pouvoir antifongique

Plusieurs études ont été faites sur 1’évaluation des propriétés antimicrobiennes des
polyphénols. Les composés appartenant aux acides phénoliques les plus représentatifs de ces
effets sont les acides cinnamiques et caféiques et sont particulierement efficaces contre les
champignonns phytopathogenes (Cowan, 1999 ; Cheng et al., 2008). Les flavonoides sont
synthétisés par les plantes lors de I’invasion microbienne (Dixon et al, 1983), il est par
conséquent logique, qu’ils agissent comme substances antimicrobiennes efficaces in vitro contre

les microorganismes (Cowan, 1999 ; Daglia, 2012).

En effet, grace aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-
3-ols, les flavanols et les tanins, il est possible de développer des conservateurs alimentaires et de
nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en considérant la résistance

microbienne face a certains traitements antibiotiques (Daglia, 2012).
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1.2. Activité antifongique des extraits de plantes en agriculture

1.2.1. Introduction

De nombreux travaux ont fait 1’objet d’étude de ’activité antifongique des extrais préparés
a partir des plantes médicinales rapportée par la bibliographie.
Dans ce sens, Si Moussa et al. (2010) ont testé 1’activité antifongique des extraits aqueux, des

huiles essentielles et des poudres de dix plantes médicinales :

Anacyclus valentinus, Artemisiaherbaalba, Eucalyptus sp, Inulaviscosa, Laurus nobilis,
Menthapepirita, Rosmarinus officinalis,Salvia officinalis, Tetraclinisarticulataet Thymus
vulgarisvis-a-vis de Fusarium oxysporum,agent de la fusariose vasculaire du palmier dattier. Les
résultats ont identifié les huile sessentielles d’Artemisia herba alba, Anacyclusvalentinus,
Inulaviscosa, Menthapepirita et Thymus vulgaris a meilleur pouvoir inhibiteur de la croissance
mycélienne et de la germination des microconidies de 1’agent pathogene. Cette étude comporte
également 1’¢tude de I’effet de leurs poudres et, de leurs huiles essentielles additionnées au
substrat sur la densité de population de Fusarium oxysporum présente dans le sol. Les résultats
de ces essais ont confirmé 1’efficacité de ces méthodes dans la réduction du taux d’inoculum

présent dans le sol, et par conséquence la maladie de la fusariose vasculaire.

L’effet des extraits végétaux sur la densité de population des agents pathogenes a été également

par Belabid et al. (2010).

1.2.2.Méthodes d’étude de I’activité antifongique des extraits végétaux

L’¢tude de I’activité antifongique d’un extrait végétal signifie 1’évaluation de son pouvoir
potentiel d’inhiber, ou de réduire le développement d’un champignon pathogene. Cela de

maniere sélective et avec un minimum d’effets secondaires sur 1’héte (Lion, 2017).

Deux techniques d’étude ont été largement utilisées et rapportées par les chercheurs :

1.2.2.1. Technique de contact direct

Cette methode est I'une des plus utilisées dans la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) d’un agent antimicrobien. Quand ce dernier est soluble, il est
mélangé et dilué dans une solution aqueuse d’agar, puis le champignon est inoculé sur ce milieu.
Si I’agent est insoluble ou faiblement soluble, il est mis sur ’agar et une suspension de spores du

champignon étudié est pulvérisée (Sawai et Yoshikawa, 2004).

11
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1.2.2.2. Technique de micro-atmosphére
Cette méthode est basée sur ’activité de la fraction volatile de 1’huile essentielle sur
I’agent pathogéne étudié (Inouye et al., 2006). Dans ce cas, le produit étudié n’est pas dissout
dans I’agar, ni en contact direct avec 1’agent pathogene, mais diffusé sur du papier stérile qui est

mis sur le couvercle de la boite de Pétri, celle-ci étant tournée a I’envers (Ben Arfa et al., 2006).

1.3. Généralités sur I’origan

1.3.1. Histoire et étymologie

Originaire d’Europe,l’origan a été exporté au moyen Orient .II est connu et reconnu
par les peuples de I’ Antiquité pour son gotit prononcé,et ses vertus médicinales(Dauzart et
al., 1971) .

Le terme origan provient du latin origanum, lui-méme issu du grec origanon. Le terme
francais apparait au XIl1éme siecle. En décomposant étymologiquement, on trouve oros, la
montagne, et ganos, €clat, aspect riant, d’ou la signification « qui se plait sur la montagne». En
effet, I’origan ornait les montagnes méditerranéennes en abondance et assurait leur beauté
(Dubois et al ., 2006).

1.3.2. Description botanique
Le nom botanique « Origanum » est connu par les noms vernaculaires suivants :
En Arabe : ie ), en Francais : Origan et en Anglais : Oregano.

Les especes végetales de ce genre sont des plantes frutescentes appartenant a la famille
des lamiacées qui comporte environ 38 espéces, répandues dans les régions
méditerranéennes, Euro-Sibérienne et Irano- Sibérienne dont, plus de 75%se trouvent autour

des régions de I’Est-méditerranéen (Sahin et al. 2004).

L’origan est une herbacée ou sous ligneuse vivace de 30 a 60 cm de hauteur, au feuillage et
aux fleurs trés odorants quand on les froisse. Elle est ainsi reconnaissable a son odeur et a sa
saveur phénolée, épicée et chaude (Arvy et Gallouin, 2003 ; Teuscher et al., 2004). Les tiges
dressées, souvent rougeatres et velues, portent les feuilles ovales opposées et espacées. Celles-ci
possédent des glandes secrétrices sessiles non apparentes. Les fleurs blanches ou rose sont

groupées en inflorescences. Chaque fleur est située a l'aisselle d'une bractée ovale, et dépassant
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calice, est quant a elle bilabiée a tube saillant a la base et gamopétale. Le fruit est constitué
d’akenes. La floraison se prolonge de mai a octobre (Baba Aissa, 1990 ; Teuscher et al., 2004 ;

Figueredo, 2007).
D’aprés Quezel et Sanata (1963), 3 especes d’origan existent en Algérie :

- Origanum majorana L.

- Origanum glandulosum Desf.

- Origanum floribundum Munby.

=

emeiner Mo,

Figure 01 : Morphologie générale de la plante feuillue, des inflorescences et piéces florales
d’Origanumvulgare (http://www.branche-rouge.org/)



http://www.branche-rouge.org/
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1.3.3. Systématique

La classification de 1’Origan établie par ( letswaart, 1980) est comme suit :

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Lamiidées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiacée

(Labiatae) ou Labiées

Genre : Origanum
Espéce 1: Origanum glandulosum
1.3.4. Ecologie

L’Origan colonise les terrains secs et chauds, les broussailles, les garrigues et les
paturages, surtout en montagne (Quezel et Santa, 1962-1963). En outre, ce genre de plante est
essentiel a la protection de 1’environnement en zones susceptibles de désertification et sous une

précipitation légere contre les risques d’érosion, assurant ainsi la couverture végétale.

Il préfere les sols légers, riches et bien drainés, et tolére les pH compris entre 4,5 et 8,7. Sa
période de récolte au stade floraison est vers le début de 1’été pour qu’il soit utilisé a 1’état sec en
hiver (Ernest et al. 2001 ; Roberto et a I. 2002).

1.3.5. Composition chimique

Parmi les métabolites secondaires les plus importants chez 1’origan figurent les terpenes

(Dellile, 2007) les flavonoides et les tanins(Belhattab et al.,2004) .

1.3.5.1. Les huiles essentielles

Depuis I’antiquité, les huiles essentielles d’origan sont connues pour leurs propriétés
antiseptiques assez importantes. Selon Bakkali et al. (2008), elles sont utilisées dans divers

domaines :

- Pharmacologique : agents antimicrobiens, analgésiques
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- sédatifs, anti -inflammatoires, spasmolytique (Bendahou et al., 2008).
- Cosmetique (déodorants),
- Agro-alimentaire : agents d’emballements et, conservateurs de nourriture (Bendahou
etal., 2008).

L’importante activité de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum Desf. Réside dans

sa richesse en phénols (carvacrol et tymol.....) (Bendahou et al., 2008).

L'étude faite par Sari et al.(2006) sur la variabilit¢é chimique de I’huile essentielle
d’Origanum glandulosum récolté de différentes régions de I’Est d’Algérie (23 échantillons) a
montré qu'il existe trois chémotypes : chémotype a thymol, chémotype a carvacrol, et chémotype
a thymol et a carvacrol. Les composes majoritaires identifiés sont : le thymol, le carvacrol, le p-
cymene et le y - terpinéne. Comme, il a également souligné des chémotypes variables pour les
huiles essentielles de la région de Béjaia. En revanche, I'huile essentielle de 1’échantillon de la
méme plante récolté de la région de Tlemcen est de chémotype a thymol (Bekhechiet al.,2008;
Bendahou et al., 2008).

