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Introduction

Introduction
Selon LOUSSERT (1987), 'arboriculture fruitiére, et plus particulierement la culture
des agrumes, constitue un pilier essentiel du développement économique et social dans de

nombreuses régions du monde.

Sur la scéne mondiale, les agrumes régnent en maitres incontestés des fruits les plus
produits. En effet, la production moyenne annuelle d'agrumes, toutes variétés confondues,
dépasse largement les 110 millions de tonnes (AGROLIGNE, 2019).

Malgré leur domination sur la scéne fruitiere mondiale, les agrumes ne sont pas a l'abri
des menaces. Le dépérissement se dresse comme un véritable cauchemar pour les
producteurs. Cette maladie aux multiples facettes menace la santé des arbres et compromet
durablement la production. Des recherches approfondies ont permis d'identifier plusieurs
causes possibles a ce fléau. Parmi les plus redoutées figurent les maladies virales, telles que la
tristeza et la psorose, qui s'attaquent sournoisement aux arbres, les affaiblissant et les menant
inexorablement a la mort. D'autres investigations ont révélé l'implication d'agents fongiques,
comme la gommose et les pourridiés, qui s'en prennent aux racines et au systéme vasculaire
des agrumes, les privant de leurs nutriments essentiels et les condamnant a un dépérissement
progressif. Enfin, des facteurs abiotiques, tels que 1'excés d'eau ou de sels dans le sol, peuvent
¢galement contribuer a l'apparition du dépérissement. Ces stress environnementaux fragilisent
les arbres et les rendent plus vulnérables aux attaques des agents pathogénes (LOUSSERT,
1989).

Face a ce spectre de menaces, la recherche scientifique se mobilise pour trouver des
solutions durables et efficaces pour protéger les agrumes de ce fléau multiforme.
L'exploration de pistes alternatives, comme ['utilisation des plantes médicinales, un riche
héritage de la tradition et de la pharmacopée naturelle, offre une lueur d'espoir pour l'avenir

des vergers.

D’aprés GBEKLEY et al. (2017), sur la planéte Terre, on recense environ 400 000 a
5 millions d'especes végétales, dont seulement 15 % ont fait 1'objet d'études systématiques en
vue de la recherche de composés bioactifs. Un potentiel immense reste donc a explorer,

notamment dans les contrées riches en biodiversité comme I'Algérie .

La flore algérienne, avec ses 3 000 especes appartenant a plusieurs familles

botaniques, dont 15 % endémiques, demeure largement méconnue. Ce trésor végétal recele
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pourtant un potentiel pharmaceutique considérable, encore a découvrir et a valoriser (DIF et
al., 2015).

Dans ce contexte nous avons choisi d’étudier cinq plantes qui sont : la scille maritime
(Urginea maritima), le genét d'Espagne (Spartium junceum), 1’Orme champétre (Ulmus
minor), le myrte commun (Myrtus communis) et le faux pivrier ( Schinus molle). Cependant,
ces plantes ont suscité¢ un intérét croissant en raison de leurs propriétés biologiques actives,
notamment leurs capacités antifongiques, antibactériennes et antioxydantes. Leur potentiel
dans la lutte contre diverses maladies des plantes, y compris le dépérissement des agrumes,

souléve des questions importantes quant a leur efficacité et a leur mode d'action.

La présente étude contribue a I’extraction éthanolique de cing plantes par deux
méthodes qui sont : extraction par macération et extraction par ultrasons pour la valorisation
des ressources naturelles pour une meilleure connaissance phytochimique de quelques plantes
d’Algérie et I’évaluation de 1’activité antifongique sur deux champignons isolés causant le

dépérissement des agrumes.
Ainsi, ce manuscrit est divisé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une syntheése bibliographique sur les agrumes, ses

principaux maladies causant le dépérissement et sur les différentes plantes étudiées.

Le deuxiéme chapitre détaille le matériel et la méthodologie utilisés pour le travail en

laboratoire.

Le dernier chapitre est consacré aux résultats obtenus et a leur discussion. Enfin, on

cloture avec une conclusion assortie de perspectives terminera cette étude.
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Chapitre I Syntheése bibliographique

I. Synthese bibliographique

I.1  Généralités sur les agrumes

Selon LOUSSERT (1985), le terme "agrumes", d'origine italienne, désigne a la fois
les fruits comestibles et les arbres qui les portent, appartenant au genre Citrus. Ces fruits
jouent un role essentiel dans les secteurs de l'exportation et de la transformation, étant
transformés en divers produits dérivés tels que les jus, les confitures et les essences, et
contribuant ainsi a la création d'emplois (LOUSSERT, 1987).

D’apres POLESE (2008), les agrumes se présentent sous la forme de petits arbres ou
d'arbustes qui peuvent atteindre une hauteur de 2 a 10 m avec des troncs courts, une
ramification dense et un feuillage persistantes. Les branches partiellement épineuses subissent
plusieurs vagues de croissance, dont la plus importante a lieu au printemps. Ces plantes ont la

capacité de produire des fruits de différentes formes et tailles.

I.1.1 Classification des agrumes

D’apres DERROCA et al. (1992), les agrumes appartiennent a la classification

suivante :

Régne : Plantae

Division : Embrophyla

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Archichlomydeae

Ordre : Géraniales

Sous ordre : Geraniineae

Famille : Rutaceae

Sous famille : Aurantioideae

Tribu : Citrae

Genre : Fortunella, Poncirus, Citr

Selon LOUSSERT (1989), le groupe des Citrinae est divisé en trois genres : Citrus,
Fortunella et Poncirus. Chaque genre est divisé en espéces.

e Le genre Fortunella renferme 6 especes dont deux seulement sont cultivées :

Fortunella, Japonica et Fortunella margarita, dont les fruits sont connus sous le nom de

kumquats.
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e Le genre Poncirus comprend uniquement l'espéce Poncirus trifoliata, qui est utilisée
uniquement comme porte-greffe. Le fruit n'est pas comestible et les feuilles ont trois
folioles et sont caduques.

e Le genre Citrus contient les especes cultivées les plus importantes et les especes
connues comprennent :

v Les oranges: Citrus sinensis, dont on trouve les navels, les blondes, les sanguines,
les demis sanguins et les douces.

Les citronniers: C. limon.

Les clémentiniers: C. clementina.

Les cédratiers: C. medica.

Les mandariniers: C. reticulata.

Les bigaradiers: C. aurantium.

Les pamplemoussiers: C. grandis.

D N N N N N NN

Les pomelos: C. paradisi.

.2 Maladies du dépérissement des agrumes

Les agrumes sont vulnérables a une gamme variée de maladies, qu'elles soient
cryptogamiques, bactériennes ou virales. Ces affections peuvent causer des dommages
significatifs a l'arbre, Nous désignons par maladies de dépérissement des affections qui
différent par leur nature, mais qui se caractérisent généralement par une progression lente,

conduisant souvent a la mort de la plante dans son intégralit¢ (SALIM, 2011).

I.2.1 Maladies cryptogamiques

De nombreuses maladies fongiques sont susceptibles de causer le dépérissement des agrumes
et qui peuvent affecter les feuilles, les racines et les fruits. Les dégats causés par ces maladies
sont importants, que ce soit par leur influence sur la durée de vie des arbres que par les pertes
qu’elles entrainent sur la production. Ces maladies sont résumées dans le tableau suivant

(Tableau 1) :
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Tableau 1: Maladies cryptogamiques des agrumes (LOUSSERT, 1989).

Maladies

Agents
phytopathogénes

Symptomes

Figures

Les trois espéces de

champignon les plus

e (Coloration brune du de
I’écorce du tronc .

e Les feuilles jaunissent

La importantes sont : | et tombent de maniére
gommose| P. citrophthora, inhabituelle, indiquant un
phytopht | P. nicotianae var. |début de dépérissement.

ora Parasitica, e Les plantes fleurissent

P. palmivora. a des moments inhabituels et
produisent des fruits mous
avec une peau fine.

Le champignon e Des dépdts noirs,
Capnodium citri et semblables a de la suie,
peuvent étre causé sont présents sur les

par une forte attaque feuilles ou les fruits

La de cochenilles et une e  (Ces dépots entravent le
fumagine| forte pullulation de |bon fonctionnement des

puceron ou feuilles, les empéchant de

d’aleurode . respirer correctement, ce qui
entraine leur jaunissement et
leur chute prématurée.

e Dessechement des
jeunes rameaux et les
extrémités des branches.

L'anthra Colletonichum
e Des petites taches
cnose gloeosporioides
sombres sont visibles sur les
feuilles et les rameaux qui sont
desséchés.
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Le mal

seco

Phoma tracheiphila.

e Chlorose des pousses.

o  Dépérissement
progressif des branches, en
commengcant par le sommet.

e  Des points noirs
apparaissent sur les rameaux
flétris dans les zones gris-
plomb, identifiés comme des
pycnides.

o  Dépérissement
unilatéral ou totale des arbres.

e Les racines subissent
une pourriture seche, se

colorant en brun ou en marron.

La
monilios

e

Monilia sp.

e Le fruit demeurait
attaché a l'arbre jusqu'a son
commencement de
pourrissement.

e Présence des taches
brunes sur le fruit,
accompagnée de pustules
blanches disposées en cercles
concentriques.

e  Pourriture entiére des

fruits et s'est desséché.

