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Title: Search of biological activity of plant molecules for controling Fusarium

oxysporum f. sp. albedinis.

Abstract:

This work focuses on the research of the antifungal activity of some plant substances
against Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa), the causal agent of vascular wilt of date
palm. For this, flavonoid extracts and cell wall polysaccharide extracts (cellulose,
hemicellulose and methylated pectins (MP)) were prepared from the leaves and flowers of
three medicinal plants (Anvillea radiata, Bubonium graveolens and Cotula cinerea which
were harvested in the region of Bechar, southwest of Algeria) and then were evaluated for
their antifungal effect against Foa. Parallel to this study, a phytochemical analysis was
performed for these three species and it has shown that they are rich in secondary
metabolites. The extraction showed that the yield of cellulose was the most important,
followed by hemicellulose, MP and flavonoids. The results of the antifungal activity
showed that the flavonoids are more fungitoxic on mycelial growth compared with the
germination and the sporulation. By cons, hemicelluloses and MP are more effective on
sporulation compared with the germination and the radial growth. Similarly, cellulose-
based media were more effective on germination and sporulation compared with the radial
growth. The cellulosic extracts were also used to reconstitute a liquid medium on which
the development of the fungal biomass was investigated. The biomass formed into
cellulose-based media of 3 medicinal plants was less important compared to the PDB. In
another part, these extracts were added to soil inoculated with Foa. The results of this test
indicated that the various extracts used were active in 59.16% of the tests. Thereafter,
Flavonoids were evaluated for their effects on relative virulence, mycotoxicogenese and
cellulase activity of Foa. The results have shown that flavonoids have reduced the relative
virulence of Foa in 80% of tests. By cons, only the flavonoids of B. graveolens have
prevented the synthesis of Foa toxins. Moreover, the cellulase activity was inhibited by the

flavonoid extracts of all plants tested.

Keywords: Bechar; biological activity; flavonoides ; cell wall polysaccharides; Fusarium

oxysporum f. sp. albedinis; plant molecules.



Titre : Recherche d’activité biologique de molécules végétales pour la lutte contre

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.

Résume :

Ce travail s’intéresse a la recherche de I’activité antifongique de quelques molécules
veégétales vis-a-vis Fusarium oxysporum f .sp. albedinis (Foa), agent pathogene
responsable a la fusariose vasculaire chez le palmier dattier. Pour cela, des extraits
flavonoidiques et polysaccharidiques pariétaux (cellulose, hémicellulose et pectines
méthylées (PM)) ont été préparées a partir des feuilles et des fleurs de trois plantes
médicinales (Anvillea radiata, Bubonium graveolens et Cotula cinerea, récoltées dans la
région de Bechar, sud ouest Algérien) et ont ensuite été évalués pour leur effet
antifongique contre Foa. Parallelement a cette étude, une analyse phytochimique a été
effectuée pour ces trois especes dont elle a montré leur richesse en métabolites secondaires.
L’extraction a montré que le rendement en cellulose était le plus important suivi par
I’hémicellulose, les PM et en fin les flavonoides. Les résultats de 1’activité antifongique
ont montré que les flavonoides sont plus fongitoxique sur la croissance mycélienne que sur
la germination et la sporulation. Par contre, les hémicelluloses et les PM sont plus efficaces
sur la sporulation que sur la germination et la croissance radiale. De méme, les milieux a
base de cellulose sont montrés plus efficaces sur la germination et la sporulation que sur la
croissance radiale. Les extraits cellulosiques ont été utilisés aussi pour reconstituer un
milieu liquide sur lequel le développement de la biomasse du champignon a été étudié. La
biomasse formée en milieux a base de cellulose des 3 plantes médicinales était moins
importante comparativement au PDB. Dans une autre partie, ces mémes extraits ont été
additionnés a des sols inoculés par Foa. Les résultats de ce test ont indiqué que les
différents extraits utilisés sont montrés actifs dans 59.16 % des tests. Par la suite, Les
flavonoides ont été évalués pour leurs effets sur la virulence relative, la mycotoxicogenese
et I’activité cellulasique du Foa. Les résultats ont témoigné que les flavonoides ont réduit
la virulence relative du Foa dans 80% des tests. Par contre, seuls les flavonoides de B.
graveolens ont permis d’empécher la synthese des toxines chez le Foa. D’autre part,
I’activité cellulasique a été inhibée par les extraits flavonoidiques de toutes les plantes
étudiées.

Mots clés : Bechar; activité biologique ; flavonoides ; Fusarium oxysporum f .sp.

albedinis ; molécules végeétales ; polysaccharides pariétaux.
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Introduction générale

La culture du palmier dattier est sujette a divers problémes phytosanitaires qui
entravent son développement et son extension. Le Bayoud, fusariose vasculaire du palmier
dattier (Phoenix dactylifera L) causée par un champignon d'origine tellurique Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis (Killian et Maire 1930), est la maladie la plus destructive et la
plus menacante dans I'Afrique du nord. Elle est répandue surtout au Maroc et dans une
grande partie des palmeraies de 1’ Algérie (Pereau Leroy 1958 ; Djerbi 1982 ; Robert et
Benkhalifa, 1991). En effet, au cours d’un siécle, il a détruit plus de dix millions de
palmiers au Maroc (Pereau Leroy 1958) et trois millions en Algérie (Djerbi, 1982). La
catastrophe causée par le Bayoud ne s'arréte pas a I'érosion génétique causée par la
disparition de nombreuses variétés parmi les meilleures, mais conduit également a
I'accentuation de la désertification et a I'appauvrissement des phoeniciculteurs qui finissent
par céder.
En effet, diverses méthodes de lutte ont été élaborées dans la stratégie de contrdle de cette
maladie. Face aux nombreux problémes socio-économiques et environnementaux liés a la
lutte chimique, des méthodes de lutte basées sur la résistance variétale ont été explorées
(Kra et al., 2009). Cependant, I’introduction et la multiplication des cultivars résistants se
heurtent a deux types de contraintes fréquemment rencontrées : la mauvaise adaptation aux
conditions pédoclimatiques locales et la production d’une datte ne correspondant pas au
standard du marché (Robert et Benkhalifa, 1991). Au Maroc, des palmiers que ’on
croyait résistants se sont avérés sensibles 8 a 10 ans aprés leur plantation (Bounaga et
Djerbi, 1990). De méme et selon Dihazi (2012), De nombreux efforts ont été déployés
pour lutter contre cette maladie mais aucun n’a apporté des mesures efficaces susceptibles
de limiter les dégats dus a cette menace.
Dans ce contexte, des méthodes alternatives de lutte contre les phytopathogénes ont été
étudiées en mettant l'accent sur de nouveaux composés dérivés de sources végetales
(Garibaldi et al., 1990 ; Alabouvette, 1999). En effet, les plantes médicinales et leurs
extraits ont également été signalés comme agents antimicrobiens efficaces contre les
champignons de stockage des aliments et de céréales, contre les agents pathogénes
foliaires, les pathogenes du sol et dans le contrdle de la fusariose vasculaire de plusieurs
cultures (Bowers et Locke, 2000 ; Kra et al., 2009 ; Soro et al., 2010 ; Hadian et al.,
2011 ; Doumbouya et al., 2012). Or, les plantes médicinales sont biodégradables et ne
causent aucun probléme de pollution dans la nature. Dans ce sens, les plantes médicinales

représentent une source inépuisable des substances et composés naturels bioactifs. En effet,
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La plante posséde un métabolisme primaire qui lui permet d’élaborer des molécules
indispensables a son cycle biologique telles que les polysaccharides qui assurent
d’importantes fonctions, comme la régulation de la croissance, la défense contre les agents
pathogénes et les stress environnementaux. De plus, plusieurs études montrent que les
polysaccharides ont plusieurs activités biologiques et ils sont dotés de propriétés
pharmacodynamiques permettant leur valorisation dans le domaine de la santé (Diallo et
al., 2001). D’autre part, les plantes sont capables de produire aussi une grande diversité de
produits ne participant pas a leur métabolisme de base, mais représentant plutot des
produits du métabolisme secondaire. Nous pouvons citer comme exemple les flavonoides
qui sont des molécules synthétisées par les végétaux pour se défendre contre les agressions
environnementales. De méme, de nombreuses études ont prouvé que ces substances étaient
capables d’inhiber différents types de microorganismes : bactéries, levures, moisissures,
protozoaires et méme virus (Cushnie et Lamb, 2005).

Les travaux de recherche de la présente theése s’inscrivent dans le cadre de la recherche de
nouvelles molécules bioactives vis-a-vis du bayoud a partir de plantes spontanées connues
pour leurs propriétés en médecine traditionnelle. Nous nous sommes proposes de cibler les
polysaccharides pariétaux et les flavonoides (molécules présentant a la fois un réle défensif
chez les végétaux et des activités antimicrobiennes diverses) de trois plantes médicinales
(Anvillea radiata, Bubonium graveolens et Cotula cinerea, espéces de la famille des
Astéracees) et de les évaluer pour leurs activités antifongiques vis-a-vis Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis. En effet, trés peu d’études ont été réalisées.

Notre manuscrit est divisé en deux grandes parties: la premiere est une synthese
bibliographique comportant trois volets. Le premier présentera 1’état des connaissances sur
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et la plante hote ainsi que sur les différents moyens de
lutte. Dans le deuxiéme volet, les principales caractéristiques structurales et biologiques
des polysaccharides pariétaux et des flavonoides seront exposees. Enfin, un troisieme volet
donnera une description ethnobotanique des trois plantes médicinales utilisées dans cette
étude.

La deuxiéme partie du manuscrit présentera le matériel et méthodes ainsi que les stratégies
de la recherche mises en place. Dans cette partie seront détaillées les différents modes de
préparation des extraits ainsi que les méthodes de 1’évaluation de leurs activités anti-
fusarienne. Les résultats obtenus au cours de ce travail seront présentés et discutés dans
cette méme partie.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives.
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Partie bibliographique La fusariose vasculaire chez le palmier dattier (Phoenix dactylifera L)

1. Introduction :

Plusieurs maladies affectent les plantes. En moyenne, chaque type de plante peut étre
affecté par une dizaine de maladies. Des pathogénes peuvent avoir comme spectre d’hote
quelques dizaines voire centaines d’especes végétales. Les phytopathologies sont parfois
regroupées par types de symptdmes (pourriture racinaire, flétrissement, taches foliaires,
rouilles, brouissures, niellure), par type d’organe qu’elles affectent (maladies des racines,
maladies des tiges, maladies des feuilles), par type de plantes affectées (herbacées,
maraichéres, ...), mais le critére le plus utile reste la classification du phytopathogene.
Cette derniére classification présente un avantage qui réside dans le fait qu’elle permette de
déterminer la cause de la maladie, son probable développement, les risques d’épidémie et
les mesures de contréle a prendre. Dans ce contexte, le genre Fusarium constitue
généralement 5 a 10% de la population fongique des sols des régions sahariennes (Amir et
al., 1985). Dans ce genre, I’espéce F. oxysporum est souvent un agent de trachéomycoses
attaguant nombreuses plantes maraichéres (tomate, cucurbitacées,...) et ornementales
(ceillet), ainsi que pour des cultures en plein champ telles que le coton, le bananier (la
maladie de Panama) et le palmier dattier (maladie du Bayoud) causée par Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis (Foa).

Le présent chapitre s’intéressera a un apercu bibliographique sur la fusariose vasculaire
du palmier dattier revét donc, un caractére théorique en vue de familiariser le lecteur d’une
part, au palmier dattier, son cycle de développement, sa multiplication,..., et d’autre
part a I’agent pathogéne, la maladie du « Bayoud» et les moyens de lutte contre cette

maladie.

2. La plante-hote :
Le palmier-dattier représente la plante-hdte principale menacée par la maladie du

Bayoud est (EOPP, 1994). Le palmier dattier : Phoenix dactylifera L., provient du mot

4 "

"Pheenix " qui signifie dattier chez les phéniciens, et dactylifera dérive du terme grec

dactulos " signifiant doigt, allusion faite a la forme du fruit (Djerbi, 1994).

2.1. Systématique du palmier dattier :

Le palmier dattier appartient a 1’'une des plus grandes familles d’angiospermes
monocotylédones, celle des Palmaceae ou Arecaceae, représentée par 200 genres et
2700 especes. Elle est répartie en six sous-familles. La sous-famille des Coryphoideae

est elle méme subdivisée en trois tribus. Le palmier dattier fait partie de la tribu des
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Pheeniceae qui ne comporte qu’un seul genre : «Pheenix» (Bounaga, 1991). Ce genre
comprend plus d'une douzaine d'espéces qui semblent parfaitement distinctes selon
Barrow (1998).

La classification du palmier dattier donnée par Djerbi (1994), est la suivante :

Groupe : Spadiciflora

Embranchement: Angiospermes

Classe : Monocotyledones

Ordre: Palmales

Famille: Palmaceae

Sous famille : Coryphoideae

Tribu:  Pheniceae

Genre: Phaenix

Espece :  Phewnix dactylifera L.

2.2. Description botanique du palmier dattier :

Le palmier dattier est une plante monopodiale, basée sur un stipe ou tronc (pouvant
atteindre 30 a 40 m de hauteur) cylindrique, robuste, droit, sans ramification, couverts par
les bases de palmes mortes et couronné au sommet par une touffe de feuilles (palmes)
vivantes (Figure 1), (Munier, 1973 ;Zaid, 2002; EL Hadrami et EI Hadrami, 2009). Les
palmes sont des feuilles composées, pennées insérées en hélice tres rapprochées sur le
stipe, par une gaine pétiolaire (= rachis) bien développée qui donne aprés sénescence un
tissage fibreux (fibrillium) a feutrage appelé Lif; il apparait 10 a 30 palmes par an et leurs
croissance est basale (Ouinten, 1996). Les folioles sont disposées en position oblique le
long du rachis, pliée longitudinalement en gouttiére, la base du rachis porte des épines sur
une longueur assez importante (Munier, 1973). Les palmes mesurent de 2 a 6 m de
longueur et vivent 3 a 7 ans (Toutain, 1979).

Le palmier dattier est une plante dioique avec un nombre chromosomique 2n = 36,
présentant un pied male et un pied femelle. Sur ce dernier sont récoltés les fruits sous
forme de régimes de dattes formés a la suite d’une pollinisation croisée (allogame) assistée
par I’lhomme dans le cas de plantations commerciales de dattiers (Ben Abdallah, 1990).

Le systéme racinaire est fasciculé et constitué de nombreuses racines gréles et longues qui
explorent une grande surface verticale et horizontale du sol pour I’alimentation de la plante

(Munier, 1973).
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Palme & Ml
\

Inflerescence
non epanouie

Gourmand

Hiveau du sal

Figure 1: morphologie du palmier dattier (Munier, 1973)

2.3. Ecologie du palmier dattier :

Le palmier dattier a I’inverse de certaines Arecaceae ne vit pas en région tropicale
humide, mais en région subtropicale séche, valable pour les palmeraies algériennes. Il vit
spontanément dans la plupart des régions du vieux monde ou la pluviométrie est inférieure
a 100 mm par an. Il a été introduit dans de nombreuses autres régions notamment en
Argentine, au Brésil, en Afrique du Sud, aux USA, etc. Malgré, cette adaptation aux zones
seéches, le palmier ne peut vivre sans eau souterraine disponible et/ou sous irrigation. Il est
donc considéré comme une plante phréatophyte et héliophile. Il peut encore vivre et étre
productif en altitude, comme dans les oasis du plateau du Tassili et du Tibesti qui
atteignent 1000 a 1500 m d’altitude (Munier, 1973).
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2.4. Diversité génétique du palmier dattier :

Les différences existantes dans la qualité et la morphologie des fruits ont permis de
distinguer ce que I’on appelle communément des variétés qui ne sont, en réalité que, des
races ou metis ou phénotypes (Munier, 1973 ; Bouguedoura, 1991). La notion de variété
repose essentiellement sur les caractéristiques du fruit. On ne peut donc appliquer le
concept qu’aux individus femelles (Bouguedoura, 1991). Selon Tirichine (1997), un
cultivar (variété cultivée) designe un ensemble d’individus aux caractéristiques
phénotypiques homogeénes et portant localement le méme nom.

L’allogamie stricte, mode de reproduction du palmier dattier, favorise 1’obtention
d’hybrides, ce qui entraine un nombre de génotypes sans cesse croissant. Le patrimoine
pheenicicole mondial renferme plus de trois mille (3000) variétés réparties dans son aire de
culture d’origine (Zaid et al., 2002).

L'inventaire variétal, réalisé dans une quinzaine de régions algériennes, a montré que les
palmeraies conservent encore une importante diversité. En effet, 940 cultivars ont été
recensés par Hannachi et al. (1998). Mais, Ben Khalifa (1989) a dénombré 270 cultivars
dans la seule région Ouest algérien. Dans le patrimoine phcenicicole algérien, la variété
Deglet Nour représente la moitié des palmiers cultivés. D’autres variétés qui possedent des
caractéristiques intéressantes comme la résistance au bayoud (Takerboucht), la précocité
(Ferrana, Chikh Mhammed, Warglya), la grosseur des dattes (Deglet Talmine) et la
productivité (Deglet Jdir) sont également multipliées (Hannachi et al., 1998). La majorité
de ces cultivars a fait I’objet de recherches sur 1’évaluation de la diversité génétique a
I’aide de marqueurs biochimiques et moléculaires corrélés a des caractéristiques
intraspécifiques. Les marqueurs RAPD (= Random Amplification of Polymorphic DNA)
révelent de faibles polymorphismes et ne permettent pas de distinguer des groupes
clairement distinctes (Sedra et al., 1998a).

Vu I’hétérozygotie des individus et 1'hétérogénéité des descendances, les variétés sont
propagées par plantation des rejets (djebbars) qui se forment naturellement a la base des
stipes (Saaidi et al, 1981).

2.5. Répartition géographique de la culture du palmier dattier :

Le palmier dattier était primitivement cultivé dans les zones arides et semi-arides
chaudes de I’ancien monde. Par la suite, il fut propagé en dehors de son aire d’extension et
de culture (Munier, 1973). La majorité des dattiers prés de 50%, se trouve en Asie

particuliérement en Iran et en Irak. Le patrimoine pheenicicole de I’Afrique du Nord est
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estimé & 26% du total mondial. Les limites extrémes de développement du dattier se situent
entre la latitude 10° Nord (Somalie) et 39° Nord (Elche en Espagne) (Toutain, 1973).
L’aire principale est toutefois comprise entre 24° et 34° latitude Nord, ou les meilleures
conditions écologiques pour cette espéce sont réunies (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye,
Egypte, Irak ...). Aux Etats-Unis d’Amérique, le palmier dattier se trouve entre 33° et 35°
latitude Nord (Toutain, 1973).

En Algérie, le palmier dattier constitue la principale culture au Sahara algérien entre 25° et
35° latitude Nord (Figure 2). Il occupe toutes les régions situées au Sud de 1’ Atlas saharien,
depuis la frontiére marocaine a 1’Ouest jusqu’a la frontiére tuniso-libyenne a I'Est (Djerbi,
1988), sur une superficie de 154.372 ha (FAO, 2007). Plus de 940 cultivars de dattiers sont

inventoriés pour 16,5 millions de palmiers dattier (Ministére de I’ Agriculture, 2006).
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La composante variétale de 1’ensemble des oasis Algériennes se caractérise par :

e Une prédominance totale de la Deglet Nour dans la zone Est englobant les Zibans,
Oued Righ, Oued Souf, et a un degré moindre dans le M’Zab. Il faut noter en outre
la présence dans ces palmeraies des cultivars Ghars, Mech Degla, Degla beida et
Akerbouch (Hannachi et al., 1998).

e Une dominance exclusive des variétés dites communes a faible valeur marchande
dans la zone Ouest et la zone sub-saharienne. Les principales sont : Takerboucht,

Cherka, Feggous, Hartane, et Timliha (Hannachi et al., 1998).

2.6. Mode de propagation du palmier dattier :

La multiplication du palmier dattier peut étre réalisée par voie sexuée ou asexuee. Le
dattier est dioique : il existe des plants males et d’autres femelles. Seuls ces derniers sont
producteurs de dattes, aprés pollinisation (naturelle ou artificielle). Les plants issus de
reproduction sexuelle présentent un taux d’hétérozygotie ¢levé. Cette voie de
multiplication par semis (par graine) présente un premier inconvénient : on est contraint
d’attendre plusieurs années avant de pouvoir différencier les plants femelles des plants
males et éliminer ces derniers. De plus, les qualités parentales sont trés diluées dans des
descendances génétiquement hétérogenes (Fernandez et al., 1995).

De ce fait, Les agriculteurs ont donc recours a la reproduction végétative réalisée par la
transplantation des rejets émis au niveau de la base du tronc, permettant la reproduction a
I’identique des caractéres du pied-mére (multiplication végétative clonale), ce qui ne peut
étre réalisable avec le semis de graines (graine portant la moitié du stock génétique de
chacun des parents, donc, une origine de la non-conformité génétique). Cependant, cette
voie végétative s’avére un mode de propagation tres limité. En effet, les rejets sont formés
uniquement pendant la phase jeune du dattier et leur nombre est restreint (dix a quinze
rejets) et ne peut répondre par conséquent aux besoins importants exigés par 1’extension
rapide des palmeraies. En outre, ce mode de multiplication est la principale cause de la
dissémination de certaines maladies (EI Hadrami, 1995).

Tous ces inconvénients conduisent a chercher de nouvelles méthodes de multiplication. En
effet, L’application des biotechnologies au palmier dattier par la culture In Vitro réalisée
avec les techniques de I’organogenése et 1’embryogenése somatique constitue la voie la
plus prometteuse pour multiplier cette espece. Cependant, cette approche a nécessité le
passage par des travaux sur la connaissance de la biologie du palmier (Bouguedoura et al.,

1980 ; Bouguedoura, 1982, 1991). Ces techniques reposent sur le fait que les cellules
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végétales sont totipotentes. Cette propriété fondamentale signifie que des cellules d’un
tissu déja spécialisées, donc différenciées, peuvent d’abord perdre cette spécialisation en
revenant a un état méristématique, observé au niveau d’un cal (amas de cellules
dedifférenciees) puis se différencient de nouveau pour redonner des cellules spécialisées
d’un autre tissu.
Les cultures In Vitro consistent par conseéquent a faire pousser en milieu aseptique des
plantes entieres, des fragments, des organes voire des cellules dans des milieux liquides ou
solides et dans des conditions environnementales (température et photopériode) controlées.
Tout cela en présence de régulateurs de croissance (phytohormones) naturels et/ou de
synthése qui permettent d’orienter le programme cellulaire vers les cals, les racines ou
méme la régénération de plantes entieres (Laberche, 1999). Malgré 1’avantage
considérable de la conformité génétique des vitro-plants, les deux techniques de micro-
propagation se trouvent limitées par de nombreux facteurs. II s’agit notamment :

e De la lenteur dans la réactivité des explants.

e Des contaminations endophytiques.

e Des coefficients de multiplication faibles et aléatoires chez certains cultivars.

e Du brunissement des tissus et des milieux.

e De I’enracinement précoce des bourgeons et de la vitrification des tissus.

e Des pertes a I’acclimatation. (EI Hadrami, 1995).

2.7. Importance de la culture du palmier dattier dans le monde et en Algérie :

La culture du palmier dattier représente une spéculation de subsistance extrémement
importante dans la plupart des régions désertiques. Indépendamment de la valeur
énergétique des dattes, plus de 130 usages de ces derniéres ont été identifiés aupres des
populations oasiennes. Le palmier dattier a eu de tout temps une place privilégiée dans
I’existence et le développement des oasis. Ceci s’explique essentiellement par des raisons
agro-économiques. En effet, Le palmier dattier joue un réle primordial sur le plan
économique, grace a la production de la datte, fruit et sous produits (pate, farine, sirop,
vinaigre, levure,...), qui sont la base de I’alimentation humaine et animale de ces régions.
Le nombre de palmiers dans le monde peut étre estimé a plus de 100 millions d’arbres
répartis essentiellement au Proche-Orient et en Afrique du Nord (FAO, 2007). L'Algérie a
un effectif de plus de 16 millions de palmiers, dont plus de 4 millions de la variété Deglet-
Nour (Ministére de I’Agriculture, 2006).
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La production de dattes génére une importante activité commerciale et constitue une source
de devises appréciables pour les pays producteurs. Cette production est principalement
localisée dans les régions arides du nord de I’Afrique (Egypte, Algérie, Libye, Maroc,
Tunisie, Soudan) et du sud-ouest de 1’Asie (Iran, Arabie Saoudite, Iraq, Pakistan, Emirats
Arabes Unis, Oman, Yémen, Qatar, Bahrein, Jordanie).

Le rendement moyen mondial pour I’année 2004 était estimé a 5.353.090 tonnes et de
58,264 g/ha pour I’année 2005 provenant de 34 pays (FAO, 2004 ; FAO, 2007). Bien
qu’une partie de la production mondiale de la datte soit autoconsommée, il existe un grand
marché d’exportation estimé a 512.829 tonnes, notant que la France et I’Inde, sont les plus
grands importateurs de dattes (FAO, 2004). Avec cette production mondiale, le palmier
dattier compte parmi les principales productions fruitiéres tropicales et subtropicales.

La production annuelle de dattes en Algérie est de 516.293 tonnes dont 230.000 tonnes
sont exportées, il s’agit de la variété Deglet Nour, elle représente a elle seule 2,43 millions
de pieds, soit 47% de I’effectif total (Ministére de I’Agriculture, 2006). Les principales

régions productrices de dattes sont (Tableau 1) :

Tableau 1 : Production mondiale des dattes (FAO, 2007).

Pays Quantité de production (%)
(1000 tonnes)
Monde 5087 100%
Méditerranée 2 075 41%
Egypte 1170 23%
Iran 997 20%
Arabie Saoudite 970 19%
Algérie 516 10%
Pakistan 497 10%
Soudan 328 6%
Libye 181 4%
Chine 130 3%
Tunisie 125 2%
Maroc 48 1%
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En plus de I’importance économique que revét la pheeniciculture, celle-ci joue également
un réle social car elle assure une certaine stabilité aux populations des Oasis (la datte et ses
sous-produits constituent, le plus souvent, la base alimentaire humaine et animale).

Par ailleurs, cette culture assure un réle écologique. En effet, le palmier dattier constitue
I’élément fondamental de I’écosystéme oasien, en freinant 1’avancée du désert tout en
créant sous son couvert un microclimat favorable au développement de nombreuses
cultures sous-jacentes (arbres fruitiers, céréales, 1égumes...) (Tirichine, 1997 ; Battesti,
2005).

2.8. Contraintes de la culture du palmier dattier :

La culture du palmier dattier est confrontée a plusieurs contraintes abiotiques
(sécheresse, stress salin) qui sont principalement dues au fait qu’il se développe sous des
conditions deésertiques hostiles. De plus, il est aussi confronté a plusieurs contraintes
biotiques correspondant aux ravageurs du dattier. Les ravageurs du dattier s'attaquent a la
plante elle-méme et aux dattes sur pied, ou méme entreposées. Certains ravageurs
engendrent souvent des pertes économiques importantes sur la production de dattes. Parmi
ces déprédateurs, on peut citer:

e La Cochenille blanche (Parlatoria blanchardi Targ) qui colonise les différentes
parties du palmier (palmes, hampes florales, fruits, ...) et forme un encrotitement
qui peut recouvrir de grandes surfaces, empéchant la respiration et la photosynthése
; la conséquence est un vieillissement rapide et une mort prématureée.

e Le Ver de dattes (Ectomyelois ceratoniae Zeller) qui infeste les dattes sur pied en
plein champ et la prolifération se poursuit ensuite en entrepdts. Les chenilles issues
des ceufs pénétrent dans les fruits et donnent des dattes véreuses.

e Le Boufaroua (Olygonychus afrasiaticus), un acarien qui attaque surtout les dattes,
leur donne un aspect rugueux, recouvert de toile et une couleur rougeatre. Les fruits
deviennent impropres a la consommation (Munier, 1973).

e Une nouvelle maladie appelée “Maladie des feuilles cassantes™ a laquelle se trouve
confronter le palmier dattier commence a prendre des proportions alarmantes. Cette
maladie dont la cause demeure encore indéterminée a été découverte en Tunisie
(Takrouni et al., 1988; Triki et al., 2003). Par la suite, elle a été signalée en
Algérie dans les régions d’Adrar et du M'zab (Djerbi, 1983). Récemment, sa
présence a été confirmée avec certitude dans la région de Biskra (Saadi et al.,
2006).
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e Le "Bayoud" est la principale maladie cryptogamique qui attaque le palmier dattier,
elle est causée par Fusarium oxysporum f. sp. albendis (Foa). Elle a causé des
dégats importants dans les palmeraies marocaines et algériennes (Djerbi, 1988;
Fernandez et al., 1995).

3. L’agent pathogéne du Bayoud :

Le parasite responsable du Bayoud a été isolé pour la premiére fois en 1921, mais
identifié¢ seulement en 1934 par Malengon. II s’agit d’un champignon imparfait, Foa
spécifique du dattier, forme spécialisée de I’espéce F. oxysporum trés commune dans les
sols sous tous les climats. En conditions naturelles, les racines de certaines plantes (henné,
luzerne, orge) cultivées en association avec les dattiers peuvent héberger le pathogene sans
montrer de symptomes externes. Ces plantes sont considérées comme des porteurs sains
(Fernandez et al., 1995).

3.1. Taxonomie :

Le genre Fusarium appartient au phylum des Deutéromycetes (champignons
imparfaits), car la plupart des espéces étaient d’abord décrites sur la base de caractéres
morphologiques et une reproduction sexuée n’a pas été observée. Ces formes imparfaites
(anamorphes) sont caractérisées par un mycélium septé et la production de conidies
hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres; elles sont classées dans
le groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003). De plus, Fusarium produit des macroconidies
composées de 2 a plusieurs cellules. Leur forme recourbée typique avec une cellule apicale
plus ou moins pointue est un des critéres d’identification des représentants du genre ; dans
beaucoup d’espéces on observe une cellule basale en forme de pied (Seifert, 2001). La
production de métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et
phytotoxines) est courante parmi les Fusarium, et le profil de ces composés peut étre
utilisé pour la classification des especes (Thrane, 2001).

Des formes sexuées (téleomorphes) ont été maintenant observees pour certaines especes de
Fusarium. Elles font toutes partie des Ascomycétes, de la famille des Nectriales et
notamment des genres Gibberella et Nectria (Seifert, 2001).

Ainsi, Fusarium oxysporum est considéré comme ascomycéte bien que le stade sexuel
n’est pas encore déterminé. Il est proposé d’étre plutdt proche du groupe téléomorphique

Gibberella que Nectria (Di Pietro et al., 2003, Michielse et Rep, 2009). Au sein de
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I’espéce F. oxysporum on distingue plus de 120 formes spéciales en fonction de leur
pathogénicité sur des plantes hotes (Ramirez-Suero, 2009).
Selon Debourgogne (2013), La nouvelle classification taxonomique du genre Fusarium

basée sur la phylogénie moléculaire est la suivante :

Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe: Sordariomycetes
Sous-classe : Hypocreomycetidae
Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae

Genre : Fusarium

3.2. Morphologie, biologie et épidémiologie de Foa :

Les souches de Foa isolées du rachis de palmes infectées présentent une morphologie

caractéristique : thalle de couleur rose saumon et mycélium frisé. Par contre, celles
provenant du sol, de racines de palmiers et de certaines plantes de culture associées
(Luzerne, Henné) considérées comme porteurs sains présentent une morphologie variée
(Djerbi et al., 1985 et 1985a; Sedra et Djerbi, 1985).
La reproduction du Foa se fait exclusivement par voie asexuée qui se réalise par des
microphialides et des macrophialides qui produisent respectivement des microconidies et
des macroconidies (Figure 3 et Fhoto 1). Les microphialides, en forme de bouteille, sont
implantées perpendiculairement sur le mycélium et produisent d’une maniére endogeéne
plusieurs microconidies, généralement unicellulaires, parfois bicellulaires, hyalines,
globuleuses ou allongées avec des dimensions variables (3-15 x 3-5 pm). Les
macrophialides, beaucoup plus grandes que les microphialides, forment des macroconidies
qui sont falciformes, peu nombreuses, présentant 3 a 5 cloisons et mesurant 20-35 x 3-5
um. Dans les cultures agées et dans le sol, le Foa différencie sur le mycelium ou sur les
macroconidies des chlamydospores qui sont sphériques, intercalaires ou terminales et dont
le diameétre varie de 6 a 20 um. (Djerbi, 1983 ; Sedra, 2006).
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Figure 03 : Organisation morphologique du Foa (Boukaraa et Sissaoui, 1991).
a : macrophialides, b : macroconidies, ¢ : microphialides, d: microconidies, e : mycélium hyalin et
cloisonné, f : sporodochies, g : chlamydospore, p : paroi épaisse.
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Photo 1 : Organes de reproduction asexuée de Foa au MEB (Rahmania, 2000).
a : mycélium et microconidies ; b : microphialides ; ¢ : micro et macroconidies (Ma :
macroconidies ; Mi : microconidies ) ; d : chlamydospores formées a partir d’articles mycéliens.
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Les chlamydospores se conservent dans le sol et sur des débris vegétaux pendant plusieurs
années méme en 1’absence de I’hote. Dés que les conditions deviennent favorables, les
chlamydospores germent et penétrent dans les racines, une fois le mycélium pénétré dans
la racine, il se croit de facon dirigée vers le cylindre central et le xyleme, a partir desquels
le mycélium atteint la tige. Dans les vaisseaux, le mycélium produit des microconidies qui
sont transportées vers le haut par la seve. Quand ce mouvement est empéché par une paroi
transversale, les microconidies germent, le tube germinatif pénétre dans la paroi et la
formation de microconidies reprend de l'autre coté de la paroi. La mort de lI'arbre intervient
lorsque le champignon atteint avec ses toxines le bourgeon terminal. Au cours de sa
progression, Foa s'échappe du xyléme et colonise le parenchyme environnant par un
mycélium inter et intracellulaire, c'est ce qui donne plus tard la coloration brun rougeéatre
caractéristique des arbres malades (figure 4). Apres la mort de l'arbre, le mycélium
continue & se développer dans les tissus morts et forme de nombreuses chlamydospores

dans les cellules du sclérenchyme (Louvet, 1977 ; Nelson, 1981).