1.3.5.2. Les polyphénols totaux

Les polyphénols sont des meétabolites secondaires trés répandues dans les plantes
médicinales, leurs teneurs sont variables selon les différentes espéces. Ils s’avérent comme
de potentiels agents antimicrobiens (Xia et al., 2010). Les polyphénols sont réputées par
leurs propriétés antioxydante et antibactérienne (Sagdic et Ozkan, 2003 ; Capecka et al.,

2005). Ceux identifiés chez cette espéce vegétale sont résumées dans le tableau 2.

Les plus importants sont représentés essentiellement par les flavonoides libres, la quercetine,

I’acide caféique et 1’acide rosmarinique qui sont liés a 3- et 5- flavonoides hydroxylés
d’apres, Belhattabet al. (2004).
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Tableau 1: Principaux acides phénoliques presents chez Origanum glandulosum ( Spiridon
etal., 2011).

Norgh%%so?%nl]ggses Type Structure
0
Acide ferulique Phénols acide CH]OWOH
HO 7
- - ; - NN o
Acide ursolique Phénols acide LY
Ho,%\“/
Acide Lf
. Phénols acide @Mo g
Rosmarinique Ho
S OH S
. .. , . . u
Acide caféique Phénols acide NN N
. . , . QMOH
Acide p-Coumarique Phénols acide Ho

1.3.5.3. Les flavonides

Les flavonoides sont trés importants pour leurs activités médicinales et biologiques. Ce
sont des agents antioxydants et antimicrobiens (Granados—Covarrubias et Maldonado, 2009).
Selon Skerget et al., (2005), le genre Origanum posséde des flavonoides avec des teneurs
variables. Les trois principaux composés suivants ont été identifiés et qunantifiés a savoir, la

quercetine (219 mg /kg), ’apigenine(17 mg /kg)et, la myricetine (21 mg /kg) (Figure02).
Quercetine Apigenine Myricetine

Figure 02 : Quelque principaux flavonoides présents chez le genre Origanum (Skerget et
al., 2005).

Quercetine Apigenine Myricetine
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1.3.5.4. Les tanins
Les tanins presentent un grand intérét médical, plus particulierement les
proanthocyandines, en raison de leur puissant pouvoir antioxydant (Oszmianski et al.,
2007).0Origanum vulgare L. contient des tanins dont la teneur est estimée a 2,53 mg / g de
proanthocyanidines( Figure 03)(Hadi, 2004).

Mg agae = = i ™ e

3 T e |
-_l.,- "'I’ < . e
Figure 03 : structure des proanthocyanidines(Derbel et Ghedira, 2005).

1.3.6. Domaines d’application

Les espéces d’Origanum sont largement connues comme herbe culinaire, pour
assaisonner les produits alimentaires et les boissons alcooliques (Bendahou et al. 2008). Ces
especes végétales sont recommandées en cas de manque d’appétit, d’aérophagie, de bronchite
chronique, de toux d’irritation, d’asthme, d’absence de regles. Elles possédent plusieurs activités
importantes telles que,I’action antalgique, et parasiticide, utile contre la pédiculose, les
rhumatismes et la cellulite (Dellile, 2007).Les préparations a base d’origan sont utilisées en
médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies en tant que substances antispasmodiques,
antimicrobiennes, expectorantes(fluidifiant les sécrétions bronchiques), elle sont également
efficaces contre les troubles digestifs et les problémes menstruels (Sahin et al., 2004).L’origan
est considéré comme un antitussif, aromatique, calmant et sédatif, il excite d’abord, puis calme le
systéme nerveux. Il est aussi utilisé dans la plupart du temps comme plante médicinale contre la

coqueluche, la toux,la fiévre et les bronchites (Belyagoubi, 2006 ; bendahou et al., 2008).
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I.4. Généralités sur Fusarium spp

La fusariose de 1’épi affecte toutes les céréales a paille, mais touche principalement les
productions de blé et d’orge, Environ 17 espéces de Fusarium sont associées a la maladie. Celle
qui cause le plus de dommage est Fusarium graminearum. Les Fusaria qui infectent les fleur set
les grains des graminées se disséminent dans les tissus tels les enveloppes florales, le rachis des

épis et les tiges a la sénescence de la plante (Le RAP, 2017).

1.4.1. Classification

Le genre Fusarium appartient au phylum Ascomycota, classe Ascomycétes, ordre
Hypocreales, tandis que , les téléomorphes des espéces de Fusarium sont principalement classés
dans le genre Gibberella, et pour un plus petit nombre d'espéces, Hémonectrie et genre
Albonectria(Leslie et Summerell. 2006)

Régne : Fungi

- Division : Ascomycota

- Classe : Sordariomycetes

- Sous-classe : Hypocreomycetidae
- Ordre : Hypocreales

- Famille : Nectriaceae

- Genre : Fusarium

1.4.2. Morphologie

Les especes de Fusarium peuvent produire trois types de spores : les macroconidies, les
microconidies et les chlamydospores qui représentent les structures de résistance (Figure 4)
(Nelson et al., 1983).

Les macroconidies sont produites dans une structure spécialisée appelée un sporodochium
dans lequel la masse de la spore est soutenue par une masse superficielle de monophialides
(Hawksworth et al., 1983). Par contre, les microconidies sont produites dans le mycélium aérien
mais, pas dans le sporodochium. Elles sont de diverses formes et de tailles différentes. Elles

peuvent étre produites uniqguement en fausses tétes ou en fausses tétes et chaines.

Les chlamydospores peuvent étre portées seules, par paires, en touffes ou dans des chaines

et, leur paroi externe peut étre lisse ou rugueuse. (Nelson et al... 1992)

( 1
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(2) : F. culmorum. (3) : F. solani, (4) . F. equiseti, (5) : F. graminearum,

(14) : F. poae, (15) : F. solani, (16) : F. moniliforme, (17) : F. oxysporum.

(@) : fusiforme, (b) : ovale, (c) : obovoide, (d) : obovoide avec une base tronquée indiquant que
les microconidies ont été formées dans une chaine, (e) : allantoide, (f) : napiforme, (g) :

piriforme, (h) cornet.

Figure 4: Morphologie des conidies de diverses especes de Fusarium spp. (Nelson et al.,
1992).

1.4.3. Biologie

Le mycélium attaque les grains a travers les glumes, pénétre dans les péricarpes,
I’albumen, voire I’embryon. Cette source d’inoculum permet a la maladie de se développer dés
I’automne. Pendant la germination, le mycélium repend 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 ’humidité, la température et la lumiére (Gunther.2005)
mais, inhibée par la sécheresse et le froid de I’hiver. Les spores germent ensuite en surface des

tissus de I’hote lorsque les conditions y sont favorables. Ces conditions regroupent une forte
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humidité (>90%) pendant 48a 72h en conditions contrblées et 4 a 5 jours en condition naturelles,

et des températures comprises entre 15 et 30 °C (Bai, 1994).

1.4.4. Les mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par certains champignons

microscopiques (Prandini et al., 2007).

Le Fusarium est connu pour son aptitude a synthétiser certaines mycotoxines dans la
plante, certaines toxines varient selon les souches de Fusarium présents sur les plants,
aujourd’hui, la déoxynivalénol (DON) est 1'une des principales mycotoxines produites par
Fusarium gramineraum, responsable des contaminations des graines de blé, d’orge, d’avoine ou
de mais (Guenther,2005).

Ces métabolites nocifs peuvent étre produit avant la récolte dans les épis et donc retrouvées

dans les grains, pendant le transport et le stockage des céréales (Ichinoeetal., 1983

1.4.5. Conditions de développement

Le développement de la fusariose est sous I’influence de plusieurs conditions telles que :

1.4.5.1. Facteurs climatiques

Les facteurs climatiques, en particulier 1’humidité et la température, jouent un role
primordial puisqu’ils vont conditionner la germination et I’infection des champignons. Les
individus de la méme espece mais ayant des origines géographiques différentes vont également
avoir des optimums différents, en référence avec le climat de leurs regions d’origine (Doohan et
al., 2003). Pour M. nivale et Fusarium pulmorum, cet optimum est obtenu a 18°C et 26°C
respectivement. Fusarium pulmorum, Fusarium poae, Fusarium avenaceum et Michrochodium
nivalesont retrouvé dans des régions plutot fraiche. Durant tout le cycle cultural, I’humidité et le

vent favorisent également la survie et la dispersion de 1’inoculum primaire (Alvarez et al., 2009).

Le Fusarium est connu pour son aptitude a synthétiser certaines mycotoxines dans la
plante, certaines toxines varient selon les souches de Fusarium présents sur les plants,
aujourd’hui, la déoxynivalénol (DON) est I'une des principales mycotoxines produites par
Fusarium gramineraum, responsable des contaminations des graines de blé, d’orge, d’avoine et
du mais (Guenther,2005).
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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 carbones sont dégradés grace a la glycolyse et le métabolisme
aerobie. Le cuivre, le magnésium, le sodium, le zinc et le molybdéne sont des micronutriments.