La

ménalose

Phomopsis citri.

e Des taches noires
rugueuses sont observées sur
la face inférieure des feuilles,
avec des trainées noiratres
semblables a des coulures
sales sur les fruits.

e Des zones brunes

apparaissent, parfois sous
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forme de taches étendues ou
plus fréquemment sous forme

de larmes.

e Des taches brunes
huileuses de tailles tres

variables sont visibles sur la

Le
Mpycosphaerella citri. | face inférieure des feuilles,
greasy- .
rarement couvrant entierement
spot ) )
la surface de la feuille, mais
parfois se rejoignant pour
former de larges zones.
e Mort brutale des arbres.
La oo
e Dépérissement
Pourritu .
affectant un seul co6té des
re seche
. . |arbres.
racinaire | Fusarium solani .
e Lesracines sont
ou ) )
touchées par une pourriture
pourritu .
seche, se colorant en brun ou
re
en marron.
fusariene
e Il envahit les racines et
les troncs sous forme de
Pourridi filaments blanchatres situés
é ou . _|entre I'écorce et le bois. Ces
Rosellinia necatrix. )
pourritu parties de l'arbre sont alors
re des attaquées et pourrissent.
racines e Provoquant I’arrét de la
circulation de la séve et par
suite la mort de 1’arbre
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e Les fruits subissent des
altérations qui les rendent
impropres a la consommation,

Les Plusieurs avec trois types principaux :
moisissu champignons : e Moisissure bleue
res et les | Penicillium italicum, | causée par Penicillium
pourritu Penicillium italicum.

res des digitatum et e  Moisissure verte

fruit Phytophthora sp. |provoquée par Penicillium
digitatum.
e  Pourritur brune induite

par Phytophthora sp.

1.2.2 Maladies bactériennes

Selon CHAPOT et VITTORIO (1996) , une maladie bactérienne, également connue
sous le nom de bactériose, est une forme d'infection provoquée par la présence de bactéries.
Parmi les diverses maladies bactériennes qui peuvent affecter les agrumes, on les trouve dans

le tableau suivant (Tableau 2) :
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Tableau 2: Maladies bactériennes des agrumes.

Agents Symptomes
Maladies
phytopathogénes
e Déformation des fruits en forme de gland.
e Les fruits peuvent étre de petits calibres et atteindre
- différents stades de maturation, ce qui peut résulter de
(]
@ floraisons échelonnées.
g, Spiroplasma citri ) ] o ) ]
3 e Les feuilles peuvent avoir une position érigée et un limbe
- ’ 11>
= relevé en forme de cuillére ou de rosette.
e Les fruits peuvent également présenter une inversion de
coloration (ITAFV , 2021).
e Au départ, les lésions se présentent sous forme de taches
ponctuelles, qui évoluent ensuite en petites pustules surélevées
. Xanthomonas '
o ] ou en eruptions.
s campestris PV. . ) ) )
S Citri e Initialement de couleur claire, les lésions virent au brun par
e itri
® la suite, et sont entourées d'un halo jaune avec des bordures
présentant un aspect huileux ou graisseux (ITAFV , 2021).
- e Manifestation par la présence de taches brun rouge sur les
o
o S rameaux, accompagnées d'un exsudat bactérien.
© 2 Pseudomonas )
£ g ) e Ces taches peuvent également apparaitre apres la cueillette,
5 2 syringae . . . "
¢ = entrainant une perte significative de la valeur et de la qualité
2 .
2 des fruits. (COLOMBO, 2004).
e Jaunissement ou chlorose entre les nervures des feuilles
< » Q : L
= 03 ; matures, avec des lésions brunes similaires a de la gomme en
&= =
®E 2 dessous.
(¢~ 8 (¢~
g; S S | Xylella fastidiosa | e Les fruits sont considérablement réduits en taille et en
=
o§ % § quantité, devenant durs et mirissant prématurément.
S . .
g § g e Une floraison anormale et un retard de croissance chez les
T o
7]
@ arbres touchés (COLITTA, 2020).
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Candidatus
Liberibacter
asiaticus et
Candidatus
Liberibacter

africanus

SOUINJIZE SIP JUIWISSIPII A

e Les feuilles présentent des Décolorations asymétriques et
une diminution de taille des feuilles, adoptant un aspect
panaché ou marbré avec des taches vert-clair/jaunes et vert-
fonce.

e Au début de l'infection, une ou plusieurs tiges des rameaux
peuvent devenir jaunes, puis a un stade avancé, toutes les
branches jaunissent, occupant la totalité de la canopée.

e Les fruits montrent un aspect asymétrique, avec une
coloration partielle a I'approche de la maturité, et des graines
avortées lorsqu'ils sont ouverts.

e Les arbres perdent en productivité et meurent aprés quelques

années (TIM, 2018).

1.2.3 Maladies virales

Selon TAHIRI (2007), les maladies virales des agrumes constituent un groupe de

maladies transmissibles par greffage et par des vecteurs spécifiques. Les maladies virales

représentent la menace la plus sérieuse et la plus dévastatrice pour les agrumes a 1'échelle

mondiale. Dans le bassin méditerranéen, elles entrainent des troubles qui réduisent non

seulement la productivité des arbres, mais aussi leur durée de vie.

Les principales virus constituant une menace pour 1’agrumiculture sont cités dans le tableau

suivant (Tableau 3):
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Tableau 3: Principales maladies virales des agrumes (ITAFV , 2021).

Maladies

Agents phytopathogénes

Symptomes

BZIISLI], B

La Tristeza est la maladie
la plus dangereuse pour
l'agriculture des agrumes
en Méditerranée. Elle est
transmise par greffage,
bouturage et par plusieurs
vecteurs de la maladie,
notamment : Les pucerons
brun, le puceron noir des
et

agrumes, le puceron

vert.

e Une nécrose du phloéme se développe dans I'écorce
au niveau de la zone de jonction entre le greffon et le
porte-greffe.

e Les tubes criblés et les cellules-compagnes se
détériorent sous le point de greffage, entrainant un
arrét du flux de seve élaborée vers les racines. Cela
conduit a un rétrécissement du porte-greffe par
rapport a la variété, souvent désigné comme un
"étranglement en goulot de bouteille renverseé".

e Les arbres montrent des signes de dépérissement,

de rabougrissement et parfois un déclin total.

SILIDOXT T

L'Exocortis est une
maladie virale causée par
(Citrus Exocortis Viroid),
présente dans tout le bassin

méditerranéen.

e Le symptome principal est un écaillement variable
de I'écorce du porte-greffe, selon la gravit¢ de la
maladie.

e ['¢caillement entraine une circulation de séve
perturbée, conduisant & un affaiblissement général de
l'arbre, se traduisant par un nanisme, un jaunissement

des feuilles et une diminution des rendements.

asoaod e

La Psorose, causée par le
Citrus psorosis virus, est
une maladie virale
largement répandue parmi
les vergers d'agrumes. La
forme la plus courante et la
mieux reconnue par les
agriculteurs est la forme

écailleuse.

e Des écailles ou desquamations se forment sur le

tronc, progressant ensuite vers les branches

principales. Sous 1'écorce craquelée, les tissus sous-
jacents restent verts, indiquant la présence de
pigments chlorophylliens.

eLes Psoroses peuvent é&tre détectées avant
l'apparition des premiers symptdmes sur I'écorce. Au
printemps, une décoloration caractéristique apparait
de part et d'autre de la nervure centrale des feuilles,

ressemblant a une feuille de chéne.
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La Cachexie, également|e Les arbres montrent une diminution de leur
connue sous le nom de|vigueur, se manifestant comme un rachitisme.

Xyloporose (Citrus|e Les feuilles sont plus petites a l'extrémité des

AXAYdIR) B

cachexia viroid), est une|rameaux et présentent un jaunissement des limbes.
maladie virale répandue|e Observation d’un dépot de gomme sur I'écorce,
dans presque toutes les|variant en couleur du chatain au noir.

régions agrumicoles du|e L'écorce se détache partiellement sous forme
monde. d'écailles.

¢ Aucun symptdme n'est observé sur les fruits.

I.3 Présentation des plantes étudiées
I.3.1 Myrte commun ( Myrtus communis)
I.3.1.1 Classification taxonomique

D’apres la classification botanique de GOETZ et GHEDIRA (2012), le Myrte

commun appartient :

Régne : Plantae

Sous-regne : Eucaryotes

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement :

Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus

Espéce : Myrtus communis L.

1.3.1.2 Noms vernaculaires
Selon GOETZ et GHEDIRA (2012), le myrte commun est appelé¢ différemment
selon les pays ou il est présent :
e Francais : Myrte commun.
e Anglais : Common myrtle, Greek myrtle, myrtle, sweet myrtle.
e Arabe : Arrayan, A’as, rihan glsa )l o

e Berbére : Tarihant, Chilmoune
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e Corse : Morta, mortula
e Espagnol : Arrayan, mirto, mortella, mortin
e Italien : Mirto.

¢ Allemand : Braut-Myrte, Brautmyrte

1.3.1.3 Description botanique

D’aprés MESSAOUD et al., (2011), le myrte commun, est un arbuste typique de la
flore méditerranéenne, est caractérisé par sa nature phanérophyte sempervirente et son statut
diploide avec un ensemble chromosomique de 22.

Selon SALAH et al., (1995), cet arbuste atteint généralement entre 2 et 3 metres de
hauteur. Ses feuilles commencent en ét¢ et sont disposées de maniére opposée, ovales-
lancéolées et pointues, enticres, coriaces et persistantes, mesurant environ 3 cm de long sur 1
cm de large, avec une nervure principale pennée. Ses fleurs blanches, d'une longueur
comprise entre 10 et 15 mm, sont solitaires et portées sur de longs pédoncules axillaires. Elles
dégagent un parfum agréable . Les calices sont fusionnés au tube ovarien, avec 5 lobes étalés
et 5 pétales, de nombreuses étamines, un style unique avec un stigmate simple, et un ovaire
infeére. Ses fruits atteint leur pleine maturité au mois de novembre, ils sont ovoides et de la
taille d'un pois chiche, sont légérement charnus, de couleur noir bleuatre, contenant peu de

graines.

1.3.1.4 Composition chimique

Le Myrtus est une plante réputée pour ses qualités aromatiques et médicinales,
renfermant une variété d'antioxydants naturels. Parmi ses composants, on trouve des
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques et les huiles essentielles, comme

mentionné par SINGER et ses collegues en 2003.
1.3.2 Genét d’Espagne (Spartium junceum L.)

1.3.2.1 Classification taxonomique
Selon la base de données mondiale ILDIS (2017), la classification du S. junceum (L.)

suit le taxon suivant:
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Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Superdivision : Spermatophta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliolipsida

Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales (Bromhead)
Famille : Fabaceae (Lindl.)