Obstruction des vaisseaux par le mycélium
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Figure 4 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (Agrios, 1970).
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Le Foa se dissémine par les rejets, les particules de terre ou par les porteurs sains
contaminés provenant de régions infectées ainsi que par les morceaux de rachis infectés et
par les eaux d'irrigation. Dans une palmeraie, la dissémination de la maladie s’effectue par
contact entre les racines saines et celles infectées. L'étendue de cette dispersion dépend des
pratiques culturales (fertilisation, irrigation, ... etc.) et des conditions climatiques
favorables au développement de la maladie. En général, les conditions favorables a une
croissance rapide du palmier dattier favorisent aussi le développement de la maladie. Les
semences et les fruits ne semblent pas intervenir dans la dissémination de ce pathogéne
(Louvet et Toutain, 1973; Sedra, 2003).

3.3. Production de toxines chez Foa :

Plusieurs études ont montré le pouvoir mycotoxinogéne du Foa. Dans ce sens, a été
montré que I’extrait brut du filtrat du Foa contient une quarantaine de produits différents
(Moukhliss, 1987) tels que les dérivés des acides fusariques. De méme, le filtrat de culture
du parasite a permit la distinction de trois fractions F1, F2 et F3 avec plus de 50 mg/I pour
chacune (Sedra et al., 1993 ; El Fakhouri et al., 1996). Ces fractions sont thermostables
et leur spécificité a été évaluée (Sedra et Lazrek, 2011). La fraction F2 s’est révélée la
plus toxique sur le palmier (Sedra et al., 1993). Selon Sedra (2013), la présence de ces
nouvelles toxines n’a jamais été signalée dans les filtrats des cultures du Foa. D’autres
substances toxiques (sous-fractions H3, H4 et H5 dans la fraction F2) autres que ’acide
fusarique ont été mises en évidence (Amraoui et al., 2005; Sedra et al., 2008; Sedra et
Lazrek, 2011). Ce pathogene produit également plusieurs phytotoxines peptidiques en plus
de I’acide fusarique et ses dérivés (Sedra, 1995b; El Fakhouri et al., 1996). De plus, il
existe une corrélation entre la sporulation, la croissance du champignon et la production
quantitative des toxines. L’analyse chromatographique (HPLC) montre que les souches
saprophytes du F. oxysporum ne produisent pas ces toxines produites par Foa (Sedra,
1997). Ces toxines peuvent étre utilisées en sélection In Vitro pour distinguer le mateériel
résistant et sensible au Bayoud, utilisant les petites plantules issues de graines, ou de
culture des tissus (vitroplants) ou fragments de jeunes feuilles détachées (Sedra et al.,
1993, 1998b; El Fakhouri et al., 1996; Sedra et Lazrek, 2011).
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4. La fusariose vasculaire du palmier dattier :
4.1. Origine et distribution géographique du bayoud :

Le Bayoud fut observé pour la premiére fois vers 1870 dans la vallée du Draa au nord
de Zagora et il a ensuite progressé vers 1’ouest et surtout vers I’est en suivant les cordons
des palmeraies (Pereau-Leroy, 1958) (Figure 5). En 1898, ce fléau atteint les palmeraies
de Figuig et Béni Ounif situées cote a cote des deux cotés de la frontiére algéro-marocaine
(Pereau-Leroy, 1958). Entre 1920 et 1950, la maladie a contaminé les palmeraies du Sud
algérien, puis durant la période 1960-1978, elle a gagné des palmeraies du centre de Sud

algérien, la région de Mzab et El Goléa (Djerbi, 1982).
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Figure 5: Situation épidémiologique du « Bayoud » du palmier dattier
(Fernandez et al., 1995).

La maladie a été découverte aussi dans les palmeraies mauritaniennes a Adrar et a
Tagant, respectivement en 1995 et 2002 (Sedra, 1995a, 1999a, b, 2003). Les derniers
foyers déclarés au Maroc en 1996 sont situés dans la Vallée de Ait Mansour (région de
Tafraoute) (Sedra, 1996).

4.2. Symptomatologie du bayoud :
Le diagnostic symptomatologique du bayoud peut se faire selon les aspects externes et
internes. Selon Zaid et al., (2002), Le Bayoud attaque aussi bien les jeunes palmiers que

les sujets adultes de méme que leurs rejets basaux. Les premiers symptémes de la fusariose
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du palmier dattier apparaissent sur une ou plusieurs palmes de la couronne moyenne. Leurs
folioles prennent un aspect plombé, se desséchent progressivement de la base vers I’apex et
se replient vers le rachis (aspect de plume mouillée) (Photo 2). Le desséchement se
poursuit de 1’autre coté, en sens inverse, en progressant cette fois de haut en bas; la palme
complétement desséchée prend alors une couleur blanchitre d’ou le nom arabe de
“bayoud” (du mot arabe “abiad” qui signifie blanc et qui se référe au blanchiment des
palmes des arbres malades) donné a la maladie (Djerbi, 1990). Une longue nécrose brune
longitudinale parcourt le rachis de la palme atteinte. Elle correspond au passage du
mycélium dans les vaisseaux du rachis. Rapidement, d’autres palmes, souvent proches des
premiéres présentent a leur tour les mémes symptdémes. A un stade avancé de la maladie,
les palmes atteintes meurent et restent pendantes le long du stipe. La maladie progresse
vers les palmes du centre pour atteindre le cceur de l'arbre qui meurt quand le mycélium
atteint le bourgeon terminal (Djerbi, 1990). L’évolution de la maladie peut varier de
quelgques mois a plusieurs années et elle dépend essentiellement des conditions culturales et
du cultivar (Djerbi, 1988; Fernandez et al., 1995).

Une coupe longitudinale du stipe d’un palmier malade montre une coloration brun
rougeatre des tissus conducteurs (Djerbi, 1990). Si on déracine un palmier malade, on ne
voit qu'un petit nombre de racines malades, rougeétres, il y a donc continuité des
symptdémes vasculaires qui existent depuis les racines jusqu'aux feuilles apicales du
palmier. Les symptdémes ne son pas signalés sur pédoncules, fleurs ou fruits (Djerbi, 1988;
Fernandez et al., 1995; Sedra, 2003).

Photo 2 : Symptomes typiques fréquents (1) observés sur les palmes et d’autres atypiques
moins fréquents (2) (pas de caractére d'hémiplégie) qui posent une difficulté et une
confusion dans le diagnostic de la maladie (Sedra, 2013).
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4.3. Importance des dégéats du bayoud :

Le Bayoud est la maladie la plus destructive et la plus menacante dans les pays
maghrébins. En effet, cette maladie a détruit plus de 10 millions de palmiers au Maroc et
plus de 3 millions en Algérie incluant surtout les variétés et les cultivars vigoureux et
productifs et dont la datte s’avére de grande valeur commerciale. En effet, pendant 50 ans
environ, I’effet destructeur de cette menace au Maroc a conduit & une réduction au 1/10 de
I’effectif de la variété ‘Mejhoul’ et une disparition de deux cultivars Idrar et Berni. En
outre, le Bayoud a non seulement entrainé une érosion génétique dans la population héte
mais aussi une accélération du phénomeéne de désertification et de 1’exode rural des
phoéniciculteurs vers les grands centres urbains. Devant cette situation alarmante de
I’extension de la maladie et vu ’importance des dégats qu’il a occasionné, le Bayoud

devient un ennemi majeur de la culture du palmier dattier dans le monde (Sedra, 2013).

4.4. Mécanismes de défense et de résistance du palmier dattier :

Dans leur environnement, les plantes sont confrontées a des micro-organismes
pathogeénes tels que des virus, des bactéries, des oomycetes ou encore des champignons.
Toutefois, les plantes résistent efficacement a leurs agresseurs et développent rarement des
symptdémes severes de maladies. En plus des barrieres constitutives, les plantes ont su
mettre en place des mécanismes complexes impliquant la reconnaissance et la réponse aux
signaux émis suite a l’invasion des pathogenes. Cette reconnaissance déclenche des
mécanismes de défense qui convergent généralement vers la réaction hypersensible
(Mittler et al., 1996), le renforcement des parois cellulaires (Shmele et Kauss, 1990), la
production des formes actives d’oxygéne (Doke et al.,, 1996) et la synthese des
phytoalexines et des protéines PR (Durand Tardif et Pelletier, 2003). Ces réponses sont
souvent associées a une résistance systémique acquise ou a une résistance systémique
induite (Métraux et al., 2002).

Cependant, I’induction de la résistance systémique implique, dans la plupart des cas, le
détournement du métabolisme de la plante vers la mise en place des réactions de défense «
trés fortes » et amplifiées par rapport a ce qui est réellement exigé en réponse a un premier
contact avec un agent pathogéne. Cet arsenal de défense développé, étant trop
consommateur d’énergie, affecte inévitablement la croissance et la productivité de
plusieurs plantes (Heil, 2002 ; Walters et Heil, 2007).

Les mécanismes impliqués dans la défense du palmier dattier contre Foa ne sont pas bien

établis malgré les nombreux efforts investis dans ce sens. Ceci est en partie di a la
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complexité de ce pathosystéme mais aussi au fait que la plupart des travaux ont été réalisés
sur des plantes provenant des graines ou « seedlings ». Ces seedlings présentent une forte
hétérogéneité concernant leur comportement vis-a-vis du pathogene méme si elles sont
issues de plantes méres reconnues sensibles ou résistantes (Dihazi, 2012).

Malgré ces difficultés, différentes approches d’études ont été adoptées pour comprendre les
mécanismes de défense et de résistance du palmier dattier contre Foa :

- La comparaison des palmiers dattier infectés avec des palmiers sains,

- La comparaison des cultivars sensibles et résistants en absence de toute infection,

- La comparaison des réactions de défense des deux types de cultivars, sensibles et
résistants, aprés leur inoculation par I’agent pathogene (Dihazi, 2012).

Selon EI Modafar (2010), la résistance du palmier dattier a la maladie du Bayoud est liée
a des mécanismes de défense multifactorielle, dont certains sont constitutives et d'autres
sont induites de novo. En fonction de leur réle dans la stratégie de défense de la plante
hote, ces mécanismes peuvent étre classés en deux types:

e Mécanismes mécaniques (renforcement des parois cellulaires par la lignine et
les phénols pariétaux...) qui limitent I'action des enzymes secrétées par Foa et qui
interviennent dans la dégradation de la paroi cellulaire chez le palmier dattier;

e Mécanismes chimiques (protéines de défense et des phytoalexines, acides
cafféoylshikimiques, L’accumulation des dérivés de la coumarine notamment le
propyl-7-aesculetin et I’hydroxy-5-propyl-7-aesculetin...) dont le role est d’inhiber
la croissance du Foa et d’empécher la synthése de ses enzymes hydrolytiques
(pectinolytiques, cellulolytiques et protéolytiques).

La résistance du palmier dattier a la maladie du Bayoud dépend aussi des facteurs de
pathogénicité de Foa qui peuvent étre distingués comme suit (EI Modafar, 2010):

e Synth¢se d’enzymes dégradant la paroi cellulaire et permettent la pénétration et la
colonisation du Foa dans les tissus de la plante héte;

e Sécrétion de protéine suppresseur qui supprime le déclenchement des mécanismes
de défense chez les cultivars sensibles;

e Excrétion des toxines impliquées dans le développement des symptomes de la

maladie.
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4.5. Notions de cultivars résistants :

Selon Fernandez et al., (1995), un inventaire du comportement des variétés

traditionnelles a été réalis€¢ a partir d’enquétes sur le terrain ou d’essais en parcelles
infestées naturellement. Il a été observé qu’une variation pratiquement continue de la
sensibilité au Bayoud depuis des variétés totalement résistantes jusqu’aux plus sensibles
comme la Bou Feggous, pratiquement disparue du Maroc. Toutefois, un classement a été
établi qui sépare les variétés en trois catégories : résistante, tolérante et sensible. Les
variétés tolérantes sont difficiles a caractériser. Certains arbres présentent des symptémes
de Bayoud mais sont capables de survivre plusieurs années, contrairement aux palmiers de
variétés sensibles. D’autres semblent sains, mais le parasite peut étre isolé de leurs racines,
ce qui n’est jamais le cas chez les plants résistants.
Dans ce contexte, plusieurs recherches ont montré que tous les cultivars nord-africains de
qualité sont sensibles (Deglet Nour, Ghars, etc.). Certains cultivars ont une bonne
résistance (Bou Sthammi noir, Bou Sthammi blanc, Tadment, lklane, Sair Laylet, Bou
Feggous ou Moussa au Maroc et Takerbucht en Algérie) mais, parmi ces cultivars, seuls
Sair Laylet et Tagerbucht sont de qualité acceptable, quand méme inférieure a celle de
Deglet Nour ou Mejhoul (Toutain et Louvet, 1974; Saaidi, 1979).

4.6. Stratégies de lutte contre le bayoud :

La stratégie de lutte contre le Bayoud s’articule sur les approches complémentaires
suivantes: I’arrét ou du moins le ralentissement de la progression de la maladie, la
sélection de cultivars et de clones résistants au Bayoud et de bonne qualité dattiere et la
multiplication rapide du matériel sélectionné par la culture “in vitro” et sa diffusion (Bulit

et al., 1967 ; Djerbi, 1982 ; Louvet et Toutain, 1973 ; Saaidi, 1979).

4.6.1. Mesures prophylactiques :

Ce sont des moyens de Iutte préventifs indispensables dont 1’objectif vise
principalement & empécher ou a retarder I’introduction du Foa dans les régions saines par
la sensibilisation des producteurs et par des controles phytosanitaires (Louvet, 1991). Ces
mesures s’appliquent a des zones ou des pays encore indemnes de bayoud en vue d’assurer
leur protection, elles n’ont par contre aucun intérét pour les régions pheenicicoles déja
atteintes par cette maladie. (Djerbi, 1988). En effet, elles consistent & surveiller de maniére
stricte le mouvement de tout échange de matériels (terre, rejets, machine ou outil de

travail) au sein d’une méme palmeraie et entre palmeraies distinctes (Ouinten, 1996). Si
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un foyer est détecté dans une région saine, une éradication par arrachage et une
incinération des palmiers atteints ainsi qu’une désinfection du sol par fumigation ont été
préconiseés (OEPP, 1990; CABI/OEPP, 1997). Les mesures prophylactiques
accompagnées d’opérations d’éradication ne feront que ralentir la maladiec mais ne

pourront jamais 1’arréter (Djerbi, 1988).

4.6.2. Techniques culturales :

Les techniques culturales contre les fusarioses vasculaires, consistent a éviter les
conditions favorisant la croissance de I’agent pathogéne. La maladie est moins présente en
conditions d’irrigation réduites, ainsi que dans les sols a pH alcalin, riches en calcium et
potassium, pauvres en phosphore et magnésium et dont 1’azote est sous forme nitrique
plutét qu’ammoniacal (Waltz et Johnes, 1981 ; Ollaguier et Renard, 1976). Dans les
parcelles contamineées, il faut éviter les cultures du henné et de la luzerne qui nécessitent
une irrigation abondante favorable a la maladie, et qui sont des porteurs sains de I’agent
pathogéne, Foa (Bulit et al, 1967). Le contact souterrain entre les arbres voisins doit étre
évité, par I’application des méthodes modernes d’irrigation et de plantation des palmiers

dattiers (Louvet, 1991).

4.6.3. Lutte chimique :

L’objectif des techniques chimiques est surtout 1’éradication des nouveaux foyers
détectés dans les zones saines (Djerbi, 1988). Procédant a la fumigation (et/ou
solarisation) du sol contaminé aprés la délimitation du foyer avec une marge de sécurité
suffisante. Cette activité nécessite d’abord 1’arrachage et 1’incinération des arbres sur
place. L utilisation du bromure de méthyle et de la chloropicrine semble donner de bons
résultats (Fredericks et al., 1988). Un essai a déja été mené a EI-Goléa, en 1978, avec
succés puisque le bayoud n’y a pas été rencontré jusqu’a ce jour, et dans certaines
palmeraies de Ghardaia (Sedra, 2003). Cependant, cette méthode d’éradication se heurte a
plusieurs problémes. En effet elle est trés colteuse ainsi que I’utilisation répétée de ces
produits de syntheése risque d’engendrer des problémes d’environnement et de santé

humaine et animale.

4.6.3. Lutte génétique :
La lutte génétique par l'utilisation des variétés résistantes du palmier est jusqu'a présent

le moyen le plus privilégié pour combattre le bayoud. La diffusion des variétés résistantes
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existantes a eté trés limitée a cause de la médiocre qualité des dattes qui n'a pas de valeur
commerciale désirée par les producteurs. Des programmes d’amélioration, consistent a
créer de nouveaux clones de Palmier dattier, résistants au Bayoud et de haute qualité par
croisements controlés ont été développés. A partir des milliers de plantules issues de ces
croisements, quelques centaines de plants femelles résistants et appartenant a une dizaine
de variétés de bonne qualité fruitiere ont été obtenus. Ces stratégies ont pu étre
développées notamment grace a la mise au point, récente chez le palmier dattier, de la
culture in vitro qui permet d’obtenir, a partir d’un individu, un grand nombre de plants
génétiquement identiques. (Djerbi, 1991 ; Fernandez, 1995)

Cependant, I’introduction et la multiplication des cultivars résistants se heurtent a deux
types de contraintes fréequemment rencontrées : la mauvaise adaptation aux conditions
pédoclimatiques locales et la production d’une datte ne correspondant pas au standard du
marché (Robert et Benkhalifa, 1991). Ainsi qu’au Maroc, des palmiers qui on été
considérés résistants se sont avérés sensibles 8 a 10 ans apres leur plantation (Bounaga et
Djerbi, 1990). De méme, malgré son intérét, le cultivar Takerbucht, confirmé pour sa
résistance, ne pourra convenir partout ; trés tardif, il n’arrive pas a maturité dans les
palmeraies de la wilaya de Béchar, au nord de Béni-Abbés et sa datte ne peut se substituer
a celles de Tinnaser ou Aghamu pour la commercialisation vers 1’ Afrique sub-saharienne
(Robert et Benkhalifa, 1991).

4.6.4. Lutte biologique :

La lutte biologique par l'utilisation des antagonistes ou des substances naturelles
connait un regain d'intérét grandissant en raison des risques potentiels de la lutte chimique
sur I'environnement et sur la qualité et les perspectives nouvelles qu'offre cette approche
pour la culture biologique.

En ce qui concerne le palmier dattier, la stratégic de Ilutte via [’utilisation des
microorganismes est appuyée par [’existence de sols répressifs empéchant le
développement de la maladie du Bayoud (Sedra et Rouxel, 1989 ; Oihabi et al., 1992).
Cette répression a été attribuée aux microorganismes antagonistes du Foa, notamment le
genre Pseudomonas (Maslouhy, 1989) ou Bacillus (Chakroune et al., 2008) ou des
champignons du genre Aspergillus ou Penicellium (Chakroune et al., 2008). Il a été aussi
montré que I’inoculation des racines de palmier dattier par des souches hypoagressives de
Foa (El Hassni et al., 2004) ou leur mycorhization (Jaiti et al., 2008) sembleraient

améliorer la résistance du palmier contre son pathogene. Ces modalités de lutte sont
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susceptibles d’induire les réactions de défense du palmier dattier contre son pathogene et
pourraient constituer une alternative efficace et non polluante de contréle de la maladie de
Bayoud.

D’autre part, la découverte des potentialités élicitrices des produits naturels a base de
plantes contribuera davantage au développement de nouvelles stratégies de bio-contréle
qui pourraient étre envisagée pour solutionner, pour le moins en partie, le probléme du
bayoud ; exemple, Le produit Stifénia est une poudre élaborée a partir des graines de
fenugrec (Trigonella foenumgraecum L.), Ce produit naturel a été testé pour la premiere
fois chez le pathosystéme palmier dattier-Foa. L’apport du produit sous forme de poudre a
conduit, aprés 60 jours de prétraitement, & une accumulation massive des isomeres de
position de 1’acide caféoylshikimique accompagnée de la néosynthése d’un dérivé de
I’acide sinapique connu comme une phytoalexine caractéristique de la racine du dattier (El
Hadrami et al., 1997). Le traitement des plantes par I’acide jasmonique aussi se traduit
par la mise en place de zones de nécrose localisées (réaction d’hypersensibilité) similaires
a celles observées chez des plantes résistantes au Foa. Cette réaction est associée a la
stimulation de nombreuses réactions de défense notamment 1’accumulation du peroxyde
d’hydrogene, la peroxydation des lipides membranaires et 1’activation des peroxydases et
des polyphénoloxydases (Jaiti et al., 2004). Les produit naturels ont montré aussi un effet
inhibiteur In Vitro sur la croissance du Foa (Boulenouar, 2011) et sur son pouvoir de
germination et de sporulation, ainsi que sur sa densité dans le sol (Simoussa et al., 2010 ;
Mebarki et al., 2013).
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1. Introduction :

Bien que I’homme dépende des végétaux pour sa nutrition, ’humanité a souvent
considéré les plantes comme des étres primitifs, juste capables de croissance vegétative
intense. En fait, les plantes tirent leur énergie de la photosynthése qui transforme 1’eau et le
gaz carbonique en matiéres plus ou moins complexes. L’énergie photosynthétique se
répartit entre metabolisme primaire et métabolisme secondaire (Figure 6). Les molécules
du métabolisme primaire (Acides organiques, acides aminés, protéines, sucres simples
(polysaccharides), acides gras ou lipides) sont indispensables a la croissance et au
développement du végétal. Maintenues a des concentrations stables, elles assurent
I’intégrité structurale et fonctionnelle des cellules végétales. Par contraste, les molécules
du métabolisme secondaire (Alcaloides, polyphénols, terpenes, stéroides) ne sont pas
indispensables a la survie individuelle du végétal mais sont indispensables a la survie de la
population. Leur fonction consiste a moduler les interactions de la plante avec son
environnement (écran UV, défenses anti-pathogenes, molécules anti-oxydantes, signaux

d’attraction des pollinisateurs ou d’insectes auxiliaires...).

meétabolisme meétabolisme
primaire secondaire
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Figure 6 : Origine biosynthétique des métabolites primaires et secondaires.
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Dans ce présent chapitre nous rapporterons les caractéristiques des principaux
polysaccharides parietaux et des flavonoides chez les végétaux supérieurs et leurs intéréts

dans la défense des plantes contre les phytopathogenes.

2. Les polysaccharides pariétaux :
2.1. Organisation de la paroi végétale :

La paroi végeétale est une structure extracellulaire organisée et complexe enveloppant la
membrane cytoplasmique des cellules végétales, est un édifice multimoléculaire qui assure
la rigidité et qui évolue en fonction de I'dge des tissus végétaux. Elle est composée de
polymeéres dont la structure et a fortiori les voies de biosynthese sont parmi les plus
complexes connues dans la nature. De par sa position, la paroi fait le lien entre le milieu
extérieur et le plasmalemme. C’est une structure rigide micro-fibrillaire enrobée d’une
matrice hydrosoluble et gélifiante. Différents niveaux d’organisation vont lui conférer son
aspect dynamique et rigide. En effet, elle doit étre modelable au rythme de la croissance
chez les cellules jeunes, tout en restant ferme afin d’assurer son rdle de barriére protectrice
et permettre la cohésion des cellules. Elle doit s’opposer aux chocs osmotiques, a la
dessiccation, aux rayons ultraviolets tout en permettant les échanges intercellulaires et le
passage des substances nécessaires au métabolisme cellulaire (Moine, 2005). Ces
exigences a la fois antagonistes et complémentaires, sont a 1’origine de la complexité de la
paroi cellulaire vegétale dont [’organisation repose sur trois territoires bien

identifiés (figure 7 et 8):

Figure 7 : Aspect de la paroi cellulaire végétale en microscopie électronique d’aprés
Sjostrom et Westermark (1999). M : lamelle moyenne ; P : paroi primaire ; S1, S2, S3:
paroi secondaire.
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Paroi
secondaire

Paroi
primaire

\

Lamelle
moyenne

Figure 8 : Vue perspective d'une paroi ligneuse, d'aprés Roland (1980).

- La lamelle moyenne, jonction intercellulaire, permet la cohésion cellulaire. Son
épaisseur varie de 0,2 a 1 um. Elle est riche en pectines et dépourvue de cellulose (Barbat,
2009).

- La paroi primaire: la plus mince (0,1-0,2 pum), constituent la seule enveloppe
fibrillaire des cellules en croissance et montre une grande plasticité. Elle présente une
structure bi-phasique, ou les microfibrilles de cellulose sont dispersées dans une matrice
amorphe fortement hydratée composée de substances pectiques, d’hémicelluloses et de
protéines. La paroi cellulaire primaire est composée de 9-25% de cellulose, de 25-50%
d’hémicellulose, 10-35% de pectines et 10% de proteines (Bidlack et al., 1992).

De plus, deux types de paroi cellulaire végétale primaire (paroi de type | et de type 1) sont
considérés par Carpita et Gibeault (1993) (Figure 9) et repris par Carpita et McCann
(2000) (Figure 10). Ces deux types de paroi sont essentiellement basés sur les différences
chimiques observees entre la paroi des plantes a fleurs (type 1) et certaines espéces
herbacées comme les graminées (type Il). La paroi primaire de type | est composée
principalement de cellulose, de xyloglucanes, de pectines et d’extensine (Figure 10A). La
paroi primaire de type 1l est essentiellement composee de cellulose, de

glucuronoarabinoxylanes et comprend des groupements phénoliques (Figure 10B).
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Figure 9 : Représentation schématique de la paroi primaire végétale des plantes a
fleurs (type I) pendant I’élongation cellulaire. Schéma tiré de Carpita et Gibeault
(1993).
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Figure 10 : Représentation schématique de la paroi primaire végétale des plantes a
fleurs (type 1) (A) et de certaines especes monocotylédones herbacées (type I1) (B).
Schémas tirés de Carpita et McCann (2000).
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- La paroi secondaire : Tres épaisse (1 a 5 um) est ajoutée a la paroi primaire lorsque
la cellule a cessé de croitre. Elle est constituée d’un réseau fibrillaire de cellulose
cristalline et d’hémicellulose. En fonction de I’orientation des fibrilles de cellulose, trois
régions distinctes sont définies (S1, S2, S3). Ces fibrilles de cellulose ont une orientation
déterminée qui change rythmiquement et varie d’une strate a I’autre (Brudieux, 2007).
D’autre part, Il existe une relation directe entre la conformation d’un polysaccharide et sa
fonction a I'intérieur de la paroi. En effet, ces polyméres jouent le role de matériaux de
construction dans la consolidation de la paroi végétale. Ainsi la cellulose constitue
I’armature de la paroi de par sa conformation rigide, alors que les hémicelluloses et les
pectines, matériaux tampons, assurent une certaine flexibilité qui permet la croissance de
la cellule; enfin la lignine cimente 1’édifice. Ces différentes macromolécules forment un
réseau tridimensionnel dont la cohésion est assurée aussi bien par des liaisons de faible
énergie, comme les liaisons de Van der Waals et des liaisons hydrogénes, que par des
liaisons ioniques et covalentes. La proportion des quatre grandes catégories de molécules
(cellulose, pectines, hémicelluloses et lignine) est fonction de la localisation dans la paroi
cellulaire végétale (Figure 11) (Brudieux, 2007 ; Moine, 2005). De plus, les especes
végétales peuvent présenter des différences de structure moléculaire pariétale ainsi que des

variations de 1’architecture pariétale (Harche et al., 1991).
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Figure 11 : Composés chimiques de la paroi des cellules de bois (exprimés en %
massique) et leur distribution d’aprés Popa (1996). LM : Lamelle Moyenne ; P-1 : Paroi
primaire ; P-11 : Paroi secondaire.
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2.2. Les principaux constituants de la paroi végétale :

Les parois végétales sont composées de polymeéres ainsi que de molécules de faible
poids moléculaire, comme les sucres circulants. Les polymeres sont en deux types : les
polymeres non glucidiques (lignines et tanins) et les polymeres glucidiques (cellulose,
hémicelluloses et substances pectiques). Nous sommes particuliérement intéressés aux

polymeéres végétaux.

2.2.1. Lacellulose :

La cellulose est la molécule la plus abondamment synthétisée sur Terre en représentant
au moins la moitié de la biomasse (Robert et Roland, 1998). C’est aussi le polymére
naturel le plus valorisé, que ce soit sous forme de fibres textiles, de papiers ou a I’état
modifié d’esters (acétates ou nitrates de cellulose) ou encore d’éthers. La composition
chimique élémentaire de la cellulose a été déterminée en 1839 par le chimiste francais
Anselme Payen (Brongniart et al., 1839): 44% carbone, 6% hydrogéne et le reste étant de
I’oxygene. La formule de base de cellulose (CgH100s) ne sera établie que bien plus tard en
1913 (Ben Mabrouk, 2011), grace a I’avénement de techniques puissantes d’analyses
de structures, telles que la diffraction des rayons X et la spectroscopie IR. Cet
homopolymére linéaire a pour unité de répétition le cellobiose, motif composé de deux D-
glucopyranoses en conformation C4 liés par une liaison glucidique B (1—4). Le degré de
polymérisation (DP) qui représente le nombre d’unités glucosidiques par chaine de
cellulose est tres difficile a estimer et ce pour deux raisons. La premiére est la difficulté de
solubiliser la cellulose sans la dégrader. La seconde provient du fait de la trés grande
variabilité des DP selon la provenance et la situation de la cellulose au sein de la paroi,
allant de quelques centaines a plusieurs milliers (Brudieux, 2007). La disposition des
hydroxyles libres des glucoses permet 1’établissement de liaisons hydrogenes
intramoléculaires, stabilisant la cellulose dans son orientation linéaire ce qui lui confére
une certaine rigidité, et des liaisons intermoléculaires qui relient plusieurs macromolécules
et les maintiennent disposées parallélement (Figure 12). Ainsi, I’association de nombreuses
chaines de cellulose favorise 1’établissement d’un état solide ordonné, pseudo-cristallin et
permet la formation de microfibrilles (Moine, 2005). La structure fibrillaire tres condensée
de la cellulose explique sa résistance mecanique a la traction, ainsi que son caractere non-
soluble dans 1’eau. Pratiquement, la fraction cellulosique est considérée comme étant le
résidu insoluble aprés 1’extraction compléte des autres polysaccharides de la paroi par des

agents chélateurs et /ou des bases minérales (Barbat, 2009).
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Figure 12 : Liaisons hydrogene intra et intermoléculaires dans la cellulose (Moine, 2005 ;
Brudieux, 2007 ; Barbat, 2009).