Les peptides et les protéines ne sont utiles pour les moisissures qu’apres leurs dégradations
(Alvarez et al., 2009).

1.4.5.3. Le 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 a un pH compris entre 5 et 6 (Keller
etal., 1997).

1.4.5.4. Facteurs physiologiques

Le développement des champignons dépend aussi des caractéristiques physiologiques de la
plante comme la taille et la densité d’épillets. Son état de stress, sont stade de développement et

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

1.4.6. Méthode de lutte contre la fusariose

Il existe plusieurs méthodes de luttes contre la fusariose :

1.4.6.1. Lutte chimique

En effet, les travaux de Simpson et al., (2004) soulignent la sensibilité des champignons du
genre Fusarium auxtriazoles et ceux du genre Micordochium aux strobilurines. Depuis, des
résistances sont apparues limitant 1’intérét des strobilurines dans cette lutte. De nouvelles
solutions ont été récemment développées combinant plusieurs familles chimiques comme
I’activité dutriazolinthione avec le triazol qui ont montré une réduction jusqu’a 70% de la

maladie au champ.

1.4.6.2. Lutte biologique

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et medicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20"°™sjecle pour que les scientifiques

commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006).
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1.4.7. Utilisation des extraits de plantes dans le bio controle et la conservation
La plante et ses produits dérivés sont utilisés pour la protection et la conservation des

récoltes et des plantes en végétation. L utilisation de leurs extraits est prouvée comme étant une

méthode alternative dans le bio controle de plusieurs agents phytopathogenes.

Avec le colt éleve des pesticides et leur non disponibilité sur les marchés, les produits
biodégradables issus des végétaux constituent une bonne alternative qui permet aux producteurs
de pouvoir assurer la protection de leurs cultures a un codt relativement faible(Bouda et al.,
2001). La réduction de Il'utilisation des pesticides et leur substitution par les extraits de plantes
contribue énormément & la préservation de I'environnement contre la pollution eta 1’amélioration
de la santé publique des populations. Les biofongicides a base de plantes sont trés prometteurs
compte tenu de leurs efficacités et de leur innocuité sur I'environnement (Weaver et
Subramanyam, 2000). Plusieurs especes végétales telles que, Hyptissuaveolens (L.) Poit., H.
spicigera  Lam.,  Anarcadium  occidentale L,  Azadiracthaindica A.  Juss.,
OcimumamericanumL.ont prouvé leur effet conservateur sur les produits agricoles (Nebig,
2005).11 a été confirmé que les plantes utilisées a faible doses ne présenteraient pas de toxicité
pour I'homme, puisqu'elles sont pour la plupart utilisées en molécules bioactives utiles pour le
domaine agroalimentaire (Fatope et al., 1995).
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Il. MATERIEL ET METHODES

I11.1. Introduction

Cette expérimentation a duré 3 mois. Elle été réalisée depuis le mois de février 2019
jusqu’au mois de Mai 2019, au niveau du laboratoire de recherche sur les plantes Médicinales et

Aromatiques du département de biotechnologies, Facult¢é SNV de I’'université de Blida 1.
11.2.Matériel biologique

Notre étude a nécessité I’utilisation d’un matériel biologique composé d’un matériel

fongique et d’un matériel végétal.
11.2.1. Materiel fongique

Le matériel fongique est représenté par trois isolats pathogenes du genre Fusarium, isolés
d’une culture hydroponique de 1’orge fourrager en 2016. Ils ont été purifiés et conservés a 1’abri
des contaminations dans la mycotheque de Mme Moumene ., enseignante chercheur au
département de Biotechnologies, de la Faculté SNV de I'université de Blida 1(Figure 5). Ils ont
fait I’objet de nombreux travaux de recherche (Moumene et al., 2017; Moumene et al., 2018).

a:F5,b:F4et c:F3:isolats de Fusarium spp.

Figure 5: Cultures d’isolats de Fusarium spp. &gées de 7 jours et, développées sur milieu
PDA a 25°C ((Moumene et al.,2017; Moumene et al., 2018).

11.2.2. Matériel végétal

Le matériel végétal est représenté par des plantes feuillues portant quelques inflorescences
d’Origanum glandulosum Desf., dont un échantillon a été récolté en période de floraison au

mois d’avril de ’année 2019, dans la région de Beni Kinaa, wilaya de Blida.




a et b: plantes feuillues avec inflorescences

Figure 6: Morphologie des plantes d’Origanum glandulosum Desf. développés dans la

région montagneuse de Béni Kinaa, wilaya de Blida(original,2019)

Les plants récoltés d 'Origanum glandulosum ont été débarrassées de la poussiere et
d’autres impuretés, puis mises a sécher a ’aire libre pendant dix jours, et a I’abri de la
lumiére jusqu’a la stabilit¢é du poids sec (Owen et Jhons, 1999). Les feuilles et les
inflorescences récupérées des plants séchés ont été réduites en poudre a 1’aide d’un broyeur
électrique et ensuite conservée dans un bocal en verre, hermétiquement fermé et stocké a

I’abri de la lumiére pour des utilisations ultérieures (Diallo et al., 2004).

11.3. Méthodes d’études

Le matériel végétal collecté a servi pour I’extraction et la préparation de différents extraits

tels que, les polyphénols totaux, les flavonoides, 1’extrait aqueux, huile essentielle et, I’hydrolat.

L’ensemble des extraits préparés a partir de la plante étudiée ont fait objet de 1’étude de
I’activité antifongique, vis-a-vis des moisissures du genre Fusarium, agents responsable de

I’altération de 1’orge au cours de la conservation et en hydroponie .

11.3.1. Préparation des extraits
11.3.1.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

L’extraction des polyphénols totaux a partir de la matiere végétale a été réalisée par
macération dans 1’éthanol (Venturini, 2010) selon la méthode d’épuisement décrite par Romani
et al. (2006).
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Cette technique consiste a introduire 30 g de poudre végétale dans un erlenmeyer
contenant 200 ml d’éthanol a 96°. Le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’agitateur
magnétique pendant 24 h a température ambiante et a I’abri de la lumiére puis, laissé précipiter
pendant 2h. L’extrait est récupéré apres filtration a travers un entonnoir renfermant le papier
filtre (wathman N°1).La macération est répétée 3 fois en renouvelant le solvant chaque 24
heures. Les trois extraits polyphénoliques ethanoliques (I, Il et Il) ainsi obtenus seront
concentrés a sec a 1’aide d’un rotavapeur. Ces extraits secs seront conserves a 4°C et a

I’obscurité jusqu’a leur utilisation ultérieure.

Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule décrite par Falleh et al. (2008) :

R(%)z% x100

ou:
R : Rendement en %.

M(E) : masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg .

mM(S) : masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits secs d’Origanum glandulosum, sont
estimées par la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965) in Wong et al. (2006). Elle
consiste a ajouter un volume de 200ul d’extrait 1000ul du réactif de Folin-Ciocalteu dilué
a1/10®™. On compléte par verser 800ul de carbonate de sodium (7,5%) au mélange. Aprés une
incubation de 2h a température ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 1’aide de

spéctrophotometre a UV-Visible a la longueur d’onde de 765nm.

Par ailleurs, les teneurs en flavonoides des extraits secs d’Origanum glandulosum, sont
estimeées par la méthode décrite par Lamaison et Carnet, (1990) citée par Bahri-Sahloul
(2009).Elle consiste a ajouter séparément un volume de 1000ul de chacun des extraits au méme
volume de chlorure d’aluminium (Al Cls, 6H,0) a 2%. Aprés une incubation de 10 minutes a la
température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 1’aide de spectrophotomeétre a

UV-Visible a la longueur d’onde de 450nm.

Les concentrations en polyphénols et en flavonoides ont été estimées en se référant a une
courbe d’étalonnage préparée respectivement avec 1’acide gallique et la quercétine. Les résultats
ont été exprimes respectivement en mg équivalent d’acide gallique (Mg EqAG/g MS) et en mg

équivalent de quercétine (Mg Eq Q/g MS).
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Quatre tubes ont été préparés pour les solutions d’acide gallique aux concentrations
suivantes: 0,2 g/l 0,49/l 0,6 g/l et 0,8 g/l. et 4 autres pour la préparation des solutions de
quercetine aux concentrations suivantes: 0,01g/1, 0,02 g/I, 0,03g/l et 0,04 g/I.

La concentration des poly phénols totaux est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage obtenue, en utilisant I’acide gallique comme standard et 1’équation de la droite de
régression est comme suit : DO = 0,0069 concentration -0,0433 avec (R2= 1) (Annexe 1).La
densité optique augmente linéairement avec la concentration du complexe (acide gallique /

réactifs). Les résultats sont exprimés en mg EAG/g d’extrait sec.

La concentration des flavonoides est déterminée en se référant & une courbe
d’étalonnage obtenue, en utilisant la quercetine comme standard et 1’équation de la droite de
régression est comme suit : DO = 0,032 concentration - 0,024 avec (R2= 1) (Annexe 2).La densité
optique augmente linéairement avec la concentration du complexe (quercetine/ réactifs). Les

résultats sont exprimés en mg EAQ/g d’extrait sec.