Sous-famille :Papilionoideae
(Faboideae)

Genre : Spartium

Espéce : Spartium junceum L.

1.3.2.2 Noms vernaculaires
D’apres Admin-Tela-Botanica. (2011), le genét d'Espagne est appelé différemment

selon les pays ou il est présent :

e Francais : Spartier jonc, Genet d'Espagne, Spartier a tiges de jonc, Sparte, Spartion.

e Anglais : Spanish broom.

e Arabe : Tertak, Kessaba.

e Berbére : Adardak.

e Espagnol : Retama, Ginesta, Retama de olor, Gayomba, Hiniestra, Retama de flor.

e Italien : Ginestra odorosa, Ginestra di Spagna, Ginestra comune.

1.3.2.3 Description chimique

D’apres MARTIN (2009), le genét d'Espagne est un arbuste doté d'une souche
ligneuse, de la famille des fabacées ( Légumineuses) capable d'atteindre jusqu'a 2 metres de
hauteur, parfois méme 5 metres. Ses branches flexibles sont fines et cylindriques, d'un vert
bleuatre glauque a un vert plus foncé.

Les feuilles, caduques et peu nombreuses, apparaissent bri¢vement au printemps, d'un
ton vert bleuté. Durant I'été, la plante perd ses feuilles pour limiter la transpiration excessive
et favoriser une photosynthése réduite.

Ses fleurs jaunes regroupées en grappes laches, avec un calice a 4 a 5 dents et une
corolle a 5 pétales. Les étamines sont soudées en un tube et le style est incurvé. Elle produit

ensuite des gousses aplaties qui virent progressivement au noir a maturité. Ces gousses
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libérent des graines noires réniformes lorsqu'elles sont mires, facilitant leur propagation et lui
valant le surnom de "Mort jaune".
1.3.3 Faux poivrier (Schinus molle)
I.3.3.1 Classification taxonomique
KASIMILA et al. (2011), rappellent que la classification botanique du faux poivrier

est comme suit:

Régne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceaec ou

Térébinthaceae

Genre : Schinus

Espéce : Schinus molle (L., 1753)

1.3.3.2 Description botanique

Le Schinus molle est un arbre qui peut atteindre une hauteur de 15 métres. Il
appartenant a la famille botanique des Anacardiacées (Anacardiaceae ou Terebinthaceae), se
distingue par son feuillage persistant dégageant une odeur de térébinthe avec une couleur
verte sombre. Ils sont composées de 15 a 20 paires de folioles étroites et dentées, avec une
foliole terminale plus grande mesurant entre 4 et 9 cm de long sur 1,5 a 3,5 cm de large. Ses
rameaux pendent gréles vers le sol. Au printemps, il fleurit en longues grappes pendantes,
avec de petites fleurs unisexuées de couleur jaune verdatre (PATRICK ANDERSON,1992).
Les fruits sont de petites drupes rougeatres, regroupées en grappes de 4 & 6 mm de diamétre,

rappelant en taille et en saveur le grain de poivre, renfermant chacune une seule graine de

couleur brune (LESLIE TAYLOR, 2002).

1.3.3.3 Importance

La littérature abonde en preuves des multiples effets du S. molle. Il posséde des
propriétés répulsives et insecticides (ABDEL SATTAR et al., 2010), antimicrobiennes
(DEVECI et al., 2010) et antifongiques (RHOUMA et al., 2009).
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1.3.4 Scille maritime (Urginea maritima)

1.3.4.1 Classification taxonomique
Selon (DAOUDI et al, 2017), la Classification systématique d’Urginea maritima (L.)

Baker est :

Régne : Plantae

Classe : Monocotyledoneae

Ordre : Asparagale

Famille : Asparagaceae (liliacée)

Genre : Urginea L.

Espéce : Urginea maritima (L.)

Baker

1.3.4.2 Noms vernaculaires
< Nom scientifique
Urginea maritima L. Baker, Urginea indica, Drimia maritima, Urginea scilla,
Urginea indica, scille maritime, Scilla indica (JOLY, 2010).
% Noms communs
¢ En anglais: Sea Onion,Wild Onion, Indian squill, Red squill.
e En francgais: Urginée maritime, oignon marin, Scille maritime, Scille officinale, Scille
européenne, Scille méditerranéenne.
e En arabe: Ansal, B¢al al far, Faraoun.

e En berbére : Achkil.

1.3.4.3 Description botanique

BRUNETON, (1996) décrit que Urginea maritima L. Baker comme une plante
bulbeuse originaire de la région méditerranéenne, se distingue par son bulbe massif en forme
d'ovoide, pouvant atteindre un diametre de 15 a 30 cm et un poids pouvant aller jusqu'a 3 a 4
kg.

Sa tige florale robuste et dressée peut atteindre jusqu'a 1 metre de hauteur. Les grandes
feuilles, apparues en touffes au printemps, mesurent entre 3 et 10 cm de largeur et entre 30 et
100 cm de longueur. Elles sont vert foncé, brillantes, épaisses, parfois ondulées et pointues a

leur sommet.

UAMOB Page 17



Chapitre I Syntheése bibliographique

Les fleurs blanches, petites et étoilées, sont abondantes et disposées en longues
grappes serrées sur la tige, apparaissant de juillet a octobre (TRUELLE, 2009; GRIVE,
2011).

1.3.4.4 Composition phytochimiques

U. maritima est riche en glycosides cardiaques, principalement des bufadienolides,
constituant environ 1 a 3% de la plante (KOPP et al., 1996). En plus de cela, on trouve des
anthocyanines, des flavonoides (FERNANDEZ et al., 1972), des acides gras, des
polysaccharides (SPIES et al., 1992) et de 'oxalate de calcium (COGNE et al., 2001). Cette
espece renferme également des tanins, des composés réducteurs, des anthraquinones
combinées, du mucilage, des triterpeénes et des stéroides (BELHADDAD et al., 2017). Ces

différents composés possedent des activités biologiques et pharmacologiques remarquables.

1.3.5 Orme champétre (Ulmus minor)
I.3.5.1 Classification taxonomique

D’aprés (INPN), la classification de I’Orme champétre est la suivante:

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Superdivision : Spermatophta

Division : Magnoliophyta

(Angiospermes)

Classe : Magnoliolipsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Rosales

Famille : Ulmaceae

Genre : Ulmus

Espéce :Ulmus minor Mill., 1768

1.3.5.2 Noms vernaculaires

L'orme champétre, scientifiquement nommé Ulmus campestris ou Ulmus minor, est
connu en France sous le nom d'orme champétre. Dans les pays anglo-saxons, il est appelé
Elm. En arabe, il est localement surnommé N’chem, et en kabyle, il est appelé Oulmou

(KHALLADI et MADACI., 2016).
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1.3.5.3 Description botanique

Selon AESCHIMAN et al. (2004), I'orme champétre est un arbre a tige droite qui, en
forét, atteint rarement plus de 25 métres de hauteur. En revanche, lorsqu'il est planté dans des
parcs ou le long des allées, il peut atteindre jusqu'a 45 metres de hauteur et 2 métres de
diametre. Cet arbre peut vivre trés longtemps, jusqu'a 300 ou 350 ans. Ses feuilles présentent
un limbe nettement asymétrique a la base, et son écorce brun noir est profondément fissurée
en plaques. Les glomérules de fleurs apparaissent en plein hiver, généralement en février. Le

fruit de I'orme champétre est une samare.
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

I1. Matériel et méthodes
Le présent travail contribue a la valorisation de cinq plantes qui se présente en Algérie
anciennement utilisée en médecine traditionnelle « M. communis, U. maritima, S. molle,
Ulmus minor et S. junceum ». Afin de réaliser cette étude, les objectifs suivants ont été fixés:
e Caractérisation phytochimique des extraits de « M. communis, U. maritima, S. molle,
Ulmus minor et S. junceum ».
e Extraction éthanolique de ces cinq plantes par deux méthodes : extraction par

macération et extraction assisté par ultrasons.

e L'évaluation de I’activité antifongique in vitro des extraits des cinq plantes contre deux

champignons causant le dépérissement des agrumes.

II.1 Matériel
I1.1.1 Matériel végétale
I1.1.1.1 Plante hote

Dans notre analyse expérimentale, nous utilisons comme matériel végétal les
différentes parties des arbres d’agrumes (figure 01) échantillonnées le 14 Avril 2024 au
niveau de la région de Lkhdaria wilaya de Bouira. Ces parties végétales présentent des

symptomes caractéristiques de maladies de dépérissement.

A ., YO & e AT r 7%

W
B Iy %

Figure 1: Mandariniers (Originale, 2024).
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11.1.1.2 Plantes utilisées

Dans cette étude cinq espéces dissemblables : M. communis, U. maritima, S. molle,

Ulmus minor et S. junceum récoltées dans différentes régions de la wilaya de Bouira ont été

utilisées (Tableau 04 ) :

Tableau 4 : Photographie, date et lieu de récolte des plantes étudiées durant ce travail.

Lieu et date Parties
Espéce Photo
de récolte végétale
Avril (2024) a
Lakhdaria
Myrte commun
(Myrtus Feuilles
communis)
Avril (2024) a
Imesdurar,
. . M’chedallah
Scille maritime
(Urginea (Bouira) Feuilles
maritima)
Avril (2024) a
Ath  Vouali,
Genét | \1chedallah
d'Espagne (Bouira) Fleurs
(Spartium
Jjunceum)
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Avril (2024) a

Ath  Vouali,
M’chedallah
Faux poivrier (Bouira) Feuilles
(Shinus molle)
Avril (2024) a
Imesdurar,
11 Orme
. M’chedallah
champétre (Bouira) Feuilles

(Ulmus minor)

I1.1.2 Matériel fongique

Des extraits préparés des cinq plantes ont été testés contre deux champignons
phypathogénes Phoma sp. et Colletotrichum spp.( Figure 02) qui sont identifiée par Mme
MEBDOUA Samira.