2.2.2. Les hémicelluloses :

Les hémicelluloses sont des polysaccharides communément présents dans les végétaux.
Elles désignent a 1’origine les polysaccharides pariétaux alcalinosolubles ; cependant
certains tels que les arabinanes et les arabinogalactanes sont extraits par 1’eau. Par
extension, les hémicelluloses regroupent donc tous les polysaccharides présents dans les
parois des cellules végétales qui ne sont ni cellulosiques, ni pectiques. Comparativement a
la cellulose, les hémicelluloses posseédent une grande variété structurale qui dépend de
I’origine botanique, de I’age des cellules et de leur localisation dans la paroi végetale. Les
hémicelluloses sont souvent ramifiées et leur degré de polymérisation ne dépasse pas 150.
Les unités glucidiques peuvent s’agencer de multiples fagons dans les hémicelluloses, ce
qui explique leur grande diversité. Toutefois, les hémicelluloses sont décrites comme étant
constituées d’un axe osidique principal linéaire sur lequel peuvent étre fixés des motifs
variés. La variation de ces composés selon 1’origine, le tissu ou le type cellulaire et selon le
stade de maturation des tissus, genere une grande diversité structurale. On distingue les
hémicelluloses homopolysaccharidiques, tels que : les glucanes, xylanes, mannanes... et
celles  hétéropolysaccharidiques, comme: les xyloglucanes, glucomannanes,
glucuronoxylanes, glucuronoarabinoxylanes (Ben Mabrouk, 2011) et les arabinoxylanes
(Benahmed Bouhafsoun, 2008 ; Chaa, 2008 ; Ben Mabrouk, 2011)

La nomenclature de ces différentes hémicelluloses est déterminée de la maniére suivante :

e Dans le cas d'un polymére linéaire, le suffixe-ose du glucide constituant la chaine

est remplacé par le suffixe -ane (ex : xylane).
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e Dans le cas d'un polymere ramifié, les glucides greffés au squelette de base seront
des préfixes alors que les unités glucidiques de la chaine principale porteront le
suffixe —ane (ex : glucuronoxylane).

e Dans le cas des polymeres « entrecoupés », l'unité glucidique la plus représentée
portera le suffixe -ane et les autres seront en préfixe (ex : glucomannane).

Les hémicelluloses peuvent étre classées selon cing grandes familles : les xyloglycanes (ou
xylanes), les mannoglycanes (ou mannanes) (Figure 13), les xyloglucanes, les B-D-
glucanes (avec des liaisons mixtes 1—3 et 1—4) et les arabinogalactanes (Ebringerové et
al., 2005).

Une étude de caractérisation des hémicelluloses pariétales d’un tissu foliaire d’Aristida
pungens, Poacée vivace des régions subdésertique d’Algérie (Afrique du Nord) a montreé la
présence de deux fractions d’arabinoxylanes, constituées d’une chaine principale de
résidus B-Xyl- (1—4), plus ou moins substitués latéralement par des motifs arabinosyls

branchés sur le C(3) du xylose (Chaa, 2008).

s ,OH?\\HT\OE:\’,’\O\ = h‘ "‘\\,-",7*& f‘m o

|”OH
HOH,C

0

OH
O oH OH on P
0 0
HO HO
0\7\]’7\0/&/0 O/&/O
— 7\0 HO ~d HO ~
H OH
OH OH
Figure 13 : Exemples de structures d’hémicelluloses : a : un L-arabino-D-xylane (AX) ;

b : un D-galacto-D-mannane selon Ebringerova et al., (2005)
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2.2.3. Les pectines :

Les substances pectiques ou pectines sont présentes dans des proportions variées dans
la plupart des végétaux supérieurs. Elles constituent 1’essentiel des lamelles moyennes qui
assurent la cohésion entre les cellules. On parle alors de ciment pectique. Sur le plan
structural, les pectines sont formées de chaines linéaires faiblement polymérisées d'acides
galacturoniques liés en a-(1—4) et (1—2), appelé acide polygalacturonique, sur lesquelles
s'inserent des résidus de L-rhamnose. Cette zone est qualifiée de lisse. Chaque unité
rhamnose introduit dans la chaine un coude et confére donc a I’ensemble une
configuration en zig-zag. Des chaines latérales de natures diverses, arabinanes, galactanes
et arabinogalactanes sont aussi greffées sur le squelette rhamnogalacturonique, d'ou la
grande diversité de ces polymeres. Cette structure ramifiée est aussi appelée zone chevelue.
Les fonctions acides sont souvent estérifiées par des groupements méthyles ou salifiées par
des ions monovalents ou divalents tels que le potassium, le sodium ou le calcium (Barbat,
2009). Cette esterification joue un réle important sur les propriétés physico-chimiques des
pectines, notamment sur la formation de gels. D'autres glucides sont présents dans les
pectines, comme le B-D-galactose, le f-D-glucose, le B-L-arabinose, le p-D-xylose et le a-
D-fucose (Whistler et Feather, 1965).

La solubilité des substances pectiques dépend de leur masse moléculaire, de la présence de
chaines latérales, ainsi qu’au degré de méthylestérification et de la distribution de ces
groupements méthyles. Selon Moine (2005), les pectines peuvent étres classées selon leur
mode d'extraction, soit a I'eau chaude pour les pectines hautement méthylestérifiées, soit
par des agents chélateurs de cations divalents (EDTA, oxalate d’ammonium) pour les
pectines faiblement méthylestérifiées et a 1’acide dilué a chaud pour la protopectine (acide
polygalacturonique).

Les pectines jouent un role important dans le maintien de I’architecture cellulaire et
participent au métabolisme végétal, surtout au niveau de I’expansion et de la défense
cellulaire (Willats et al., 2001).

2.2.4. Les lignines :

Aprés la cellulose, lalignine est la matiére organique renouvdable la plus abondante
a la surface de la terre. La lignine originelle ou "protolignine” est la plus importante
fraction non saccharidique des fibres végétales. C'est la matiére "incrustante” de la
cellulose (Valette et Choudens, 1989). Elles sont des polyphénols, macromolécules

tridimensionnelles hydrophobes de haut poids moléculaire. Il s’agit d’un polymére ayant
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une structure complexe qui peut varier en fonction de I’espéce végétale (Harche et al,
1991), de I’age, des conditions climatiques environnantes, etc... (Ben Mabrouk, 2011). A
I'inverse de la cellulose, la lignine ne comporte pas de motifs repétitifs et posséde une
grande diversité de liaisons interrnonomériques (Sarkanen et Ludwig, 1971). Leur
structure résulte de la copolymérisation de trois monomeéres aromatiques de type
phénylpropéne: 1’alcool coumarylique, 1’alcool coniférylique et 1'alcool sinapylique, que
I’on désigne sous le terme général de monolignols (Figure 14); leurs précurseurs, les acides
hydroxycinnamiques (ou alcools phénylpropénoiques), sont produits au niveau du
réticulum endoplasmique des cellules en voie de lignification, a partir de la phénylalanine,
désaminée en cinnamate, hydroxylée, méthylée et réduite en alcool au niveau de la
fonction carboxyle. Au niveau de la paroi cellulaire, les monolignols sont oxydés en
radicaux libres sous l’influence d’enzymes (laccases et peroxydases); ces radicaux
polymeérisent, plus ou moins au hasard et sans intervention enzymatique, ce qui explique la
variabilité importante dans la structure des lignines. Cette polymérisation in situ
s’accompagne de la formation de liaisons covalentes avec les glycanes de la paroi. A la fin
du développement cellulaire la lignine incruste ainsi la cellulose et les hémicelluloses, son
role consiste donc a colmater les espaces entre les microfibrilles, et agit comme matiere de

cimentation en conférant la rigidité de la paroi (Brudieux, 2007).

CH,OH (leon CH,OH
CH CH CH
Il Il Il
CH CH CH
MeO OMe OMe
OH OH OH
Alcool Alcool Alcool
coumarylique sinapylique coniférylique

Figure 14: Monoméres constitutifs de la lignine.
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2.2.5. Autres constituants:

En marge de ses constituants polysaccharidiques principaux, la paroi végétale comporte
d’autres catégories de polysaccharides. C’est notamment le cas de la callose, un [-(1,3)
glucane (Aspinall et Kessler, 1957). Cette derniére est souvent détectée en reponse a des
blessures ou des infections par des pathogeénes. Par ailleurs, les arabinogalactanes protéines
peuvent étre extraits d’un grand nombre de tissus. Elles sont composées de 10% de
protéines riches en hydroxyproline, serine, alanine et glycine et de 90% de
polysaccharides composés essentiellement d’Arabinose, Galactose, Rhamnose, Mannose,
Glucose (Tucker et Mitchell, 1993).

La paroi ne contient pas que des polysaccharides. Les substrats lignocellulosiques
renferment également des lipides, des protéines ainsi que des substances de faible poids
moléculaire, tels que les extraits et minéraux, spécifiques a chaque espéce végétale. La
paroi contient genéralement entre 3 et 6% de protéines, souvent sous forme de
glycoprotéines, dont les extensines. Les autres sont des enzymes telles que la peroxydase
ou diverses glycosidases (Moine, 2005).

La paroi contient aussi des substances extractibles par I’eau ou les solvants organiques
polaires qui sont essentiellement les composeés aromatiques et phénoliques comme les
tanins, les flavonoides, ainsi que des petites molécules telles que des sucres circulants. Les
graisses, les cires et les terpénes constituent les principales substances extractibles par les
solvants apolaires (Moine, 2005). D’autres composés phénoliques ont été détectés au
niveau des résidus pariétaux de quelques especes végétales tels que : 1’acide p-coumarique
et I’acide félurique (Harche et al., 1991) et leurs esters, en monoméres ou en diméres
(Benahmed Bouhafsoun, 2008). La paroi peut contenir méme [’acide p-
hydroxybenzoique (Benahmed Bouhafsoun, 2008).

2.3. Activités biologiques des polysaccarides végétaux :

Les parois cellulaires végetales sont des réservoirs potentiels de polysaccharides
biologiquement actifs (Hensel et al., 1998). Il a été démontre que ces polysaccharides sont
dotés de propriétés pharmacodynamiques permettant leur valorisation dans le domaine de
la santé (Diallo et al., 2001). IIs assurent d’importantes fonctions, telles la régulation de la
croissance, la défense contre les agents pathogenes et les stress environnementaux.
Plusieurs études montrent qu’ils agissent sur le diabéte (De Paula et al., 2005), sur le

cancer (Ishurd et Kennedy 2005) et aussi sur les virus (Cassolato et al., 2008).
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Aujourd’hui, il y a peu de drogues immunostimulantes disponibles, or des polysaccharides
étant des constituants immunostimulants les plus efficaces, dépourvus de toxicité et issus
des plantes meédicinales, peuvent étre des bonnes molécules pour améliorer le systeme
immunitaire dans le cas d’une fragilité de ce systéme par des maladies telles que le cancer,
le sida, le paludisme (Aboughe, 2010). Aussi, de nombreux articles attestent des
propriétés antioxydantes de xylanes de diverses plantes médicinales (Ebringerova et al.,
2002 ; Kardosova et al., 2004 ; Nabarlatz et al., 2007)

De plus, les Polysaccharides naturels issus de certaines plantes médicinales, algues et
microrganismes ont suscité un grand intérét en tant qu'agents antimicrobiens (Mizuno et
al., 1995; Tzianabos 2000; Smith et al., 2002). Dans les dernieres décennies, sur la base
des méthodes biotechnologique, une série de nouveaux agents antimicrobiens a base de
polysaccharides a été développée. Ils sont aujourd'hui utilisés dans diverses applications,
par exemple dans I'industrie alimentaire pour remplacer des conservateurs traditionnels, et
en bactériologie comme inhibiteurs de la croissance bactérienne (Chang et al. 2000).

De méme et plus précisément, l'activité antifongique des extraits polysaccharidiques a
également été confirmée expérimentalement dans plusieurs études (Ballance et al., 2007 ;
Meera et al., 2011 ; Chen Hao et al., 2012 ).

2.4. Roles des polysaccharides pariétaux dans la défense plantes :

La paroi végeétale constitue une barriére physique a la pénétration des agresseurs. Pour
la contourner, les agents pathogénes développent différentes stratégies notamment la
production d’enzymes hydrolytiques dégradant la paroi végétale (Walton, 1994). Les
défenses de la plante comprennent un ensemble de mécanismes conduisant a modifier et a
renforcer la paroi contre les dégradations enzymatiques générées par les pathogenes. lls
incluent la production de glycoprotéines riche en hydroxyprolines (Benhamou, 1996), le
dépdt de la callose et la synthese des composés polyphénoliques tels que la lignine
(Boudart et al., 1995). Dans ce contexte, les glycoprotéines riches en hydroxyprolines
sont induites dans diverses interactions plantes-pathogénes (Esquerré-Tugayé et al.
1979). Elles jouent un rdle dans I’organisation de la paroi primaire et servent comme point
d’initiation de la polymérisation de la lignine (Bolwell et al., 1995). D’autre part, La
lignification permet de renforcer la paroi vegétale la rendant plus résistante aux attaques
des enzymes hydrolytiques des agents pathogenes (Kawasaki et al, 2006). Une
corrélation a pu étre établie entre la lignification et la résistance aux maladies, les plantes

résistantes montrent une augmentation du depdt de lignine plus importante que celle des
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plantes sensibles (Soylu, 2006). De plus, la callose, un constituant des appositions
pariétales a été considérée comme un facteur important dans la résistance a la pénétration
des agents pathogenes (Brown et al., 1998). En effet, des plantes qui ont montré une

réduction de dépot de callose ont montré une sensibilité accrue envers les pathogenes.

3. Les flavonoides:
3.1. Définition :

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes (Lhuillier,
2007). lls occupent une place prépondérante dans la famille des polyphénols, ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables de la
coloration des fleurs et des fruits (Ghestem et al.,2001). Les flavonoides sont présents
d’une maniére trés générale dans toutes les plantes vasculaires ou ils peuvent étre localisés
dans divers organes : racines, tiges, bois, cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques
des feuilles (Marfak, 2003).

3.2. Structure chimique et classification:

La classe des flavonoides est I'une des plus abondantes et a ce jour, plus de 9000
structures naturelles ont été isolées et caractérisées (Harborne et Baxter, 1999). Ils ont
une origine biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous la méme structure
dont elle s’organise toujours autour d’un squelette de base a quinze atomes de carbones
constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (Figure 15)
(Bruneton, 1999).

Figure 15 : Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une
diversité fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C (Pietta, 2000), dont les
plus importantes sont les Flavones, Flavonols, Flavanones, Dihydroflavonols, Isoflavones,

Flavanols, Chalcones, Aurones et anthocyanes (Figure 16) (Hadj Salem, 2009).
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Figure 16 : Structure des différentes classes de flavonoides (Hadj Salem, 2009).

3.3. Distribution et localisation :

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal. Il est a signaler
qu’environ 2% de la proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la
biosynthése flavonoidique. Selon Hadi (2004), les flavonoides se trouvent en abondance
dans les familles : Polygonacees, Rutacees, Fabacees, Apiacees et Asteracees. lls sont
cependant rares chez les vegétaux inférieurs. De plus, leur localisation au sein de la plante
est caractéristique. En effet, Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des
végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al,
2002). La répartition de ces composés montre des accumulations trés localisées,
généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec I’interaction de la plante
avec son environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation épidermique ont un
role d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont impliqués dans

les mécanismes de défense ont plutdt une localisation sous épidermique (Boudet, 2000).
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Au niveau cellulaire, il est observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont
dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des
veégétaux. Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque
toujours de genines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale

des groupes hydroxyles (Bruneton, 1993).

3.4. Biosynthese des flavonoides:

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, & 1’origine, les
flavonoides proviennent de la désamination d’un acide aminé essentiel, la phénylalanine
(figure 17). La réaction de désamination est catalysée par la phényl ammonia lyase (PAL)
et conduit a la formation de cinnamate. Ce dernier est ensuite transformé en acide
coumarique puis en 4-coumaroyl-coenzyme A, respectivement par 1’enzyme cinnamate-4-
hydroxylase (C4H) et la CoA-ligase (4CL). Cette synthése précéde la biosynthese de tous
les flavonoides mais également celle d’autres composés de la voie des phénylpropanoides,
composés trés importants pour la vie d’un végétal. Le coumaroyl-CoA est ensuite
transformé en chalcone en faisant intervenir le malonyl-CoA, et la chalcone synthase. Le
motif chalcone est ainsi le point de départ de la synthése des différents groupes des
flavonoides (Sebastien, 2006).
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Figure 17 : Schéma simplifié de la biosynthése des flavonoides (Sebastien, 2006).

3.5. Activités biologiques des flavonoides :

Les flavonoides constituent un groupe de substances tres importantes qui présentent un
grand intérét dans beaucoup de domaines. Actuellement, les flavonoides sont connus par
de remarquables activités pharmaco-biologiques comme entre autres des effets
hypocholestérolémiants (Formica et Regelson, 1995) antiviraux, antimicrobiens, et
anticancéreux (Narayana et al., 2001 ; Seyoum et al., 2006) antiallergiques, anti-
inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-tumoraux et hépato protecteurs (Middleton et al.,
2000). Ces activités sont attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces
composés naturels (Saija et al., 1995). Nous voulons indiquer dans ce paragraphe leurs
activités antimicrobiennes. Dans ce contexte, Selon Cushnie et lamb (2005), differents

types de flavonoides (flavones, isoflavones, flavonols...) ont présenté une activité
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antifongique, antivirale et antibactérienne. Picman et al., (1995) ont suggéré que
théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils sont
de puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase. Dans ce sens, plusieurs études ont
montré I’effet bactéricide de différentes flavanones sur un Staphylococcus aureus (Sato et
al., 1995) et plusieurs souches de bactéries gram (+) et gram (-) ont été montrées sensibles
envers un flavonoide glycoside (Harikrishna et al., 2004). D’autre part, L’activité
antifongique des flavonoides est aussi établie, En raison de la capacité répanduedes
flavonoides d'inhiber la germination des spores des phytopathogénes, on leur a proposé
pour l'usage contre les pathogénes fongiques de I'nhomme (Harborne et Williams, 2000).
Deux nouveaux flavonoides, un flavone et un flavanone, respectivement isolés des fruits de
Terminalia bellerica et de l'arbuste Eysenhardtia texana ont été efficace contre le
pathogéne opportuniste Candida albicans (Valsaraj et al., 1997 ; Wachter 1999). Deux
autres flavones isolés de la plante Artemisia giraldi ont était rapportés inhibiteurs de
I’espece Aspergillus flavus, une espece de mycete qui cause la maladie envahissante chez
les patients immunosuppressifs (Zheng, 1996). Galangin, un flavonol généralement trouvé
dans des échantillons de propolis a été montré inhibiteur contre Aspergillus tamarii, A.
flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium digitatum et Penicillium italicum
(Afolayan et Meyer, 1997).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides peut étre du a 1’inhibition de la
synthese d'acide nucléique (Hilliard, 1995), I’inhibition des fonctions de la membrane
cytoplasmique (Tsuchiya et linuma, 2000), la séquestration de substrat nécessaire a la
croissance microbienne ou 1’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Haraguchi
et al., 1998).

3.6. Roles des flavonoides chez les plantes :

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végetaux. Ils sont
synthétisés au niveau des fleurs, des fruits, des feuilles et des graines d’un grand nombre
de végétaux. Leur accumulation confere des avantages écologiques et physiologiques
majeurs (Harborne et Williams, 2000). Une des propriétés majeures des flavonoides est
de contribuer a la couleur des plantes et notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la
couleur de ses fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux
pollinisateurs, assurant par ce biais une étape fondamentale de sa reproduction. Il est a

noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur golt désagréable,
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peuvent jouer un rdle dans la protection des plantes. Les flavonoides montrent d’autres
propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance et du développement des plantes
en interagissant d’une maniére complexe avec les diverses hormones végétales de
croissance (Chebil, 2006). D’autre part, les plantes utilisent la capacité d’adsorption entre
280 et 315 nm de tous les flavonoides comme un filtre de protection contre les dommages
pouvant étre causés par les radiations UV-B sur leur ARN (Harborne et Williams, 2000).

Certains flavonoides jouent également un role de phytoalexines, c’est-a-dire des
métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection
causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak, 2003). Dans ce sens, Beaucoup
de flavonoides possédent des propriétés antifongiques par inhibition de cellulases
microbiennes, de Xxylanases, pectinases, chélation de métaux nécessaire aux enzymes,
formation d’une structure dure et cristalline agissant comme une barriere physique aux
pathogenes. Les flavonoides pourraient entrainer des changements dans la différenciation
des tissus et ainsi promouvoir la formation de thylle et de cal, empéchant ainsi I’agression
par des agents invasifs. De méme, Les flavonoides jouent aussi un réle important dans la
résistance fongique, apres la récolte, des fruits et des lIégumes. De fortes concentration en
flavonoides dans les fruits sont, en effet, trés souvent corrélées avec une faible incidence
de pathogéne. Cette constatation est d’ailleurs mise a profit pour mieux conserver les
fruits. Par exemple, I’irradiation UV de Citrus aurantium entraine une augmentation de la
concentration en flavonoides et réduit la contamination par Penicillium digitatum
(Treutter, 2005).

46



Chapitre 3 :

GENERALITES SUR LES PLANTES
MEDICINALES



Partie bibliographique Généralités sur les plantes médicinales

1. Historique :

Une plante médicinale est une plante que 1’on cultive ou que ’on cueille dans son

milieu naturel pour ses propriétés médicinales. L’étre humain utilise des plantes depuis des
milliers d’années pour traiter divers maux, le monde végétale est a I’origine d’un grand
nombre de médicaments. Récemment, des chercheurs ont estimé qu’il existe environ
400000 espéces de plantes dans le monde, dont environ le quart ou le tiers ont été utilisées
par les sociétés a des fins médicinales (Delaveau, 1974).
Dans toutes les parties du globe, les civilisations ont montré un intérét manifeste pour les
plantes aromatiques en médecine, en cuisine et en parfumerie. Et I’histoire le témoigne en
multiples maniére d’expressions, que I’on retrouve dans les littératures ; Hippocrate (460-
v.377 avant J.-C.); Dioscoride (ler siecle apres J.-C.), Galien (v. 131-v. 201) (lserin,
2001). Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecine et en pharmacie : Abu Bakr
al-Razi ou Rhazes (865-925), Ibn Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit le "Canon de la
médecine". Ce livre servira de base a I'enseignement de la médecine dans les universités de
Louvain et de Montpellier jusqu'aux environs de 1650 (Mohammedi, 2006). Ibn Rushd ou
Averroes (1126-1198), son ceuvre médicale la plus connue est "Kitab Al-Kulliyate fil-
Tibb" ("Livre de Médecine Universelle"). Ecrit avant 1162, cet ouvrage fut traduit en latin
par Bonacosa en 1255, sous le titre de «Colliget», et en hébreu. 1l fut publié en 1482 et en
1560 a Venise, il fat enseigné officiellement dans les Facultés et écoles de Médecine
occidentales jusqu'au XVlle et XVllle siecles (Bonan et al., 2009).lbn al Baytar (1197-
1248) rédigea le trés complet Somme des Simples : ce livre contenait une liste de 1400
préparations et plantes médicinales dont un millier était connues des auteurs grecs
(Mohammedi, 2006).

2. Domaine d’application :

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans l'industrie,
en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. La pharmacie utilise encore une forte
proportion de médicaments d'origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des
molécules actives nouvelles, ou des matiéres premieres pour la semi synthése (Bahorun,
1997) ainsi que 1’assaisonnement des boissons, des colorants et des composés aromatiques,
les épices et les herbes aromatiques utilisés dans I'alimentation sont pour une bonne part
responsable des plaisirs de la table (Delaveau, 1987). Il y a eu donc un réveil vers un
intérét progressif dans l'utilisation des plantes médicinales dans les pays développés
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comme les pays en voie de développement, parce que les herbes fines guérissent sans effet
secondaire défavorable (Mohammedi, 2006).

Les métabolites secondaires sont également d'un intérét en raison de leur utilisation
comme colorants, fibres, colles, huiles, cires, agents aromatisants, des médicaments et des
parfums, et ils sont considérés comme des sources potentielles de nouveaux medicaments
naturels, des antibiotiques, insecticides et les herbicides (Eddy, 2010 ; Kumpawat et al.,
2010). Ces dernieres années, le role de certains métabolites secondaires comme
conservateur des produits alimentaires est devenu un domaine de plus en plus important
de la recherche en nutrition humaine. En outre, Ils peuvent avoir des effets favorables dans
la prévention de cancers et de nombreuses maladies chroniques, tels que les maladies
cardiovasculaires et le diabéte de type Il, qui touchent les populations a une fréquence

croissante et inquiétante (Selles, 2012).

3. Présentation des plantes étudiées :
3.1. Famille des Astéracées :

Ce sont des plantes herbacées, rarement arbustives, arborées ou rampantes. Elle
comporte plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes (Guignard, 2001 ; Gaussen et
Leroy, 1982). En Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes (Quezel et Santa, 1963).
Une des propriétés typiques de cette famille est sa richesse en composés naturels divers, on
y trouve des terpénoides, des flavonoides et des alcaloides (Harborne et Swain, 1969).

La famille Asteraceae est parmi les familles les plus représentatives en nombre d’especes,
elle renferme plus de 30 especes (Kaabeche, 2003). Les feuilles sont le plus souvent
alternées, mais aussi opposées ou radiales, simples exstipulees (Paulian, 1967). Les fleurs
sont généralement dissemblables dans un méme capitule, celles du centre ayant a la fois
étamines et pistil tandis que celles de la périphérie sont ordinairement et uniquement
femelle. Les fruits sont des achénes, c'est-a-dire des fruits secs, indéhiscents et contenant

chacun une seule graine (Harborne et Swain, 1969).
3.2. Classification botanique des plantes étudiées :

Les plantes étudiées sont regroupées dans le tableau 2 selon la classification botanique
d’Ozenda (2004).
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Tableau 2 : Classification botanique des plantes étudiées.

Anvillea radiata Bubonium graveolens Cotula cinerea
Régne : plantae plantae plantae
Embranchement : Spermaphytes Spermaphytes Spermaphytes
Classe : Eudicots Eudicots Eudicots
Ordre : Astérales Astérales Astérales
Famille : Asteraceae Asteraceae Asteraceae
Genre : Anvillea Bubonium. Cotula
Espéce : radiata graveolens. cinerea
Nom scientifique : Anvillea radiata Coss et  Bubonium graveolens Cotula cinerea
Dur (Djelaila, 2007). (Ozenda, 1977)

(Maiza et al, 1993).

3.3. Nomenclature vernaculaire :
Les Nomenclature vernaculaires des plantes different d’une région a une autre.

Une recherche bibliographique non exhaustive révéle les noms regroupés dans le tableau 3

Tableau 3 : Appellations vernaculaires des plantes étudiées.

Plantes Appellation vernaculaire
Anvillea radiata e Negd (Ghourri et al., 2012).
e Chadjeret eddhob (Maiza et al., 1993).
Bubonium graveolens e Tafs. (Djalaila, 2006).

e Nougd el ibel ou gensa (Dans le Sud-Est marocain) ;

e Tafsa (Dans la région de Tindouf).

Cotula cinerea e Gartoufa (El rhaffari et Zaid, 2002);

¢ Robita, chiriya (Benhouhou);

e Chouihiya (dans la région d’El-Goléa et Ouargla) (Maiza et
al., 1993);

e Gartoufa Beida (dans la région de Beni Abbesse) (Maiza et
al., 1993).

e Takkélt (chez Targui) (Abdoun, 2002).
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3.4. Description botanique :
3.4.1. Anvillea radiata :

Plante arbuste tres rameux, boisé, en masse embranché, 20-50 cm de haut. Feuilles ;
petites, rudement triangulaires, avec un grand pétiole et un membre fortement denté, un
grands capitules solitaires ont un diametre de 3-5 cm avec de longues ligules. Fleurs ; sont
toutes jaune-orange, I'extérieur ceux 25 millimétres. Le fruit est un non-fleshy; cypsella
prismatique indéhiscent (achene de deux carpelles) (figure 18). Il fleurit habituellement au

printemps, mais peut fleurir tout au long de I'année (Agueda et al., 2006)

Figure 18 : Morphologie générale d’Anvillea radiata Coss et Dur (Ozenda, 1967).

3.4.2. Bubonium graveolens :

Est une arbuste bas, a écorce blanche et crevassée dans les parties agées , a rameaux
tres étalés naissant peu au-dessous des capitules, feuilles d’un vert pale, étroites et
profondément découpées, trés velues, les supérieures presque entieres et entourant le
capitule qu’elle dépassent longuement, involucres a bractées coriaces, indurées a maturité,
fleures jaune, écailles du réceptacles allongées et dures, dépassant longuement les
achaines, ceux-ci en cone renversé, arqués, velus, a quatre cotés trés saillantes, tronqués au
sommet et a aigrette remplacée par une couronne de quatre écailles membraneuses
déchiquetées trés commun dans tous le Sahara, surtout dans les dépressions argilo-
sablonneuses (figure 19) . (Ozenda, 2004).
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Bubonium groveolens

Figure 19 : Morphologie générale de Bubonium graveolens (Ozenda, 2004).

3.4.3. Cotula cinerea

Est une plante annuelle herbacée vivace de 25cm de hauteur. Tiges ; ramifiées depuis
la base blanc pubéres de 10 a 40 cm, couchées puis redressées, capitules de 6 a 10 mm de
diameétre. Feuilles ; laineuses blanchatres, épaisses, couchées puis redressées, 3 a5 dents
obtuses alternes, capitules de 6 a 10 mm de diameétre, a involucre laineux.
Fleurs ; tubuleuses, brunes en boutons puis jaune d’or, commun dans les sols Saharo-

arabic sols un peu sablonneux (figure 20) (Ozenda, 2004 ; Abdoun, 2002).

Figure 20 : Morphologie générale de Cotula cinerea (Ozenda, 1967).
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3.5. Répartition géographique :
3.5.1. Anvillea radiata :

Est une plante arbuste trés rameux, endémique du Sud-ouest Algérien et Sud-est
Marocain, (Ozenda, 1983). Cette espece accepte une large variété d'états de sol et se
développe sur les sols caillouteux des oueds, sur les regs environnants (plateaux rocheux
répandu avec de petits cailloux) et dans les dayas. Elle prospére en conditions climatiques
graves a moins de 100 millimétres de précipitations par année. (Guzman et Vargas,
2009).

3.5.2. Bubonium graveolens :

Est une plante aromatique herbacée, endémique du Sud-ouest Algérien et Sud-est
Marocain, elle se trouve, généralement dans les dépressions argilo sablonneuses (Ozenda,
1983 ; Quenzel et Santa, 1963).

3.5.3. Cotula cinerea :

Une petite plante annuelle qui se développe dans des conditions désertiques avec une
moyenne de 100 mm de Pluie par an et favorise les sols silico-argileux. Elle se trouve
généralement sur la non-solution saline les lits des oueds, sur les sols graveleux sableux
(Benhouhou). Trés fréquente dans le Sahara algérien, elle est courante dans tout le Sahara,

y compris la région de la mer Rouge et le Sinai (Ozenda, 1983 ; Quezel et Santa, 1963)

3.6. Composition chimique :
3.6 .1. Anvillea radiata :

Sur le plan composition chimique, peu d’étude ont été réalisées sur cette plante. Dans
ce sens Djellouli et al., (2013) ont montré que cette plante est un réservoir riche en
phytocomposants tels que les Alcaloids, saponins, Terpens, Tanins, Flavonoides, Steroids
et les Cardenolids. De méme 13 flavonoides dont 4 aglycones et 9 flavonol glycosides ont

été isolés (Dendougui et al., 2006).

3.6.2. Bubonium graveolens :

D’apres la recherche bibliographique que nous avons menée, peu d’études ont été
réalisées sur cette espece. Ces quelques études ont montré la richesse de cette plante en
huiles essentielles dont 43 composés identifiés, ces derniers sont présents dans les feuilles

et des fleurs (Chériti A et al., 2005), et en phyto-constituants comme les flavonoides, les
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saponosides, les tanins, les alcaloides, les stéroides, les stérols insaturés, les terpenes, les
cardénolides (Djelaila, 2007).

3.6.3. Cotula cinerea :
Une étude chimique d’un échantillon de Cotula cinerea récolté du Sahara marocain, a
indiquer que, les stérols, terpenes proanthocyanes, tanins et les flavonoides semblent étre

les composés majoritaires contenus dans cette plante (Markouk, 2008).

3.7. Utilisation traditionnelle des plantes étudiées :
3.7.1. Anvillea radiata :

Cette plante est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs
maladies comme le diabete, 1I’indigestion, les courbatures, le refroidissement pulmonaire,
ainsi que, pour le traitement des gastro-entérites, des spasmes et colique, des arthrites et
des rhumatoides. (Maiza et al, 1993 ; Bellakhdar, 1997).

3.7.1. Bubonium graveolens :

Cette plante est utilisée dans le traitement des troubles gastro-intestinaux, la fievre, les
maux céphaliques, les bronchites et comme anti-inflammatoire. La poudre de la plante
(feuilles) est prise en cataplasme sur la téte et pour dégager les sinus quand on est enrhumé
par inhalation (Cheriti, 2000 ; Djelaila, 2007).

3.7.3. Cotula cinerea :

Utilisée pour les troubles broncho-pulmonaire, toux, problémes digestifs (nausées, des
vomissements et des douleurs a l'estomac). L’insolation et les rhumatismes. Elle est
utilisée comme fébrifuge, pour combattre les coliques, les diarrhées, la toux, le
refroidissement broncho-pulmonaire de plus cette plantes est utilisé pour aromatisé le lait.
(Benhouhou ; Maiza et al, 1993).
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Matériel et méthodes:

1. Matériel fongique:

1.1. Provenance de la souche:

Le matériel fongique utilisé dans cette étude correspond a une souche de Foa, fournie par
le laboratoire de valorisation des ressources biologiques et de la sécurité alimentaire dans
les zones semi-arides, au sud ouest de I'Algeérie, Université de Béchar (Code : KE21). La
souche a été isolée a partir d’un rachis d’une palme adulte infectée, présentant les
symptémes typiques de la maladie du Bayoud dans la palmeraie de Kenadsa (Béchar).