11.3.1.2. Extraction des huiles essentielles
L'extraction de [I’huile essentielle d’Origanum glandulosum a été réalisée par
hydrodistillation de la poudre de la plante a l'aide d'un appareil de type Clevenger selon la

technique décrite par Lucchesi (2005).

L’extraction consiste a introduire 60g de la poudre de la plante seche d’Origan dans un
ballon a fond rond puis on y ajoute de 1’eau distillée jusqu'a la moitié, ensuite on met ce dernier
dans la chauffe ballon. La période d’hydrodistillation de I’huile essentielles est estimée par la
période au cours de laquelle sera notée la formation de la premiére goutte d’huile essentielle et

celle a partir de laquelle il n’y aura pas de formation d’HE.

L’huile essentielle est récupérée dans un tube Eppendorf préalablement stérilis¢ a
I’autoclave a 120°C pendant 20mn puis, recouvert par du papier aluminium, et conservé a une
température de 4°C jusqu’a son utilisation. Il en est de méme pour 1’hydrolat qui est également

récupéré dans un flacon ombré et conservé dans les mémes conditions que les autres extraits.

Le rendement en huile essentielle d’Origanum glandulosom a été calculé par rapport a

2459 de matiere végeétale séche, suivant la formule rapportée par Ben Abdelkader (2012):

RHE (%)= — x100
N MO0
QOu :
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RHE : rendement en huile essentielle (en%).
M : masse de I’huile essentielle (en gramme).
Mo : masse de la matiere végétale séche (en gramme).

11.3.1.3. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux a été préparé par décoction. Elle consiste a introduire 40g de poudre
seche d’Origanum glandulosum avec 200ml d’eau distillée dans un flacon ombré qui sera placé
dans un autoclave jusqu’a la montée de la température a 110°C. Le flacon sera placé dans les

mémes conditions de conservation que les autres extraits durée une semaine.

I1.4. Etude de ’activité antifongique in vitro des extraits de la plante étudiée

L’activité antifongique a été étudiée in vitro pour chaque type d’extrait d’Origanum
glandulosum préparé vis-a-vis des trois isolats de Fusarium spp., selon la méthode de contact
direct de Fandohan et al. (2004), qui consiste a incorporer séparément chacun des extraits

végétaux, dans le milieu de culture PDA (annexe 3).

11.4.1. Préparation des boites de Pétri a base d’extraits de plante préparés
En premier lieu, plusieurs boites de Pétri ont été préparées a base des extraits suivant:

L’émulsion préparée par I’ajout de 200ul d’huile essentielle a 20 ml de la solution d’eau —
agar préparée a 0,2%(annexe 4), apres agitation au vortex. L’hydrolat pur et celui de 5% obtenu
par dilution de 500ul d’hydrolat pur avec 10ml d’eau distillée apres agitation au vortex. L’extrait
aqueux pure et celui a 5% obtenu par la dilution de500ul d’extrait aqueux pur avec 10ml d’eau

distillée .Agiter la dilution vigoureusement au vortex.

Les solutions aqueuses polyphénoliques ont été préparées pour chaque type de polyphénol
en ajoutant 6ml d’eau distillée séparément a chacun des concentrés secs des types de
polyphénols (1,11 et I11) préalablement conservés. On compléte par agiter chacune des solutions

de polyphénols préparées a I’aide du vortex.

En second lieu, une étape commune a été réalisée pour I’ensemble des extraits a tester. Elle
consiste a verser 300ul de chaque extrait de plante considéré dans la boite de pétri puis,
compléter par ajouter 13,5 ml du milieu PDA en surfusion (Remmal et al., 1993; Satrani et al.
2007; Bourkhiss et al., 2007; El Ajjouri et al., 2008). Faire des mouvements en 8 soigneusement
pour homogénéiser le milieu et laisser refroidir avant inoculation. Cette préparation est répétée a

raison de 5 répétitions pour chaque extrait et chaque isolat fongique étudie.
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11.4.2. Inoculation des boites préparées

Les trois isolats fongiques ont €té repiqués puis, incubés dans une étuve réglée a 25C°
pendant 7jours.Pour chaque isolat fongique, un témoin a été considéré. Ce qui consiste a prélever
un disque mycélien de 5Smm de diamétre de chaque culture d’isolat de Fusarium sp. &gée de 15
jours et le placer séparément au centre d’une boite de Pétri de 90 mm de diamétre, contenant du
milieu PDA frais. Cing répétitions ont été prises en consideration pour chaque extrait, chaque

isolat et chaque témoin.
11.4.3. Parametres d’études

La lecture des résultats est basée sur la détermination des taux d’inhibition de la croissance
mycélienne, de la sporulation et de la germination. Par ailleurs, les modifications
morphologiques induites par I’effet des différents extraits testés sont recherchées chez les trois
isolats fongiques étudiés. De méme, les potentialités fongicides ou fongistatiques de chacun des
extraits préparés sont confirmés par la survie ou I’absence de croissance des isolats fongiques

sous leur effet inhibiteur.

11.4.3.1. Inhibition de la croissance mycélienne

Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne ont été calculés pour chaque isolat et,
pour chaque extrait selon la formule décrite par Pandey et al. (1982) et, rapportée par Sharma et
Tripathi (2008) :

1C(%) =“=2X100

Ou:
IC : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne en%.

dO : Diameétre moyen de la colonie fongique témoin en mm.

dt: Diameétre moyen de la colonie fongique développée sous 1’effet des extraits testés en mm.

11.4.3.2. Inhibition de la sporulation

Apres 15jours d’incubation a la température de 25°C, des suspensions conidiennes ont été
préparées pour chaque isolat de Fusarium sp., en raclant la colonie fongique développée sous
I’effet des extraits testés de 15 ml d’eau distillée stérile. Les suspensions sporales de chacun des
isolats témoins ou /et ceux développés sous I’effet des extraits testés ont été récupérées
séparément dans des tubes a essai. Le comptage des spores a été réalisé par le prélevement d’une

goutte de chaque suspension dans la cellule de Malassez et observée sous le microscope
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photonique au grossissement (X 500). Ainsi les taux de sporulation ont été estimés en % selon la
formule décrite par Pandey et al. (1982) et, rapportée par Sharma et Tripathi (2008) :

1S (%) =2=2X100

Ou:

IS: Taux d’inhibition de la sporulation en%.

Co : Concentration en spores de la colonie fongique témoin en X 10° spores/ml de suspension.
Ct: Concentration en spores de la colonie fongique développée sous ’effet des extraits testés en
X 10° spores/ml de suspension.

11.4.3.3. Inhibition de la germination

Pour la confirmation de I’efficacité des extraits qui ont un résultat efficace de I’inhibition de la
sporulation, des suspensions conidienne sont été préparées a partir de chaque culture témoin
d’isolat de Fusarium sp. aprés 21 jours d’incubation a la température de 25 °C de la méme
maniére que pour 1’effet inhibiteur sur la sporulation décrite précédemment.10 ml de chaque
suspension conidienne préparée par de 1’eau distillée stérile ont été placés dans des tubes a essai
contenant séparément 12ul, 14ul, 16ul ,18ul pour chacun des trois extraits(extraits éthanoliques
I et 11 ,HE1%).Pour le témoin, 10ml de suspension conidienne préparée par 1’eau distillée stérile
ont été utilisées pour la mise en germination des conidies. Des lames microscopiques ont été
préparées par prélévement d’une goutte de suspension entre lame et lamelle pour voir les

conidies germées (émission des tubes germinatifs) sous microscope au grossissement (X 500).

11.4.3.4. Variabilité morphologique des isolats de Fusarium spp. Sous D’effet des extraits

d’Origanum glandulosum

Les observations morphologiques des isolats fongiques ont été réalisées par prélevement
de chacun des isolats agé de 7 jours et développé sous ’effet inhibiteur de chaque extrait testé,
entre lames et lamelles en présence d’une goutte d’eau distillée, pour décrire les modifications

structurales.

11.4.3.5. Etude de la survie

Les isolats fongiques de Fusarium sp. ayant montré une inhibition de la croissance
compléte ou intéressante sous I’effet des extraits de la plante étudiée apres 15 jours d’incubation

vont faire 1’objet d’¢étude de leur survie, par le transfert du disque mycélien respectif, dans des
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boites de Pétri contenant du milieu PDA frais. Le potentiel fongistatique et/ou fongicide des
extraits testés est traduit respectivement par la reprise ou I’inhibition compléte de leur croissance

aprés 15 jours d’incubation a 25°C (Mahanta et al., 2007).
11.5. Analyse statistique

Afin de vérifier I’efficacité des extraits préparés a partir d’Origanum glandulosum. vis-a-
vis des isolats étudiés de Fusarium spp. et de comparer leur pouvoir inhibiteur in vitro sur les
différents parameétres biologiques étudiés tels que, la croissance mycélienne, la sporulation, la
germination, la survie, tout en considérant les isolats fongiques étudiés et, les différentes extraits

testés.