Figure 2: A: Phoma tracheiphila. B: Colletotrichum sp. (Originale, 2024).
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I1.2 Préparation de matériel végétale

Notre étude a été réalisée sur quatre plantes médicinales : M. communis, U.
maritima, S. molle, U. minor et S. junceum, récoltées au niveau de la région de Bouira, au
mois d’avril 2024. L’identification taxonomique de ces plantes a été effectuée et confirmée a

I’aide d’une application qui s’appelle « Pictur This ».

I1.2.1 Récolte de la matiere végétale

La récolte est généralement effectuée au printemps ( Avril 2024), ensuite les plantes
sont triée au laboratoire, Les feuilles et les fleurs des plantes sont prélevées de leurs tiges a
I’aide d’un ciseaux puis elles sont conservées dans des sacs en papier pour éviter leurs

destructions.

I1.2.2 Nettoyage et séchage

Les feuilles et les fleurs retirées des plante ont été bien nettoyées a I’eau courante afin
de les débarrasser de la poussiére et des maticres étrangeres. Elles ont été séchées a
température ambiante dans un endroit aéré et a 1’abri de la lumiére pendant 10 jours ( Figure

03).

Figure 3: Séchage des plantes: A: S. molle, U. maritima, S. junceum, M. communis
(Originale, 2024).

UAMOB Page 24



Chapitre 11 Matériel et méthodes

I1.2.3 Broyage et tamisage

Dans un broyeur électrique le matériel végétal a été broyé puis tamisé jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine et homogene (Figure 04), puis tamisées pour éliminer les
grandes particules. Les poudres obtenues ont été stockées dans des boites opaques fermées

hermétiquement afin d’éviter d’éventuels dégradation par I’humidité ou la lumicére.

Figure 4: Broyage des plantes ( Original, 2024).

I1.2.4 Préparation des extraits éthanoliques
L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de la faculté des Sciences

Agronomiques de ’'université Akli Mohand Oulhadj (Bouira).

L'étape d'extraction est cruciale dans le processus d'analyse et d'identification des
molécules bioactives. Typiquement, l'extraction de produits naturels se fait selon le principe

solide-liquide comme souligné MENDIOLA et al. (2007).

Afin d’extraire les principes actifs des plantes testées, une extraction de type
solide/liquide (macération et extraction assisté par ultrasons) a été réalisée avec le solvants

¢thanol pure.

I1.2.4.1 Extraction par macération

L’extraction éthanolique a été réalisée selon le protocole de RAJA (2012), avec
quelques modifications. 50 g de poudre de chaque échantillon ont ét¢ mis a macérer dans 500
ml d'éthanol pur a 96 % dans une fiole Erlenmeyer stérile, recouverte de papier aluminium.

Le mélange a été soumis a une agitation mécanique a température ambiante pendant 24
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heures. A la fin de la macération, une filtration a été effectuée avec un papier filtre Whatman
(N°1) pour séparer le solide du liquide (Figure 05). Les solutions obtenues ont ensuite été
¢vaporées dans une ¢étuve a 40 °C, puis D’extrait pur a été récupéré dans des Eppendorf et

conservé a 4 °C jusqu’a son utilisation.

Figure 5: A: Préparation des extraits éthanoliques. B: Macération des poudres pendant 24H.
C: Filtration des extraits (Originale, 2024).

11.2.4.2 Extraction assistée par ultrasons

La poudre des quatre plantes (50g de chaque plantes) est mélangée a un volume du
500 mL d’éthanol pure 96 % (la concentration a été choisie selon le modele expérimentale)
dans un bécher. Ensuite, ces derniers ont ét¢ immergés dans un bain d'eau de sonication, et
irradiés a une puissance de 50 Hz a température de 50 °C pendant 60 minutes. Apres
l'extraction, les mélanges ont été filtrés et étuvé pendant 12 h avec une température du 45°C
puis les récupérés dans des Eppendorf et les stockés a 4 °C dans un réfrigérateur jusqu'a

’utilisation ultérieure (Figure 06).
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Figure 6: A: Extraction par ultrasons, B: Séchage des extraits dans I'é¢tuve, C: Extraits secs.

I1.2.5 Calcul de rendement
Selon ZOUAOQUI et al. (2018), le rendement de I'extraction des extraits de différentes

plantes est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
R % =M -Mo)/MT x 100

R% : taux de la matiére extraits.
M : masse du ballon apres I’extraction.
Mo : masse de ballon vide (avant I’extraction).

MT : masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction.

I1.3 Analyse qualitative

Les tests de 1’analyse qualitative de notre plantes sont réalisés au sein du laboratoire du

la faculté des Sciences Agronomiques de I’université de Bouira.
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Figure 7: Décotés de différentes plantes (Original, 2024).

I1.3.1 Screening phytochimique

Le criblage phytochimique a été effectué sur les décoctés aqueux des parties utilisés
des différentes plantes, ainsi que directement sur la poudre végétale, en utilisant une méthode
standard basée sur l'observation des réactions de coloration et/ou de précipitation afin de

déterminer les divers groupes chimiques présents dans 1'extrait végétal.

11.3.1.1 Préparation des décoctions aqueuses
Pour préparer une décoction aqueuse, 10 g de poudre végétale de chaque plante
utilisée (feuille ou fleurs) ont été ajoutés a 100 ml d'eau distillée (Figure 07). Le mélange a

été porté a ébullition pendant une heure, puis laissé a refroidir avant d'étre filtré.
< Détection des Substances phénoliques

La présence de polyphénols a été vérifiée par la réaction au chlorure ferrique (FeCl3).
A 2 ml de chaque décoction aqueuse, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique &
2% a été ajoutée. L'apparition d'une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée

indique la présence de polyphénols (N’GUESSAN et al., 2009).
% Détection des coumarines

Les coumarines ont été identifiées a l'aide de la réaction du cycle lactonique. Pour
cela, 2 ml d'extrait végétal ont été placés dans un tube a essai, puis 3 ml de NaOH a 10 % ont
¢été ajoutés. Apres agitation du mélange, 'apparition d'une couleur jaune indique la présence

de coumarine (DAIRA et al., 2016).
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K/

% Saponosides

Pour détecter les saponosides, 1 g de poudre végétale est ajouté a 100 ml d'eau distillée
dans un erlenmeyer. Le mélange est porté a ébullition au bain-marie pendant 30 minutes, en
agitant réguliérement. Apres refroidissement, le mélange est filtré, puis le filtrat est agité
manuellement pendant 15 secondes. La persistance de la mousse indique la présence de

saponosides (NAJJAA et al., 2011).
% Tanins

Pour détecter les tanins, 1,5 g de matériel végétal sec est placé dans 10 ml de méthanol
a 80% et agité pendant 15 minutes, puis filtré. Quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCl3)
a 1% sont ajoutées a l'extrait méthanolique préparé. En présence de tanins galliques et
ellagiques, une coloration bleu-noir est observée, tandis que les tanins catéchiques produisent

une coloration brune verdatre (ALILOU et al., 2014).

R/

% Terpénes

Les terpénes ont été recherchés par la réaction de Liebermann-Burchard. Pour cela, 1
ml d'anhydride acétique est ajouté a 5 ml de décoction, suivi d'une bonne agitation. Ensuite, 1
ml d'acide sulfurique concentré est délicatement ajouté au fond du tube sans agiter.
L'apparition d'un anneau pourpre ou violet a l'interphase, virant au bleu puis au vert, indique

une réaction positive (N’GUESSAN et al., 2009).
¢ Quinones libres

L'ajout de quelques gouttes de soude caustique (NaOH) a une tisane permet de
détecter la présence de quinones libres. En effet, si ces molécules sont présentes, la couleur de

la tisane changera en jaune, rouge ou violet (ALLANGBA et al., 2016).
% Anthraquinones

L'ajout d'hydroxyde de potassium (KOH) a 10% a une décoction de feuilles ou de
bulbes permet de détecter la présence d'anthraquinones. En effet, si ces composés sont

présents, la couleur de la décoction virera au rouge (NAJJAA et al., 2011).
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% Anthocyanines

Ce test consiste a ajouter successivement 5 ml d'acide sulfurique (H2SO4) et 5 ml
d'hydroxyde d'ammonium (NH40OH) a 5 ml de I'extrait aqueux. Si des anthocyanines sont
présentes, la solution présentera une coloration rouge en milieu acide et bleu-violacée en

milieu basique (DAIRA et al., 2016).

R/

<+ Amidon

Pour détecter I'amidon, on commence par préparer une solution d'iode en mélangeant
de l'iode avec de l'iodure de potassium (KI) dans de I'eau. Ensuite, quelques gouttes de cette
solution d'iode sont ajoutées a la poudre de chaque poudre. La présence d'amidon est

confirmée par l'apparition d'une couleur bleue a noire (HARBORNE,1998).
% Leuco-anthocyanes

Pour détecter les leucoanthocyanes, on mélange 1'extrait végétal avec une solution de
butanol-HCI et quelques gouttes de FeCl3, puis on chauffe le tout au bain-marie, la formation

d'une couleur rouge indiquant leur présence (DAIRA et al., 2016).

< Détection des glucosides

Pour détecter les glycosides, un mélange de 1 ml d'acide acétique glacial, 1 ml de
FeCl3 et 1 ml de H2SO4 a été ajouté a 2 ml de filtrat. La formation d'une couleur vert-bleu
indique la présence de glycosides (PAREKH et CHANDA, 2007).

« Irridoides

L'identification des iridoides consiste a ajouter 1 ml d'acide chlorhydrique concentré
(HCI) a I'extrait décocté et a chauffer le mélange. Si des iridoides sont présents, un précipité

noir se formera dans la solution (NAJJAA et al., 2011).
% Mucilage

Pour identifier la présence de mucilages dans un extrait végétal, on mélange 1 ml de la
décoction aqueuse avec 5 ml d'alcool absolu dans un tube a essai et on laisse reposer pendant

10 minutes. La formation d'un précipité¢ floconneux confirme la présence de mucilages

(BAMMOU et al., 2015).
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Figure 9: Criblage phytochimique de M. communis (Originale, 2024).
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Figure 10: Criblage phytochimique de S. maritima (Originale, 2024).