1.2. Conservation de la souche :

La souche a été ensemencée sur milieu PDA acidifié et a été conservée a 4°c jusqu’a son
utilisation.

1.3. Tests de confirmation de I’identité de la souche fongique:

L’identification des moisissures a pendant longtemps été exclusivement basée sur
I'observation des caracteres culturaux et morphologiques (Tabuc, 2007). De plus, selon
Sedra et Djerbi (1985), pour confirmer la présence de Foa parmi des isolats de F.
oxysporum issus de palmiers, de porteurs sains ou de terre, les caractéristiques culturales
du champignon obtenues par une culture monospore; permettent une identification rapide
et précise du pathogéne sans recours a des inoculations artificielles.

1.3.1. Identification morphologique :

L’identification morphologique d’une espéce fongique repose sur I’analyse de criteres
culturaux (température et vitesse de croissance, ...) et morphologiques. Ces derniers sont
constitués des parameétres :

- Macroscopiques : aspect des colonies, de leur revers,.... Ces critéres ont été étudiés par
un repiquage d’un implant mycélien de 6 mm de diamétre de I’isolat, dans des boites de
Pétri contenant le milieu PDAa (Chabasse et al., 2002).

- Microscopiques : aspect du mycélium, des chlamydospores, des conidies,....

L’examen microscopique a été effectué par la technique de micro-culture qui consiste a
inoculer les spores des moisissures sur une lame menée de petits carrés, de milieu PDA
acidifié et les recouvrir par une lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites
périphériques du milieu pour leur fournir un potentiel d’oxygéne nécessaire a leur
germination. L’ensemble est conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubé a
25 £+ 2°C pendant 3 a 5 jours. Aprés incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le

mycélium sont transférées sur d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de bleu de
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méthyléne. Les observations microscopiques aux grossissements 40 et 100 sont suffisantes
pour mettre en évidence la plupart des éléments importants (Haris, 1989).

1.3.2. Identification moléculaire :

Chez une espece donnée la variation des caractéres physiologiques ou I’absence d’un
métabolite d’une souche a une autre. D’ou I'intérét d’associer I’identification moléculaire
qui offre une plus grande variabilité de caracteres génétiques utiles a la taxonomie des
champignons, grace au séquencage de I’ADN ribosomal ou de génes codant pour certaines
protéines (Geiser et al., 2007).

Dans cette partie, ’ADN génomique a été extrait et purifié, puis, la région de I'ARN 18S a
été amplifié en utilisant une amorce générique. Ensuite, le fragment amplifié a été
séquencé (les caractéristiques techniques sont résumées dans le tableau 4 annexe 1). (Ces
étapes ont été effectuées par I’Institut Universitaire des Maladies Tropicales et la Santé
Publique des lles Canaries, université de la laguna, Tenerife, Espagne).

2. Matériel vegeétal et sa provenance:

Les plantes sujets d’étude (Planche 3) ont été récoltées au stade de floraison (pendant la
saison hivernale et printaniére pour les années de 2009 a 2012) dans la région de Ksi-ksou
(Latitude 31° 9' 54.072", Longitude -2° 31' 24.924" en degrés, minutes, secondes) 60 km
au sud ouest de la ville de Béchar, sud ouest algérien (Figure 21). Les parties récoltées
(feuilles et fleurs) ont été séchées a ’ombre dans une salle séche et aérée, puis broyées et
conservées séparément dans des récipients fermés, a une température ambiante et a 1’abri

de la lumiére jusqu’a leur utilisation.

; WA ey - ;
22 R T %
a2 12 Ve,

Figure 21 : Situation geographique de la région de récolte (Google earth, 2015).
58



Partie expérimentale Matériel et méthodes

Planche 3: Photos de terrain des pieds entiers des plantes médicinales
dans la région de Ksi-ksou (Béchar) (Mebarki, 2015).
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3. Détermination de I’humidité dans le matériel végétal:
Le taux d’humidité a été déterminé par séchage (étuvage jusqu'a I’obtention d’un poids
constant. C’est une méthode gravimétrique qui consiste en la détermination de la perte de

poids par dessiccation (Lazouni et al., 2007 ).

3.1. Mode opératoire :

e Sécher des capsules vides a I’étuve pendant 15 mn a 103°C ;

o Tarer les capsules apres refroidissement dans un dessiccateur ;

e Peser la prise d’essai de la plante (partie aérienne) et la placer dans I’étuve réglée a
60 °C pendant 1 heure ;

e Retirer les capsules de 1’étuve, les placer dans le dessiccateur pendant 15 min, et
aprés refroidissement, les peser. L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention d’un
poids constant.

3.2. Expression des résultats : La teneur en eau est exprimée selon la formule suivante :
H(%) = [(M;-M,)/P] x 100

H(%0) : taux d’humidité

M; : Masse de la capsule + matiere fraiche avant passage a I’étuve.

M, : Masse de I’ensemble apres passage a I’étuve.

P : Masse de la prise d’essai.

4. Analyses phytochimiques :

L’analyse phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence
des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Il s’agit d’une
analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation (Yemoa et
al., 2008). La révélation des différentes familles a été effectuée a partir du végétal épuisé
par différents solvants de polarités différentes. Les saponosides, stérols et stéroides,
flavonoides, tanins, coumarines, alcaloides, anthracénosydes, anthocyanosides et les
anthraquinones ont été identifiés selon les tests phytochimiques qualitatifs décrits par les
méthodes de Fachmann et Kraut (1995) et Wichtl et Anton (1999).

4.1. Produit végétal épuisé par I’eau :
Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, 50 g de la poudre végétale ont été introduits
dans un volume de 300 ml d’eau distillée, I’ensemble a été porté a reflux pendant 1h.

Apres refroidissement, le mélange a été filtré, puis, a été soumis aux tests suivants.
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* Caractérisation d’amidon :
Traiter 5 ml de I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon (1,2 g d’I; et 2,5 g de KI
solubilisés dans 500 ml d’eau distillée). L’apparition d’une coloration bleue-violacée
indique la présence d’amidon.

» Caractérisation des composés réducteurs :
Traiter 1 ml de I’extrait aqueux avec 5 a 8 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer.
Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique.

« Caractérisation des saponosides :
Ajouter a 2 ml de la solution aqueuse un peu d’ecau distillée et agiter vigoureusement
pendant 2 mn. La formation d’une colonne de mousse d’environ 1 cm persistant pendant
au moins 15 minutes indique la présence des saponosides.

» Caractérisation des tanins :
Traiter 1 ml de la solution aqueuse avec 1 ml d’eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution
diluée de FeCl3. L apparition d’une coloration verte ou bleu verte indique la présence des
tanins.

» Caractérisation des alcaloides :
Mettre 15 ml de I’extrait aqueux dans un ballon bicol. Ajouter NH4OH 10%, jusqu’a
pH=9. Extraire avec 3x10ml de chloroforme. Laver la solution chloroformique avec 3x2ml
d’HCI 10%. La solution aqueuse de lavage est divisée en trois parties égales. Tester les
échantillons avec les réactifs de Mayer et Wagner. Le troisieme tube est considéré comme
témoin. La formation d’un précipité jaune avec le réactif de Mayer ou la formation d’un
précipité brun avec le réactif de Wagner indique la présence des alcaloides.

« Caractérisation des acides gras :
Acidifier la solution aqueuse alcaline, puis I’extraire avec I’éther diéthylique. Concentrer la
solution éthérique a sec. Le test positif est révélé par 1’obtention d’un résidu gras.
4.2. Produit végétal épuisé par I’éthanol :
Dans un ballon, surmonté d’un réfrigérent, mettre 50 g de poudre de la plante dans un
volume de 300 ml 1’éthanol (95%), puis porter I’ensemble a reflux pendant 1h. Apres
refroidissement, filtrer le mélange et le soumettre aux tests suivants :

+ Caractérisation des alcaloides :
Evaporer 20m1 de la solution éthanolique a sec. Ajouter 5 ml HCL 2N au résidu et
chauffer au bain marie. Filtrer le mélange puis diviser le filtrat en trois parties égales.
Tester les échantillons avec les réactifs de Mayer et Wagner. Le troisieme tube est
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considéré comme témoin. La formation d’un précipité jaune avec le réactif de Mayer ou la
formation d’un précipité brun avec le réactif de Wagner indique la présence des alcaloides.

» Caractérisation des flavonoides :
Traiter 5 ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0.5 g de
tournure de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge aprés trois minutes
indique la présence des flavonoides.

» Caractérisation des tanins :
Prendre 1 ml de la solution alcoolique, ajouter 2 ml d’ecau distillée et 2 a 3 gouttes de
solution de FeCls diluée. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-
noire, verte ou bleue-verte et un précipité, selon que les tanins sont cathechiques, gallique
ou ellagique.

+ Caractérisation des composeés réducteurs :
Traiter 1 ml de I’extrait alcoolique avec 2 ml d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de
Fehling puis chauffe le mélange. Un test positif se traduit par la formation d’un précipité
rouge-brique.

« Caractérisation des anthracénosides et anthocyanosides:

25 ml de I’extrait éthanolique sont introduits dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et
contenant 15 ml d’HCI a 10%. le mélange ainsi formé est porté a reflux pendant 30 mn.
Apres refroidissement, on extrait la solution 3 fois avec 15 ml d’éther diéthylique afin
d’obtenir deux phases, aqueuse et éthérique. Ensuite, les deux phases sont traitées
séparément.

Test des anthracénosides : Traiter 8 ml de la phase étherique extractive avec le réactif de
Borntraeger. Le test considéré positif par 1’apparition d’une coloration rouge orangée au
violet pourpre.

Test des anthocyanosides : Doser la phase aqueuse acide par une solution de soude
(NaOH). Un virage de couleur a pH différent indique la présence des anthocyanosides
(pH< 3 la solution se colore en rouge. 4 < pH <6 la solution se colore en bleu).

« Caractérisation des terpénes et stéroides :

Test 1: évaporer 10 ml d’extrait éthanolique et traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydride. Apres filtration, mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec
5 ml d’anhydride acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentre. Agiter
puis laisser reposer .L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme

la présence des hétérosides stéroidiques (maximum d’intensite en 30 min a 21°C).
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Test 2 : 5 ml d’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence des
triterpéne hétérosidique.
4.3. Produit végétal épuisé par I’éther diéthylique:
Dans un ballon, surmonté d’un réfrigeérent, mettre 50 g de poudre de la plante en présence
de 300 ml d’éther diéthylique. Porter I’ensemble a reflux pendant 1h. Apres
refroidissement, filtrer le melange et le soumettre aux différents tests suivants.

» Caractérisation des alcaloides :
Evaporer 10 ml de I’extrait étherique, ensuite dissoudre le résidu obtenu dans 1.5 ml de
HCI (2%). la formation d’un précipité blanc jaunatre apres I’ajout de 1 a 2 gouttes de
réactif de Mayer a cette solution indique la présence des alcaloides.

» Caractérisation des anthraguinones:
Evaporer 3 ml de Dextrait étherique, puis ajouter 1 ml d’hydroxyde d’ammonium
(NH4OH) concentré. L’apparition d’une teinte vive variant de I’orangé rouge au violet
pourpre, indique la présence des emodols.

» Caractérisation des huiles volatiles :
Evaporer 20 ml de solution éthérique et dissoudre le résidu obtenu dans 1’éthanol, puis
concentrer la solution éthanolique a sec. Le test est positif se traduit par 1’obtention d’un
résidu aromatique.
4.4. Produit végétal épuisé par I’éther de pétrole :
Dans un ballon, surmonté d’un réfrigérant, mettre 5 g de poudre de la plante dans un
volume de 30 ml d’éther de pétrole. Ensuite, porter I’ensemble a reflux pendant 1h. Apres
refroidissement, filtrer le mélange et le soumettre aux tests suivants.

« Caractérisation des stérols et triterpenes :
Evaporer 10 ml de D’extrait étherique. Dissoudre le résidu dans 0.5 ml d’anhydride
acetique et 0.5 ml de chloroforme, puis ajouter 2 ml d’acide sulfurique concentré. Un
anneau rouge brun ou violet dans la zone de contact avec le surnageant ou une coloration
violette indique la présence des stérols et triterpénes.

» Caractérisation des polyuronides :
10 ml d'éthanol sont placés dans un tube a essai, 2ml de I'extrait ethérique sont ajoutés
gouttes a gouttes .I'apparition d'un précipité violet ou bleu indique la présence d'un

mucilage.
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5. Préparation des extraits végétaux:
5.1. Extraction des flavonoides :

L’extraction des flavonoides a été faite selon la méthode de Lee et al. (1995). Le
matériel végétal (feuilles et fleurs de chaque plante) réduit en poudre a été chauffé a 90 °C
sous reflux dans un mélange eau distillée/ éthanol absolu pour (250 ml : 250 ml) pendant
quatre heures. L’extrait a été filtré a travers le papier filtre. La phase hydro-éthanolique a
été evaporée pour éliminer 1’¢thanol est ensuite extraite par 100 ml de n-butanol puis
acidifiée par HCL a 10 % jusqu’au pH =3, la phase n-butanolique a été évaporée a sec. Le
résidu sec a été extrait trois fois par 200 ml du mélange eau distillée / acétate d’éthyle)
(v/v) pendant une heure, la phase organique a été alcalinisée par NaOH jusqu’ au pH=9.
Apreés 15 minutes de repos la phase organique obtenue représente les flavonoides elle a été

évaporée a sec, pesée et reprise par 1’éthanol a 1% pour les tests biologiques. (Figure 22).

Rendement des flavonoides :
Le rendement a été calculé selon la formule suivante :  Re = P x 100 / Pinitial
Soit : Re : Le Rendement (%).
P : Poids des flavonoides en gramme.

Pinitial - Poids initial de 1’organe végétal au début de 1’extraction.
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Qg du Matériel végéD

250 ml d’éthanol

250 ml d’eau distillée

Extraction a reflux pendant 4 heures

!

Filtration

A4
Evaporation jusqu’élimination
de la phase éthanolique

!

Phase aqueuse +100 ml n-butanol

|

Décantation

-~ ~

Phase aqueuse a éliminer

Récupération de la phase de n-butanol

Ajustement du pH a 3 _>1

Evaporation

¥

Résidu sec

Ajout de 100 ml d’acétate éthyle _»‘
+ 100 ml eau distillée

Décantation 3 fois

!

Récupération de la phase d’acétate éthyle

Ajustement dupH a9 >l

Evaporation

!

Résidu sec = Flavonoides

Figure 22: Protocole d’extraction des flavonoides selon Lee et al. (1995).
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5.2. Préparation des extraits polysaccharidiques :
L’extraction des polysaccharides pariétaux nécessite une opération préliminaire consiste a

la préparation du résidu pariétal (Harche et al., 1991).

5.2.1. Préparation du résidu pariétal :

30 g de la poudre végétale ont été introduits dans un erlen contenant un mélange de
méthanol et chloroforme (1V-1V) et ont été mises sous agitation pendant 14 heures sous
hotte afin d’¢liminer les lipides solubles, les tanins et autres constituants cytoplasmiques,
I’opération a été répétée deux fois. Apres filtration, le résidu a été mis dans 1’éthanol 95 %
pendant 2 heures sous agitation afin d'éliminer les traces de chloroforme, puis a été remis
dans I'éthanol 95 % bouillant pendant 2 heures pour une meilleure élimination des traces
de chloroforme. Le résidu a été ensuite mis a sécher a 1’étuve a 60 °C pendant 48 heures
(figure 23) (Redgwell et Selvendran, 1986 ; Harche et al., 1991).
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Poudre végétale

}

Chloroforme — méthanol (1V/1V)

4

Agitation pendant 14 h a température ambiante

Filtration

|
{ }

Filtrat a éliminer Résidu

'

Chloroforme — méthanol (1V/1V)

{

Agitation pendant 14 h & température ambiante

¢

Filtration

|

Résidu + éthanol 95% 2 h

l

Remise dans I'éthanol 95%
bouillant 2h

!

Résidu séché dans I'étuve a 50°C Pendant 48h

!

Résidu pariétale

Figure 23: Protocole experimental pour la préparation du résidu pariétale

selon Redgwell et selvendran (1986)
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5.2.2. Extraction des hémicelluloses et isolement de la cellulose :

Le choix des conditions opératoires et la méthode d’extraction sont essentiels pour
garantir la fiabilité de I’extraction des polysaccharides et les résultats ultérieurs de
leur valorisation. 11 existe plusieurs protocoles d’extraction permettant 1'extraction et
la purification des polysaccharides. Dans la littérature, on parle rarement de

I’extraction de la cellulose mais plut6t de la purification de la cellulose. Cette purification

résulte de I’élimination des autres extractibles qui peuvent exister.

Selon Kebir (2009), I'extraction par voie alcaline selon le protocole de Chanda et al.
(1950) constitue une bonne méthode d'extraction des hémicelluloses. Pour ce faire, 5g de
résidu pariétal sont introduits dans un erlen contenant du NaOH a 4% et mis sous agitation
pendant une nuit. Cette opération est renouvelée sur le résidu pour récupérer le maximum
des hémicelluloses. Aprés filtration a travers un buchner a verre fritté, le résidu est lavé
avec I’eau distillée puis avec ’acétone, ensuite lyophilis€ ou séché a 1’étuve a 60°C

pendant une nuit et en fin pesé, il représente la fraction cellulosique (Figure 24).

Les deux filtrats obtenus sont neutralisés par 1’acide acétique pur, puis précipités
dans 1’éthanol (1V-3V) pendant une nuit. Apres centrifugation & 3600 t/min pendant 30
minutes, le culot est lavé par I’eau distillée puis a I’acétone, ensuite séché a I’étuve a 60°C
pendant 14 heures et enfin pesé. Cela représente la fraction hémicellulosique (Chanda et
al., 1950).
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Résidu pariétal

v

NaOH 4%

v

Agitation pendant 14

v

Filtration

¥

Filtrat (1) neutralisé¢ par 1’acide acétique

v

Résidu + NaOH a 4%

v

Agitation pendant 14 h

¥

Filtration

¥

Filtrat (2) neutralisé par 1’acide acétique

Filtrat (1) + Filtrat (2)

v

Précipitation dans 1’éthanol (1V/3V)

v

Centrifugation 3600 t/mn pendant 30 mn

|
Résidu lavé avec I’H,0 puis a 1’acétone

v

Séchage a 60°C

v

Cellulose

v

Surnagent éliminé

v

Culot lavé par ED puis a I’acétone

v

Séchage a 60°C
v

Hémicelluloses

Figure 24: Protocole d’extraction de la cellulose et des hémicelluloses d’aprés

Chanda et al., (1950)
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5.2.3. Extraction des pectines méthylées :

Les pectines méthylées (PM) ont été extraites a 1’eau bouillante selon le protocole de
Thibault (1980). 5 g de résidu pariétal ont été mis dans un erlen contenant 100 ml d’eau
distillée sous agitation pendant 14 heures a la température ambiante, puis ont été mis a
ébullition sous reflux deux fois deux heures. Apres filtration, le filtrat a été concentré au
rotavapor. Puis a été précipité dans ’acétone a froid (1V-2V) pendant 14 heures, aprés
centrifugation, le culot a été lavé a I’eau distillée, a I’alcool puis a été séché a 1’étuve a 50

°C et a éte pese. Il constitue les PHM (Figure 25).

Résidu pariétal + Eau Distillée

1

Agitation pendant 14 h a température ambiante

}

Ebullition sous reflux 2 fois pendant 2 h

|

Filtration

1

Filtrat

|

Concentration au rotavapor

\ 4

Précipitation dans 1’acétone (1V-2V)

\ 4

Centrifugation a 3600 t/mn pendant 30mn

1 1

Culot lavé a ED puis a I’acétone Surnagent éliminé
Séchage — PM

Figure 25: Protocole d’extraction des PM selon Thibault (1980).
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6. Testes antifongiques:

Avant d’étre ajoutés au milieu de culture PDAa (Potato dextrose agar acidifie), les
flavonoides, les hémicelluloses et les PM ont été solubilisées dans 1’éthanol 1%
(Bouchelta et al., 2005), une solution de NaCl (5 mM) et dans de 1’eau distillée stérile
(Kebir, 2009) respectivement. Une gamme de concentrations (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/ml de
milieu de culture) a été préparée et utilisée. Par contre, la cellulose a été destinée pour
reconstituer des milieux solides et liquides a base de cellulose (composition en annexe 3),

sur lesquels le développement du Foa a été étudié.

6.1. Effet des extraits sur la germination des spores:

Un volume de 0,1 ml d’une suspension sporale de Foa ajustée & 10° spores/ml d’eau
distillée stérile (comptage a I’aide d’une cellule de Malassez) a été étalé sur des boites de
Pétri contenant un milieu PDAa additionné des différentes concentrations d’extraits
(flavonoides, hémicelluloses et PM) et sur le milieu cellulose-agar. L’incubation a été faite
a 25 = 2°C pendant 24 heures. Le comptage des spores, germées ou non a été déterminé
sous microscope sur un total de 200 spores. Une spore est considérée germee si la

longueur du tube germinatif est supérieure a son plus petit diametre (Maouni et al., 2001).

6.2. Effet des extraits sur la croissance mycélienne :

Des boites de Petri contenant le milieu PDAa (incorporé par les différentes
concentrations (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/ml) de chaque extrait: flavonoides, extrait
hémicellulosique et PM) et d’autres contenant le milieu cellulose-agar ont été ensemencées
avec des disques mycéliens (5 mm de diamétre) issus d’une culture jeune de Foa (culture
de 4 jours). L’incubation a été effectuée a 25 + 2°C et la croissance mycélienne des
colonies a été estimée apreés 7 jours d’incubation en calculant la moyenne des deux
diameétres mesurés sur deux axes perpendiculaires (Hassikou et al., 2002).

Pour les cultures réalisées sur les milieux a base de cellulose, Des mesures diamétrales ont

été effectuées chaque jour a partir du 3*™ jusqu’au 7°™ jour d’incubation, une note a été
attribuée en fonction du diameétre de la colonie et de la densité apparente du mycélium

selon I’échelle de notation de Benkirane et al., (1995) (tableau 5).
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Tableau 05: Echelle de notation de Benkirane et al., (1995).

Densité
Diameétre de la . .
_ Trés peu dense Peu dense Dense Trés dense
Colonie (mm)
0a30 0 0 1 2
30a60 0 1 2 3
60 a 90 1 2 3 3

6.3. Effet des extraits sur la sporulation :

Toutes les colonies ayant servi a évaluer la croissance mycélienne ont été incubées
jusqu’au 10°m® jour & 25 £ 2°C pour étudier I’effet des extraits sur la sporulation. Quatre
rondelles de 5 mm de diamétre ont été prélevées le long du diamétre d’une méme colonie
et ont été réunies dans un tube contenant 1 ml d’eau distillée stérile. Apres agitation au
vortex pendant 30 secondes, les spores ont été comptées a 1’aide d’une cellule de Malassez
a raison de trois comptages par suspension (Maouni et al., 2001).

Dans tous les tests précédents, des tests témoins ont été réalisés dans les mémes conditions
en absence d’extraits. Le taux d’inhibition de chaque extrait a été déterminé selon la

formule ci-dessous (Amadioha, 2003):
| (%) =(T-E).100/T.

| : Taux d’inhibition en %.

T: estimation de la germination (la croissance mycélienne ou de la sporulation) dans le
milieu sans extrait (témoin).

E: estimation de la germination (la croissance mycélienne ou de la sporulation) en

présence d’extrait (essai).

6.4. Production de la biomasse dans des milieux liquides a base de cellulose :

Cette culture a été réalisée selon le protocole de Lekchiri et al. (2006) : dans des flacons
contenant 50 ml du milieu a base de cellulose foliaire des 3 plantes étudiées. Un disque
mycélien de Foa a été ajouté, le tout a été incubé sous agitation (60 t/mn) a 25 + 2°C
pendant 3 jours. La biomasse du champignon a été déterminée par poids sec (Garcia et al.,

1997), le mélange a été filtré a travers un tissu de filtration pesé a vide (Po) puis a travers
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un papier filtre. L’ensemble (tissu et biomasse du champignon) a été séché a température
ambiante pour la détermination de son poids (Py).
La biomasse séche du champignon a été obtenue selon la relation de Garcia et al. (1997),
P=P1-P0

Soit:

P: Poids de la biomasse.

Po: Poids du tissu de filtration.

P1: Poids du tissu et la biomasse du champignon apres le séchage.
La biomasse séche obtenue a été comparée avec celle obtenue aprés la méme culture mais
en présence de cellulose microcristalline commercialisée et d’autres provenant de la partie

foliaire des deux variétés de palmier dattier (Phoenix dactyliferea) 1’une résistante au

bayoud (variété Takerbucht) et I’autre sensible au bayoud (appelée Deglet Nour).

6.5. Effet des extraits sur la densité de population du Foa dans le sol en laboratoire :

Les flavonoides, la cellulose, I’hémicellulose et les PM ont été ajoutés séparément a un
sol de palmeraie (préalablement tamisé et stérilisé a 120 C° pendant 20 minutes) avec des
concentrations de 1 %, 5 % et 10 % (p/p). Le sol a été ensuite inoculé par une suspension
sporale, ajustée a 10° spores/ml, afin d’obtenir 10° spores/g de sol. L’incubation a été faite
a 25 + 2°C. La densité de population de Foa a été déterminée en utilisant la technique de la
plaque de dilution a temps 0 (avant le traitement du sol), 1, 3, 7, 14 et 21 jours apres le
traitement du sol (Bowers et Locke, 2000). 0.5g de sol (unité d'échantillonnage) de chaque
récipient a été placé dans 5 ml d’eau distillée stérile, aprés homogénéisation, des dilutions
décimales ont été effectuées. Un millilitre de la dilution appropriée (en fonction du
traitement) a été étalonné sur une boite de Pétri contenant le milieu PDAa. L’incubation a
été faite a 25 = 2°C pendant 24 a 48 heures, et les unités formant des colonies ont été
dénombrées au niveau des boites de Pétri puis rapportées par gramme de sol (Simoussa et
al., 2010).

6.6. Effet des flavonoides sur la virulence relative de Foa :

De nombreuses especes de Fusarium sont des pathogenes graves de plantes, provoquant
des symptébmes tels que des lésions nécrotiques, la pourriture, et le flétrissement. La
virulence dans cette étude a été recherchée in vitro sur des tissus des tubercules de pomme

de terre.
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Le test de virulence a été réalisé comme décrite par Herrmann et al, (1996) avec légere
modification. Des tubercules de pomme de terre (Solanum tuberosum L.) ont été stérilisés
en surface par I’hypochlorite de sodium a 1% pendant Smin puis ont été lavées trois fois
avec 1’eau distillée stérile. Apres leur séchage, les tubercules ont été coupées en tranches
de 6mm d’épaisseur et placées sur un papier filtre stérile, imbibé d’eau distillée stérile
dans des boites Pétri stériles. Différentes charges (0,25 mg, 0,5 mg, 0,750 mg et 1 mg) de
I’extrait de flavonoide ont été déposées au centre des tranches de pomme de terre. Apres 5
min, chaque tranche de pomme de terre a été inoculée par un disque mycélien (1cm, coté
mycélien vers le bas) de 7jours de culture de Foa (culture sur PDAa) ; apres couverture
par papier aluminium les boites ont été incubées a 25 + 2°C pendant 7 jours au bout
desquels les tissus nécrosés ont été pesés (par mesure du poids de la boite entiere avant et
aprés l’incubation). Les résultats ont été comparés a la virulence de Foa (tranche de
pomme de terre inoculée par un disque mycélien de Foa mais sans extrait flavonoide) en

tant que virulence relative (VR).

6.7. Effet des flavonoides sur la mycotoxinogenése et la production de biomasse:

Ce test a pour objectif d’évaluer I’effet des flavonoides sur la production des toxines
chez Foa: Dans des flacons stériles contenant 45 ml du milieu YES, 5ml de ’extrait
flavonoides ont été ajoutés (a fin d’obtenir une concentration de 4 mg de flavonoides par
ml de milieu de culture). Ensuit, le mélange a été inoculé par 30 ul d’une suspension
sporale (10° spores/ml). Le tout a été mis dans I’incubateur & 25 + 2°C pendant 15 jours
sous agitation. Un témoin (culture sans flavonoides) a été réalisé dans les mémes
conditions. Aprés 15 jours d’incubation, le tout a été filtré & travers un papier filtre et la
biomasse formée a été peseée aprés séchage pour voir I’effet des flavonoides sur la
biomasse (Garcia et al, 1997).

D’autre part, le filtrat obtenu a été additionné a 162 ml de chloroforme, le tout a été
vigoureusement agité pendant 30 mn. Ensuite, le melange a été laissé a décanter en
utilisant une ampoule a décantation. La phase chloroformique ainsi obtenue a été filtrée a
travers un papier filtre plisse, puis a été concentrée par évaporation sous vide a I’aide d’un
évaporateur rotatif jusqu’au un volume de 2 a 3 ml qui a été ensuite destiné a une analyse
chromatographique sur couche mince (CCM) ou le mélange toluéne, acétate d’éthyle et
I’acide formique (50/40/10 ml) a été utilisé comme €éluant. Lorsque 1’éluant atteint le front
de la plaque, cette derniére a été retirée de la cuve et puis séchée. Ensuite, a été examinée

sous UV a 365nm. La présence des mycotoxines se traduit par des fluorescences
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caractéristiques (Multon, 1982). Les taches fluorescentes sont caractérisées par un facteur
de rétention (R¢) qui est défini comme étant le rapport entre la distance parcourue par les

substances (X) sur la distance parcourue par 1’¢luant (Y).

6.8. Effet des flavonoides sur P’activité cellulasique du Foa :
6.8.1. Obtention de la cellulase :

Dans des flacons stériles contenant 50 ml du milieu liquide a base de cellulose (comme
seule source de carbone), une culture de Foa a été preparée en inoculant ce milieu par un
disque mycélien a partir d’une culture jeune de Foa, I’incubation a été faite a 25°C + 2°C
sous agitation (60 t/mn) pendant 7jours, puis le milieu de culture a été filtré a travers un

papier filtre, le filtrat ensuite a ét¢ utilisé dans le test d’inhibition de la cellulase.

6.8.2. Test d’inhibition de la cellulase :

L’activit¢ cellulasiqgue a été mesurée par la méthode de diffusion sur gélose
(Leuchtenberger, 1989). Dans des boites de Pétri, une gélose a base de cellulose
incorporée par 1’extrait des flavonoides (a raison de 4mg/ml de milieu de culture) a été
coulée. Apres solidification, 4 puits de 6 mm de diametre ont été creusés dans la gélose,
puis, le filtrat obtenu dans I’étape précédente a été réparti dans les puits a raison de 30 pl
par puits. Enfin les boites ont été incubées a 25 + 2°C pendant 4 heures (Badid et al,
2001). Un témoin (milieu de culture sans extrait de flavonoide) a été réalisé dans les
mémes conditions. Les éventuelles zones d’hydrolyse de la cellulose se colorent en marron
foncé autour des puits aprés révélation (10 ml d’une solution d’iode (2% p/v) et d’iodure
de potassium (3% p/v) dans I’éthanol (70%) pour une durée de 5 min, ensuite lavée a 1’eau
distillée). (Kasana et al, 2008 ; Abu-Bakar et al, 2010). Les diamétres des zones
d’hydrolyse ont été mesurés dans les boites témoins et dans celles contenant les extraits des
flavonoides (Figure 26). Ensuite, le taux d’inhibition de I’activité cellulasique exercée par

ces extraits a été déterminé par la formule suivante :
Ti(%) = [(D+-Dn)/ Dy ]x 100

Avec :

T : Taux d’inhibition de I’activité cellulasique en 0.

D . Diamétre de la zone d’hydrolyse dans les boites témoins.

Dy, - Diamétre de la zone d’hydrolyse dans les boites avec extrait.
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Puits rempli par un filtrat Zone d’hydrolyse
contenant la cellulase de cellulose

!
> Y 6
25+2°C

Boite de Pétri coulée par une
gélose a base de cellulose avec
ou sans flavonoides

Figure 26 : Schéma représentant I’effet des flavonoides sur I’activité
cellulasique du Foa

7. Etude statistique :

Une étude statistique (Test de Fischer avec le logiciel Microsoft Office Excel 2007 a
un critére au seuil de 5%) a permis de comparer 1’effet des organes pour chaque plante et
I’effet de la variation de la concentration pour chaque extrait sur les différents stades de vie
du Foa (germination des spores, croissance mycélienne et sporulation).