Des analyses statistiques ont été effectuées sur les taux d’inhibition des paramétres étudiés
au moyen du logiciel XLSTAT 2016, en déterminant la variance a 1’aide de I’outil d’ANOVA et
le test de Fisher et celui de Tukey HSD (Honestly Significative Different) pour classer les
extraits préparés et les isolats fongiques en groupes homogenes selon les taux d’inhibition

enregistrés. .Les différences ont été considérées significatives pour P < 0,05(Philippeau, 1989).
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Rendement et dosage des polyphénols totaux, flavonoides et huile
essentielle

I11.1.1 Rendement et teneur en composés phénoliques

Le moyenne rendement de I’extraction dans 1’éthanol est de 6,30% et le dosage des

polyphénols totaux de I’extrait éthanolique a donnée une valeur de580, 91mg EAG /g MS.
111.1.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits d’Origanum glandulosum a été évaluée a 29,03mg
ECQ/g.
111.1.3 Rendement en huile essentielle

L’extraction par hydrodistillation des parties aériennes d’Origanum glandulosum récoltée
au stade floraison dans la région montagneuse de Béni Kinaa a fourni une huile essentielle dont,

le rendement est de 1,43%. .
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I11.2. Evaluation de P’activité antifongique in vitro des extraits d’Origanum

glandulosum

111.2.1. Inhibition de la croissance myceélienne

Tableau 2: Classement des extraits d’Origanum glandulosum dans 1’ordre croissant selon les

taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Modalité Moyennes Erreur Groupes
estimées standard

H5% 4.857 7.239 A

EA5% 5.013 7.239 A

EAP 10.490 7.239 A

I 20.397 7.239 A

HP 38.380 7.239 A

I 81.013 7.239 B
I 86.833 7.239 B
HE1% 90.173 7.239 B
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Cultures d’isolats de Fusarium Spp.

F3 F4 F5

T: témoin, HE1% : Huile essentielle a 1%, HP: hydrolat pure, H 5%: hydrolat a 5%,
EAP :extrait aqueux pure, EA5%:extrait aqueux a 5%, I: extrait ethanolique 1, Il: extrait
ethanolique 11, 111: extrait ethanolique 111

Figure 7: Variabilité culturale des trois isolats de Fusarium spp. sous D’effet des extraits
d’Origanum glandulosum étudiés selon la technique de contact direct
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Extraits

HE1% : Huile essentielle, HP : hydrolat pure, H5% :hydrolat 5%, EAP : extrait aqueux pure,
EAL% : extrait aqueux a 5%, R1 :extrait ethanolique I, R2 : extrait ethanolique 11, R3 : extrait

ethanolique 111, F3, F4 et F5 : Isolats de Fusarium spp.

Figure 8 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp. étudiés sous

I’effet des extraits d’Origanum glandulosum

Apreés 7 jours d’incubation, les extraits d ' Origanum glandulosum ont montré une variabilité dans

I’inhibition de la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp. (F 3, F4 et F5) étudiés.

Une inhibition totale a été enregistrée sous 1’effet de 1’huile essentielle , alors qu’elle a
régressé dans 1’ordre décroissant selon les extraits éthanoliques I ( 86,833%) et 11(81,013%),
I’hydrolat pur (HP: 38,380%), I’extrait éthanolique Il (20,397%), D’extrait aqueux pur
(EAP :10,490%) , I’extrait aqueux préparé a 5% (5,013%), ,I’hydrolat préparé a 5% (EA5% : :
4,857) (Figure7).

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne selon le test ANOVA
a montré une différence trés hautement significative entre les différents extraits de la plante
étudiée (P1-0.0001 inférieure au seuil critique 5%) (Tableau en Annexe N° 5).

Le test de Tukey a mis en évidence le pouvoir inhibiteur le plus important chez les trois
extraits efficaces, classés dans le méme groupe (groupe B) (Tableau 2). On distingue dans
I’ordre décroissant : HE1% (90.17 %), extrait ethanolique | (86.83%), et 11 (81.01%).
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Cependant, une différence non significative a été enregistrée sur les taux d’inhibition de la
croissance mycélienne selon les isolats fongiques étudiés (P2- 0.766, supérieure au seuil critique
5%) (Tableau en Annexe N° 7).

111.2.2. Inhibition de la sporulation

Tableau 3: Classement des extraits de la plante étudiée par le test de Tukey selon les

taux d’inhibition de la sporulation de ’isolat F3

Taux d’inhibition Erreur

Extraits/F3 moyen de la Groupes
. standard

sporulation
EA5% 14.055 10.374 A
H5% 23.620 10.374 A
EAP 28.145 10.374 A B
i 32.160 10.374 A B
HP 37.255 10.374 A B
I 83.050 10.374 B C
I 100.000 10.374 C
HE1% 100.000 10.374 C
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Tableau 4 : Classement des extraits de la plante étudiée par le test de Tukey selon les taux

d’inhibition de la sporulation de I’isolat F4

_ Taux d’inhibition Erreur
Extraits/F4 moyen d_e la standard Groupes
sporulation
EA5% 13.215 9.393 A
H5% 22.990 9.393 A
EAP 26.320 9.393 A
I 30.510 9.393 A
HP 35.765 9.393 A
I 97.295 9.393 B
I 99.930 9.393 B
HE1% 100.000 9.393 B
[ =)
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Tableau 5 : Classement des extraits de la plante étudiée par le test de Tukey selon les

taux d’inhibition de la sporulation de ’isolat F5

_ Taux d’inhibition Erreur
Extraits/F5 moyen dg la standard Groupes
sporulation
EA5% 9.450 13.492 A
H5% 19.065 13.492 A B
EAP 25.165 13.492 A B C
Il 27.855 13.492 A B C
HP 69.710 13.492 A B C
I 88.035 13.492 B C
I 88.895 13.492 B C
HE1% 100.000 13.492 C
(=)
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Figure9: Inhibition de la sporulation des trois isolats de Fusarium spp. sous I’effet des
extraits de la plante étudiée (G : X 125).

HE1% :huile essentielle 1%, HP :hydrolat pure, H5% :hydrolat a 5% , EAP :extrait aqueux
pure, EA5% :extrait aqueux a 5%, | :extrait ethanolique I , Il : extrait ethanolique II, IlI:

extrait ethanolique 111,MC :macroconidie, mc: microconidie, T: témoin
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Figure 10 : Inhibition de la sporulation des trois isolats de Fusarium spp. selon les extraits

de la plante étudiée
HE 1% :huile essentielle a 1%, HP : hydrolat pure, H5% :hydrolat a 5% , EAP :extrait aqueux

pure, EA 5% :extrait aqueux a 5%, Rl:extrait ethanolique | , R2: extrait ethanolique II,

R3:extrait ethanolique I11, M :macroconidie, m: microconidie, F3, F4 &F5 : Isolats de Fusarium

SPP.
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Les observations microscopiques des suspensions sporales de chaque isolat fongique étudié selon
I’effet de chaque extrait testé ont révélé deux types de conidies : les macroconidies et les micros
conidies. Le comptage a révélé une variabilité sur la concentration des spores sur 1’ensemble des
trois isolats fongiques selon I’effet de I’extrait testé. une absence, une rareté ou une faible
concentration de conidies ont été notées sous l’effet de 1’huile essentielle, des extraits
ethanoliques 1 et II. Contrairement, a la forte concentration en spores observée sous 1’effet des
extraits aqueux pur et dilué, I’hydrolat pure et dilué et 1’extrait ethanolique 111 ainsi que, pour les

isolats témoins (Figure9).

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par le test ANOVA a révélé une
différence hautement significative selon les différents extraits et respectivement pour les isolats
F3 et F4 (P1- 0.001 inférieure au seuil critique 5%)(Tableau en Annexe N° 8 et 11)

Cependant, une différence non significative a été enregistrée selon les mémes extraits testés sur
la sporulation de I’isolat F5 (P1. 0.006 supérieure au seuil critique 5%)(Tableau en Annexe
N° 14)

Par ailleurs, une différence non significative a été enregistrée sur les taux d’inhibition de la
sporulation selon les types de conidies (Macroconidies et microconidies) pour 1’isolat F3 (P2
0.622)(Tableau Annexe N°10). I’isolat F4 (P2. 0.472)(Tableau en Annexe N° 13). et I’isolat F5
(P2- 0.558)(Tableau en Annexe N° 16).

Les extraits d’Origanum glandulosum testés ont été classés par le test de Tukey dans I’ordre
croissant selon leur pouvoir inhibiteur de la sporulation des isolats de Fusarium spp., ou I’on

distingue:

Quatre groupes homogenes : A, AB, BC et C pour I’isolat F3, dont trois ont enregistré les plus
importants taux d’inhibition: I’extrait ethanolique 11 (83.050%) classé dans le groupe BC, ’'HE a
1% et I’extrait ethanolique 1 (100%) classés ensemble dans le groupe C (Tableau 3).