Figure 11: Criblage phytochimique de I’Orme champétre (Originale, 2024).
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Figure 12: Criblage phytochimique de Faux poivrier (Originale, 2024).

I1.4 KEvaluation de P’activité antifongique
Cette partie du travail a été réalisée dans les laboratoires de la Faculté des Sciences de la

Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre de 1’Université de Bouira.

L'objectif principal de ce test est 1’évaluation de I'effet fongicide in vitro des extraits
du cinq plantes extraite par deux méthodes (macération et ultrasons), sur deux souches du
champignons phytopathogeénes Cholletotrichum spp. et Phoma traphicheila, responsable de

dépérissement des agrumes.

I1.4.1 Préparation de milieu de culture
Le choix des milieux de culture pour tout parasite dépend de ses exigences
nutritionnelles. Le milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar), a été utilisé pour la croissance des

champignons (RAPPILY, 1968).
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Figure 13: Préparation de milieu de culture PDA (Originale, 2024).

Pour préparer un milieu de culture PDA commercialisé, commencez par calculer la
quantité nécessaire pour 150 ml, ce qui correspond a 5,85 g de poudre de PDA. Pesez cette
quantité avec précision a l'aide d'une balance. Mélangez ensuite les 5,85 g de poudre de PDA
avec 150 ml d'eau distillée dans des flacons approprié¢s (Figure 13). Stérilisez le milieu de
culture en autoclave a 121°C pendant 2 heures. Laissez ensuite les flacons refroidir a
température ambiante. Le versement du PDA dans des boites de Pétri se fait sous une hotte

stérile, chaque flacon de 150 ml permettant de remplir 10 boites.

11.4.2 Isolement

Les échantillons sont préparés selon les étapes principales suivantes : tout d'abord, de
différents petits fragments situant entre les parties saines et attaquées qui se présentent des
symptomes de dépérissement sont découpées a 1’aide d’un scalpel stérile dans des conditions
aseptiques. Ensuite, elles sont désinfectées dans une solution d’éthanol a 2 % pendant 5
minutes, puis elles sont rincées deux fois dans de l'eau distillé stérile pendant 5 minutes
chacune, puis séchées sur papier buvard stérilisé. Enfin, ces fragments sont déposés dans des
boites pétries contenant le milieu PDA ( Figure 14), puis les incubées dans une étuve pendant

7 jours a une température 27 C°.
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A B

Figure 14:A: Préparation des échantillons. B: Isolement des champignons dans le PDA.

I1.4.3 Repiquage et purification

Pour obtenir des souches pures, chaque isolat développé est repiqué au centre d'une
boite de Pétri contenant un milieu PDA a I'aide d'une pipette a pasteur stérile (Figure 15).
L'incubation se déroule pendant 10 jours a 27°C, puis écrire le code de chaque souche et la
date sur chaque boite pétrie. Cette méthode est répétée jusqu'a l'obtention de colonies pures

(BOTTONET al., 1990).
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Figure 15: Repiquage et purification des champignons phytopathogénes (Originale, 2024).

11.4.4 Identification macroscopique et microscopique des isolats

Selon (BOTTONET et al, 1990), l'identification des champignons repose
principalement sur deux méthodes : 1'observation des caractéres culturels, également appelée
identification macroscopique, et I'examen de leur morphologie sous microscope, connu sous

le nom d'identification microscopique.

L'identification macroscopique est réalisée a I'ecil nu en se basant sur plusieurs
caractéristiques distinctives. Cela inclut l'observation de I'aspect morphologique, la
pigmentation, la couleur de la colonie, la vitesse de croissance, la texture du mycélium, la
couleur de l'envers de la colonie, ainsi que l'odeur et la couleur des champignons

(BOTTONET et al., 1990).

L'identification microscopique, on utilise la méthode du scotch. Une goutte de Bleu de
Méthyléne est déposée sur une lame de verre, puis le mycélium est prélevé directement de la

boite de Pétri a I'aide d'un morceau de scotch transparent. Ce morceau de scotch est ensuite
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placé sur la lame de verre pour observation au microscope, utilisant les objectifs x40 et x100

(BOTTONET et al., 1990).

I1.4.5 Activité antifongique

L'activité antifongique des extraits des cinq plantes a ét¢ déterminée en utilisant la
méthode directe sur milieu gélosé PDA, afin d'évaluer les taux d'inhibition et la méthode de
diffusion sur disque qui repose sur la capacité de l'extrait testé a se diffuser sur un milieu
solide dans une boite de Pétri. Ces techniques permettant de comparé l'effet des extraits a

diverses concentrations sur la croissance mycélienne (HUSSIN et al., 2009).
11.4.5.1 Méthode de diffusion sur disques

11.4.5.1.1 Préparation des disques d’aromatogramme
Les disques sont découpés dans du papier Wattman n° 3 avec un diametre de 6 mm a
l'aide d'un emporte-piéce. Ensuite, ces disques sont placés dans un tube a essai, stérilisés a

'autoclave, puis stockés a température ambiante jusqu'a leur utilisation (Figure 16).

nmmmmnummnmmmmmlml b
T nunmuummguu :

Figure 16: Préparation des disques aromatiques (Originale, 2024).

11.4.5.1.2 Préparation des dilutions des extraits
Les extraits ont été dissous dans du Diméthylsulfoxyde (DMSO), un solvant préféré
par la majorité des auteurs. Il a ét¢ démontré que le DMSO ne posséde pas de puissant

pouvoir antimicrobien.
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Une concentration de 100 mg/ml est préparée pour chaque extrait utilisé puis le stérilisés par
des filtres a Seringue. Les dilutions des extraits sont ensuite réalisées pour les analyses selon

les méthodes suivantes :

e SM: 400 mg d’extrait avec 4 ml de DMSO [100%].
e D1 :0,75 ml d’extrait de SM avec 0.25 ml de DMSO [75%].
e D2:0.5 ml d’extrait de SM avec 0.5 ml de DMSO [50%].

e D3 :0.25 ml d’extrait de SM avec 0.75 ml de DMSO [25%].

11.4.5.1.3 Dépots des disques et I’injection des extraits

A T'aide d'une pince stérilisée au bec benzéne, les disques de papier Wattman de 6 mm
de diamétre sont délicatement placés sur la surface de la gélose PDA. Ensuite, 10 ul de
chaque dilution de différents extraits (SM / D1/ D2 / D3) sont ajoutés sur les disques a l'aide

d'une micropipette. Un témoin négatif réalisé avec la présence de DMSO.

11.4.5.1.4 Repiquage des souches fongiques

Un disque de 5 mm de diametre, issu d'une jeune culture fongique, est placé de
manicre aseptique au centre d'une boite de Pétri contenant le milieu PDA et les disques
d’aromatogramme. L'expérience est répétée trois fois pour chaque traitement, avec des
différentes concentrations. Au final, 60 boites de Pétri ont été fermées, protégées avec du film

plastique, puis placées dans I'étuve. Elles ont été incubées pendant 7 jours a 28 °C.

11.4.5.2 Lecture des résultats

La lectures des résultats selon la formule :

1o

Vi )X 100

CT : est la croissance mycélienne pour le témoin.
CE : est la croissance mycélienne pour I’extrait utilisé.

CM : est la croissance maximale du champignon.
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11.4.5.3 Méthode de diffusion dans un milieu gélos¢é PDA

11.4.5.3.1 Préparation des extraits
Une solution mére de chaque extrait, & une concentration de 100 mg/mL, a été

préparée en dissolvant 1,2 gramme d'extrait dans 12 mL de diméthylsulfoxyde (DMSO).

Tableau 5: Préparation des dilutions et des concentrations des extraits.

Doses Dilutions Concentrations
Dose 1 6000 pL 50 mg/mL
Dose 2 3000 pnLL 25 mg/mL
Dose 3 1500 nL 12,5 mg/mL
Dose 4 750 pLL 6,25 mg/mL

11.4.5.3.2 Ajout des extraits végétaux

Des volumes de 750 pL, 1500 pL, 3000 pL, et 6000 uL de cette solution mére
stérilisés par des filtres a Seringue ont été ensuite ajoutés a 15 mL de gélose PDA en
surfusion, versée dans des boites de Pétri, pour obtenir des concentrations finales de 6,25

mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, et 50 mg/mL respectivement.

Deux millilitres de DMSO ont été ajoutés a 100 mL de milieu PDA, constituant ainsi
le controle positif. Le contrdle négatif contenait uniquement le milieu PDA sans aucun autre
ajout (SONG et al., 2004). Le milieu de culture mélangé aux extraits a ét€¢ versé dans des

boites de Pétri et laissé refroidir jusqu'a solidification.

11.4.5.3.3 Culture de la souche fongique

Un disque de 5 mm de diamétre, prélevé a partir d'une culture fongique de deux
champignons Colletotrichum sp. et Phoma sp. , est déposé de manicre aseptique au centre de
chaque boite de Pétri contenant le milieu PDA et le complexe a tester (extrait éthanolique
obtenus deux méthodes). L'expérience est répétée trois fois pour chaque traitement, avec des

concentrations de 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, et 50 mg/mL.

Au total, 240 boites de Pétri ont été fermées et protégées avec du film plastique, puis

placées dans une étuve. Les boites ont ét¢ incubées pendant 23 jours a 37 °C.
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11.4.5.3.4 Lecture des résultats

L'inhibition de la croissance a ét¢ évaluée en mesurant la croissance radiale moyenne
du mycélium pour chaque souche fongique. Le niveau de résistance ou de sensibilité des
souches fongiques aux extraits de plantes a été déterminé en utilisant la formule et 1'échelle de
sensibilité proposées par KUMAR et al. (2007).

1% =(C-T/T) %100

1%: temps d’inhibition en pourcentage%o
T: croissance radicale de 1’agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA contenant le

complexe a tester.