Les résultats de I’effet des extraits sur la densité de population du Foa dans le sol en
laboratoire ont ét¢ aussi soumis a ce test en comparant 1’effet de la concentration et la

durée de I’incubation.
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Résultats :

1. Tests de confirmation de I’identité de la souche fongique :

1.1. Identification morphologique : Aprés 7 jours d’incubation, les colonies sont
généralement caractérisées par un morphotype cotonneux, présente un mycélium aérien
tres abondant, épais et dense avec une couleur blanche et sont roses sur le revers de la boite
et a croissance lente (6,0 —8,5 cm de diametre a 25 °C sur milieu PDA) (photo 4).
L’observation microscopique révéle un mycélium fin blanc, ramifié (photo 5). Les
chlamydospores sont intercalaires, formeées dans le mycélium, sub-globuleuses et hyalines.
Le mycélium produit des spores caractéristiques du genre Fusarium : des microconidies
souvent unicellulaires et quelques fois bicellulaires et des macroconidies variables, ovales
a ellipsoides, droites a légérement courbeées, cloisonnées et pointues aux deux extrémités.
1.2. Identification moléculaire : le séquencage du fragment amplifié révéle la présence de
631 nucléotides comme c¢’est indiqué dans la figure 27 (annexe 1). L’identification de cette
séquence nucléique utilisant le programme BLAST d’alignement (The Basic Local
Alignment Search Tool) montre que ce fragment présente 98% d'homologie avec les
souches appartenant au Fusarium oxysporum (figure 28, annexe 1). Il est a noter qu’aucune
séquence spécifique pour la forme spéciales « albédinis » n’a été trouvé dans ce moteur

d’alignement.

Microconidies
Y

- ( ,
Chlamydospore =
v e -
A\ s
S 28 y a. Macroconidies b
~ -
Photo 4: Culture de Foa, . 2
sur milieu PDA. X 100 ~

Photo 5: Observation microscopique de la souche
Foa aprés micro-culture.
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1. Détermination de la teneur en eau dans le matériel végétal:

La détermination de I’humidité des plantes étudiées a révélé leur richesse en eau dont le
taux d’humidité est entre 70 et 80% (figure 29). Ce qui signifie que 20 a 30% représente le
taux de la matiére séche ayant servi réellement a I’extraction des flavonoides et des

polysaccharides pariétaux.

B. graveolens

A. radiata

Matiére seche HETenenr en ean

Figure 29: Taux d’humidité et de la matiere seche.

2. Analyses phytochimiques :

L’analyse phytochimique a été effectué sur les trois plantes en utilisant cing solvants de
polarité¢ différente. Ce screening a permis d’avoir une idée claire sur les différents
composés presents dans les especes étudiées. Les résultats motionnés dans le tableau 6
indiquent la présence des saponosides, tanins, acides gras, flavonoides, anthracénosides,
huiles volatiles, terpenes et stéroide, alcaloides, stérols et triterpenes dans les trois plantes,
par contre, ces derniéres sont dépourvues de I’amidon et des composés réducteurs, de plus,
on a constate la présence des emodols et les polyuronides uniquement dans A. radiata. Les

anthocyanosides ont été détecté seulement chez C. cinerea.
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Tableau 6: Résultats de 1’analyse phytochimique de la partie aérienne des trois plantes

étudiées.

Espéces végétales

Composé recherché A. radiata B. graveolens C. cinerea
Amidon - - -
Composeés réducteurs - - i
Saponosides + + +
Tanins + + +
Alcaloides + + n
Acides gras + + ¥
Flavonoides + + n
Anthracénosides + + n
Anthocyanosides - - n
Anthraguinones + - _
Huiles volatiles + + +
Terpenes et stéroide + + +
Stérols et triterpenes + + +
Polyuronides + - -

(-) absence, (+) présence.

3. Rendement de I’extraction :

Le rendement de tel extrait est exprimé par le poids de cet extrait obtenu pour 100 g de
matiere végétale seche. La figure 30 illustre les rendements des flavonoides et des
différents polysaccharides ciblés. 1l s'avere que les rendements en flavonoides sont
relativement moins importants pour toutes les espéces étudiées dont les plus faibles ont été
obtenus par B. graveolens dont ils sont de I’ordre de 1.13% et 2.59% pour les fleurs et les
feuilles respectivement. C. cinerea a fourni un extrait flavonoide avec des rendements
voisins, 2,85% pour les feuilles et 3% pour les fleurs. En revanche, les meilleurs
rendements ont été obtenus par A. radiata, ou les valeurs varient de 3.52% pour les fleurs
a 4.24% pour les feuilles.

Pour les PM, les taux des rendements sont compris entre 2,18% (obtenu a partir des

feuilles d’A. radiata) et 10,5% (obtenu a partir des fleurs de C. cinerea). De méme ces
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résultats indiquent que I’extraction des hémicelluloses a donné des rendements qui
différent d’une espéce a une autre, dont le moins important est de 1’ordre de 6,05%, a été
obtenu par les fleurs d’A. radiata et le plus important est de 1’ordre de 13,85%, a été
obtenu par les feuilles de la méme espece. Il ressort aussi de la figure 28 que les
rendements en cellulose sont relativement éleveés par rapport aux autres extraits.
L’extraction de la cellulose a fourni des extraits avec un taux allant de 13,86% (obtenu a
partir des fleurs de C. cinerea) jusqu’au 27,23% (obtenu a partir des fleurs de B.
graveolens). Le suivi de la teneur en polysaccharides pariétaux dans ces especes a permis

de faire un certain classement par ordre décroissant, soit : cellulose > hémicellulose > PM.
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Figure 30: Rendement de I’extraction.

4. Tests antifongiques :

4.1. Effet des extraits sur la germination des spores :

L’évaluation de I’efficacité des extraits testés sur la germination des spores repose sur le
calcule du pourcentage de la germination en présence de I’extrait et dans les boites
témoins. Une spore est considérée germée si la longueur du tube germinatif est supérieure
a son plus petit diamétre (Photo 6). Les résultats obtenus révélent que le taux de
germination des spores a été réduit en présence des flavonoides foliaires et floraux d’A.
radiata et de C. cinerea par rapport au témoin (83,44%) quelle que soit la concentration
des flavonoides dans le milieu de culture, contrairement a ceux obtenus a partir de B.
graveolens qui n’ont entrainé aucune réduction de la germination qu’a des concentrations

plus élevées (figure 31). Il est a noter que I’effet des organes de la méme plante est presque
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similaire. 1l ressort donc de ces présents résultats, que les extraits d’A. radiata et de C.
cinerea ont exercé un effet inhibiteur dont I’inhibition augmente avec 1’augmentation de la
concentration. En comparant ’activité antifongique de ces deux dernieres plantes, on
constate que C. cinerea s’est révélée la plus antifongique ou le taux de la réduction de la
germination a atteint 18%. Ces résultats témoignent aussi que les extraits de B. graveolens

aux faibles doses ont stimulé un peu la germination.

Spore non germée
(

(' Spore germée 0

;i Vs B

Photo 6: Observation des spores germées et non germees sous microscope
optique x40.
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Figure 31: Effet des flavonoides sur la germination des spores.
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Résultats

Parmi tous les extraits hémicellulosiques et pectiques testes, seuls les extraits de C. cinerea

ont présenté une inhibition vis-a-vis de la germination des spores. L’augmentation de la

dose ne s’accompagne pas forcément d’une meilleure efficacité, car le bon effet réducteur

a été exercé par les PHM foliaires et les hémicelluloses foliaires a 2 mg/ml et a 1 mg/mi

respectivement (figure 32).
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Figure 32: Effet des extraits polysaccharidiques pariétaux
sur la germination des spores. 83
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Les résultats obtenus montrent que Foa a montré globalement un fort niveau de résistance
vis-a-vis les extraits hémicellulosiques et pectiques d’A. radiata et de B. graveolens au
cours de la germination dont le taux de la germination a atteint 1200%.

La germination des spores a été inhibée sur tous les milieux de culture a base de cellulose,
cette activité inhibitrice est faible & moyenne, I’effet inhibiteur a dépassé 50% sous 1’action
de la cellulose foliaire d’A. radiata.

4.2. Effet des extraits sur la croissance mycélienne:

La croissance mycélienne en présence des différents extraits a eté évaluée aprés incubation
a une température de 25°C correspondant a 1’optimum de la croissance du Foa (Hibar et
al., 2002). La figure 33 résume les résultats obtenus pour ce test.

Il ressort de ces résultats que 67 tests parmi 90 (soit 74,44%) ont exercé une activité
inhibitrice de Foa au cours de sa croissance mycélienne, mais cette inhibition varie selon la
nature de D’extrait, sa source et sa dose dans le milieu de culture. En effet, tous les
flavonoides étudiés ont presenté un effet inhibiteur sur la croissance mycélienne du
pathogeéne, 1’augmentation de la dose s’accompagne d’une meilleure efficacité. Le
champignon a été inhibé presque de maniére similaire par les flavonoides de toutes les
especes. La réduction de la croissance mycélienne allant jusqu’a 2,61cm en comparaison
avec le témoin, avec un équivalent en taux d’inhibition de I’ordre de 50,38% sous I’effet
des flavonoides foliaires de C. cinerea a 4 mg/ml. De plus, 1’observation macroscopique
indique que I’isolat de Foa a développé des colonies mycéliennes (en présence des
flavonoides) entourées par des amas durs et trés denses appelés sclérotes (Planche 7).

La figure 33 met en évidence une variabilité de réaction de Foa vis-a-vis les extraits
pectiques. En effet, Foa a montré également une résistance en présence des PHM des deux
organes de C. cinerea, comme il est faiblement sensible sous 1’effet des PM foliaires de B.
graveolens. La croissance mycélienne du pathogéne a été inhibée par les extraits pectiques
d’A. radiata et le maximum d’inhibition a atteint 37,69% sous 1’action de 1’extrait foliaire
a la concentration de 4 mg/ml.

En présence des extraits hémicellulosiques, le champignon a présenté une sensibilité a
quelques concentrations des extraits testés. Les hémicelluloses foliaires d’A. radiata et de
B. graveolens et ceux des deux organes de C. cinerea ont exercé une certaine fongitoxicité
a des degrés faibles et voisins, notant que 1’augmentation de la concentration a été sans
effet. En plus, La réduction de la croissance mycélienne était encore nettement plus

importante quant a la présence des extraits hémicellulosiques des fleurs d’A. radiata et
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surtout de B. graveolens dont les pourcentages d’inhibition ont dépassé 25% avec un
maximum de 40,39% a la faible dose.

Le développement du mycelium sur gélose a base de cellulose des feuilles et des fleurs a
été suivi en fonction du temps en parallele avec celui sur milieu PDAa (figure 34). Le
profil des courbes de croissance révéle que 1’élongation des hyphes mycéliens du Foa sur
milieux solides a base de cellulose a été effectuée d’une fagon presque similaire que celle
sur PDAa sans additif. Les diametres des tapis myceéliens aprés 7 jours d’incubation ont été
entre 5,38 et 7,55 cm. La différence significative c’est que les milieux cellulose-agar ont
développé des myceéliums trés faiblement denses auxquels on a attribué une notation de 1
par rapport a ceux sur PDAa (une notation de 3) (tableau 7 et photo 8).
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Taux d'inhibition de la croissance
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Taux d'inhibition de la croissance

radiale en %

radiale en %

radiale en %

60

50

40

30

20

10

Extraits flavonoides

Extraits de PM

Extraits hémicellulosiques

(.25 mg/ml
m0.5 mg/ml
=1 mg/ml
=2 mg/ml
=4 mg/ml

m (.25 mg/ml
= 0.5 mg/ml
=1 mg/ml
=2 mg/ml
=4 mg/ml

m (.25 mg/ml
® 0.5 mg/ml
=1 mg/ml

= 2 mg/ml

u 4 mg/ml

Figure 33 : Effet des extraits sur la croissance mycélienne du Foa
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FLB

Planche 7 : Résultats de la croissance radiale du Foa en présence
des flavonoides
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Figure 34: Evolution du diamétre du tapis myceélien en fonction du temps
et de la source de cellulose.

Tableau 7 : Notations attribuées aux cultures fongiques apres 7 jours d’incubation.

Source de la cellulose

- - PDA
Organe A.radiata | B. graveolens | C. cinerea
Feuilles 1 1 1 3 )
Notation
Fleurs 1 1 1 3

Photo 8: Culture de Foa sur milieux cellulose-agar et sur milieu PDA.

a. Foa sur milieu PDA ; b. Foa sur gélose a base de cellulose.
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4.3. Effet des extraits sur la sporulation :
L’évaluation de I’efficacité des extraits testés repose sur le calcul du pourcentage

d’inhibition de la sporulation.
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~ -60
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Figure 35: Effet des flavonoides sur la sporulation.

La figure 35 montre que les flavonoides ont peu d’effet inhibiteur sur le Foa au cours de la
sporulation. En effet, les flavonoides d’A. radiata et de C. cinerea n’ont présenté qu’une
activité modérée sur la sporulation dont le meilleur taux d’inhibition n’a pas atteint 40%,
voire une stimulation a certaines concentrations. D’autre part, contrairement a la croissance
mycelienne, les flavonoides de B. graveolens ont stimulé le phénomene de la sporulation
du Foa en comparaison avec le témoin sans additif.

La figure 36 met en évidence une variabilité de sensibilité du Foa au cours de la
sporulation en vers les polysaccharides pariétaux.

Mis a part les extraits PM d’A. radiata qui ont exercé une activité inhibitrice qu’a de fortes
doses, I’effet inhibiteur des autres extraits est plus marqué sur la sporulation dont le taux
d’inhibition a dépassé 40% pour la plus part des concentrations, certaines ont méme atteint
60%.

Les hémicelluloses foliaires de C. cinerea sont montrés plus efficaces sur la sporulation par
rapport a celles d’A. radiata, mais tous ces extraits sont moins efficaces que ceux de B.
graveolens qui ont présenté des valeurs élevées par rapport aux autres (dépassant 50%).
L’augmentation de la dose ne s’accompagne pas forcément d’une meilleure efficacité. Par
contre, La sporulation du Foa a été inhibée par les extraits hémicellulosiques des fleurs de

C. cinerea presque qu’a la faible dose.
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Figure 36: Effet des extraits polysaccharidiques pariétaux sur la
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De méme, le Foa a montré globalement un fort niveau de sensibilité sur tous les milieux
solides a base de cellulose. L’inhibition de la sporulation a dépassé 95% sur les milieux a

base de cellulose extraite de B. graveolens et de C. cinerea.

Les resultats statistiques de ’effet des extraits sur les différents stades de vie du Foa
(Tableau 8, 9 et 10 en annexe 3) ont montré qu’il n’y a pas une différance significative
entre les feuilles et les fleures sauf pour A. radiata sur la sporulation, ainsi que la variation
de la concentration de 1’extrait est statistiquement sans effet et ¢a pour toutes les plantes

étudiées.

4.4. Production de la biomasse dans des milieux liquides a base de cellulose :

Aprés avoir pesé la biomasse fongique formée en différents milieux a base de cellulose, les
valeurs ont été comparées avec celles obtenues en milieu PDB (milieu usuel de culture
pour la plupart des champignons) par le calcule d’un rapport biomasse formée en milieu a
base de cellulose sur la biomasse formée en PDB (tableau 11) :

Il ressort de ces résultats que le milieu PDB a aboutis a une production de biomasse (de
I’ordre de110 mg) voisine a celle obtenue en milieu a base de cellulose microcristalline,
mais, la biomasse formée en milieux a base de cellulose des 3 plantes médicinales est
moins importante. Par ailleurs, celles formées en présence des celluloses des palmiers
dattiers sont importantes par rapport au PDB surtout en présence de I’extrait de P.

dactylifera (VDN) ou elle est 4 fois plus.

Tableau 11 : Aptitude de productivité des souches en biomasses dans des

milieux liquides a base de cellulose.

Source de la cellulose
P. P.
A B. C. ) ) Cellulose
) ] dactylifera | dactylifera ) o PDB
radiata | graveolens | cinerea microcristalline
(VDN) (VT)
Biomasse
101 55 73 433 149 119 110
séche (mg)
R 0,918 0,5 0,663 3,93 1,35 1,08

R : rapport de la biomasse formée en milieu a base de cellulose sur la biomasse formée en PDB
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4.5. Effet des extraits sur la densité de population du Foa dans le sol en laboratoire :
La densité de la population de Foa dans le sol a été estimée en LOG 10 (unité formant une
colonie/g de sol).

Du 3°™ jusqu’au 14°™ jour aprés traitement, Le sol amendé par les flavonoides
foliaires des trois plantes étudiées a présenté une population moins dense de Foa que celle
enregistrée dans le témoin quelque soit le taux du traitement sauf dans le cas de
I’utilisation des FLB & 1% (tableau 12). 1l est a noter que le meilleur taux de réduction de
la population est de ’ordre de 32.54%. En plus, mis a part les FLA qui n’ont entrainé
qu’une faible réduction de la densité fusarienne dans le sol, tous les autres flavonoides ont

permis une augmentation de la population apres 21 jours par rapport au sol non traite.

Tableau 12: Densités de la population du Foa dans le sol en fonction
du temps aprés un traitement du sol par les flavonoides.

Taux du Jours apres traitement
Organe végétal | traitement | 1 | 3 | 7 | 14 | 21
1%
FLA 5,94 4 497 | 546 | 4,3
FLB 7,81 6 6,2 4 6,37
FLC 4 559 | 5,36 4 6,33
5%
Feuilles FLA 4 4 4,84 4 4,47
FLB 6,74 | 4,74 | 5,08 4 5,93
FLC 4 4 5,04 4 6,39
10%
FLA 4 4 477 | 43 | 544 | T
FLB 564 | 465 | 47 4 597 | o
FLC 4 | 43 [495] 4 [625| O
1% =)
FRA 6,19 | 481 | 538 | 564 | 4,3 S
FRB 6,77 | 57 | 589 | 544 4 Q
FRC 4 | 4 |632] 4 | 4 |9
5%
Fleurs FRA 6,06 | 5,27 | 5,04 5 4,47
FRB 6,8 59 | 578 | 59 4
FRC 4 4 5,57 4 4
10%
FRA 4 5,26 4 4,69 | 544
FRB 6,51 | 589 | 591 | 6,04 4
FRC 4 4 5,25 4 4
Témoin 574 |593 |6,16 |558 |557
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Les FRA ont exercé une réduction mieux que celle engendrée par les FRB aprés le 3*™
jour du traitement, mais tous ces extraits ont été moins efficaces par rapport au FRC ou on
a enregistré un pourcentage de réduction allant jusqu’a 32.54%. De méme, sauf dans le cas
des FRC a 1%, 7 jours apres le traitement, la population du pathogéne dans les sols
amendés par les flavonoides des fleurs reste toujours inferieure a celle dans le sol sans
additifs, et les FRA ont présenté le meilleur effet répressif avec un taux de réduction qui a
atteint 35.06%. Néanmoins, on doit préciser que le taux de réduction n’est pas
proportionnel a 1’accroissement de la concentration de 1’extrait dans le sol. Ces extraits
restent toujours efficaces mémes 21 jours apres I’amendement.

Trois jours apres le traitement du sol, I’effet des extraits pectiques des feuilles envers la
population fusarienne a été entre faible et nul (tableau 13). Par contre, apres 7 jours, mis a

part les PLC, toutes les pectines foliaires ont exercé une réduction de la densité du Foa

dans le sol.
Tableau 13: Densités de la population du Foa dans le sol en fonction
du temps apres un traitement du sol par les extraits PM.
Taux du Jours apres traitement
Organe végétal traitement | 1 | 3 | 7 | 14 | 21
1%
PLA 555 | 57 4 5,69 | 5,34
PLB 587 | 6,05 | 6,08 5 6,03
PLC 547 | 6,44 | 556 | 507 | 4,69
5%
Feuilles PLA 575 | 568 | 57 | 509 | 536
PLB 6,39 | 594 | 6,02 | 4,7 | 6,28
PLC 7,3 | 594 | 543 | 538 | 504
10%
PLA 5,79 | 5,86 4 46 | 631 | T
PLB 6,29 | 6,11 | 591 | 534 | 6,34 | &
PLC 67 [ 49 [684 573 559 | O
1% 2
PRA 6,25 | 59 | 6,04 6 46 | 9
PRB 57 | 555 5 579 | 484 | O
PRC 53 | 6,46 | 503 | 4,84 4 2
5%
Fleurs PRA 6,19 | 593 | 6,14 | 509 | 5,2
PRB 573 | 575 | 5,6 59 54
PRC 4 6,41 | 596 | 556 | 581
10%
PRA 6,14 4 547 | 46 | 538
PRB 6,89 | 6,22 | 5,77 6 6,3
PRC 6 59 | 6,28 | 6,94 | 6,27
Témoin 5,74 1593 |6,16 |558 |557
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Ces résultats restent presque semblables a ceux obtenus aprés 14 jours. Mais, 21 jours
apres le traitement, la densité du champignon a été réduite seulement en présence des PLA
et des PLC a 1% et a 5%.

En amendant le sol par 1% des extraits pectiques des fleurs, la réduction dans la densité du
Foa dans le sol est faible a nulle durant les 2 semaines qui suivent le traitement. En
revanche, une réduction entre 13.10% et 28.18% a été enregistrée 21 jours apres 1’ajout de
ces extraits. Par contre, I’augmentation dans le taux du traitement par les PM florales n’a
abouti a aucune régression notable sauf pour les PRA a 10%.

Les densités de la population fusarienne dans les sols traités par 1% et 5% des
hémicelluloses foliaires sont presque voisines a celle dans le temoin durant les 3 semaines
aprés I’amendement du sol (tableau 14). Une légére réduction a été observée avec
I’accroissement de la concentration a 10%.

Tableau 14: Densités de la population de Foa dans le sol en fonction

du temps apres un traitement du sol par les extraits hémicellulosiques.

Taux du Jours apres traitement
Organe végétal | traitement | 1 | 3 7 14 ] 21
1%
HLA 589 | 59 | 6,56 | 6,06 | 543
HLB 6,34 | 6,16 6,3 574 | 6,24
HLC 6,24 | 59 [ 635 | 64 | 569
5%
Feuilles HLA 587 | 6,15 | 6,66 | 6,59 | 6,12
HLB 6,34 | 6,13 | 7,08 | 5,74 | 6,13
HLC 573 | 559 | 6,18 | 587 | 4,77
10%
HLA 6,25 | 5,17 | 6,19 5,2 5,14 g
HLB 6,33 6 6,1 4 6,21 g
HLC 579 | 562 4 6,03 | 5,25 E
1% S
HRA 6,11 | 5,73 | 6,13 | 6,14 | 5,44 =
HRB 6,55 | 557 | 5,39 | 5,11 | 5,38 )
HRC | 597 | 6,04 | 6,45 | 592 | 5,74 | S
5%
Fleurs HRA 6,06 | 565 | 5,29 | 532 | 5,07
HRB 6,07 | 5,84 4 4 4
HRC 4.47 5,7 6,27 | 5,93 | 5,68
10%
HRA 6,11 | 543 | 5,67 | 5,85 49
HRB 557 | 5,77 | 598 | 564 | 598
HRC 6,31 | 6,02 | 6,2 6,36 | 5,56
Témoin 574 |593 6,16 |558 |557

94



Partie expérimentale Résultats

Les extraits des hémicelluloses des fleurs ajoutés avec 1% au sol n’ont pas d’effet régressif
remarquable vis-a-vis le pathogéne. Par contre, quand ils ont été ajoutés avec 5% ont
permet une réduction notable et surtout les HRB ou la densité de la population fusarienne a
été stable & 4 LOG10 (UFC/g sol) entre le 7°™ et le 21°™ jour aprés le traitement. Dans le
cas ou on a augmenté la concentration de ces extraits jusqu’a 10%, leurs effets ont été
affaiblis sauf pour les HRA apres 21 jours.

Trois jours aprés le traitement du sol par les celluloses foliaires a 1%, seulement les
extraits CLA et CLB qui ont réduit la densité fusarienne dans le sol par rapport au témoin
(tableau 15). De méme, a 5% apres la méme période, uniquement les CLA et les CLC qui
ont présenté un effet régressif du pathogene. Par contre, quant a 10%, cette méme activité
a été enregistrée sous 1’effet de toutes les celluloses foliaires. De plus, aprés 7 jours, tous
les extraits cellulosiques foliaires ont exercé une réduction de la densité du Foa dans le sol,
sauf dans le cas des CLA a 1%, notant que le taux de réduction a atteint 35.06%. Une
semaine apres, la population de ce champignon dans le sol sans ajouts reste toujours
supérieure a celle dans les sols traités a I’exception des CLA a 1% et a 10%. Les résultats
restent presque les mémes 21 jours apres le traitement.

Trois jours apres le traitement du sol, I’effet des extraits cellulosiques des fleurs envers la
population fusarienne a été entre faible et nul. Au contraire, une semaine apres
I’amendement du sol, tous ces extraits ont pu présenter une activité régressive du Foa
surtout quand ils ont été ajoutés avec 10%. Une a deux semaines apres, mis a part les CRB
qui ont gardé cet effet a toutes les concentrations utilisées (ou la densité du Fusarium reste
stable), les CRC ont été actives qu’a des fortes doses et les CRC n’ont exercé aucune

inhibition.
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Tableau 15: Densités de la population du Foa dans le sol en fonction

du temps apres un traitement du sol par les extraits cellulosiques.

Taux de Jours apres traitement
Organe végétal |traitement | 1 | 3 | 7 [ 14 | 21
1%
CLA 6,31 | 556 | 6,33 | 5,67 | 5,53
CLB 7,79 4 529 | 4,93 | 5,09
CLC 6,03 | 6,11 | 578 | 549 | 5,79
5%
Feuilles CLA 532 | 542 | 566 |4,84 | 4,3
CLB 574 6 55 |5,16 | 552
CLC 6,16 | 4,6 4 447 4
10%
CLA 469 | 4,3 4 576 | 561 | &
CLB 6,05 | 536 | 532 | 447|552 | &
CLC 43 | 4 4 [54] 4 |O
1% 2
CRA 6,31 | 569 | 504 |5,86 |5,71 =)
CRB 6,5 | 6,04 4 4 4 O
CRC | 63 | 596 | 5726|572 598 | 3
5%
Eleurs CRA 532 | 532 | 572 | 597 | 5,76
CRB 574 | 538 | 538 | 52 |5,39
CRC 6,16 | 592 | 587 | 551 | 559
10%
CRA 4,69 | 547 5 6,11 | 5,71
CRB 6,17 | 5,77 4 4 4
CRC 6,05 | 5,87 5 43 | 4,84
Témoin 574 593 6,16 |5,58 |5,57

Résultats
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Résultats

Tableau 16 : Résultats comparatifs indiquant la densité de la population du Foa dans le sol

en fonction du temps apres un traitement du sol par les différents extraits.

Fivd Taux du Jours apres traitement PM Taux du Jours aprés traitement
O’rg.,ane traitement 1 3 7 14 21 O,rggne traitement 1 3 7 14 21
végétal végétal
1% 1%
FLA 5,94 4 497 | 5,46 4,3 PLA 5,55 57 4 569 | 534
FLB 7,81 6 6,2 4 6,37 PLB 587 | 6,05 | 6,08 5 6,03
FLC 4 | 559 |53 | 4 | 633 |3 PLC | 547 | 644 | 556 | 507 | 469 | S
5% > 5% 2
" FLA 4 4 [484] 4 [ 4471 | & " PLA [ 575568 | 57 | 509 [ 536 | &
Fealles FB |64 | 474 [508 | 4 [ 598 | =| "M e | 639 [594 | 602 | 47 [628] =
FLC 4 4 5,04 4 6,39 8 PLC 7,3 594 | 543 | 5,38 | 504 8
10% 3 10% 9
FLA 4 4 [477] 43 | 544 PLA [579[58 [ 4 | 46 [631
FLB 564 | 465 | 47 | 4 | 597 PLB 6,29 | 6,11 [ 591 | 534 | 6,34
FLC 4 4,3 | 4,95 4 6,25 PLC 6,7 49 | 6,84 | 573 | 559
1% 1%
FRA 6,19 | 481 | 5,38 | 5,64 4,3 PRA 6,25 59 6,04 6 46
FRB 6,77 | 57 | 589 | 544 4 PRB 57 | 5,55 5 579 | 4,84
FRC 4 [ 4 [632] 4 4 |3 PRC 53 | 646 | 503 | 484 | 4 | S
5% > 5% >
FRA 6,06 | 5,27 | 504 5 4,47 8 PRA 6,19 | 593 | 6,14 | 509 | 52 8
Fleurs ) Fleurs )
FRB 6,8 59 | 5,78 59 4 g PRB 573 | 575 | 56 59 54 g
FRC 4 4 5,57 4 4 8 PRC 4 6,41 | 596 | 556 | 5,81 8
10% 3 10% 9
FRA 4 5,26 4 4,69 5,44 PRA 6,14 4 5,47 46 | 5,38
FRB 6,51 | 589 | 591 | 6,04 4 PRB 6,89 | 6,22 | 5,77 6 6,3
FRC 4 4 5,25 4 4 PRC 6 59 | 6,28 | 6,94 | 6,27
Hémicellulose Cellulose
1% 1%
HLA 589 | 59 | 6,56 | 6,06 5,43 CLA 6,31 | 556 | 6,33 | 5,67 | 553
HLB 6,34 | 6,16 6,3 5,74 6,24 . cLB 7,79 4 529 | 4,93 | 5,09
HLC 6,24 | 59 | 635 | 64 5,69 S CLC 6,03 | 6,11 | 5,78 | 549 | 5,79 f_c;:
5% > 5% >
_ HLA | 587 | 6,15 | 6,66 | 659 | 612 | _ CLA [ 532|542 | 566 | 484 | 43 | &
Feuilles D | Feuilles D
HLB 6,34 | 6,13 | 7,08 | 5,74 | 6,13 = CLB 5,74 6 55 516 | 5,52 g
HLC 573 | 559 | 6,18 | 587 | 4,77 8 CLC 6,16 | 4,6 4 4,47 4 8
10% 9 10% 9
HLA 6,25 | 5,17 | 6,19 5,2 5,14 CLA 469 | 4,3 4 5,76 | 5,61
HLB 6,33 6 6,1 4 6,21 CLB 6,05 | 536 | 532 | 4,47 | 552
HLC 5,79 | 5,62 4 6,03 5,25 CLC 4,3 4 4 54 4
1% 1%
HRA 6,11 | 5,73 | 6,13 | 6,14 | 5,44 CRA 6,31 | 569 | 5,04 | 586 | 5,71
HRB 6,55 | 5,57 | 5,39 | 5,11 5,38 CRB 6,5 6,04 4 4 4
HRC 597 | 6,04 | 6,45 | 5,92 5,74 = CRC 6,3 596 | 572 | 572 | 5,98 =
5% g 5% g
Fleurs HRA 6,06 | 565 | 529 | 5,32 5,07 E Fleurs CRA 532 | 532 | 572 | 597 | 5,76 E
HRB 6,07 | 5,84 4 4 4 2 CRB 5,74 | 538 | 5,38 52 1539 | 2
HRC 447 | 57 | 6,27 | 593 5,68 S CRC 6,16 | 592 | 587 | 551 | 559 | g
10% 8 10% 8
HRA 6,11 | 543 | 5,67 | 5,85 4,9 - CRA 4,69 | 5,47 5 6,11 | 5,71 | -
HRB 5,57 | 577 | 598 | 5,64 5,98 CRB 6,17 | 5,77 4 4 4
HRC 6,31 | 6,02 6,2 6,36 5,56 CRC 6,05 | 5,87 5 43 | 4,84
Densité supérieure au témoin. Témoin 574 | 593 | 6,16 | 558 | 5,57

Densité stable du 7°™ jusqu’au 21°™ jour.
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Les résultats obtenus ont indiqué que la variation de la concentration de ’extrait dans le
sol, ainsi que, la prolongation de la durée d’incubation du Foa dans le sol apres 1’ajout des
extraits est statistiguement non significative pour les différentes plantes étudiées (tableau

17 en annexe 3).

4.6. Effet des flavonoides sur la virulence relative de Foa:

Le tableau 18 configure les résultats de 1’effet des différentes charges des flavonoides sur
les leésions des tissues causées par Foa apres incubation de 7 jours a 25 £2°C. Le poids des
tissus nécroses dans les tranches témoins (tranches inoculées par Foa mais sans flavonoides
(Photo 9) est de 1’ordre de 0.518g (correspondant a un taux de virulence de 1’ordre de
100%) a eté comparé a ceux dans les tranches chargées par des flavonoides.

L’analyse des résultats indique que I’effet des trois espéces etudiées est presque similaire
et que dix tests parmi douze (soit 80%) ont présenté un effet dépressif de la VR, mais
seulement deux tests qui ont stimulé cet effet (dont la valeur maximale (VR= 114.6%) a été
présentée par I’extrait de A. radiata a la charge de 0,25 mg suivie par celui de B.
graveolens (VR= 105.4%) a la méme charge. A I’inverse, le meilleur effet dépressif
(valeur minimale de VR (72.3%)) a été enregistré sous I’action de I’extrait de C. cinerea a
la charge de 1 mg. Il est a noter que ’effet inhibiteur est presque proportionnel a la charge

de I’extrait appliquée.