Deux groupes homogeénes : A et B pour I’isolat F4, dont trois ont enregistré les plus importants
taux d’inhibition: I’extrait ethanolique II (97.29%), I’extrait ethanolique I (99.93%) et ’'HE a 1%
(100%) classés ensemble dans le groupe C (Tableau 4).

Cing groupes homogeénes : A, AB, ABC, BC et C pour I’isolat F5, dont trois ont enregistré les
plus importants taux d’inhibition: 1’extrait ethanolique Il (88.03%) et, 1’extrait ethanolique |
(88.89%), classés ensemble dans le groupe BC et I’ HE a 1% (100%) classée dans le groupe C
(Tableau 5).
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111.2.3. Inhibition de la germination

Tableau 6: Taux de germination des spores sous I’effet de I’huile essentielle et les extraits

ethanoliques (I, I1)

Extraits/ Isolats de | HE1% I I

Fusarium spp.

F3 Pas de germination Pas de germination Pas de germination
F4 Pas de germination germination germination

F5 Pas de germination germination germination
HE1%: huile essentielle, | :extrait ethanolique 1,11 :extrait ethanoliquell

Les observations microscopiques vitales des conidies prélevées des cultures développées Apres
21 jours d’incubation et mises a germer dans les différentes solutions préparées a base d’extraits
de la plante d’origan étudiée ont montré une inhibition compléete de la germination des conidies
des trois isolats fongiques étudiés seulement sous 1’effet de I’émulsion d’huile essentielle a 1% et

également sur I’isolat F3 sous I’effet des extraits ethanoliques | et Il (Tableau 6).
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I11.3.Modifications structurales induites par les extraits d’Origanum

glandulosum sur la morphologie des isolats de Fusarium spp.

Isolats
témoins
(F3,F4,F5)
Isolats F3,
F4 et F5
sous
P’effet des
extraits ! f
N A
> "( cié,".{?\g/' ; "u\
& [H 5 ..;"' Ar ;
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7"" Y I.. ‘fl f 1
‘ /
« N & ‘7

Myc : Mycélium, Cnd : Conidies, Des : Destruction, Frg : Fragmentation

Figure 11: Modifications morphologiques des isolats de Fusarium spp. étudiés sous I’effet

des extraits d’Origanum glandulosum (Gr x 500)

Les observations microscopiques vitales des cultures aprés 7 jours d’incubation, ont
montré des modifications morphologiques sur les trois isolats fongiques (F3, F4, F5) sous I’effet
des extraits d’Origanum glandulosum en particulier I’émulsion d’huile essentielle a 1% ainsi que
les extraits ethanoliques | et Il. Cependant, leur morphologie demeure similaire a ceux des

témoins sous 1’effet de I’hydrolat pur et a la concentration de 5% ainsi que, sous I’effet de
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I’extrait aqueux et extrait ethanolique 1ll. Ces modifications se résument par une fragmentation
ou lyse mycélienne, une réduction du diamétre du thalle, une digestion du contenu mycélien et
sporale, et une déformation des conidies (Figurell). (Annexe 17)

111.4. La survie

Extraits Inhibition de la croissance Survie
mycélienne

o -

: -

. -

HE1%(F4)
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Résultats et Discussion

HE1%: huile essentielle, I:extrait ethanolique I ,11: extrait ethanolique 11

Figure 12 : Survie des isolats de Fusarium spp. préalablement inhibés par I’effet de I’huile

essentielle et des extraits ethanoliques I et 11 extraits d’Origanum glandulosum

Les isolats de Fusarium spp. (F3, F4, F5) préalablement inhibés par 1’huile essentielle et, les
extraits ethanoliques 1 et II aprés un mois d’incubation dans les mémes conditions
expérimentales citées précédemment ont montré une reprise de la croissance mycélienne apres
leur repiquage sur miliecu PDA frais. Ce qui confirme ’effet fongistatique des extraits testés sur

les trois isolats fongiques étudiés (Figure 12).

111.5. Discussion

Des études récentes ont montré que la quantité de polyphénols dans les plantes dépend de
facteurs biologiques (génotype, organes et ontogenese, agents pathogénes...), ainsi que de
conditions édaphiques et environnementales (température, salinité, stress hydrique,
Rayonnement U.V et l'intensité lumineuse). En autre, la solubilité des composés phénoliques est
régie par le type de solvant utilisé, le degré de polymérisation des composés phénoliques, et leurs
interactions (Macheix, 1996 ; Ksouri et al., 2008)

Dans une étude réalisee sur cette méme espéce récoltée dans la région de Bejaia, la
détermination de la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne
de I’extrait méthanolique, a donné un taux de phénols totaux de 55.15 mg EAG/g d’extrait, ce
qui est 10 fois moins que celui obtenu dans notre étude (Oukil et al., 2011).

Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie étant donné que notre
étude est la premiére & mettre en évidence le dosage de flavonoides en extrait Ethanoiques de

cette plante endémique.

Belhattab et al. (2005) ont enregistré un rendement supérieur d’huile essentielle (2,7 %)
avec la méme espéce d’origan récoltée de la région de Sétif. Ruberto et al. (2002) ont a leur tour
obtenu de meilleurs rendements allant de 2,3 a 5 % avec la méme espéce récoltée de différentes
stations de la région de Sétif. Dans le méme sens, Bekhechi et al. (2008) et Bendahou et al.
(2008) sont arrivés a des rendements supérieurs (3,53 % a 4,8 %) avec les échantillons récoltés
de différentes stations de la région de Tlemcen. Par ailleurs, les échantillons récoltés de 1’Est
Algérien par Sari et al. (2006) ont montré des rendements en huile essentielle compris entre 0,8

et 3 %, se rapprochant donc de nos résultats.
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En effet, les variations de rendement ont été élucidées par plusieurs travaux, les associant
a de nombreux facteurs tels que : le stade de croissance de la plante, les conditions climatiques
et, la technique d’extraction (Ruberto et al. (2002).

Les résultats ainsi obtenus ont révélé une variabilité du pouvoir antifongique des extraits
d’Origanum glandulosum testées sur les trois isolats de Fusarium spp., et cela a travers les
différents parametres étudiés a savoir: la croissance mycélienne, la sporulation, la germination et
la survie.

L’évaluation de [Dactivité¢ antifongique de D’extrait aqueux et de I’hydrolat d’O.
glandulosum s’avére une premicre étude. Dans I’ensemble, 1’ extrait aqueux pur et dilué,
I’hydrolat pur et dilué¢ et les polyphénols III ont tous présenté un faible potentiel antifongique
alors que, I’huile essentielle et les extraits de polyphénols I et II se sont montrés plus inhibiteurs

des parameétres de croissance étudiés vis-a-vis des isolats F3, F4 et F5 de Fusarium spp.

Quelques travaux de recherche antérieurs ont déja confirmé les activités antifongiques de
I’origan notamment son huile essentielle et ses extraits polyphénoliques. Ils ont démontré la
capacité de I'huile essentielle de différentes especes d'origan a retarder et inhiber la croissance de
diverses souches fongiques d’origine alimentaire (Paster et al., 1995 ; Rahbar et al., 2012).
Didry et al. (1993) in Belhattab et al. (2004), ont révélé I’important effet inhibiteur du carvacrol

qui, est le composé majoritaire des plantes d'origan.

En effet, ’huile essentielle et les polyphénols de I’espéce d’origan étudiée possede une

activité inhibitrice importante sur la croissance mycélienne des isolats de Fusarium spp.

Cependant, 1’étude portant sur 1’activité antifongique des HE d’Origanum a confirmé une

importante activité inhibitrice vis-a-vis des champignons pathogenes suivants:

Alternaria alternata , Penicellium roqueforti, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus parasiticus, Fusarium semitectum, Fusarium oxysporum, et Mucor racemosus
(Korukluoglu et al ., 2009).

Il est important de signaler qu’aucun travail n’a été réalisé sur 1’activité antifongique
d’Origanum glandulosum sur Fusarium spp. Dans ce contexte, Belhattab et al. (2004) ont
rapporté que I’huile essentielle d’ O. glandulosum a montré son effet inhibiteur sur les levures et
les moisissures isolées a partir de I’hopital central de Sétif. Bendahou et al. (2008) ont étudié la
méme activité antifongique sur 2 levures et 4 champignons pathogénes selon la technique
d’aromatogramme. Les résultats ont révélé des diamétres d’inhibition compris entre 20 et 34

mm, confirmant une importante inhibition et la haute sensibilité des souches.
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Nos extraits d’origan ont également révélé un important effet inhibiteur sur la sporulation
des isolats de Fusarium spp., les spores étaient parfois absentes ou rares sous I’effet des
polyphénols et de I’huile essentielle. Nos résultats concordent donc, avec ceux prouvés par
Oussalah en 2007 qui, a affirmé que les huiles essentielles agissent sur la biomasse et, la
production des pseudomycelium. Comme, elles inhibent la germination des spores, 1’¢longation

du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

L’effet inhibiteur des mémes extraits a été¢ également confirmé sur la germination des trois
isolats de Fusarium spp. étudiés. Dans le méme contexte, Mebarki (2016) a souligné
I’important effet inhibiteur des molécules extraites des plantes telles que: Anvillea radiata,
Bubonium graveolens et Cotula cinerea sur la germination des conidies de Fusarium oxysporum
(100%).