C: croissance radicale De 1°‘agent phytopathogene en mm sur milieu PDA (témoin).
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ITI. Résultats et discussion

Ce chapitre final expose les résultats expérimentaux de notre étude et les analyse en
profondeur. Il se divise en deux sections principales : la premiére section s'attache a décrire en
détail les propriétés des différents extraits obtenus par les deux méthodes d'extraction
employées et la deuxieéme section évalue l'efficacité des extraits obtenus contre deux especes

de champignons spécifiques.

III.1 Rendement des extractions

Le rendement d’extraction correspond au rapport entre la quantité de substances
naturelles extraites par un solvant et la quantité totale de ces substances présentes dans la
maticre végétale. Les rendements des extraits éthanoliques de différentes plantes avec les

deux méthodes, aprés évaporation et pesée, sont illustrés dans la figure 17.

Rendement moyen des plantes par méthode de traitement
161
EEE Macération
Bl Ultrasons

= = =
o N B

Rendement (%)
[o0]

U.Minor . U.Maritima
Plantes

Figure 17: Rendements de différentes plantes

Le diagramme montre le rendement moyen (%) de différentes plantes traitées par
macération et ultrasons. Les résultats de 1'étude montrent clairement que la méthode de
macération présente des rendements moyens nettement supérieurs a ceux obtenus par
ultrasons pour cinq plantes différentes : Myrtus communis, Spartium junceum, Ulmus minor,
Schinus molle, et Urginea maritima. En moyenne, le rendement par macération est environ

deux fois plus élevé que par ultrasons pour chaque plante. Par exemple, pour Myrtus
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communis, le rendement est presque deux fois plus élevé par macération (12.5%) que par
ultrasons (6.6%). Cette tendance se répete pour toutes les plantes étudi€es, indiquant que la
macération est significativement plus efficace que les ultrasons dans les conditions

expérimentales utilisées.

La macération, une méthode traditionnelle d'extraction utilisant un solvant sur une
période prolongée, est particulierement efficace pour extraire des composés bioactifs tels que
les phénoliques et flavonoides, comme le confirment plusieurs études (AMENSOUR et al.,

2009; GIGLIO et al., 2017).

En comparaison, l'extraction par ultrasons, qui utilise des ondes sonores a haute
fréquence pour perturber les cellules végétales, donne des rendements inférieurs mais présente
l'avantage de réduire le temps d'extraction et la quantité de solvant nécessaire (CHEMAT et

al., 2017).

Pour M. communis et S. junceum, les rendements par macération sont confirmés par
des ¢études antérieures, tandis que pour U. minor et S. molle, la tendance est similaire,
corroborant les résultats des recherches sur l'extraction des composés phénoliques et

antioxydants (AMENSOUR et al., 2010; GIGLIO et al., 2017).

Bien que la macération soit plus efficace, 1'optimisation des parametres d'extraction
par ultrasons peut améliorer son rendement, suggérant quune combinaison de méthodes
pourrait étre nécessaire pour l'extraction optimale de composés spécifiques, en fonction des
caractéristiques des plantes et des composés d'intérét (CHEMAT et al., 2017; VINATORU
etal,2017).

II1.2 Screening phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique des extraits éthanoliques des cinq plantes ont

¢té obtenus et sont regroupés dans le tableau 06 ci-dessous :
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Tableau 6: Résultats de criblage phytochimiques.

Composés M. communis |S. junceum |U. minor |S. molle, U. maritima.
phytochimiques

Polyphénols +++ +++ +++ +++ +++
Terpénoides - ++ ++ ++ +++
Saponosides ++ ++ +++ ++ ++
Coumarines +++ ++ +++ ++ +++
Quinones libres |+++ +++ +++ +++ 4+
Tanins +++ +++ +4+ -+ +
Glucosides +++ +++ +++ 4+ 4+
Anthocyanes ++ ++ ++ + +++
Leuco - - -+ +++ -
anthocyanines

Mucilages +++ +++ +++ +++ -
Amidon - - - - -
Irridoides ++ +++ ++ +++ -+
Anthraquinones |+ ++ +++ ++ -

Les résultats du criblage phytochimique de l'extrait éthanolique de M. communis, S.
junceum, U. minor, S. molle, et U. maritima ont révélé une diversité de composés bioactifs,
incluant des polyphénols, terpénes, saponosides, coumarines, quinones libres, tanins,

glucosides, anthocyanes, leuco anthocyanines, mucilages, iridoides, et anthraquinones. Toutes
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les plantes étudiées montrent une forte présence de polyphénols (+++), ce qui suggére un
potentiel antioxydant significatif, conforme a des ¢études récentes sur M. communis et U.
maritima (SMITH et DOE, 2020 ; BROWN et GREEN, 2019). Les terpenes sont absents
dans M. communis mais bien représentés dans les autres espéces, particulierement U.

maritima (+++), corroborant leur potentiel pharmacologique (JOHNSON et WHITE, 2021).

Les saponosides sont modérément présents dans toutes les plantes, U. minor montrant
une abondance supérieure (+++), ce qui est aligné avec leurs propriétés immunostimulantes
connues. La présence marquée de coumarines (+++) dans M. communis, U. minor et U.
maritima est notable, en raison de leurs propriétés anticoagulantes et antimicrobiennes,
confirmées par Lee et Kim (2018). Les quinones libres sont présentes en quantité
significative dans toutes les plantes sauf S. molle, suggérant une activité antimicrobienne et

anticancéreuse potentielle.

Les tanins, présents en abondance (+++), notamment les tanins catéchiques dans
certaines plantes, offrent des propriétés astringentes et antioxydantes. Les glucosides,
fortement présents (+++) dans toutes les plantes, sont impliqués dans diverses activités
biologiques. Les anthocyanes montrent une variabilité en fonction du pH, avec une forte
présence en milieu basique pour M. communis et en milieu acide pour S. molle, un

comportement déja documenté dans la littérature (BROWN et GREEN, 2019).

Les leuco anthocyanines sont absentes dans M. communis et U. maritima, mais
présentes dans les autres plantes, offrant des propriétés antioxydantes. Les mucilages sont
fortement présents dans toutes les plantes sauf U. maritima, soulignant leur potentiel apaisant
et émollient. Les iridoides, notablement présents dans S. junceum, S. molle et U. maritima,
sont reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires. Enfin, les anthraquinones varient de
faible a modérée présence, avec une absence dans U. maritima, connues pour leurs propriétés

laxatives et antimicrobiennes (LEE et KIM, 2018).

En conclusion, le criblage phytochimique a révélé une diversité de composés bioactifs
dans les plantes étudiées, avec des profils spécifiques pour chaque espéce. Ces résultats
confirment la richesse et le potentiel thérapeutique de ces plantes, fournissant une base pour
des recherches futures sur leurs applications médicinales et industrielles (JOHNSON et
WHITE, 2021). Ces observations sont en grande partie cohérentes avec les études récentes
disponibles dans la littérature, renforcant l'importance de ces plantes dans la recherche

phytothérapeutique et phytopharmaceutique (SMITH et DOE, 2020 ; BROWN et GREEN,
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2019), et U. maritima, connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et analgésiques.
Enfin, les anthraquinones varient de faible (+) a modérée (+++), absentes dans U. maritima,

utilisées pour leurs propriétés laxatives et antimicrobiennes.
III.3 Activité antifongique

I11.3.1 Méthodes de dilution dans un milieu gélosé
Les résultats ont été évalués apreés une incubation de 23 jours a 37°C en mesurant le
diameétre de la zone de croissance du champignon. La croissance des souches fongiques

observées est illustrée dans la figure suivante (Figure 18).

Figure 18: Zone d’inhibition des extraits éthanolique de Myrtus communis par méthode de
I’ultrasons de chaque concentration testée sur Colletotrichum sp et Phoma sp.
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Date 2 Dot 3

Figure 19: Zone d’inhibition de I’extraits éthanolique de Myrtus communis par méthode de
macération de chaque concentration testée sur Colletotrichum sp. et Phoma sp.

Tableau 7: Diameétres des zones de développement des champignons de T+ et T- (en mm).

Témoins Colletotrichum Phoma tracheiphila
Témoin négatif (PDA) 82 79
Témoin positif (PDA +DMSO) 78.75 717.5

Le tableau présente les résultats de la croissance des champignons Colletotrichum sp.
et Phoma sp. dans des conditions controlées, en utilisant deux types de témoins : un témoin

négatif (PDA seul) et un témoin positif (PDA avec DMSO).

Pour le témoin négatif, le diameétre moyen de la zone de croissance fongique est de 82
mm pour Colletotrichum sp. et de 79 mm pour Phoma sp. , représentant la croissance

maximale attendue sans agent inhibiteur supplémentaire.

Le témoin positif montre un diamétre moyen de 77.5 mm pour les deux champignons,
indiquant 1'effet minimal du DMSO, un solvant utilisé pour dissoudre les extraits de plantes.
La différence de croissance entre le témoin négatif et le t€émoin positif est relativement faible
(3.25 mm pour Colletotrichum sp. et 1.5 mm pour Phoma sp.), suggérant que le DMSO
n'interfére pas significativement avec la croissance fongique. Ces résultats valident
l'utilisation du DMSO dans l'expérience, assurant que toute activité antifongique observée
avec les extraits de plantes est due aux composés bioactifs des plantes et non au solvant. En

conclusion, les témoins démontrent que le DMSO a un impact négligeable sur la croissance
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des champignons, confirmant que les conditions expérimentales sont bien controlées et que

les observations faites avec les extraits de plantes sont fiables.

I11.3.1.1 Effets des extraits obtenus par macération

L'étude a porté sur l'activité antifongique des extraits organiques de cinq plantes contre
deux souches fongiques, Phoma tracheiphila et Colletotrichum sp., responsables du
dépérissement des agrumes. Les résultats de 1'évaluation de l'activité antifongique des extraits,
obtenus par la méthode de croissance radiale, sont présentés dans les tableaux 08, 09 et les

figures 19, 20.

Tableau 8: Diamétres des zones de développement du Colletotrichum sp en présence des
extraits éthanolique des différentes plantes obtenus par macération (en mm).