Tableau 18: Effet des flavonoides sur la virulence relative de Foa.

Quantité des flavonoides ajoutés aux tranches de pomme de terre (mg)

0,25 0,5 0,75 1

Espéces | PTN(g) | VR(%) | PTN(g) | VR(%) | PTN(g) | VR(%) | PTN(g) | VR(%)

A. radiata 0.59 114.6 0.47 91.5 0.39 76.44 0.40 78.76

B. graveolens | 0.54 105.4 0.49 94.5 0.44 86.29 0.39 77

C. cinerea 0.45 86.8 0.41 79.15 | 0.377 2.7 0.37 72.3

Témoin : PTN = 0.518g, VR = 100%.
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Tissus nécrosés

Photo 9 : Effet nécrotique du Foa.

4.7. Effet des flavonoides sur la mycotoxinogenese et la production de biomasse:

Le chromatogramme du filtrat du témoin indique la présence d’un seul spot fluorescent
(avec R¢ = 0.55) caractéristique qui représente des toxines probables selon Multon (1982).
Ce spot persiste méme dans les chromatogrammes des filtrats des cultures additionnées par
les flavonoides de C. cinerea et A. radiata (figure 37). Par contre, il a disparue dans le
chromatogramme correspondant au filtrat de la culture fongique qui a été réalisée en
présence des flavonoides de B. graveolens. Ces résultats ont permis de dire que les extraits
de cette derniére espéce présente un pouvoir antimycotoxinogene chez le Foa. De méme, le
chromatogramme a révélé aussi la présence d’autres spots dans les filtrats ou le Foa a été
cultivé en présence des extraits de plantes. Ces spots peuvent étres des taches de
flavonoides.

D’autre part, I’effet des flavonoides sur 1’aptitude de la productivité du Foa en biomasse en
milieu liquide a été évalué par le calcul du taux d’inhibition. Selon ces résultats on observe
que tous les flavonoides ont montré un pouvoir régressif vis avis la formation de la
biomasse avec des pourcentages d’inhibition de 1’ordre 43%, 56% et 69% pour I’extrait de
B. graveolens, A. radiata et C. cinerea respectivement. En comparant les résultats de ces
deux derniers tests, on observe qu’il n y a pas une corrélation entre I’inhibition de la

production de la biomasse et I’empechement de la sécrétion des toxines.

99



Partie expérimentale

Résultats

Toxin

e probable

------- %‘4—Fr0nt de I’éluant

Ri=X/Y

—0—@ L —@

\ 4 A

T FLB FLA FLC

<— Ligne des dép6ts

Figure 37 : Chromatogramme des filtrats de cultures de FOA en
présence des extraits des flavonoides.

4.8. Effet des flavonoides sur ’activité cellulasique du Foa :

La mesure de I’activité cellulasique est complexe, mais parfois des méthodes simples et

reproductibles peuvent prédire 1’action enzymatique sous certaines conditions (Eveleigh et

al., 2009). La technique utilisée dans cette étude est semi-quantitative donnant des

informations sur la présence d’une inhibition et son degré par la mesure du diametre. Le

diamétre de la zone d’hydrolyse dans les boites témoins était de I’ordre de 12 mm, mais il a

été réduit jusqu’a 7.5 mm (correspondant a un taux d’inhibition de 37.5%) sous I’effet des

flavonoides de B. graveolens et d’A. radiata ce qui signifie que ces métabolites ont la

capacité d’empécher 1’activité cellulasique de Foa. (Figure 38).
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Figure 38 : Effet des flavonoides sur I’activité cellulasique.
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Discussion :

Cette étude vise a mettre en évidence les propriétés antifongiques des extraits flavonoides
et polysaccharidiques pariétaux des trois plantes médicinales (fréquemment utilisées en
médecine traditionnelle par les paysans de la région de Saoura, sud-ouest Algeérien, a
savoir A. radiata, B. graveolens et C. cinerea) sur tous les stades du cycle de vie de Foa,
ainsi que sur quelques parametres de sa pathogénicité (lésions tissulaires,
mycotoxicogenese et activite cellulasique) et le suivi de I’effet de ces extraits sur la densité
de la population de ce champignon dans le sol afin de seélectionner des produits qui
pourraient éventuellement étre utilisés dans des programmes de lutte contre ce

mycopathogene.

1. Tests de confirmation de I’identité de la souche fongique :

L'approche classique d'identification des champignons filamenteux s’établit sur la base des
caracteres phénotypiques (aspect macroscopique et microscopique, physiologie de
croissance a différentes températures ou sur milieux spécifiques). L’étude phénotypique a
¢galement été réalisée sur gélose PDA. Le pathogéne sujet d’étude présente un morphotype
cotonneux, avec un thalle blanc aérien tres abondant, épais et dense avec une couleur roses
sur I’envers de la boite et a croissance lente. Au microscope, le mycélium est fin blanc. Les
chlamydospores sont intercalaires, formées dans le mycélium, sub-globuleuses et hyalines.
Le mycélium produit des spores distinguent nettement le genre Fusarium: des
microconidies souvent unicellulaires et quelques fois bicellulaires et des macroconidies
variables, ovales a ellipsoides, droites a légerement courbées, cloisonnées et pointues aux

deux extrémités.

De plus, les méthodes moléculaires ont pris une place prépondérante dans l'identification
des espéces fongiques en général et des champignons filamenteux en particulier. La
démonstration de l'intérét des séquences des génes codant les ARN ribosomiques (18S,
288S,...) pour les études phylogénétiques a permis d'affiner la distinction des groupes
taxonomiques et des especes chez les champignons. Ces méthodes permettent des
identifications plus précises, plus fiables et plus exactes, car, selon Stackebrandt et
Goebel (1994) les genes codant pour les ARN ribosomiques sont des genes trés conservés
chez les microorganismes. lls servent donc de marqueurs phylogénétiques pour déterminer

la relation entre des espéces.
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L’analyse de la fraction 18S de I’ADNr a confirmée I’appartenance de notre isolat au genre
Fusarium et plus précisément aux Fusarium oxysporum. La séquence 18S de I’ADNr
obtenue a montré une similarité de 98% avec Fusarium oxysporum f. sp. rapae et
Fusarium oxysporum f. sp. melonis soit une identité nucléotidique de 549/559 et de
556/565 respectivement. Bien que le programme BLAST d’alignement Soit extrémement
riche en séquences de référence, les différentes séquences d’ARNr ne sont pas connues
simultanément pour toutes les espéces fongiques d’ou aucune séquence spécifique pour la
forme spéciales « albédinis » n’a été trouvé dans ce moteur d’alignement. D’autre part,
selon Kistler et al. (1987) la taille de I'unité ribosomique de Foa est du méme ordre que
celle d'autres formes spéciales de F. oxysporum.

2. Analyses physicochimiques :

Le séchage de nos espéces végétales indique qu’elles renferment une teneur en eau entre
70 et 80%. Selon Nultsch (1998) et Bergoin (2005), les plantes fraiches renferment 60 a
90% d’eau, et elle est du méme ordre pour toutes les especes (Ozenda, 1982). Mais le
contenu réel en eau dépend du tissu et du type cellulaire (Hopkins, 2003), dont chaque
partie de la plante est caractérisée par une valeur du potentiel hydrique (Lafon et al.,
1996). Elle est d’une certaine fagon également dépendant des conditions physiologiques et
environnementales (Hopkins, 2003).

L’analyse phytochimique réalisé sur les trois plantes médicinales a prouve par ailleurs,
qu’elles contiennent différents groupes de composés chimiques qui sont a 1’origine de leurs
activités biologiques. Ce test a révélé la présence des saponosides, tanins, acides gras,
flavonoides, anthracénosides, huiles volatiles, terpénes et stéroide, alcaloides, stérols et
triterpenes dans les trois espéces étudiées. A notre avis, 1’ensemble des résultats du
screening phytochimique expliquerait d’une part, et ce de fagon rationnelle, I’engouement
des tradi-thérapeutes en général et ceux de la Saoura en particulier, a utiliser les plantes
médicinales, notamment ces trois especes aux fins de soins contre plusieurs troubles. De
méme, ces résultats justifient le choix qui se porte sur ces plantes comme étant des
réservoirs potentiels d’agents antifongiques contre Foa.

L’extraction des flavonoides a permis de constater que les rendements ne sont pas
semblables et qu’il y a une 1égere différence qui est probablement due a la différence entre
les espéeces étudiées. Le rendement varie donc entre 1.13% et 4.24%. Les résultats obtenus
indiquent aussi que les fleurs ont donné toujours un rendement moins important par rapport

aux feuilles. Il est & préciser que les différentes manipulations de I’extraction bien qu’elles
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ont été effectuées dans les mémes conditions de laboratoires, mais a différents moments.
Dans ce contexte, en accord avec Zang et Hamauru (2003), la teneur en composes
phytochimiques dans les plantes, peut étre affectée par le génotype, les conditions du
développement et de croissance, la maturité et par les méthodes d’extraction. Aucune étude
n’a été citée dans la littérature sur les flavonoides de ces espéces, mais une extraction par
le méme protocole portée sur les flavonoides des fruits de Capsicum frutescens
(Solanaceae) a abouti a un rendement de 0.17% du poids sec (Bouchelta et al., 2005).
D’apres les résultats de 1’extraction, on constate que les rendements en hémicelluloses sont
superieurs a ceux des PM, mais les deux sont inferieurs & celui obtenu pour la cellulose.
Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Benahmed Bouhafsoun (2008)
sur les feuilles de Chamaerops humilis (Arecaceae). Nos résultats indiquent aussi que le
rendement de chaque extrait varie d’une espéce a une autre et d’un organe a un autre pour
la méme espéce. Dans le travail de Benahmed Bouhafsoun (2008) le rendement en PM
était de I’ordre de 0.1%, trés inferieur a celui obtenu par nous méme (qui est entre 2.18% et
10.5%) et a celui obtenu a partir des feuilles de Urginea pancration (Hyacinthaceae)
(8.8%) (Bouzidi et al., 2010). Par contre, le rendement en hemicellulose extraite a partir
des feuilles de Chamaerops humilis était de I’ordre del7.5% (Benahmed Bouhafsoun,
2008), supérieur a celles extraites a partir de nos espéeces (entre 6.05% et 13.85%) et a celle
obtenue a partir des feuilles de Urginea pancration (14.20%) (Bouzidi et al., 2010). Selon
Benahmed Bouhafsoun (2008), le rendement en hémicellulose est influencé par le type de
la solution alcaline utilisée dans I’extraction. Il est & noter que la solution KOH a permis
I’obtention d’un rendement supérieur (24%) a celui obtenu par NaOH (17.5%). De méme,
Nos extraits cellulosiques obtenus avec les proportions de 13,86% a 27,23% sont moins
importants que celui extrait a partir de la partie foliaire de Chamaerops humilis (44%)
(Benahmed Bouhafsoun, 2008).

3. Effet des extraits sur les différents stades de vie de Foa :

Cette étude a permis de mettre en évidence ’existence d’une activité antifongique des
extraits mis en étude sur les différents stades de vie de Foa a savoir, la sporulation, la
croissance mycelienne et la sporulation.

3.1. Effet des flavonoides :

Les différents extraits flavonoides testés ont présenté une action inhibitrice aussi bien sur
la croissance mycélienne que sur la sporulation et la germination de ce champignon, avec

des degrés variables en fonction du materiel vegétal et de la concentration, ainsi que
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I’efficacité n’est pas toujours proportionnelle a la concentration. Cette corrélation négative
a été signalée aussi dans les travaux de Gaceb-Terrak (2010), dont il ressort qu’un extrait
d’acide phénolique a la concentration 0,48 mg/ml a entrainé une cinétique de croissance de
Foa similaire a celle qui a été obtenue a 0,12 mg/ml et il a été moins actif a 0,24 et 0,36
mg/ml. Gaceb-Terrak (2010) a justifié ce phénoméne par I’activation du pouvoir de
détoxification de ces molécules que la concentration 0,48 mg/ml pourrait représenter. Un
travail similaire portant sur 1’action d’un acide salicylique sur la méme souche et un autre
portant sur I’action de I’huile de Melaleuca quinquenervia sur la sporulation de Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ont conduit a un resultat similaire (Touam et al.,
2006 ; Doumbouya et al., 2012).

Dans ce contexte, de nombreux flavonoides possedent des activités antifongiques, le plus
grand nombre appartient aux flavanones et aux flavanes (Grayer et Harborne, 1994).
Selon Jimenez-Gonzalez et al. (2008), quelque soit la classe de flavonoides considérée, il
apparait que le caractere lipophile des composés augmente 1’activité, permettant aux
molécules de pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique (Jimenez-Gonzalez
et al., 2008 ; Grayer et Harborne, 1994). De plus, les flavonoides sont des inhibiteurs de
la phospholipase A2, la cyclooxygénase et de la lipoxygénase (Middleton et Kandaswami
1992; Kandaswami et Middleton, 1994). Sur le plan phytopathologique, selon Grayer et
Harborne (1994) et Harborne (1999), les flavonoides ne sont pas seulement présents
dans les plantes comme agents constitutifs mais sont également accumulées dans les tissus
vegétaux en réponse a une attaque microbienne. De ce fait, les flavonoides interviennent
par plusieurs propriétés comme 1’inhibition de cellulases microbiennes, de xylanases,
pectinases, chélation de métaux nécessaires aux enzymes, formation d’une structure dure et
cristalline agissant comme une barriére physique aux pathogénes. Les flavonoides
pourraient entrainer des changements dans la différenciation tissulaire et ainsi promouvoir
la formation de thylle et de cal, empéchant ainsi 1’agression par des agents invasifs

(Treutter, 2005).

3.2. Effet des polysaccharides :

Les extraits PM et hémicellulosiques ont eté plus antifongiques sur la sporulation que sur
la croissance myceélienne et la germination du Foa. Par contre, les cellulases ont présenté
un effet inhibiteur aussi bien sur la sporulation et la germination que sur la croissance
mycélienne de ce champignon. A titre de comparaison, aucune étude sur I’activité

antifongique des extraits polysaccharidiques envers Foa n’a été effectuée.
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Les Polysaccharides naturels issus de certaines plantes médicinales, algues et
microrganismes ont suscité un grand intérét en tant qu'agents antimicrobiens (Mizuno et
al., 1995; Tzianabos, 2000; Smith et al., 2002). Dans les dernieres décennies, sur la base
des méthodes biotechnologique, une série de nouveaux agents antimicrobiens a base de
polysaccharides a été développée. Ils sont aujourd'hui utilisés dans diverses applications,
par exemple dans l'industrie alimentaire pour remplacer des conservateurs traditionnels, et
en bactériologie comme inhibiteurs de la croissance bactérienne (Chang et al., 2000).

De plus et plus précisément, l'activité antifongique des extraits polysaccharidiques a
également été confirmée expérimentalement dans plusieurs études (Ballance et al., 2007 ;
Meera et al., 2011; Chen Hao et al., 2012). Les propriétés antimicrobiennes de
polysaccharides naturels sont basées sur leur structure chimique ou la présence d'un groupe
carbonyle hautement réactif a été détecté. Selon Painter (1991), Le groupe carbonyle est
capable de lier des amines primaires pour produire une combinaison stable de
polysaccharides avec des protéines (glycolconjugates). Collage d’exoenzymes de micro-
organismes par saprogenic polysaccharides réactifs est probablement la raison de leur
activité antimicrobienne.

D’autre part, bien que le développement du Foa sur les milieux a base de cellulose soit de
loin plus faible que celui sur PDA ; il pourrait nous indiquer que ces extraits jouent un réle
d’inducteur de cellulase chez Foa, malgré que les plantes médicinales mises en études ne
representent pas I’hote specifique de ce champignon et que ces extraits peuvent étre utilisés
comme unique source de carbone et d’énergie pour la croissance du Foa comme 1'a suggéré
Amraoui et al., (2004). Selon Roussos et Raimbault (1982) cette souche est déja connue
dans la littérature comme productrice de cellulase. Cette activité enzymatique fait
intervenir trois enzymes (Endo--glucanase, Exo-B-glucanase et la Cellobiase) qui agissent

en synergie pour dégrader la cellulose (Boulenouar, 2011).

Les résultats de cette présente partie ont permis de mettre en exergue ce qui suit : Le
meilleur effet inhibiteur des trois espéces étudiées a été enregistré par leur extrait
cellulosique et ca était observé sur la sporulation, ce qui signifie que ces extraits sont
montres également trés efficaces sur la sporulation que sur la croissance myceélienne et la
germination. De méme, la meilleure activité inhibitrice engendrée par les flavonoides était
celle remarquée sur la germination sous I’effet des FRC a 0.5 mg/ml avec un taux de
74.64%, mais celle engendrée par les PHM était de 1’ordre de 80.82% exercée par les PLC

a 2mg/ml sur le méme stade toujours. Les hémicellulose ont aussi fortement inhibé le Foa
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durant le stade de sa germination (88.01% a 1mg/ml par les HLC) et le fort niveau de
I’inhibition de ce stade a été exercé par ce dernier extrait. Par contre, la croissance

mycélienne est le plus inhibée par les flavonoides.

4. Production de la biomasse dans des milieux liquides a base de cellulose :

Les résultats obtenus indiquent que le milieu PDB (milieu de culture plus largement utilisé
pour cultiver la plupart des champignons) a permis au Foa de produire une biomasse de
I’ordre de110 mg du poids sec. La comparaison de cette valeur avec celles obtenues sur les
différents milieux a base de cellulose, a permis de classer ces derniers en trois catégories :
celui qui a donné une valeur voisine a celle sur PDB, le cas de la cellulose
microcristalline ; ceux qui ont permis au Foa de produire une biomasse moins importante,
le cas des plantes médicinales et en fin le groupe des palmiers dattiers qui a aboutis a la
formation d’une biomasse plus importante et surtout la variété « Deglet nour ». La
formation de la biomasse en présence de cellulose comme seule source de carbone et
d’énergie justifie qu’il y a une production de cellulase et une activité cellulolytique, ce qui
a été signalé dans plusieurs travaux (Amraoui et al., 2004 ; Lekchiri et al., 2006). D’apres
ces résultats on peut dire que cette activité enzymatique s’est montrée plus faible en
présence de cellulose de plantes médicinales ; ceci peut s'expliquer par le fait que ces
substrats pourrait étre non spécifique aux types de cellulases sécrétées par le Foa In Vitro
comme I'a suggéré Amraoui et al. (2004). Au contraire, I’importante biomasse obtenue en
présence d’autres types de cellulose indique I’existence d’une activité cellulasique
supérieure, c¢a peut justifier 1’agressivité de ce champignon envers le palmier dattier et plus
précisement la variété « Deglet nour ». Ceci nous laisse suggérer qu'il existerait une
relation entre la pathogénécité de ce champignon et ’origine de la cellulose. De méme,
Iactivité cellulasique qui a ¢été mise en évidence chez Foa peut contribuer a la
compréhension des mécanismes biochimiques de la pathogénie de ce champignon. Ce
dernier en contact avec les constituants pariétaux des tissus du palmier dattier induit en
premier les cellulases qui vont libérer des sucres réducteurs en particulier du glucose
nécessaire a la croissance du champignon. Dans ce méme sens, selon des travaux
antérieurs, Plusieurs micro-organismes phytopathogénes secrétent des toxines et des
enzymes hydrolytiques actives contre les structures tissulaires de la plante hote. Il s'agit
principalement des cellulases et des pectinases. Ces hydrolases étaient capables de
dégrader In Vitro les composés cellulosiques et pectiques (Baracat et al., 1989 ; Ortega,

1990; Enokibara et al., 1992 ). Deese et Stahmann (1962) avaient suggéré que les
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cellulases et pectinases de Fusarium orysporum f .sp. lycopersici soient responsables de la
dégradation de la pectine et de la cellulose ; composés essentiels de la paroi de la cellule
veégétale en fragments solubles. Des études histologiques et de digestions enzymatiques
réalisées par Belarbi et al., (1984) ont révélé des altérations tissulaires chez le palmier
dattier infecté pouvant impliquer des hydrolases principalement les cellulases, les
pectinases et méme les protéases puisque ces dégradations concernent les polysaccharides,
les pectines et les protéines des tissus du palmier dattier.

De plus, on constate qu’il y a une corrélation entres ces résultats et ceux obtenus sur
milieux solides a base de cellulose. De ce fait, on peut dire que les celluloses extraites a
partir de ces trois especes de plantes médicinales empéchent le bon développement du Foa.

5. Effet des extraits sur la densité de population du Foa dans le sol en laboratoire :

Les résultats du suivi de la densité de population du Foa dans le sol indiquent que les
différents extraits utilisés sont montrés actifs dans 213 tests parmi 360 (soit 59.16%). De
plus, parmi 90 tests réalisés pour chaque extrait, les flavonoides ont exercé une réduction
de la population fusarienne dans 69 tests (soit 76.66%), suivi par les extraits cellulosiques
dans 58 tests (64.44%), ensuite les PM et les hémicelluloses dans 50 et 36 tests
respectivement (tableau 16). De plus seulement les CRB a 1% et a 10% et les HRB a 5%
qui ont maintenu la population fusarienne stable a une densité faible de ’ordre de 4
LOG10 (UFC/g sol) dés le 7°™ jusqu’au 21°™ jour aprés le traitement. Dans ce contexte
plusieurs études ont prouvé ’efficacité des plantes medicinales et leurs dérivés sur les
populations fusariennes dans le sol sous les conditions de laboratoires et/ou leur agressivité
contre des différentes cultures. Comparativement a d’autres travaux, nos extraits ont exercé
une bonne réduction de la population de Foa par rapport a celle obtenue en présence de la
poudre de Anacyclus valentinus ; Eucalyptus sp ; Rosmarinus officinalis L, Inula viscosa ;
Artemisia herba alba ; Laurus nobilis ; Mentha piperita ; Salvia officinalis ; Tetraclinis
articulata ; Thymus vulgaris (Simoussa et al., 2010). Par contre la poudre et les huiles
essentielles de ces mémes plantes semblent étre actifs contre Fusarium oxysporum f. sp.
lentis (Belabid et al., 2010). D’autre part, les extraits foliaires de Piper betle L, la poudre
et les huiles essentielles de Xylopia Aethiopica, la poudre de graines de Azadirachta indica,
I’huile de Melaleuca quinquenervia et d’Ocimum gratissimum ont prouvé une efficacité
contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici , champignon parasite des cultures de
tomate et dans le contrdle de la fusariose causée par ce pathogene (Soro et al., 2010 ;
Hadian et al.,, 2011 ; Singha et al., 2011; Doumbouya et al., 2012). De meme, les
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extraits de Chromolaena odorata ont été actifs contre le jaunissement mortel des feuilles
des bananiers causé par Fusarium oxysporum f. sp. cubens (Kra et al., 2009). De plus,
selon Bowers et Locke (2000), I'huile de clou de girofle, I'huile de neem, I’extrait de
piment avec I'huile essentielle de moutarde ont permis de réduire la densité de la
population de Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi dans le sol et d’assurer la

protection des plants de chrysanthéme contre ce pathogene.

6. Effet des flavonoides sur la virulence relative du Foa:

Plusieurs études ont montré la virulence relative de quelques espéces de Fusarium et de
certaines formes spéciales de Fusarium oxysporum entres elles la forme albedinis sur les
tissus de tubercule de pomme de terre. Comparativement a Boulenouar (2011), dont il a
constaté que le poids des tissus nécrosés causés par Foa était de 1’ordre de 0.066 g, nos
résultats ont indiqué un poids relativement important (0.518g), mais toutes ces valeurs sont
inferieures a celle obtenue par Herrmann et al. (1996), ou le poids de la Iésion a atteint
2.6 g, causeée par Fusarium sumbucinum (souche considérée comme référence pour I’effet
nécrotique d’apres ces auteurs). Dans ce sens, Amraoui et al. (2005), ont suggéré que
I’effet nécrotique du Foa sur les tissus de tubercule de pomme de terre est du
principalement a la production d’enniatine, que selon Herrmann et al. (1996) représente
une mycotoxine non spécifique a I’hdte et I'une des responsables de la phytotoxicité du
Foa. La virulence du Foa peut étre due aussi a la production de 1’acide fusarique, 1’acide3-
phenyl- lactique, acide succinique, et leurs dérivés, marasmins, et toxines peptidiques (El
Hadrami et al., 2005).

De méme, les especes de Fusarium oxysporum sont aussi connues par leurs capacités de
produire d’autres mycotoxines comme la moniliformine, I’oxysporine (Tabuc, 2007) et le
zéaralénone (Pitt, 2000). D’autre part, que peu d’études apportées sur 'utilisation des
plantes médicinales et leurs dérivés contre les Iésions tissulaires (sur les tissus de tubercule
de pomme de terre) ont été réalisées ; mais aucune sur les flavonoides n’a été signalée. En
effet, quatre extraits (Méthanolique, d’acétate d’éthyle, dichlorométhanique et hexanique)
de neuf plantes médicinales et/ou toxiques (Limoniastrum feei, Launeae arborescens,
Fredolia aretioides, Asteriscus graveolens, Acacia raddiana, Citrullus colocynthis,
Calotropis procera, Nerium oleander et Pergularia tomentosa) ont éte utilisés avec quatre
doses (200, 400, 800 et 1600 ug) pour évaluer leurs effets sur la virulence relative
(Boulenouar, 2011). Cette étude a montré que la mesure pondérale de la lésion tissulaire la

plus importante (de I’ordre de 324.1 mg) était celle observee en présence de I’extrait
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d’acétate d’éthyle des racines de Fredolia aretioides a la charge de 400 ug et la plus faible
(de I’ordre de 19.7 mg) était celle détectée en présence de I’extrait d’acétate d’éthyle de la
partie aérienne de Launeae arborescens toujours a la méme charge. D’aprés 1’analyse de
ces résultats, I’effet dépressif de nos extraits contre la virulence relative de Foa est
probablement lié a I’altération de la synthése et/ou de 1’action des mycotoxines mises en

jeux sur les cellules de pomme de terre.

7. Effet des flavonoides sur la mycotoxinogenése et la production de biomasse:

Les résultats de la mycotoxinogenese (aprés CCM) du filtrat de la culture du Foa sans
extraits ajoutés indiquent 1’apparition d’un seul spot fluorescent (avec R¢ = 0.55). Selon
Multon (1982), ce type de spot représente des mycotoxines. D’aprés nos résultats, il y a au
moins une toxine secrétée, parce que la CCM effectuée est monodirectionnelle. La
présence de cette toxine peut justifier la lésion tissulaire observée dans le test précédent.
Plusieurs auteurs ont montré le pouvoir mycotoxinogene de ce champignon. Selon
Moukhliss (1987), I’extrait brut du filtrat du Foa contient une quarantaine de produits
différents. Par exemple, les dérivés des acides fusariques. Ce parasite produit également
plusieurs phytotoxines peptidiques en plus de 1’acide fusarique et ses dérivés (Sedra,
1995b; El Fakhouri et al., 1996). D’autres substances toxiques ont été mises en évidence,
telles que I’enniatine (Amraoui et al., 2005), I’acide3-phenyl- lactique, acide succinique,
et leurs dérivés, marasmins, et toxines peptidiques (EI Hadrami et al., 2005).

Dans notre étude, I’effet des extraits flavonoides sur la mycotoxinogenese témoignent que
seuls les extraits de B. graveolens ont empéché la production des toxines. Ces résultats
viennent a soutenir notre suggestion précédemment énoncée sur la capacité de cet extrait
d’altérer la synthése et/ou 1’action des mycotoxines du Foa sur les cellules de pomme de
terre et que les extraits flavonoides de A. radiata et de C. cinerea ont donc une activité
uniquement sur I’action des mycotoxines. La différence observée entre les extraits des trois
plantes peut étre justifiée par leurs contenus en groupes des flavonoides.

D’autre part, plusieurs recherches ont signalé le pouvoir anti-mycotoxinogéne des plantes
médicinales et leurs dérivés. Deabes et al., (2011), ont constaté que 1’huile essentielle de
Coriandrum sativum et Ocimum basilicum ont inhibeé la production de 1’aflatoxine B1 chez
Aspergillus flavus. De méme El-Desouky et al., (2013), ont observé aussi que I’extrait
éthanolique des graines de Trigonella foenum-graecum ont réduit la production de
I’aflatoxine B1 chez Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus & 91.22% et 92.35%

respectivement.
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La production de mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Par
conséquent, les facteurs capables d’influencer la croissance fongique vont aussi jouer un
role sur la toxinogéneése. De maniere génerale, les conditions environnementales
nécessaires a la production de mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la
croissance fongique et sont, le plus souvent, proches des conditions optimales de
développement de I’espéce considérée (Tabuc, 2007).

En parallele, la biomasse obtenue a été séchée et pesée pour évaluer I’effet des extraits des
flavonoides sur I’aptitude de la productivité du Foa en biomasse en milieu liquide. Les
résultats obtenus témoignent que tous nos extraits ont aboutis a la formation d’une
biomasse inferieure a celle formé dans le milieu sans ajout ou le taux de réduction de la
croissance a atteint 69%. Il est a noter donc que ses résultats se concordent avec ceux
obtenus sur milieux solides. Plusieurs études ont prouvé I’inhibition du développement
fongique par les flavonoides naturels (Afolayan et Meyer., 1997; Valsaraj et al., 1997 ;
Wachter et al., 1999; Galeotti et al., 2008 ). C’est grace a leur structure caractérisée par
la présence de groupe phénolique et d’autres fonctions chimiques, que les flavonoides sont
considérés comme de tres bons agents antimicrobiens (Harborne et Williams, 2000). De
méme, le mécanisme d’action de polyphénols est sans doute trés complexe, parmi les
hypotheses énoncées: L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes; la
séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux

tels que le fer et I’inhibition du métabolisme microbien (Mila et Scalbert., 1994).

8. Effet des flavonoides sur I’activité cellulasique du Foa :

Les boites de Pétri contenant 1’agar a base de cellulose et présentant des puits remplis par
les filtrats des cultures du Foa (culture en milieu liquide a base de cellulose) indiquent
I’apparition des zones d’hydrolyse autour de ces puits, ce qui est le ttmoin de I’activité de
cellulases secrétées par ce champignon. De plus, ces résultats, se corrélent avec ceux
obtenus dans préecédemment. Cette activité a éte confirmée par plusieurs auteurs (Amraoui
et al., 2004 ; Lekchiri et al., 2006). L’ajout des extraits flavonoides a 1’agar a base de
cellulose a exercé une diminution de cette activité enzymatique détecté dans les zones
d’hydrolyse, ce qui signifie que ces extraits jouent un role d’inhibiteur de cellulase. Cette
inhibition a été prouvé aussi par I’extrait d’acétate d’éthyle des fruits de Citrullus
colocynthis et de celui d’acétate d’éthyle des tiges de Asteriscus graveolens ainsi que par
I’extrait méthanolique de Pergularia tomentosa et de I’extrait hexanique de la partie

aérienne de Fredolia aretioides (Boulenouar, 2011). De plus, les flavonoides sont connus
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dans la littérature par leurs capacités d’inhiber différents types d’enzymes (Middleton et
Kandaswami 1992; Kandaswami et Middleton, 1994 ; Mila et Scalbert., 1994 ;
Treutter, 2005). Cette activité inhibitrice justifie le role défensif joué par ces metabolites
chez les plantes hotes vis a vis de différents phytopathogenes (Grayer et Harborne,
1994 ; Harborne 1999).
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Conclusion générale :

Dans le cadre de la recherche des nouvelles méthodes de lutte contre le bayoud, ce
travail s’intéresse a 1’évaluation de 1’activité antifongique des polysaccharides pariétaux et
des flavonoides extraits a partir des feuilles et des fleurs de trois plantes (Anvillea radiata,
Bubonium graveolens et Cotula cinerea) douées de propriétés médicinales importantes.
Parallélement a cette étude, un criblage phytochimique a été effectué pour ces trois espéces
dont il a montré la présence des saponosides, tanins, acides gras, flavonoides,
anthracénosides, huiles volatiles, terpenes et stéroide, alcaloides, stérols et triterpenes dans
les trois plantes, de plus, la présence des Anthraquinones et les polyuronides a été constaté
uniquement dans A. radiata. Les anthocyanosides ont été détecté seulement chez C.
cinerea.

Les résultats de 1’extraction ont indiqué que les rendements en cellulose sont relativement
élevés par rapport aux autres extraits avec un taux allant de 13,86% (obtenu a partir des
fleurs de C. cinerea) jusqu’au 27,23% (obtenu a partir des fleurs de B. graveolens). De
méme ces résultats ont montré que le rendement en hémicelluloses différe d’une espéce a
une autre, dont le plus important était de 1’ordre de 13,85%, (obtenu par les feuilles de d’A.
radiata). Pour les PM, les taux des rendements sont compris entre 2,18% (obtenu a partir
des feuilles d’A. radiata) et 10,5% (obtenu & partir des fleurs de C. cinerea). Il s'avere
aussi que les rendements en flavonoides sont relativement moins importants pour toutes les
espéces étudiées (entre 1.13% et 4.24%).