Les modifications structurales induites par les extraits d’Origanum glandulosum sur la
morphologie des isolats de Fusarium spp. se résument par une fragmentation ou lyse
mycélienne, une réduction du diametre du thalle, une digestion du contenu mycélien et celui des
conidies, ainsi qu’une déformation des conidies. Ces modification expliquent le pouvoir
inhibiteur des extraits sur les parameétres de croissance étudiés. Ces résultats concordent avec
plusieurs travaux bibliographiques. Bouchra et al. (2003) ont révélé I’effet toxique des
composants des extraits de plantes sur la fonctionnalité et la structure de la membrane cellulaire,
traduites par la lyse du mycélium et la digestion du contenu des conidies empéchant ainsi leur

germination et leur croissance.

Sharma et Tripathi (2006) ont également traduit la lyse et la vésiculation du mycélium par
’activité antifongique des huiles essentielles et des extraits polyphénoliques, conduisant a la
sortie des inclusions cytoplasmiques, la perte de la rigidité de la paroi cellulaire, aboutissant a sa

fragmentation et a la destruction du champignon.

A Tissu de cette étude, I’huile essentielle et les deux extraits polyphénoliques let 11 de
notre échantillon d’Origan ont présenté un potentiel antifongique intéressant vis-a-vis des trois
isolats de Fusarium spp. étudiés mais, leur reprise de croissance mycélienne aprés repiquage sur
milieu PDA a confirmé leur activité fongistatique. Ceci peut étre expliqué par 1’épuisement de la

fraction volatile ou la production des structures de resistance aux extraits par les isolats.

Ces résultats coincident avec ceux obtenus par Mohammedi et al. (2011) dont, I’effet
fongistatique des extraits de plantes testés sur les moisissures telles que, Rhizopus stolonifer,

Fusariumspp., Aspergillus flavus et, Alternaria sp. n’a duré que 48h.
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IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le présent travail vise la recherche d’une méthode biologique alternative aux fongicides
chimiques parle biais des extraits préparés a partir d’une espéce d’origan «Origanum
glandulosum », pour une meilleure conservation de 1’orge au cours du stockage et en culture

hydroponique comme fourrage, en termes de sécurité alimentaire et de durabilité.

les extraits sont représentés par une émulsion, préparée a base du mélange de son huile
essentielle extraite par hydrodistillation et une solution d’eau —agar a 0,2%, trois extraits
éthanoliques I, Il et Il préparés par macération dans 1’éthanol selon la méthode d’épuisement,
I’hydrolat pur récupéré de I’hydrodistillation et un autre préparé par dilution aqueuse a 5% et

I’extrait aqueux pur préparé par décoctionet un autre dilué a 5%.

En effet, les rendements ont été calculés pour les huiles essentielles, les polyphénols
totaux et les flavonoides. De méme, les teneurs ont été également déterminées selon des

méthodes appropriées pour les deux derniers extraits.

L’activité antifongique a été évaluée in vitro séparément pour 1’ensemble des extraits de la
plante étudiée selon la méthode de contact direct vis-a-vis de trois isolats de Fusariumspp.
Décrits précédemment. Elle a porté sur le pouvoir inhibiteur de la croissance mycélienne, de la
sporulation et, de la germination.Cette étude a été complétée par la recherche d’éventuels
changements affectant la morphologie des isolats fongiques induits par les extraits testés ainsi
que la survie des isolats préalablement par les extraits de la plante étudiée.

Les extraits éthanoliques de la plante étudiée ont enregistré en moyenne un rendement
avoisinant 6,30% avec une teneur de 580,91mg EAG /g MS et 29,03mg EC Q /g de flavonoides.

L’extraction par hydrodistillation a donné un rendement en huile essentielle avoisinnant1,43%.

Une variabilit¢ dans I’inhibition de la croissance mycélienne a été enregistrée selon les
isolats de Fusarium spp. (F 3, F4 et F5) et selon les extraits préparés a partir de 1’espece
d’Origan étudiée.

Le plus important pouvoir inhibiteur de la croissance myceélienne des trois isolats

fongiques étudiés a été revéle respectivement par HE1% (90.17 %), les extraits éthanoliques 11
(86.83%), et 12 (81.01%).

Le pouvoir inhibiteur des extraits sur la sporulation des isolats de Fusariumspp. a fait

ressortir d’importants taux d’inhibition enregistrés respectivement comme suit:

L’extrait éthanolique 11 (83.050%), I’HE a 1% et ’extrait éthanolique I (100%) vis-a-vis
de I’isolat F3.

63

——
| —



Conclusion et Perspectives
L’extrait éthanolique 11 (97.29%), I’extrait éthanolique I (99.93%) et I’ HE a 1% (100%)

vis-a-vis de I’isolat F4.

L’extrait éthanolique 11(88.03%) et, ’extrait éthanolique | (88.89%), ainsi que I’HE a 1%
(100%) vis-a-vis de I’isolat F5.

Les conidies prélevées des cultures développées Apres 21 jours d’incubation et mises a
germer dans les différentes solutions préparées a base d’extraits de la plante d’origan étudiée ont
montré une inhibition compléte de la germination des conidies des trois isolats fongiques étudiés
seulement sous ’effet de I’huile essentielle a 1% et seulement sur ’isolat F3 sous I’effet des

extraits éthanoliges | et 1.

Il en ressort de cette étude, un important potentiel inhibiteur enregistré par [’huile
essentielle a 1% et, les extraits éthanoliques | et 11 sur la croissance mycélienne, la sporulation et
la germination. Les composants chimiques de ces extraits sont responsables de la lyse, et la
digestion du contenu cellulaire des isolats fongiques étudiés, ce qui explique la potentialité de
réduction de leur inoculum particuliérement I’huile essentielle. En revanche la reprise de la
croissance mycélienne des trois isolats fongiques étudiés (F3, F4, F5) préalablement inhibés par
les extraits testés explique le développement des structures de résistance par les isolats fongiques
étudiés, ce qui a permis leur survie apres repiquage sur milieu PDA frais. Malgré la confirmation
du potentiel fongistatique, ces extraits restent toujours intéressants comme solutions biologiques
vis-a-vis de ces moisissures car, la culture de 1’orge fourrager dans la chambre hydroponique

dure sept jours, alors que la survie n’a été notée qu’apres trois semaines d’incubation.

Ces résultats sont donc utiles et encourageants. Ils ouvrent plusieurs portes a la recherche
et nous incitent a la connaissance d’autres perspectives de la plante pour explorer son potentiel

dans la conservation des produits agro-alimentaires.
Il serait donc, intéressant de compléter ce travail par :

— FEtude de la composition chimique de ’huile essentielle et des extraits polyphénoliques
d’Origanum glandulosom,

— Identification des molécules bioactives sur les moisissures toxinogenes de 1’orge,

— Etude de I’activité antifongique in vivo de son huile essentielle et de ses polyphénols sur
le pouvoir pathogéne des isolats de Fusarium spp.,

— Rechercher leurs modes d’application les plus adéquats en vue de leur utilisation dans les
lieux de stockage et dans les chambres hydroponiques,

— Rechercher d’autres plantes a potentialités biofongicides utiles pour la conservation et

I’hydroponie.
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Annexe 1:courbe d’étalonnage des polyphénols
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Annexe 2: courbe d’étalonnage des flavonoides
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Annexe 3: Préparation du milieu PDA (Potato Dextrose Agar, agar de dextrose de pomme de

terre) selon Ismaili et al. (2014)

Bouillir 200 g de pomme de terre dans1000 ml d’eau distillée
— Filtrer le bouillon résultant,

— Ajouter 20 g de dextrose et 20 g d’agar en poudre.

— Ajuster par de I’eau distillée jusqu’a un volume de 1000 ml.

— Stériliser a I’autoclave a 100 kPa pendant 20 minutes.
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Annexe 4: Préparation de la solution d’Agar-agar solution d’Agar-agar dans de I’eau a 0,2%, en
pesant 2 g d’agar-agar auxquels est ajouté 1 L d’eau distillée. La solution est stérilisée a

I’autoclave a 100 KPa pendant 20 minutes.