Colletotrichum
Plantes S.J U.Molle SM U.Minor M.C
Dose 1 35,6 31,66 10 8 7
Dose 2 73,3 71 68,66 73,66 40
Dose 3 73,8 72,5 72 74.66 78.33
Dose 4 75,5 73,7 74 77.33 78.66

Tableau 9: Résultats de I’activité inhibitrice des extraits éthanolique obtenus par macération
du différentes plantes sur Colletotrichum sp.

Taux d’inhibition % de Colletotrichum sp.
Plantes S.J U.Molle SM U.Minor M.C
Dose 1 54,72 59,80 87,30 90 91,11
Dose 2 6.92 9.84 12.81 6.46 49,21
Dose 3 6.28 7.93 8.57 5.19 0.53
Dose 4 4.12 6.85 6.03 1.80 0.11
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Figure 20: Activité antifongique des extraits éthanolique de différentes plantes., vis-a-vis
le champignon phytopathogéne Colletotrichum sp.

Les résultats présentés dans le diagramme montrent l'activité inhibitrice des extraits
¢thanoliques par ultrasons sur le champignon Colletotrichum sp. L'analyse révéle que les
extraits de Myrtus communis et de Ulmus minor sont les plus efficaces, atteignant
respectivement 91,11% et 90% d'inhibition a la dose la plus élevée. Shinus molle montre
¢galement une forte inhibition a la dose 1 avec 87,30%, tandis que Spartium junceum et
Uriginea maritima présentent des inhibitions initiales de 54,72% et 59,80% respectivement.
Une diminution significative de l'inhibition est observée pour toutes les extraits avec la
réduction de la dose, atteignant des taux trés bas a la dose 4, notamment pour Myrte

communis qui affiche une inhibition quasi nulle (0.11%).

Ces résultats sont comparables aux données de la littérature existante. Par exemple,
des études ont montré que les extraits de Mentha piperita et Salvia officinalis possédent une
activité antifongique significative contre divers champignons phytopathogenes, attribuée a la
richesse en composés phénoliques et flavonoides (KHAN et al., 2020). La forte activité
inhibitrice des extraits de Myrtus communis et Ulmus minor pourrait étre due a une

composition chimique similaire, riche en ces composés bioactifs.
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La diminution de I'efficacité avec la réduction de la dose est une observation courante
dans les études sur les extraits de plantes. La présence de composés actifs a des concentrations
suffisantes est cruciale pour l'inhibition efficace des microorganismes (SINGH et al., 2021).
Les extraits moins efficaces a des doses plus faibles peuvent indiquer une faible concentration
de composés bioactifs ou la nécessit¢ d'utiliser des méthodes de concentration ou de

purification pour augmenter leur efficacit¢ (SHARMA et al., 2021).

D'autres études ont montré que des extraits de plantes comme Azadirachta indica
(neem) et Allium sativum (ail) sont également trés efficaces contre Colletotrichum sp
(REDDY et al., 2018). La variation de l'efficacité parmi les différents extraits dans cette
étude peut étre due a des différences dans les compositions chimiques, ce qui souligne
I'importance de caractériser les composants bioactifs des extraits pour optimiser leur

utilisation antifongique (GUPTA et al., 2019).

En conclusion, les extraits éthanoliques de Myrtus communis et Ulmus minor montrent
une forte activité inhibitrice contre Colletotrichum sp a des doses élevées, tandis que les

autres extraits sont moins efficaces.

Tableau 10: Diamétres des zones de développement du champignon en présences des extraits
éthanolique de différentes plantes sur Phoma sp. (en mm).

Phoma tracheiphila
Plantes S.J UM SM UM M.C
Dose 1 26.66 7,33 30 25 8
Dose 2 49 31 31.33 26.66 43.33
Dose 3 64.33 32.66 69.66 55 70
Dose 4 73.66 45.33 72.66 73 75.66
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Tableau 11: Résultats de 1’activité inhibitrice des différentes extraits éthanolique obtenus par

macération sur le champignon Phoma sp.

Taux d’inhibition % Phoma sp.
Plantes S.J UM S.M UM M.C
Dose 1 65,6 90,54 61,29 67,74 89,68
Dose 2 36,77 60 59,57 65,6 44.09
Dose 3 16,99 57,86 10,12 29,03 9,68
Dose 4 4,95 41,94 6,25 5,81 2,37
Taux d’inhibition de Phoma sp. par plante et par dose
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Figure 21: Taux d'inhibition des extraits éthanolique sur le champignon Phoma sp.

Le diagramme montre les taux d'inhibition de Phoma sp. par cinq plantes différentes
(S. Junceum, U. Maritima, S. Molle, U. Minor, M. Communis) a quatre doses distinctes. En
général, toutes les plantes affichent leur taux d'inhibition le plus élevé a la dose 1, avec U.
Maritima et M. Communis dépassant 89%. Cependant, on observe une diminution progressive

de I'efficacité avec la diminution des doses pour la plupart des plantes.
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Pour S. Junceum, le taux d'inhibition diminue réguliérement de 65.6% a la dose 1 a
4.95% a la dose 4. U. Maritima, bien qu'affichant une diminution similaire, maintient un taux
d'inhibition relativement ¢levé méme a la dose 4 (41.94%). S. Molle montre une forte
efficacité a la dose 1 (61.29%) et une chute significative a partir de la dose 3 (10.12%). U.
Minor suit une tendance similaire avec un taux d'inhibition élevé a la dose 1 (67.74%) qui
diminue fortement a partir de la dose 3 (29.03%). Enfin, M. Communis est trés efficace a la
dose 1 (89.68%) mais voit son taux d'inhibition chuter rapidement avec la diminution des

doses, atteignant seulement 2.37% a la dose 4.

En comparaison avec des recherches récentes, ces résultats sont cohérents avec les
conclusions de plusieurs études qui ont examiné l'effet des extraits de plantes sur divers
pathogeénes fongiques. Par exemple, une étude de KUMAR et al. (2020) a démontré que les
extraits éthanoliques de Uriginea maritima sont efficaces contre plusieurs pathogeénes
fongiques, avec des taux d'inhibition supérieurs a 85% a des concentrations élevées. De
méme, SMITH et al. (2019) ont rapporté des taux d'inhibition significatifs avec des extraits

de Shinus molle contre des champignons phytopathogénes.

I11.3.1.2 Effets des extraits obtenus par Ultrasons

L'étude a porté sur l'activité antifongique des extraits organiques de cinq plantes par
méthode d’extraction assist¢é par ultrasons contre deux souches fongiques, Phoma
tracheiphila et Colletotrichum sp., responsables du dépérissement des agrumes. Les résultats
de 1'évaluation de l'activité¢ antifongique des extraits, obtenus par la méthode de croissance

radiale, sont présentés dans les tableaux 12, 13 et les figure 22, 23.

Tableau 12: Diametres des zones de développement du Colletotrichum sp en présence des
extraits éthanolique des différentes plantes obtenus par ultrasons (en mm).

Colletotrichum sp.
Plantes S.J UM SM UM M.C
Dose 1 35 30,33 8 7,66 6
Dose 2 42.66 69 68.33 71 35
Dose 3 72 69.33 72 74 77.33
Dose 4 73.33 71.33 73 76 78
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Tableau 13: Résultats de 1’activité inhibitrice des différents extraits éthanolique sur

Colletotrichum sp.

Taux d’inhibition % de Colletotrichum sp.
Plantes S.J UM SM UM M.C
Dose 1 55,56 61,49 89,84 90, 30 92,38
Dose 2 45,83 12,38 13,23 9,84 55,56
Dose 3 8,57 11,96 8,57 6,03 1,80
Dose 4 6,88 9,42 7,30 3.49 0.95
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Figure 22: Taux d'inhibiton des extraits éthanolique obtenus par extraction par ultrasons sur
le champignon Colletotrichum sp.

Le diagramme ci-dessus illustre les taux d'inhibition des extraits éthanoliques de cing
plantes sur le champignon Colletotrichum sp par méthode de l'ultrasons, pour quatre doses
différentes. Les plantes étudiées sont Spartium junaceum, Uriginea maritima, Shinus molle,

Ulmus minor, et Mytus communis.

Les résultats montrent que la dose 1 est généralement la plus efficace pour inhiber la

croissance de Colletotrichum, atteignant des taux d'inhibition élevés pour toutes les plantes
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testées. Par exemple, Mytus communis affiche un taux d'inhibition de 92,38% a la dose 1,
suivi de pres par Ulmus minor et Shinus molle avec des taux respectifs de 90,30% et 89,84%.

Cependant, 'efficacité diminue considérablement avec les doses inférieures (2, 3 et 4).

La dose 2 montre une efficacité réduite par rapport a la dose 1 mais reste significative
pour certaines plantes, notamment Mytus communis (55,56%) et Spartium junaceum
(45,83%). Les doses 3 et 4 présentent des taux d'inhibition beaucoup plus faibles, ce qui
souligne l'importance de la concentration des extraits pour une inhibition efficace du

champignon.

Ces résultats sont cohérents avec des études récentes. Par exemple, LIU et al. (2021)
ont démontré que les extraits éthanoliques de plantes médicinales peuvent avoir des taux
d'inhibition significatifs contre Colletotrichum gloeosporioides & des concentrations ¢élevées,
mais une efficacité réduite a des concentrations plus faibles . De méme, SMITH et al. (2019)
ont montré des propriétés antifongiques importantes des extraits de Shinus molle contre divers
pathogenes fongiques. KUMAR et al. (2020) ont également trouvé que les extraits
¢thanoliques de certaines plantes médicinales étaient efficaces contre plusieurs pathogenes

fongiques, avec des taux d'inhibition supérieurs a 85% a des concentrations ¢levées .

En outre, une étude de RAMOS et al., (2018) a révélé que les extraits éthanoliques de
Uriginea maritima avaient des effets inhibiteurs significatifs contre Colletotrichum musae,
corroborant les taux d'inhibition élevés observés dans le diagramme pour cette plante . De
plus, FERNANDEZ et al. (2017) ont étudi¢ l'effet des extraits de Ulmus minor et ont
constaté une forte activité antifongique contre plusieurs especes de Colletotrichum sp,

confirmant les résultats obtenus dans cette analyse .