Par la suite, les extraits obtenus ont été évalués pour leurs activités antifongiques sur les
différents stades de vie du Foa. Les résultats obtenusont témoigné que le taux de
germination des spores a été réduit en présence des extraits des flavonoides foliaires et
floraux d’A. radiata et de C. cinerea par rapport au temoin quelque soit la concentration
des flavonoides dans le milieu de culture, contrairement a ceux obtenus a partir de B.
graveolens qui ont entrainé la réduction de la germination qu’a des concentrations plus
élevées. De méme, ces résultats ont montré que Foa a prouvé globalement un fort niveau
de résistance vis-a-vis les extraits hémicellulosiques et pectiniques d’A. radiata et de B.
graveolens au cours de la germination dont le taux de la germination a atteint 100%, par
contre, seuls les extraits de C. cinerea ont présenté une toxicité vis-a-vis de la germination
des spores. De plus, la germination des spores a été inhibée sur tous les milieux de culture

a base de cellulose.
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Tous les extraits flavonoidiques étudiés ont présenté un effet inhibiteur sur le
développement radial du pathogene. Le champignon a été inhibé presque de maniére
similaire par les extraits flavonoidiques de toutes les especes dont le meilleur taux
d’inhibition était de 1’ordre de 52,54% sous I’effet des flavonoides foliaires de C. cinerea a
4 mg/ml. Par contre, le Foa a montré également une résistance en présence des PHM des
deux organes de C. cinerea et les PHM des fleurs de B. graveolens, comme il est
faiblement sensible sous ’effet des PHM foliaires de B. graveolens. Mais seulement les
extraits pectiniques d’A. radiata qui ont pu inhiber la croissance myceélienne du pathogene.
Par ailleurs, Les hémicelluloses foliaires d’A. radiata et de B. graveolens et ceux des deux
organes de C. cinerea ont exercé une certaine fongitoxicité a des degrés faibles et voisins,
mais une réduction de la croissance mycelienne était encore nettement plus importante
quant a la présence des extraits hémicellulosiques des fleurs d’A. radiata et surtout de B.
graveolens dont les pourcentages d’inhibition ont dépassé 50% avec un maximum de
67,27% a la faible dose. De méme, les milieux cellulose-agar ont développé des
mycéliums trés faiblement denses comparativement a ceux sur PDAa.

Sur la sporulation, les extraits flavonoidiques n’ont pas beaucoup d’effet inhibiteur, voire
une stimulation a certaines concentrations. En revanche, I’effet inhibiteur des PHM est plus
marqué sur la sporulation dont le taux d’inhibition a dépassé 40% pour la plus part des
concentrations, certaines ont méme atteint 60%. De plus, les hémicelluloses sont montrés
plus fongitoxique sur la sporulation surtout pour ceux de B. graveolens qui ont présenté
des valeurs €élevées ou le pourcentage de I’inhibition a dépassé 50%. Ainsi que, le Foa a
montré globalement un fort niveau de sensibilité sur tous les milieux solides a base de
cellulose. L’inhibition de la sporulation a dépassé 95% sur les milieux a base de cellulose
extraite de B. graveolens et de C. cinerea.

En suite, Les extraits cellulosiques ont été utilisés pour reconstituer un milieu liquide sur
lequel le développement de la biomasse du champignon a été étudié. Dans ce contexte les
résultats obtenus ont indiqué que la biomasse formée en milieux a base de cellulose des 3
plantes médicinales est moins importante par rapport au PDB.

Dans une autre partie, ces mémes extraits ont été additionnés a différentes concentrations a
des sols inoculés par Foa pour verifier leurs effets sur la population de ce dernier. Les
résultats de ce test ont indiqué que les différents extraits utilisés sont montrés actifs dans
213 tests parmi 360 (soit 59.16%). De plus, parmi 90 tests réalisés pour chaque extrait, les
flavonoides ont exercé une réduction de la population fusarienne dans 69 tests (soit

76.66%), suivi par les extraits cellulosiques dans 58 tests (64.44%), ensuite les PHM et les
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hémicelluloses dans 50 et 36 tests respectivement. De méme, seulement les CRB a 1% et a
10% et les HRB a 5% qui ont maintenu la population fusarienne stable a une densité faible
de I’ordre de 4 LOG10 (UFC/g sol) dés le 7°™ jusqu’au 21°™ jour aprés le traitement.

A la lumiére de ces résultats, il s’avere que les flavonoides sont les plus fongitoxique sur la
croissance mycélienne par rapport aux autres extraits. Pour cette raison, ils ont été évalués
pour leurs effets sur quelques paramétres de la pathogénicité du Foa (virulence relative,
mycotoxicogenese et activité cellulasique).

Les résultats de 1’effet des flavonoides sur la virulence relative de Foa nous ont permis de
constater que dans 80% des tests, les extraits flavonoidiques ont pu réduire les Iésions
tissulaires (présentées sur les tranches de pommes de terre) causées par ce pathogene.
Notant que ’effet des trois especes étudiées était presque similaire.

Cependant, seuls les flavonoides de B. graveolens qui ont permis d’empécher la synthése
des toxines chez le Foa.

D’autre part, L’activité cellulasique a été mesurée par la méthode de diffusion sur gélose a
base de cellulose, ¢’est une méthode semi-quantitative. Cette activité a été inhibée sous
I’effet des extraits flavonoidiques de toutes les plantes étudiées.

Au terme de cette recherche, il apparait donc que les plantes médicinales évaluées
présentent un réservoir de substances bioactives important et surtout les flavonoides
foliaires, et leur utilisation pourra offrir une potentielle alternative pour lutter contre
I’agent du bayoud.

Au vu des résultats obtenus et tenant compte de la problématique du sujet, ce travail
n'est pas un aboutissement et il nous semble conséquent de 1’approfondir par :

- Une caractérisation structurale fines des extraits sujets d’étude afin de bien cibler

les molécules bioactives, pour leur évaluation in vivo.

- Elargir la gamme des métabolites et surtout ceux qui présentent leurs rdles dans

I’interaction phytopathogéne / plante hote.

- Elargir la gamme des plantes médicinales.

En fin, le Bayoud reste la plus grave pathologie du palmier dattier et nécessite bien une
mobilisation et une coordination parfaite des recherches. Il est a noter que, ces derniéres
annees, le monde a accordé une place préponderante a la qualité de I'environnement, a la
pérennité des ressources naturelles et surtout a la réduction de l'utilisation des substances
chimiques. Ceci conduit la communauté scientifique a se tourner vers la possibilité

d'utiliser de facon rationnelle les produits naturels surtout d’origine végétale en tant
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qu'outil de protection des cultures, mais, il reste clair que les méthodes utilisées pour le
contrble du Bayoud ne permettent pas de résoudre définitivement le probléme de cette
maladie. Il est donc impératif de penser a des stratégies de lutte a plusieurs niveaux en vue
d’établir une meilleure combinaison des traitements susceptibles de conférer une protection

maximale du palmier dattier contre la maladie du Bayoud.
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Annexe 1 : ldentification moléculaire

Tableau 04 : Caractéristiques techniques de I’identification moléculaire

TECHNIQUES PROCEDURES
Purificacion de PADN | The Maxwell 16 Mouse Tail DNA Purification Kit (Promega)
PCR standard Kit de PCR utilise:

AmpONETaqg DNA Polymerase (GeneAll).

Kit d'extraction de produit de PCR :
ExoSAP protocol.

Séquencage kit de réaction de Séquencage:

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems)
précipitations:

Etanol + EDTA + Acetato sodico 3M

Polimeroen Applied Genetic Analyzer 3500:

POP-7

Data Edit Search Display Help
Wie d e F| it 64 wN | By =

10 20 30 40 50 60
ACC G ACTATTG CAGGCATCGT TG CAGATGCGC G AMACC TCAG TCCCCCCCAGGG TATTACACGGH

ACCGACTATTGCAGGCATCGTTGCAGATGCGCGAACCTCAGTCCCCCCCAGGGTATTAC
ACGGWGGGCTATAACACTCACGAAGAGAGCCACATTCCCGCCGCSTTTATCCCCCGGG
GAAAACTGATGCTGGCCTGGACTGGAAAAGTGCACTGGGGAGAACCCCAGATGATTAA
CCAAGCCCAAGTCTGGTCATAAACGCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTAACTC
TCTTTTCAAAGTGCTTTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCGCTATCGGTCTCTGGCCG
GWATTTAGCTTTAGAAGACATATACCTCCCATTTAGAGCAGCATTCCCAAACTACTCGA
CTCGTTGAAGGAACTTTACAGAGATTTGGCATCCAACCAGACGGGGCTCTCWCCCTCTA
TGGCGTCCCGTTCCMGGGAACTCGGAAGGCACTGCATCAAAAGTATCCTCTACAAATT
ACAACTCGGGCCCGAGAGCCAGATTTCAAATTTGAGCTGTTGCCGCTTCACTCGCCGTT
ACTAGGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCATGGTGCATATTA
MTAGACGGAGGAAAASTCTTCTTTTTWTAATGASCAKGSA

Figure 27 : Séquence génomique de la région de I'ARN 18S de la souche fongique.

144




Annexes

a

IFusarium oxysporum . sp. rapae!genes for 185 rRMA, ITS1, 5.85 rRMNA. ITS2, 285 rRNA. partial and complete sequence, strain: MAFF 240321
Sequence 10 QI IIE 6994 1| rength: 1073 Number of Matches: 1

Range 1: 513 to 1071 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
983 bits(532) 0.0 549/559(98%) 1/553(0%) Plus/Minus
Query 21 TTECAGATGCGCEARCCTCACGT oo cAGEETATTACACCEWEEGEGCTATARCACTC-2 75

Lerreerrerrerrrerrrrrrrreerrerr e et rerr el rerrerrrerreid
Sbject 1071 TIGCAGRTGECGCEARCCTCAGTCCCCCCCAGEETATTACRACGECEEECTATARCACTCCOC 1012

Query 820 CERRGREACGCCACATTCCCGCCECSTITATCCCCCEEEERARRACTEATECTEECCTEERC 135
Lerreerrerrerrrerrrrr et prrrerrrrr e e e e el
Skjet 1011 CEARGAGRCCCACATICCCOECCECCITIATCCCOCCCEEEERARRRCTEATECTIEECCTIGEAC 952

fuery 140 TR R CTECACTEEEEACARCCOCACGATEATTARCCARCCCCARCTCTEETICATARRC 155
LEETErrr ettt e ree e e et rerrrrnel
Skjet 551 TR R CTECACTEEEEACARCCOCACGATEATTARCCARCCCCARCTCTCGETICATARRC 252

fuery 200 GCITCCCTITTCARCARTTTCACCTACTITITARCTCICTITICARRACTECTITTTICATCIT 255
Lerreerrerrerrrerrrrrrrrrrt et rrrretreet ettt
Skjet 251 GCITCCCTITTCARCARTTTCACCTACTITITARCTCICTITICARRACTECTITTITCATCIT 232

fuery 280 TCEATCACTCTACTICTGCCCTATCEEICTCTIGECCEEWATITACGCTITAGRRGRACATAT 215
Lerreerrerrerrrerrrrrrrrrrr e rrrrerr rrrrrr et e el
Skjet 231 TCEATCACTCTACTICTGCCCTATCEEICTCTIGECCEETATITACGCTITAGRRGRCATAT 772

Juery 320 ACCTCCCATTTACRGCACCATTCCCARRCTACTCEACTCCTTGARCGERARACTTITACRCRACE 375
Lerreerrerrerreerrrrrrrrrerreerrrrrerrerr et rrrrrrrrrel
Sbjet 771 ACCTCCCATTTAGRCCACCATTCCCARRCTACTCCACTCETITEGARCEACCTTTACRCEACE 7

Juery 350 TTTEECATCCARCCACRCCEEECTCTCHWCCCTICTATEEOETCCCOCTTCCHMEEERARCTCEE 4
Lerreerrerrerrrerrrerrrrretr rerrrrrerrerrrrrrrrrr rrerrrirrd
Sbjet 711 TITEECATCCARCCACRCEEEECTCTCACCCICTATEECETCCCETTCCAGEERACTCEE 652

Query 440 ARCECACTECATCARRRCTATCCTCTACARATTACEARCTCEEECCCCACACGCCAGRTTITIC 4599

Lerreer rrrerrrerr rerrrrerrrererrrerreet ettt
Skject €51 ARCEECACCECATCARRRCCATCCTCTACARATTACEARCTCEEECCCCACACGCCAGRTTITIC 532

Query 500 AL TTTCACCTEITECCECTICACTCCCCETTACTACGEECARTCCCTEITEETTITICTTIT 555
PO EEE R e e e b e r e b el
Sbjet 5351 AR TTTERCCTEITECCECTICACTCECCETTACTACGEECRARTCCCTETTEETITCTTIIT 532
Query 5&0 CCTCCECTTIATTGEATATCEC 578
PLETITREEErrrrrtnl
Sbjct 531 CCTCCECTTATTEATATEC 513

Fusarium axysporum f. sp. melonis]188 ribasomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.63 ribosomal RNA gene and intemnal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285

rbosomal RNA gene, partial sequence

Seq 10: Qil37778311|ablAY188919.1] Length 1134 number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 525 to 1089 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1048 bits(538) 0.0 556/565(38%) 1/565(0%) Plus/Plus

Query 54 GCATATCARTAAGCCCAGCARRRCAAACCARCACCEATTCCOCTACTARCCCCCACTEAR 113
FEEETETEEEEE e e e e e e e e e e e e iertd
Sbjct 525  GCATATCRATARGCGGAGGARARGRARCCARCAGCGEATTGCCCTAGTRACGGCGRETGRAR 584

Query 114 GOEECAACAGCTCARATTTGRARATCTGECICTCGEECCCCAGTTCGTARATTTETAGRGERT 173
NNy
Sbjet 585  GOCGCAACAGCTCARATTTGARATCTGGCICTCGEGCCCGAGTTGTAATTTCTAGAGGRT 644

Query 174  ACTTTTGATGCAGTGCCTTCCEAGTTCCCEGCAACGGEACGCCATAGACGEWGAGAGCCC 233
FEEEEEEEEE P e e e e e e et rernd
Sbjct €45  ACTTTTGATGCGETGCCITCCEAGTTCCCIGEARCGEEACCCCATAGREEETGAGAGCCC 704

Query 34 CGICTECITGGATGCCRRATCTCTGTARRGTTCCTTCRACGACTCEACTACTITEEEART 233
FELEEETEE R e e e e e e e e e e e b P e
Sbjet 705  CEICTGGITGGATGCCRAATCTCTGTARAGTTCCTTCRACGACTCGACTACTTTGGGAAT 7Téd

Query 294  GCTGCTCTAARTGGGAGGTATATGTICTTCTRRAGCTARATWCCGGCCRCAGACCGRATAGC 253
NNy
Sbjet 765  GCTGCTCTAAATGEGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTARATACCGGCCAGAGACCGATAGC 824

Query 354 GCACARGTAGACTGATCGARRGATGARRAGCACTTTCAARACAGRAGTTARARAGTACCIC 413
FEEETEEEE TR e e e e e e e e e e e e e rern
8bjct 825  GCACAAGTAGRGTGATCGARAGATE GCACTTTG GAGRGTTARRRAGTACEIE 554

Query 414 ARRTTCTTGARAGGGARGCCTTTATGACCAGACTTGGECTTGETTAATCATCTGEGETIC 473
RNy
Sbjet 885  ARRTTCTTGARAGGGRRGCETTTATGACCAGACTTGGECTTGETTAATCATCTGEGETIC 944

Query 474 TCCCCAGTGCACTTTTCCAGTCCAGECCAGCATCAGTTITCCCCGEEGGATAARRASGCGEC 533
FELETEEEET e e e e e e e e e e e et

Sbjct 945  TCCCCAGTGCACTITTCCAGTCCAGECCAGCATCAGTTTTCCCCCEEECATARRGECGEC 1004

Query 534 GGEEARTGTGECTCTCTTCGT-GAGTETTATRGECCCHCCETETAATACCCTgggggogACT 532
FEVEEEEEEERE et e e e e Cer e e e

Sbjet 1005 GECARTGIGECTCTICTTCGEGEACTGITATACCCCACCETCTARTACCCTGREEEEEACT 1064

Query 593  GRGETTCGCGCATCTGCRAACGATGC €17

FEEELEEEETEE L reirl
Sbjet 10685 GRGETTCGCGCATCTGCAAGGATGC 1089

Figure 28 : Résultats de 1’alignement de la séquence obtenue utilisant
le programme BLAST. a : avec Fusarium oxysporum f. sp. rapae ; b : avec Fusarium

oxysporum f. sp. melonis

145



Annexes

Annexe 2 : Composition des milieux de culture, solutions et réactifs

1. Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar)

Pomme de terre.........ooviiiiiii e, 200g
SaACCRATOSE ....neti e e 10g
N . P 159
Eau distillée. ......oeinii 1000ml

2. Milieu PDB (Potatoes Dextrose Broth)

Filtrat de Pomme de terre.........o.ooviiniiiiiiiiiiiieie e 200g
SaACCRATOSE. ...ttt 10g
Eau distillée. ... ..o 1000ml

3. Milieu cellulose-Agar

NANO . .o 29
KoHP O . oo 19
MOS0, TH20 . ..o 19
) e T 0,59
ZNSO4, THO . o e 0,005¢
CUSO, SH2O . o 0,001g
IMINCl. e 0,001g
CellULOSE . oot 2,59
A L. e 169
Bau distillee. ... . ..o, 1000 ml

4. Milieu cellulose liquide

NANO . .o 29
KoHP O . oo 1g
MOS0, TH20 . .. 19
KL 0,59
ZNSO4, THO e 0,005¢
CUSO, BH2O . . 0,001g
MNC . o 0,001g
CellUloSe. .. 2,59
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Bau diStille. ..., 1000 mi

5. Milieu YES (Yeast Extract Sucrose)

D163 40 1] N 40 ¢
Extrait de [evure.........cccoooiiiiiiii e 209
Eau distillée. .......oooeiniii e 1000 ml

6. Eau physiologique :
NG 9gr
Eau distillée. ......ouiniii e 1000 mi

7. Réactif de Mayer :
Dissoudre 1.358 g de HgCI2 dans 60 mL d’eau. Dissoudre 5g de KI dans 10 ml d’eau.

Meélanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.

8. Réactif de Wagner :
Dissoudre 2g de KI et 1.27g d’I2 dans 75 ml d’eau. Ajuster le volume total a 100 ml

d’eau

9. Liqueur de Fehling :

La liqueur est un mélange de deux solutions :

Fehling a : dissoudre 2g de CuSO4.5H20 dans 50 ml d’eau distillée.

Fehling b : dissoudre 6.5g de NaOH ,17.3 g de tartrate de sodium et potassium dans 35

ml d’eau distillée puis compléter le volume a 50 ml.

10. Réactif d’amidon :
Dissoudre 1.2g d’iode dans 50 ml d’eau distillee contenant 2.5g d’iodure de potassium.
Chauffer pendant 5 min. Diluer jusqu’a 500ml. Chauffer 5Sml de la solution a tester avec

10 ml d’une solution de NaCl saturée dans un bain marie jusqu’a ébullition.
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Annexe 3 : Etude statistique

Test de Fisher :
La comparaison d’une moyenne de (c) séries de mesures d’une quantité x, inscrites dans
les (i) colonnes et (j) lignes d’un tableau, est basé sur le rapport (F) dont :

Le numérateur est la variance « «entre colonne » :

Y(T? /n;) — Tz /N

ni-—1

Le numérateur est la variance « «entre lignes » :

(T} /ni) — Tgz/N
nj—1

Le dénominateur est la variance résiduelle :

Y x* = Y(T? /ny)
N-—-1

Avec :
ni= nombre de mesures de la colonne i;
nj=nombre de mesures de la ligne j ;
N =nombre total des mesures ;
T = total général des mesures.
e Les moyennes différent significativement si (F) est supérieure a la valeur lue dans
la table de (F) pour (F,:lf;l ) pour les colonnes et le risque 0.5 %.
e Les moyennes différent sianificativement si (F) est supérieure a la valeur lue dans
la table de (F) pour (Ffl__ll ) pour les lignes et le risque 0.5%.
e La statistique associée au test de comparaison de deux variances correspond

au rapport des deux variances estimées.
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Tableau 8: Résultats statistiques de 1’effet des extraits sur
la germination des spores.

Espéce vegétale | Extrait F expérimentale | F théorique
Flavonoides 0] 3,77048 6,61
C 0,245903 5,05
A radiata Hémicellulose 0] 3,7517 6,61
C 0,249661 5,05
PM o] 3,7518 6,61
C 0,24964 5,05
Flavonoides 0] 3,75785 6,61
C 0,248429 5,05
B. graveolens Hémicellulose 0] 3,75302 6,61
' C 0,249395 5,05
PM 0] 3,75472 6,61
C 0,249056 5,05
Flavonoides 0] 3,98112 6,61
C 0,203776 5,05
C. cinerea Hémicellulose 0] 3,83036 6,61
' C 0,233928 5,05
PM o] 3,86662 6,61
C 0,226676 5,05

O : Effet de la variation de [’'0organe végétal.
C : Effet de la variation de la concentration de [’extrait.
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Tableau 9: Résultats statistiques de 1’effet des extraits sur
la croissance mycélienne.

Espéce végétale | Extrait F expérimentale | F théorique
Flavonoides 0] 4,872 7,71
C 0,218 6,39
A radiata Hémicellulose 0] 3,213 7,71
C 0,197 6,39
PM o] 2,929 7,71
C 0,268 6,39
Flavonoides 0] 2,914 7,71
C 0,272 6,39
B. graveolens Hémicellulose 0] 3,995 7,71
C 0,001 6,39
PM o] 3,461 7,71
C 0,135 6,39
Flavonoides 0] 3,005 7,71
C 0,249 6,39
C. cinerea Hémicellulose 0] 3,657 7,71
C 0,111 6,39
PM 0] 3,130 7,71
C 0,218 6,39

O : Effet de la variation de [’0rgane végétal.
C : Effet de la variation de la concentration de [’extrait.
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Tableau 10: Résultats statistiques de 1’effet des extraits sur la sporulation.

Espéce végétale | Extrait F expérimentale | F théorique
Flavonoides 0] 3,114 7,71
C 0,222 6,39
A radiata Hémicellulose 0] 2,995 7,71
C 0,251 6,39
PM 0] 15,390 7,71
C 2,847 6,39
Flavonoides 0] 2,957 7,71
C 0,261 6,39
B. graveolens Hémicellulose 0] 2,915 7,71
C 0,271 6,39
PM 0] 2,880 7,71
C 0,280 6,39
Flavonoides 0] 4,720 7,71
C 0,180 6,39
C. cinerea Hémicellulose 0] 3,692 7,71
C 0,102 6,39
PM o] 2,878 7,71
C 0,281 6,39

O : Effet de la variation de [’0organe végétal.
C : Effet de la variation de la concentration de [’extrait.
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Tableau 17: Reésultats statistiques de I’effet des extraits sur
la densité fusarienne dans le sol.

ESpéCe Végéta|e Extrait F expérimentale F théorique

) D 1,309 3,26

Flavonoides f T 2 255 349

) D 1,276 3,26

Flavonoides f T 2299 349

Hémicellulose D 32 220
fr

T 2,234 3,49

T D 1,320 3,26

Heémicellulose ¢ T 2 240 349

A. radiata D 1’312 3’26

PM ¢ T 2,250 3,49

D 1,318 3,26

PM# T 2,243 3,49

D 1,329 3,26

cellulose ¢ T 2278 349

D 1,309 3,26

cellulose ¢ T 2,255 3,49

Flavonoides D o o

fr

T 2,283 3,49

) D 1,264 3,26

Flavonoides g T 2314 3,49

T D 1,301 3,26

Hemicelluloserr — 2265 349

T D 1,315 3,26

Hemicellulose ¢ T 2246 349

B. graveolens D 1’320 3’26

PM T 2,240 3,49

D 1,322 3,26

PM+ T 2,238 3,49

D 1,276 3,26

cellulose ¢ T 2208 3.49

D 1,311 3,26

cellulose ¢ T 2 252 3.49

i} D 1,227 3,26

Flavonoides ¢ T 2364 3,49

Flavonoides D L2 520

fl T 2,327 3,49

C. cinerea Hémicellulose b 192 529

T 2,234 3,49

Hemicellulose n |—> e 523

T 2,240 3,49

PM ¢ D 1,300 3,26
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T 2,267 3,49

D 1,316 3,26

PMn T 2,245 3,49
cellulose ¢ D 1,317 3,26
' T 2,244 3,49

cellulose ¢ D 1,267 3,26
T 2,311 3,49

D : Effet de la duré d’incubation sur la densité du Foa dans le sol apres le

traitement.

T : Effet du taux du traitement sur la densité du Foa dans le sol.
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Tableau 19: Table de Fisher.

Pour « = 0,05 :
vi—>| ‘ \ f \ | |
2
n 1 2 3 4 5 6 8 12 ! 4 |
} | | |
‘ i l
1 | 1614 | 1995 | 2157 | 2246 | 2302 | 2340 | 2389 | 2439 | 2490 | 2543
2 | 1851 | 1900 | 19,16 | 1925 | 1930 | 1933 | 1937 | 1941 | 1945 | 19.50
3| 1003 955 928 | 912 901 894 | 884 | 874 | 864 853
4 7,71 694 | 659 | 639 626 616 | 604 | 591 577 563
s 6,61 579 541 509 | 505| 495 | 482 | 468 | 45| 436
6 599 | 514 | 476 | 453 | 439| 428 | 415| 400! 384 367
7 559 | 474 | 435 | 412| 397 | 387 | 373 | 357 | 341 33
8 532 | 446 | 407 | 384 | 369 | 358| 344| 328! 312 293
9 502 | 426 | 38 | 363 | 348 | 337 | 323| 307! 29 271
10 496 | 410 | 371 348 | 333 322 307| 291 274 | 254
11 484 | 398 | 359 | 336 | 320 300| 295| 279 261 240
12 | 475 | 388 349 32| 31 300 | 285 | 269 25 230
13 467 | 380 | 341 318 | 302 | 29| 277 | 2060 242| 221
14 460 | 374 | 334 | 311 | 29 | 28| 270 | 25| 235 213
15 454 | 368 | 329| 306 | 29 | 279 264 | 248 229 207
16 449 | 363 | 324 | 301 | 285 | 274! 25| 242| 224 201
17 445 | 359 | 320 29 | 28 270 | 255 | 238 219! 19
18 4,41 355 | 3,06 | 293 | 277| 266| 251 | 234| 215, 192
19 | 438 | 352 | 313| 29| 24| 263| 248 231 | 21| 1788
20 | 435 | 39| 30| 287 | 27| 260 245 228 | 208 14
21 432 | 347 | 307 | 284| 268 257 | 242 | 225 205 | 181
22 4,30 344 | 305 2,82 2,66 2.55 2,40 2,23 2,03 1,78
23 428 | 342 | 303 | 280 | 264 | 253 | 238| 220 20| 176
24 426 | 340 | 3,01 278 | 262 | 251 23 | 2,18 198 | 173
25 424 | 338 | 299 | 276 | 260 | 249| 234 216| 19| 171
26 422 | 337 29| 274 | 25| 247) 232 | 215 1,95 | 1,69
27 421 335 | 29 | 213 257 | 246 23| 213 193 | 1,67
| 28 420 | 334 | 295 271 | 256| 244| 22| 212! 191 165
29 418 | 333 | 293 | 270| 254 | 243 | 228| 210 | 190 | 164
30 417 | 332 | 292 | 269| 253 | 242| 227| 200 18 | 162
40 408 | 323 | 284 | 261 245 | 234 | 218| 200| 1,79| 151
60 400 | 315 | 276 | 252 | 237 225| 210 192 170 | 139
120 392 | 307 268 | 245| 229| 217| 201 1,83 1,61 | 1,25
o 384 | 299 260 | 237| 221 209 | 194 L75 | 1,52 1,00
| | |
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Abstract

Bayoud disease caused by Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) is the most serious disease of
date palm. Plant extracts may be alternative strategies to the currently used fungicides to control plant
diseases. The present study was undertaken to evaluate the antifungal activities of cell-wall
polysaccharide extracts (cellulose, hemicellulose and highly methylated pectins (HMP)) and flavonoids
extracts derived from the floral parts and leaves of Bubonium graveolens on mycelial growth,
sporulation and on soil population density of Foa. The antifungal tests were investigated by using agar
dilution method. Results obtained showed that the mycelial growth of Foa was inhibited by all
extracts tested except leaf and floral cellulose, leaf hemicellulose and leaf HMP. The
strongest inhibitory activity was observed with leaf flavonoids (47.51%) at 4 mg/ml. On
sporulation, clearly inhibitory effects by leaf hemicellulose and HMP of both organs were
recorded, but the strongest inhibitory activity was found on cellulose-based media with
inhibition rates between 96.1% and 97.76%. In contrast, stimulatory effects were observed with
flavonoids extracts. Only soil treated with 10% of floral cellulose which has reduced significantly the
population densities of Foa during 7" to 21" day after treatment (Log 10 CFU/g = 4) compared with
untreated infested soil.

Keywords: antifusarium activity, Bubonium graveolens, flavonoids extracts, Bayoud disease,
polysaccharide extracts, soil.

1. Introduction

Fusarium species causes a huge range of diseases on an extraordinary range of host
plants. The fungus can be soilborne, airborne or carried in plant residue and can be recovered
from any part of the plant from the deepest root to the highest flower (SUMMERAL & al.
[1]). The Bayoud disease (vascular fusariosis of date palm), caused by Fusarium oxysporum f.
sp. albedinis, represents a major limiting factor of date palm culture in Morocco and
constitutes a serious threat to the date palm plantations in Algeria and all other countries (EL
MODAFAR [2]).

According to BELABID & al. [3] for controlling Fusarium wilt, cultural practices and
the use of other methods are the most common strategies. However, they are either not
available or effective. The use of natural products for the control of fungal diseases in plants
is considered as an interesting alternative to synthetic fungicides due to their less negative
impacts on the environment, and natural compounds are less phytotoxic, easily biodegradable
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and more systematic (SAXENA & al. [4]). In this context, previous studies revealed that
medicinal plants have antimicrobial and antioxidant properties (M. ASAN-OZUSAGLAM &
K. KARAKOCA, [5]; M.L. BADEA & E DELIAN, [6]), and many plant extracts have been
tested against Fusarium oxysporum species for the inhibitory effect and the control efficacy
under greenhouse conditions (SAHAYARAIJ & al. [7]; AMADI & al. [8]). In effect, Bubonium
graveolens (Asteraceae family) is a medicinal plant that has important biological roles
(BOULENOUAR & al. [9)).

The aim of this investigation is to evaluate the antifungal activities of the cell-wall
polysaccharide extracts (cellulose, hemicellulose and HMP) and flavonoid extracts from
flowers and leaves of Bubonium graveolens, on mycelial growth, sporulation and soil
population of Foa in order to select the products that can be used in controling bayoud
disease.

2. Materials and methods

Plant material

Aerial parts (leaves and flowers) of Bubonium graveolens collected from Bechar area
(Southwest of Algeria) during the flowering period of the year 2010 were chosen as
experimental materials. The plant was authenticated at biology department, university of
Bechar, Algeria and it was deposited in the herbarium of this department. The harvested parts
were shade dried for 15 days, ground and stored separately until their use.

Fungal strain

The fungal strain used in this study was isolated according to the protocol of DJERBI
[10] from rachis of infected date palm in infested palm grove in the region of Bechar, Algeria.
The fungus was identified by macroscopic and microscopic characteristics according to
DIHAZI [11]. This fungal strain was certified as highly aggressive and causing severs wilt
disease on date palm.

Preparation of plant extracts
Preparation of flavonoids extract

Flavonoids were extracted according to the protocol of LEE & al. [12]. 50 g of plant
powder (leaves and flowers of Bubonium graveolens) were heated separately at 90 °C under
reflux in 500 ml of a mixture of distilled water/ethanol (1:1, v/v) for 4 h and the extract was
filtered through a filter paper. The aqueous-ethanolic phase was evaporated until eliminating
ethanol and was extracted with 100 ml of n-butanol, then was acidified to pH 3 with 10%
HCI, and then the n-butanol phase was dried. The dry residue was extracted three times with
200 ml of a mixture of distilled water/ethyl acetate (1:1, v/v) for one hour, and the organic
phase was basified to pH 9 with NaOH. After 15 minutes of rest, the organic phase
(represents flavonoids extract) was dried before being weighed and recovered in 1% ethanol
for biological tests.