Annexe 5: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance par le test Test de fisher
selon les isolats fongiques (P1)

souree | 0oL | (OO | decarmes | P | PPF
Modele 7 30218.700 4316.957 27.459 <0,0001
Erreur 16 2515.395 157.212
Total corrigé 23 32734.095

Annexe6: Tukey HSD (Honestly Significative Different), Analyse des différences entre les
modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Taux d'inhibition des mycilienne)

Contraste Différence c\iiilizlfjre Pr> Diff Significatif

HE1% vs H5% 85.317 3.462 <0,0001 Oui
HE1% vsEA5% 85.160 3.462 <0,0001 Oui
HE1% vs EAP 79.683 3.462 <0,0001 Oui
HE1% vs R3 69.777 3.462 <0,0001 Oui
HE1% vs HP 51.793 3.462 0.002 Oui
R2 vs H5% 81.977 3.462 <0,0001 Oui
R2 vs EA5% 81.820 3.462 <0,0001 Oui
R2 vs EAP 76.343 3.462 <0,0001 Oui
R2 vs R3 66.437 3.462 0.000 Oui
R2 vs HP 48.453 3.462 0.004 Oui
R1 vs H5% 76.157 3.462 <0,0001 Oui
R1 vs EA5% 76.000 3.462 <0,0001 Oui

R1vs EAP 70.523 3.462 <0,0001 Oui
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R1vsR3 60.617 3.462 0.000 Oui

R1vs HP 42.633 3.462 0.013 Oui
Valeur critique du d

de Tukey : 4.896

Annexe7: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance par le test de fisher selon

les isolats fongiques(P2)

Source oL | gelcars | descaris | T | PPF
Modéle 2 819.086 409.543 0.269 0.766
Erreur 21 31915.009 1519.762

Total corrigé 23 32734.095

Annexe8: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par leTest de fisher

selon I’isolat fongique F3 (P1)

Source DDL Somme, Moyenn,e F Pr>F
des carrés des carrés
Modele 7 17993.598 2570.514 11.943 0.001
Erreur 8 1721.805 215.226
Total 15 19715.403
corrigé
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Annexe9: Tukey HSD (Honestly Significative Different), Analyse des différences entre les

modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Taux d'inhibition des sporulations F3)

Contraste Différence C\;illgtg Pr> Diff Significatif
EA5% vs HE1% -85.945 3.957 0.005 Oui
EA5% vs R1 -85.945 3.957 0.005 Oui
EA5% vs R2 -68.995 3.957 0.020 Oui
H5% vs HE1% -76.380 3.957 0.011 Oui
H5% vs R1 -76.380 3.957 0.011 Oui
H5% vs R2 -59.430 3.957 0.044 Oui
EAP vs HE1% -71.855 3.957 0.016 Oui
EAP vs R1 -71.855 3.957 0.016 Oui
R3 vs HE1% -67.840 3.957 0.022 Oui
R3vsR1 -67.840 3.957 0.022 Oui
HP vs HE1% -62.745 3.957 0.033 Oui
HP vs R1 -62.745 3.957 0.033 Oui
e
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Annexel0: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par leTest de fisher

selon I’isolat fongique F3 (P2)

souree | 0oL | (OO | desearnts | F Pr>F
Modele 1 352.031 352.031 0.255 0.622
Erreur 14 19363.371 1383.098

Total corrigé 15 19715.403

Annexell: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par leTest de fisher

selon I’isolat fongique F4 (P1)

souree | 0oL | (SO | deearrts | F Pr>F
Modéle 7 20742.147 2963.164 16.794 0.001
Erreur 8 1411.560 176.445

Total corrigé 15 22153.707
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Annexel2: Tukey HSD (Honestly Significative Different), Analyse des différences entre les

modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Taux d'inhibition des sporulations F4)

Contraste Différence ;:ill(:;; Pr> Diff Significatif
EA5% vs HE1% -86.785 3.957 0.003 Oui
EA5% vs R1 -86.715 3.957 0.003 Oui
EA5% vs R2 -84.080 3.957 0.003 Oui
H5% vs HE1% -77.010 3.957 0.006 Oui
H5% vs R1 -76.940 3.957 0.006 Oui
H5% vs R2 -74.305 3.957 0.007 Oui
EAP vs HE1% -73.680 3.957 0.007 Oui
EAP vs R1 -73.610 3.957 0.007 Oui
EAP vs R2 -70.975 3.957 0.009 Oui
R3 vs HE1% -69.490 3.957 0.011 Oui
R3vsR1 -69.420 3.957 0.011 Oui
R3 vs R2 -66.785 3.957 0.013 Oui
HP vs HE1% -64.235 3.957 0.017 Oui
HP vs R1 -64.165 3.957 0.017 Oui
HP vs R2 -61.530 3.957 0.022 Oui

Vale;(re (_:rrlljtllc;;e: dud 5506




Annexe 13: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par le Test de fisher

Annexes

selon I’isolat fongique F4 (P2)

souree | OO | SO | descarrs | Pr>F
Modeéle 1 833.621 833.621 0.547 0.472
Erreur 14 21320.085 1522.863

Total corrigé 15 22153.707

Annexe 14:Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par le Test de fisher

selon I’isolat fongique F5 (P1)

souree | DOL | g | gesarres | F Pr>F
Modéle 7 18914.385 2702.055 7.422 0.006
Erreur 8 2912.657 364.082

Total corrigé 15 21827.042

Annexel5: Tukey HSD (Honestly Significative Different), Analyse des différences entre les

modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Taux d'inhibition des sporulations F5)

Contraste Différence erll_eur Pr> Diff Significatif
critique
EA5% vs HE1% -90.550 3.957 0.019 Oui
EA5% vs R1 -79.445 3.957 0.039 Oui
EA5% vs R2 -78.585 3.957 0.041 Oui
H5% vs HE1% -80.935 3.957 0.035 Oui
Valeur critique du d de 5 506
Tukey :
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Annexel6: Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par leTest de fisher

selon I’isolat fongique F5 (P2)

Source DDL Somme Moyenne F Pr>F
des carrés | descarrés
Modele 1 547.911 547.911 0.360 0.558
Erreur 14 | 21279.131 1519.938
Total 15 | 21827.042
corrigé
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Annexel7: Modifications structurales induites par les extraits d’Origanum glandulosom sur la morphologie des isolats de Fusarium spp.

HE1% HP H5% EAP EA5% R1 R2 R3 T
F3 | Reductiondudia | Mycelium Mycelium Mycelium Mycelium Reduction Digition Mycelium Mycelium
meétre, septé septé Septé, un peu | Septe, Du diametre, | Du contenu, septé septé
Digition du Présence des Normal, Deformation | Présence des | Lyse, Fragmentation, | un peu Normal,
contenu, micro et macro diformationdes | Des Micro Macro et Déformation | Déformation déformation | Présence
Lyse,diformatio | conidie normal, micro conidie | conidie micro conidie | Macro et Des macro et | des micro Des
n macro et normal Micro et un peu des conidie macro et
micro conidie Conidie Micro conidie Micro
conidie
F4 | Fragmentation, | Reduction du Mycelium Mycelium Mycelium Reduction Fragmentation, | Mycelium Mycelium
Digition du diametre, septé septé septé Du diamétre, | Digition du septé septé
contenu, Fragmentation, Normal, Normal, Normal, Lyse, contenu, Normal, Normal,
diformationdes | Un peu Présence des , un peu Présence des | Déformation | Diformation Présence Présence
macro et micro | Déformation macro conidie, | Deformation | Macro et Macro et des macroet | des des
conidie Des Micro un peu Des Micro micro conidie | Micro micro conidie | Macro et Macro et
conidie déformation conidie normal Conidie micro micro
des micro conidie conidie
conidie Normal normal

Un peu

déformation

des micros

conidie
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F5 | Fragmentation, | Reduction du Mycelium Mycelium Mycelium Fragmentatio | Digition du Mycelium Mycelium
Digition du diametre, septé Septé,un peu | Septe, n, contenu, septé septé
contenu, Digition du Normal, diformationd | Présence des | diformationd | Fragmentation, | Normal, Normal,
diformationdes | contenu Présence des es micro Macro et es macro et Reductiondu | déformation | Présence
macro et micro | Déformation Macro conidie, | conidie micro conidie | micro diametre des micro des
conidie Des Micro un peu normal conidie, diformationdes | conidie Macro et
lyse conidie déformation Digition du macro et micro micro

des micro contenu conidie conidie
conidie normal
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Annexe 18 :

Matériels et produit utilises :
1. Produit chimique
Carbonate de sodium(Na,CO3)
Chlorure d’aluminium(AICI3)

Eau distillée
Ethanol 96%
Réactif Folin ciocalteu

Standards polyphenols : acide gallique, quercétine
2. Matériels

Agitateur magnétique
Autoclave,

Bain-marie (Memmert)
Balance de précision
Balance électronique
Bec bunsen,

Béchers

Boites de Pétri de 90 mm de diamétre
Broyeur électrique
Entonnoir

Entonnoirs en verre
Eppendorf
Erlenmeyers

Etuve

Flacons de 250 mL,
Hotte microbiologique
la cellule de Malassez
Micro pipette (2 uL, 10 puL, 100 pL et 1000 pL),
Milieu PDA,

Papiers filtres wattman
Pipettes

Pipettes Pasteur

Spatule métallique
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Tube a essais

Vortex.