Preparation of cell-wall polysaccharides extracts

Cell-wall polysaccharides extraction requires a preliminary operation which consists of
preparation of the parietal residue (HARCHE & al. [13]). For this, each of the powdered plant
materials (30 g) was put in an erlenmeyer flask containing a mixture of methanol and
chloroform (1:1, v/v) and was stirred for 14 h under a fume hood in order to remove the lipid
soluble, tannins and other cytoplasmic constituents. The operation was repeated twice. After
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filtration, the residue was placed in 95% ethanol for 2 h with stirring to remove traces of
chloroform and then was incubated in boiling 95% ethanol for 2 h to get better elimination of
chloroform traces. The residue was then dried in an oven at 60°C for 48 h (REDGWELL &
SELVENDRAN [14]).

Extraction of cellulose and hemicelluloses

Cellulose and hemicelluloses were obtained by putting 5 g of parietal residue in an
erlenmeyer flask containing 100 ml of 4% NaOH and were stirred for 14 h. After filtration,
the residue was rinsed with distilled water and then with acetone, then the residue was dried
in an oven at 60 °C for 14 h before being weighed. The resulting part represents the cellulosic
fraction (CHANDA & al. [15]).

The two filtrates obtained were neutralized by pure acetic acid and then precipitated in
ethanol (1:3, v/v) for 14 h. After centrifugation (30 min, 3600 rpm/min) at room temperature,
the pellet was washed with distilled water and then with acetone. Next, it was dried in an oven
at 60°C for 14 h and finally weighed. This part represents the hemicellulosic fraction
(CHANDA & al. [15]).

Extraction of HMP

HMP extracts were prepared by putting 5 g of parietal residue in an erlenmeyer flask
containing 100 ml of distilled water, and stirred for 14 h at room temperature, and were put to
boiling under reflux twice for two hours. After filtration, the filtrate was concentrated in a
rotary evaporator. Then it was precipitated in cold acetone (1:2, v/v) for 14 h. After
centrifugation (30 min, 3600 rpm/min) at room temperature, the pellet was rinsed with
distilled water, and with alcohol, and then the residue was dried in an oven at 50°C, and was
weighed. This part represents the HMP (THIBAULT [16]).

Antifungal tests

Before being added to the potato dextrose agar acidified (PDAa) medium, hemicelluloses,
HMP and flavonoids were diluted in NaCl solution (5 mM), sterile distilled water and in 1%
ethanol respectively. A range of concentrations (0.25; 0.5; 1; 2 and 4 mg/ml of culture
medium) of the extract were used. However, cellulose extracts were intended to reconstruct
cellulose-based media (With the following composition: NaNO; 2 g; K,HPO,s 1 g;
MgS04,7H,0 1 g; KC1 0.5 g; ZnSO4, 7H20 0.005 g; CuSO4, SH,0 0.001 g; MnCl, 0.001 g;
Cellulose 2.5 ; Agar 16 g; Distilled water 1000 ml; pH 5. (LEKCHIRI & al. [17]), on which
development of Foa was studied.

Assay for radial growth inhibition

Petri dishes containing PDAa media with extracts (hemicelluloses, HMP and flavonoids
in separated experiments) at different concentrations were inoculated with a mycelial disc (6
mm diameter) obtained from a pure culture of Foa. The Petri dishes containing cellulose-
based medium were inoculated in the same way. The Petri dishes were incubated at 25 °C for
7 days. The diameter of the Foa colony was obtained by calculating the average of two
perpendicular diameters (HASSIKOU & al. [18]).

For reading the results of the mycelial growth on cellulose-based media, a note is
assigned based on the diameter of the colony and the bulk density of mycelium according to
the rating scale of VALES & al. [19] modified by BENKIRANE & al. [20] (Table 1).
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Table 1 - The rating scale of VALES & al. [19] modified by BENKIRANE & al. [20].

Colony diameter Density
(mm) very weakly dense weakly dense dense very dense
0to 30 0 0 ] 5
30 to 60 0 1 ) 3
60 to 90 1 ) 3 3

Assay for sporulation inhibition

All colonies used to evaluate mycelial growth and incubated for 10 days at 25 °C were
used to study the effect of the extracts on sporulation. Four washers measuring 5 mm in
diameter were taken along the diameter of the same colony and were collected in a tube
containing 1 ml of sterile distilled water. After crush washers and agitation to the vortex for
30 s, the spores were counted using a Malassez cell with three counts by suspension
(MAOUNI & al. [21]).

Control tests were performed under the same conditions in absence of extracts. The
percentage of inhibition was calculated using the formula of AMADIOHA [22], as shown
below: Inhibition (%) = (C - T). 100/C.

Where C and T represent Foa radial growth (or sporulation) in control and treated plates,
respectively.

Fusarium soil population assay

Foa was incorporated into soil (previously sifted and sterilized) at an inoculum density of
10° spores/g of soil. Aliquots (10 g) of the infested soil were introduced aseptically into
sterilized tubes and treated by 1, 5 and 10% (w/w) of cellulose, hemicellulose, HMP and
flavonoids in separated experiments. Population density of Foa was determined using dilution
plate techniques at 0 (before soil treatment), 1, 3, 7, 14, and 21 days after soil treatment
(BOWERS & LOCKE [23]). 0.5 g of soil (sample unit) from each tube (replication) was
placed in 5 ml of distilled water. 0.1 ml from the appropriate dilution (depending on the
treatment) was pipetted onto the surface of Petri plates containing PDAa media. Plates were
then incubated at 25 °C for 24 to 48 h. Colony forming units (CFU) were counted in Petri
dishes and then reported per gram of soil. CFU were then transformed to log 10 (CFU/g of
soil) (SIMOUSSA & al. [24]). Control tests (infested soil with no medicinal plant treatment)
were performed under the same conditions.

Statistical analysis

The statistical evaluation of results for the study on the products effects on the mycelial
growth, sporulation inhibition percentage and on the soil population reduction percentage was
performed to determine statistically significant differences (p<0.05) by using Fischer test. For
all experiments three replicates were realized per treatment and concentration.

3. Results and discussion

Bayoud is a vascular wilt caused by Foa, and it is the most serious fungal disease
threatening date palm plantations in North Africa. However, several higher medicinal plants
and their constituents have been successful in plant disease control and have proved to be
harmless and nonphytotoxic, unlike chemical fungicides. In effect, the main objective of this
study is to evaluate the effectiveness of the cell-wall polysaccharide and flavonoids extracts of
Bubonium graveolens on the in vitro development of Foa and assess their ability to reduce the
population of this pathogen in the soil.
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The phytochemical contents of the Bubonium graveolens leaves and flowers are shown in
Table 2.The results revealed the presence of 2.59% and 1.13% (w/w) flavonoids in leaves and
flowers respectively, 18.61% and 27.23% for cellulose compounds. Hemicellulose content
was found more in leaves (8.1%) and flowers contained 6.76% of hemicellulose but the
content of HMP was low in the leaves (2.79%) compared to the flowers (4.01%).

Table 2 - Phytochemical contents of Bubonium graveolens.

Flavonoid Cellulose Hemicellulose HMP
Leaves 2.59% 18.61% 8.1% 2.79%
Flowers 1.13% 27.23% 6.76% 4.01%

4. Effect of extracts on mycelial growth

The results of antifungal assays of the Bubonium graveolens extracts on mycelial growth
are presented in Figure 1. Flavonoid extracts from both organs of Bubonium graveolens, floral
hemicellulose and HMP showed antifungal activities. But the dose increase was not
statistically significant. Comparing the antifungal activity of these extracts, leaf flavonoids
exhibited the most interesting results among the other tested extracts, with an inhibition
percentage of 47.51% at 4 mg/ml.
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m0.25 mg/ml
0.5 mg/ml
H 1 mg/ml
2 mg/ml

m4 mg/ml

My celial growth inhibition
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Figure 1- Effect of Bubonium graveolens extracts on mycelial growth of Foa.
Results are represented as means + standard error.

The difference between both organs was statistically significant only for hemicellulose
where it is of interest to note that, the mycelial growth of Foa was stimulated by the leaf
hemicellulose extracts at the tested concentrations. The non-significance of the concentration
increase was reported also in the work of GACEB-TERRAK [25], which showed that a
phenolic acid extract of 0.48 mg/ml resulted in a growth kinetics of Foa similar to that
obtained to 0.12 mg/ml and it was less active than to 0.24 and 0.36 mg/ml. GACEB-
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TERRAK [25] justified this phenomenon by the activation of the power of detoxification of
these molecules that the 0.48 mg/ml concentration could represent. According to OKIGBO &
NMEKA [26], diseases of plants and tuber crops can be successfully controlled by using plant
extracts. In this context, in addition to their free-radical scavenging activity, several
flavonoids have been known to possess antibacterial, antifungal and antiviral activities as well
as being inhibitors of phospholipase A2, cycloxygenase and lipoxygenase (MIDDLETON &
KANDASWAMI [27]; KANDASWAMI & MIDDLETON [28]). According to GRAYER &
HARBORNE [29] and HARBORNE [30] flavonoids are not only present in plants as
constitutive agents but are also accumulated in plant tissues in response to microbial attack.

The radial growth on cellulose-based agar was followed in terms of time in parallel with
the PDAa media (Fig. 2). These results showed that the mycelial hyphae elongation of Foa on
cellulose-based agar occurred in a similar way as on PDAa without addings. The diameters of
the colonies were between 5.5 and 6.48 cm. The significant difference was that a very weakly
dense mycelium was developed on the cellulose-based media (1 point according to rating
scale) compared to the PDAa with no addings, on which a very dense mycelium was
developed (3 points according to rating scale). These results are quite similar to those reported
previously by LEKCHIRI & al. [17]. Based on these results, it is appropriate to say that these
cellulosic extracts induce cellulase gene expression in Foa. In agreement with the research of
RAMANATHAN & al. [31] Fusarium oxysporum is a potential fungal strain for production
of cellulase enzyme that cleave - 1,4 glycosidic bonds between constituent sugars to produce
glucose which is necessary for the growth of Foa.
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Figure 2 - Growth curves of Foa on cellulose-based agar and on PDAa medium.

5. Effect of extracts on sporulation

Figure 3 summarizes the average inhibition rates of sporulation. According to the
results, no significant difference between both organs was observed except for hemicellulose.
So, leaf hemicellulose and HMP of both organs were found active against sporulation. But the
dose increase was not statistically significant. The most interesting inhibition was exhibited
by floral HMP with an inhibition percentage of 60.71% at 2 mg/ml, whereas a clearly
stimulatory effect of flavonoids extracts was observed on sporulation at all dosages. In this
investigation, however, cellulose-based media were able to inhibit the sporulation of Foa. The
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inhibition percentage of the sporulation was calculated in relation to the PDAa medium with
no addings and has reached 97.76% and 96.1% on the cellulose-based agar of leaves and
flowers respectively. The present results of the antifungal activity were supported by the
previous study which showed that the essential oils and individual monoterpenoids of
lavender (Lavandula stoechas L.), oregano (Origanum vulgare L. subsp. Hirtum), sage (Salvia
fruticosa Mill.) and spearmint (Mentha spicata L.), exhibited a sporulation inhibition of
F. oxysporum (KADOGLIDOU & al. [32]). The dose increase was not significant even
for the oil of Melaleuca quinquenervia on the sporulation of Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (DOUMBOUYA & al., [33]). According to TZIANABOS [34], natural
polysaccharides derived from some plants, algae and lower organisms have attracted great
interest as antimicrobial agents. In addition, PAINTER [35] suggested that the antimicrobial
properties of natural polysaccharides are based on their chemical structure where the presence
of a highly reactive carbonyl group was detected. The carbonyl group is able to bond primary
amines to produce a stable combination of polysaccharides with proteins (glycolconjugates).
Bonding of exoenzymes of saprogenic microorganisms by reactive polysaccharides is likely
the reason for their antimicrobial activity.

100 +

m0.25 mg/ml
0.5 mg/ml

B 1 mg/ml

m2 mg/ml

w4 mg/iml

Sporulation inhibition

=20 A

o

-60

-80 -

Figure 3 - Effect of Bubonium graveolens extracts on sporulation of Foa.
Results are represented as means + standard error.

6. Effect of extracts on soil population of Foa

The results of soil population densities (Table 3) showed that the treatment with
botanical extracts has no significant effect on the population densities of Foa except for floral
cellulose. Soil treatment with 10% of floral cellulose has reduced significantly the soil
population of Foa, between the 7™ and 21™ day after treatment (Log 10 CFU/g = 4) compared
with untreated, infested soil. Similar results were obtained by SIMOUSSA & al. [24], who
have reported that soil treated with 1%, 5% and 10% of some Asteraceaec medicinal plants
powder (Anacyclus valentinus,; Artemisia herba alba and Inula viscosa) reduced population of
Foa 14 and 21 day after treatment compared with infested soil with no medicinal plant
treatment. In addition, according to BELABID & al [3], soil treated with 5% and 10% of the
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powders of 1. viscosa and M. pepirita have significantly reduced the soil population densities
of Fusarium oxysporum f. sp. lentis, causing agent of vascular wilt in lentil.

Table 3 - Soil population densities of Foa over time as affected by soil treatment with cell-wall
polysaccharide extracts and flavonoid extracts of Bubonium graveolens.

Plant Rate Days after treatment
organ treatment 1 3 7 14 21
1%
cellulose 7.79 4 5.29 493 5.,09
hemicellulose 6.34 6.16 6.3 5.74 6.24
HMP 5.87 6.05 6.08 5 6.03
Flavonoid 7.81 6 6.2 4 6.37
5%
Leaves Celh.llose 5.74 6 5.5 5.16 5.52
hemicellulose 6.34 6.13 7.08 5.74 6.13
HMP 6.39 5.94 6.02 4.7 6.28
Flavonoid 6.74 4.74 5.08 4 5.93
10%
Cellulose 6.05 5.36 5.32 4.47 5.52 -
hemicellulose 6.33 6 6.1 4 6.21 3
HMP 6.29 6.11 5.91 5.34 6.34 o
Flavonoid 5.64 4.65 4.7 4 597 =
=
1% Q
cellulose 6.5 6.04 4 4 4 s
hemicellulose 6.55 5.57 5.39 5.11 5.38 &)
HMP 5.7 5.55 5 5.79 484 S
Flavonoid 6.77 5.7 5.89 5.44 4
5%
Flowers cellqlose 5.74 5.38 5.38 5.2 5.39
hemicellulose 6.07 5.84 4 4 4
HMP 5.73 5.75 5.6 5.9 5.4
Flavonoid 6.8 5.9 5.78 5.9 4
10%
cellulose 6.17 5.77 4 4 4
hemicellulose 5.57 5.77 5.98 5.64 5.98
HMP 6.89 6.22 5.77 6 6.3
Flavonoid 6.51 5.89 5.91 6.04 4
Untreated 6.7 5.66 5.59 5.62 5.52

7. Conclusion

Following this study, it appears that on mycelial growth, leaf flavonoids exhibited the
most interesting inhibition compared with the other extracts, and the cellulosic extracts can
induce cellulase gene expression in Foa. On sporulation, clearly inhibitory effects by leaf
hemicellulose and HMP of both organs were observed, but the highest inhibitory effect was
found on cellulose-based media. In addition, stimulatory effects were observed with leaf and
floral flavonoids extracts. This study found that, among the extracts used, the floral cellulose
has exercised the best reduction of the population of Foa in soil, which should suggest its use
against this phytopathogen, due to its nature, which is not poluante.
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Abstract: Recently, natural products have been evaluated as sources of antimicrobial agents with efficacies
against a variety of microorganisms. This study described the phytochemical screening and the antifungal
activity of Anvillea radiata. Phytochemical analysis revealed the presence of some chemical groups such as

Volatile oils, Fatty acids, Tannins, Flavonoids, Anthracénosides, Emodols, Saponins, Free quinones,
Anthraquinones, Alkaloids, Sterols and triterpenes. The antifungal activity of flavonoid extracts and cell-wall
polysaccharide extracts derived from the flower and leaves of A. radiata were tested against plant pathogenic
fungi Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) (causing vascular wilt of date palm) by agar well diffusion
method. The results indicate that flavonoid extracts had the strongest inhibitory effects on spore germination
and on soil population density of Foa. Highly methylated pectins (HMP) from flowers produce the greatest
inhibitory effect on mycelial growth. The sporulation was strongly inhibited using cellulose-based agar of
leaves. Thus, it can be concluded that the use of A. radiata extracts could be considered as an antifungal
available to develop novel types of natural fungicides and to control several plant pathogenic fungi.

Key words: Antifungal activity + Anvillea radiata + Flavonoids extracts -
albedinis - Phytochemical screening - Polysaccharide extracts

Fusarium oxysporum f. sp.

INTRODUCTION

Since ancient times, people have been exploring the
nature particularly plants in search of new drugs [1, 2].
Medicinal plants represent a rich source of antimicrobial
agents and they are widely used in the human therapy,
veterinary, agriculture, scientific research and countless
other areas [3, 4]. Drugs from plants can be derived from
barks, leaves, flowers, roots, fruits, seeds [5]. In addition,
knowledge of the chemical constituents of plants is
desirable because such information will be value for
synthesis of complex chemical substances [6]. Although
hundreds of plant tested for
antimicrobial properties, the vast majority of have not
been adequately evaluated [7]. In this context, Anvillea

species have been

radiata is a plant in Asteraceae family that grows in
northern Africa and particularly in the two Maghreb
countries, Morocco and Algeria. It is widely used in
traditional medicine for the treatment of dysentery,
gastric-intestinal disorders [8], chest cold and has been
reported to have hypoglycemic activity [9]. Although so
far there has been no study on antimicrobial effects and
phytochemical constituents of this species.

Hence, the main goal of this report was
studying on the qualitative phytochemical analysis of
Anvillea radiata, of South-western region of Algeria
and on the antifungal effects of its polysaccharide
extracts and flavonoid extracts against Foa, the causal
agent of vascular wilt of date palm called "Bayoud
disease”.
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MATERIALS AND METHODS
Plant Material: At flowering stage, Fresh  parts
(leaves and flowers) of Anvillea radiata were

collected from the area of Bechar (Southwest of Algeria).
The harvested parts were shade dried. After drying, the
plant materials were ground well using mechanical blender
into fine powder and transferred into airtight containers
for future use.

Plant Pathogenic Fungi: One isolate of Foa, was used in
this study. The fungus was isolated from rachis of
infected date palm in infested palm grove in the region of
Bechar, Algeria. This fungal species was maintained on
potato dextrose agar acidified (PDAa) and stored at 5°C
for further study.

Phytochemical Analysis: Phytochemical tests were
performed on different extracts prepared from the dried
plant materials and ground, using four solvents of
different polarities: water, ethanol, diethyl ether and
petroleum ether. Phytochemical analysis for major
phytoconstituents of the plant extracts was undertaken
using standard qualitative methods as described by
various authors [10, 11].

Preparation of Plant Extracts:

Preparation of Flavonoids Extract: A large number of
flavonoid extraction methods have been developed in the
past few years [12]. In this study flavonoid extracts were
prepared as described by Lee et al. [13]. 50 g of plant
powder (leaves and flowers of Anvillea radiata) were
heated separately at 90°C under reflux in a mixture of
distilled water/ethanol (250 ml/250 ml) for 4 h and the
extract was filtered through a filter paper. The aqueous-
ethanolic phase was evaporated until eliminating ethanol
and was extracted with 100 ml of n-butanol, then was
acidified to pH = 3 with 10% HCI and then the n-butanol
phase was dried. The dry residue was extracted three
times with a mixture of distilled water/ethyl acetate
(100 ml/100 ml) for one hour and the organic phase was
basified to pH = 9 with NaOH. After 15 minutes of rest, the
organic phase (represents flavonoids extract) was dried
before being weighed and recovered in 1% ethanol for
biological tests.

Preparation of the Cell-Wall Polysaccharides Extracts:
According to Harche et al. [14] the extraction of cell-wall
polysaccharides requires a preliminary operation consists
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in the preparation of the parietal residue. For this, each of
the powdered plant materials (30 g) was put in an
erlenmeyer flask containing a mixture of methanol and
chloroform (1:1, v/v) and was stirred for 14 h under a fume
hood in order to remove the lipid soluble, tannins and
other cytoplasmic constituents. The operation was
repeated twice. After filtration, the residue was placed in
95% ethanol for 2 h with stirring to remove traces of
chloroform and then was incubated in boiling 95% ethanol
for 2 h to get better elimination of chloroform traces.
The residue was then dried in an oven at 60°C for 48 h
[15].

Extraction of Cellulose and Hemicelluloses: Cellulose
and hemicelluloses were obtained by putting 5 g of
parietal residue in an erlenmeyer flask containing 100 ml of
4% NaOH and were stirred for 14 h. After filtration, the
residue was rinsed with distilled water and then with
acetone, then the residue was dried in an oven at 60°C for
14 h before being weighed. The resulting part represents
the cellulosic fraction [16].

The two filtrates obtained were neutralized by pure
acetic acid and then precipitated in ethanol (1:3, v/v) for
14 h. After centrifugation at 3600 g at room temperature
for 30 min, the pellet was washed with distilled water and
then with acetone. Next, it was dried in an oven at 60°C for
14 h and finally weighed. This part represents the
hemicellulosic fraction [16].

Extraction of HMP: HMP extracts were prepared by
putting 5 g of parietal residue in an erlenmeyer flask
containing 100 ml of distilled water and stirred for 14 h at
room temperature and were put to boiling under reflux
twice for two hours. After filtration, the filtrate was
concentrated in a rotary evaporator. Then it was
precipitated in cold acetone (1:2, v/v) for 14 h. After
centrifugation at 3600 g at room temperature for 30 min,
the pellet was rinsed with distilled water and with alcohol
and then the residue was dried in an oven at 50°C and was
weighed. This part represents the HMP [17].

Antifungal Activity Assay: Before being added to the
PDAa medium, hemicelluloses, HMP and flavonoids were
diluted in NaCl solution (5 mM), sterile distilled water and
in 1% ethanol respectively. A range of concentrations
(0.25; 0.5; 1; 2 and 4 mg/ml of culture medium) of the
extract were used. However , cellulose extracts were
intended to reconstruct cellulose-based media
(With the following composition : NaNO; 2 g; K,HPO, 1
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g; MgSO0,,7H,0 1 g; KCI 0.5 g; ZnSO,,7H,0 0.005 g;
CuS0,,5H,0 0.001 g; MnCl, 0.001 g; Cellulose 2.5 ; Agar
16 g; Distilled water 1000 ml; pH = 5. [18], on which
development of Foa was studied.

Spore Germination Assay: Spore germination assay was
performed as described by Maouni ez al. [19]: 0.1 ml of a
spore suspension (10° spores/ml) of Foa, prepared in
sterile distilled water (counting using a Malassez cell)
was spread on the Petri dishes containing PDAa media
incorporated by hemicellulose and HMP extracts
(separately) at different concentrations and on the
cellulose-based media. The Petri dishes were incubated at
25°C for 24 h. The counting of spores germinated or
ungerminated was determined under microscope on a total
of 200 spores. A spore is considered germinated if the
germ tube length is greater than its diameter.

Myecelial Growth Assay: Petri dishes containing PDAa
media with extracts (hemicelluloses, HMP and flavonoids
in separated experiments) at different concentrations were
inoculated with a mycelial disc (6 mm diameter) obtained
from a pure culture of Foa. The Petri dishes containing
cellulose-based medium were inoculated in the same way.
The Petri dishes were incubated at 25°C for 7 days.
The diameter of the Foa colony was obtained by
calculating the average of two perpendicular diameters
[20].

Sporulation Assay: All colonies used to evaluate mycelial
growth and incubated for 10 days at 25°C were used to
study the effect of the extracts on sporulation.
Sporulation assay was performed as described by
Maouni et al. [19].

Control tests were performed under the same
conditions in absence of extracts. The percentage of
inhibition was calculated using the formula of Amadioha
[21], as shown below: Inhibition (%) = (C - T). 100/ C.

Where C and T represent Foa germination (radial growth
or sporulation) in control and treated plates, respectively.

Fusarium Soil Population Assay: Foa was incorporated
into soil (previously sifted and sterilized) at an inoculum
density of 10° spores/g of soil. Aliquots (10 g) of the
infested soil were introduced aseptically into sterilized
tubes and treated by 1, 5 and 10% (w/w) of cellulose,
hemicellulose, HMP and flavonoids in separated
experiments. Population density of Foa was determined
using dilution plate techniques at 0 (before soil treatment),
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1,3,7, 14 and 21 days after soil treatment [22]. 0.5 g of soil
(sample unit) from each tube (replication) was placed in 5
ml of distilled water. 0.1 ml from the appropriate dilution
(depending on the treatment) was pipetted onto the
surface of Petri plates containing PDAa media. Plates were
then incubated at 25°C for 24 to 48 h. Colony forming
units (CFU) were counted in Petri dishes and then
reported per gram of soil. CFU were then transformed to
log 10 (CFU/g of soil) [23]. Control tests (infested soil with
no medicinal plant treatment) were performed under the
same conditions.

RESULTS

Phytochemical analysis: The phytochemical
screening of Anvillea radiata showed the presence of
medically active compounds in this plant (Table 1).

From the table, it could be seen that, Volatile oils,
Fatty acids, Tannins, Flavonoids, Anthracénosides,
Emodols, Saponins, Free quinones were present in both
organs  studied. = Anthraquinones,  Sterols and
triterpenes were absent in the leaves. Alkaloids were
absent only from the flowers. But Starch and Reducing
compounds were absent in the leaves and also in the
flowers.

Antifungal Activity: On spore germination, the evaluation
of the effectiveness of the extracts tested was based on
the calculated percentages of spore germination (200
spores counted represent a percentage of 100%). The
percentage of spore germination in control treatments was
equal to 83.44% (Table 2).

Comparing with the control test, spore germination
was stimulated by the polysaccharide extracts at all the
tested concentrations (with spore  germination
percentages ranging from 99.66% to 100%). By contrast,
flavonoid extracts inhibited spore germination at all
dosages. The strongest inhibitory activity was observed
with floral flavonoid (48.66%) at high concentration.
Cellulose-based media were also capable of inhibiting the
spore germination (The inhibition rate has reached 16%
and 46% on cellulose-based medium of leaves and flowers
respectively).

For mycelial growth fungal strain colony radius in
control treatments was equal to 45.9 mm (Table 3).

From the concentration of 0.5 mg/ml all the
incorporated extracts (hemicellulose, HMP and flavonoid)
showed inhibitory effect with varying degrees of
inhibition rate. An increase in antifungal activity was
observed with increase in concentration. Comparing with
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Reducing Volatile

Sterols and Quinones

Starch  compounds  oils Alkaloids Tannins Flavonoids Anthracénosides  Anthocyanosides Emodols Saponins triterpenes — free Anthra quinones
Leaves + + + - + + - +
Flowers + + + - + + + + +
Table 2: Effect of Anvillea radiata extracts on spore germination of Foa
Concentration (mg/ml)
Plant organ Extracts 0.25 0.5 1 2 4 Control
Leaves Flavonoid 70 69.66 59.66 61.66 45.83 83.44 Percentage of spore
hemicellulose 99.83 99.83 99.33 98.16 96.16 83.44 germination (%)
HMP 100 99.16 100 100 99.66 83.44
Flowers Flavonoid 64.16 61.5 49.33 55.83 42.83 83.44
hemicellulose 97.33 100 98.33 100 99.83 83.44
HMP 98.6 99.83 100 99.66 97.5 83.44
Table 3: Effect of Anvillea radiata extracts on mycelial growth of Foa
Concentration (mg/ml)
Plant organ Extracts 0.25 0.5 1 2 4 Control
Leaves Flavonoid 4.95 4.58 4.51 4.35 3.88 4.59 Colony
hemicellulose 4.45 4.37 4.05 4.07 3.6 4.59 diameter (cm)
HMP 4.63 4.56 4.4 4.03 3.77 4.59
Flowers Flavonoid 4.63 4.56 4.4 4.03 3.77 4.59
hemicellulose 3.75 4.52 3.9 3.82 3.47 4.59
HMP 38 3.6 3.81 3.65 3.18 4.59
Table 4: Effect of Anvillea radiata extracts on sporulation of Foa
Concentration (mg/ml)
Plant organ Extracts 0.25 0.5 1 2 4
Leaves Flavonoid 02.43 08.26 08.57 16.55 19.91 Sporulation inhibitionrate (%)
hemicellulose 36.94 15.77 18.53 18.99 39.24
HMP -11.67 00.90 03.35 24.37 31.59
Flowers Flavonoid 36.80 01.21 03.35 24.22 31.59
hemicellulose 17.15 13.80 01.21 26.82 39.70
HMP -07.14 -05.53 -11.90 11.63 28.20
Table 5: Soil population densities of Foa 21 days after soil treatment with Anvillea radiata extracts
Rate treatment
Plant organ Extracts 1% 5% 10% Untreated
Leaves Flavonoid 43 4,47 5,44 5,57 LOG10 (CFU/g soil)
hemicellulose 5,43 6,12 5,14 5,57
HMP 5,34 5,36 6,31 5,57
Cellulose 5,53 4,3 5,61 5,57
Flowers Flavonoid 4,3 4,47 5,44 5,57
hemicellulose 5,44 5,07 49 5,57
HMP 5,71 52 5,38 5,57
Cellulose 5,71 5,76 5,71 5,57
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the other extracts, HMP from flowers exhibited the most
interesting inhibition on mycelial growth (30.71% at the
highest concentration). On cellulose-based agar the
mycelial hyphae elongation of Foa was occurred in a
similar way as on PDAa without addings. But the
significant difference is that the cellulose-based media
have developed a very weakly dense mycelium compared
to the PDAa with no addings.

Inhibitory but also stimulatory effect of conidial
production by the tested compounds was found (Table 4).

In particular, flavonoid and hemicellulose from both
organs inhibited sporulation of Foa at all dosages (the
dose increase is not necessarily accompanied by better
efficiency) while sporulation of the pathogen was only
inhibited at the intermediate and high dosages of HMP
from both organs. The highest sporulation inhibition was
obtained with hemicellulose of flowers (39.70% at 4
mg/ml). In addition, cellulose-based media also
greatly inhibited production of conidia of Foa
(The inhibition percentage has reached 80% and 77% on
the cellulose-based agar of leaves and flowers
respectively).

Twenty-one days after soil treatment with 1%,
flavonoid from both organs reduced population densities
of Foa by 22.80%, compared with the nontreated control
soil (Table 5).

However, the treatment with the other extracts has no
significant effect. No significant change in the case of the
treatment with 5% of Anvillea radiata extracts. The
population of Foa in the soil treated with 10% of medicinal
plants powders was not significantly less than in the
untreated soil after 21 days.

DISCUSSION

Phytochemical screening conducted on the Anvillea
radiata extracts revealed the presence of constituents
which are known to exhibit medicinal as well as
physiological activities [24]. Analysis of the plant extracts
revealed the presence of phytochemicals such as tannins,
flavonoids, saponins, Volatile oils, Sterols,
Anthracénosides, Emodols, triterpenes and alkaloids. The
presence of these bioactive compounds indicates the
medicinal value of this plant. Natural phytochemicals
derived from fruits, vegetables and herbs have been
reported to possess a wide range of biological effects,
including antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory
actions [25].

Various extract of medicinal plants have shown
inhibitory effects against phytopathogenic fungi in vitro
[26]. In this study, the biological tests showed that
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favonoids exhibited appreciable inhibitory effect
against Foa in all tests. Previous studies indicate that
flavonoids of several plant extracts showed
antifungal activities [27-29]. The other roles attributed
to them were to promote physiological survival of
the plant by protecting them from fungal pathogens
(Galeotti et al., 2008) [30]. According to Huang and
Chung [31], phenolic compounds caused swelling of
hyphal tips, plasma seeping around hyphae, leaking of
plasma, cell wall distortion, abnormal branching or
fusion of hyphae and consequently wrinkling of hyphae
surface.

Our results showed that polysaccharide extracts have
presented an inhibitory effect both on the mycelial growth
and sporulation neatly superior to that on the spore
germination. The antifungal activity of polysaccharide
extracts was also confirmed experimentally by Ballance et
al. [32]. The antimicrobial properties of natural
polysaccharides are based on their chemical structure
where the presence of a highly reactive carbonyl group
was detected. The carbonyl group is able to bond primary
amines to produce a stable combination of
polysaccharides  with  proteins  (glycolconjugates).
Bonding of exoenzymes of saprogenic microorganisms by
reactive polysaccharides is likely the reason for their
antimicrobial activity [33].

CONCLUSION

The results revealed the presence of medicinally
important constituents in the plant studied. In this study,
the antifungal activity of cell-wall polysaccharide extracts
and flavonoid extracts of Anvillea radiata against Foa
was determined. Flavonoid extracts showed the strongest
inhibitory effects on spore germination and on soil
population density of Foa. HMP from flowers had the
greatest inhibitory effect on mycelial growth. The
sporulation was strongly inhibited using cellulose-based
agar of leaves. The traditional medicine practice is
recommended strongly for this plant as well as it is
suggested that further investigation should be carried out
to isolate, purify and characterize the active constituents
responsible for the activity of this plant.
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