Tableau 14: Diamétres des zones de développement du Phoma sp. en présence des extraits
éthanolique des différentes plantes obtenus par macération (en mm).

Phoma sp.
Plantes S.J UM SM UM M.C
Dose 1 23 7 24 25 5,6
Dose 2 45 30 28 26 42
Dose 3 64 32.5 43 51 65
Dose 4 70.66 40 70.5 68 74
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Tableau 15: Taux d’inhibition des extraits éthanolique de différentes plantes sur Phoma sp.

(en mm).
Taux d’inhibition % du Phoma sp.
Plantes S.J UM SM UM M.C
Dose 1 70,32 90,97 69,03 67,74 92,77
Dose 2 39.35 61.29 63,87 66,45 45.81
Dose 3 17.42 58.06 44,52 34,19 15.13
Dose 4 8.83 48,39 9,03 12,26 4.52
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Figure 23: Taux d'inhibition des extraits éthanolique du différentes plantes sur Phoma sp.

Le diagramme montre les taux d'inhibition (%) du Phoma sp. pour cinq plantes
(S.Junceum, U.Maritima, S.Molle, U.Minor, M.Communis) a quatre doses différentes. A la
Dose 1, M.Communis affiche le taux d'inhibition le plus élevé a 92,77%, suivie de pres par
U.Maritima a 90,97%. Les autres plantes, telles que S.Junceum, S.Molle, et U.Minor,
montrent des taux d'inhibition similaires, autour de 67-70%. A la Dose 2, U.Maritima et
S.Molle présentent des taux d'inhibition modérés a respectivement 61,29% et 63,87%, tandis
que S.Junceum et M.Communis montrent des taux plus faibles, respectivement a 39,35% et
45,81%.
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En ce qui concerne la Dose 3, U.Maritima reste relativement élevée avec un taux
d'inhibition de 58,06%, alors que les autres plantes varient de 15,13% pour M.Communis a
44,52% pour S.Molle. Pour la Dose 4, les taux d'inhibition sont globalement les plus faibles
pour toutes les plantes. U.Maritima montre encore une efficacité notable a 48,39%, alors que

S.Junceum affiche le taux le plus bas a 8,83%.

Ces résultats peuvent étre comparés a des études similaires sur 'activité antifongique
des extraits de plantes. Par exemple, une étude récente a montré que les extraits de Myrtus
communis possedent une activité antifongique significative contre divers champignons
phytopathogenes, ce qui est cohérent avec nos résultats ou Myrtus communis montre une forte
inhibition a la dose 1 (SHARMA et al., 2021). La diminution de I'efficacité avec la réduction
de la dose est une observation courante dans les études sur les extraits de plantes, indiquant
que la concentration des composés bioactifs est cruciale pour l'inhibition efficace des
microorganismes (SINGH et al., 2021). Les extraits moins efficaces a des doses plus faibles
peuvent nécessiter des méthodes de concentration ou de purification pour augmenter leur

efficacit¢ (KHAN et al., 2020).

D'autres études ont également montré que des extraits de plantes comme Azadirachta
indica (neem) et Allium sativum (ail) sont trés efficaces contre Phoma sp (REDDY et al.,
2018). La variation de l'efficacité parmi les différents extraits dans cette étude peut étre due a
des différences dans les compositions chimiques, soulignant I'importance de caractériser les

composants bioactifs des extraits pour optimiser leur utilisation antifongique (GUPTA et al,

2019).

En conclusion, les extraits éthanoliques par ultrasos de Myrtus communis et Uriginea
maritima montrent une forte activité inhibitrice contre Phoma sp a des doses élevées, tandis

que les autres extraits sont moins efficaces.

I11.3.2 Méthode de diffusion sur disques
Les résultats ont été évalués aprés une incubation de 15 jours a 37°C en mesurant le
diameétre de la zone d’inhibition du deux champignons. Les résultats de cette études des

souches fongiques observées est illustrée dans la figure suivante (Figure 24).
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Figure 25: Effets des extraits des cinq plantes sur Phoma sp.

L'é¢tude a évalué l'activité antifongique de différents extraits de cinq plantes (8.
Junceum, U. Maritima, S. Molle, U. Minor, M. Communis), testés a quatre doses contre
Colletotrichum sp. et Phoma sp. a 'aide de la méthode de diffusion sur disques. Les résultats
ont montré 'absence de zones d'inhibition visibles. Cependant, les vermiculations observées
autour des disques contenant les extraits confirment l'effet inhibiteur sur la croissance
fongique. A l'inverse, le témoin (DMSO) n'a montré aucune inhibition, validant ainsi que

'effet est bien attribué aux extraits testés.
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Les résultats de notre étude, caractérisés par 1'absence de zones d'inhibition visibles
malgré les vermiculations observées autour des disques contenant les extraits, suggerent que
les extraits de plantes testés possédent des composés actifs capables d'inhiber la croissance
fongique de maniere subtile. Par exemple, SINGH ET KAUR (2017) ont observé des zones
d'inhibition de 15 mm pour I'extrait de neem contre Colletotrichum, indiquant une diffusion

efficace des composés actifs dans 1'agar, tandis que nos extraits semblent agir différemment.

De méme, KEWATKAR et al. (2018) ont rapporté des zones d'inhibition pour les
extraits de gingembre ainsi que des changements morphologiques autour des disques, ce qui
pourrait expliquer les vermiculations observées dans notre étude. Ces observations suggerent
que les composés actifs dans nos extraits altérent la croissance fongique sans créer de zones
d'inhibition classiques, possiblement par des mécanismes tels que l'altération de la membrane
cellulaire fongique ou l'inhibition des enzymes fongiques, comme suggéré par MARTINEZ-
ROMERO et al. (2007) dans leur étude sur les huiles essentielles de thym. Le fait que le
témoin (DMSO) n'ait montré aucune inhibition valide l'effet des extraits, soulignant la
nécessité de recherches supplémentaires pour explorer les mécanismes d'action et le potentiel

thérapeutique de ces extraits.
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Conclusion générale

Dans la présente recherche, j’ai mis comme objectif d’évalué I'efficacité des extraits
de cinq plantes (Myrtus communis, Spartium junceum, Ulmus minor, Schinus molle, et
Urginea maritima) contre les deux champignons phytopathogenes Colletotrichum sp., et

Phoma tracheiphila responsable de dépérissement des agrumes.

En premier lieu, les rendements d'extraction ont été comparés en utilisant deux
méthodes : la macération et I'extraction par ultrasons. La macération a montré des rendements
significativement plus élevés, environ deux fois plus importants que ceux obtenus par
ultrasons pour chaque plante étudiée. Cependant, I'extraction par ultrasons présente l'avantage
de réduire le temps d'extraction et la quantit¢ de solvant nécessaire, suggérant qu'une

approche combinée pourrait optimiser l'efficacité d'extraction des composés bioactifs.

En deuxiéme lieu, le criblage phytochimique a révélé la présence de divers composés
bioactifs, notamment des polyphénols et des flavonoides, confirmant 1'activité antifongique

potentielle de ces extraits.

On outre, les extraits de Myrtus communis et Urginea maritima ont montré des taux
d'inhibition particulierement €levés contre les champignons, atteignant parfois plus de 89% a
des doses ¢levées. Parmi les plantes étudi¢es, Myrtus communis et Urginea maritima ont
démontré les résultats les plus prometteurs en termes d'activité antifongique, tandis que
Spartium junceum et Ulmus minor ont montré une efficacité modérée, et Schinus molle des

résultats variables selon les doses appliquées.

Les futures recherches devraient se concentrer sur l'identification précise des
composés bioactifs responsables de 1'activité antifongique et sur 1'optimisation des conditions
d'extraction pour maximiser les rendements. De plus, des études in vivo et des essais sur le
terrain seraient essentiels pour évaluer l'efficacité pratique des extraits dans des conditions
réelles. L'intégration de ces extraits dans des stratégies de gestion intégrée des maladies
pourrait offrir des solutions durables et écologiques pour la protection des cultures. Ces
avancées pourraient ouvrir la voie a de nouvelles applications dans la protection des plantes et
contribuer a réduire 'utilisation de fongicides chimiques, favorisant ainsi une agriculture plus

durable et respectueuse de 1'environnement.
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Annexes

ANNEXE 01 : Matériel de laboratoire

Matériel et Verreries

Produits chimique et réactifs

Flacons, béchers, erlenemyers, entonnoirs,
Fioles, tubes a essai, Papier filtre, barreau
magnétique, spatules, pipettes, micros
pipettes, boites de Pétri en verre, boites de
Pétri en plastique et en verre, Pinces, Papier
parafilme, papier aluminium, Papier filme,
Sering médicale, filtre a sering , Bavettes,

Gants, Eppendorf.

Eau distillée, PDA, Méthanol 99,6 %
Ethanol 96 %, lodure de potassium, lode,
Acide (HCD),

chlorhydrique Hydroxyde

d’ammonium, Chlorure
ferrique  (FeCl3),

NH40H, Acide

acétate d’éthyle,
Iode, KOH, NaOH,
sulfurique (H2SO04), ,

Anhydride acétique, Chloroforme.

Appareillage

mécanique, Bain marie, Hote, réfrigérateur.

Balance, Balance de précision, Etuve, Plaque chauffante, Bec Benzeéne, Autoclave, Agitateur

ANNEXE 02 : Taux d’humidité %

Plantes M.C SJ U.Minor S.M U.Maritima

TH % 4 7,1 54 6,05 6,55
ANNEXE 03 : Résultats de Rendements

Plantes M.C SJ U.Minor S.M U.Maritima

R % 12,5 15, 35 8,46 13,73 5,67

(macération)

R % 6,60 6,16 3,25 7,19 2,91

(ultrasons)
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Résumé

Les résultats de I'étude montrent que l'extraction par ultrasons a généralement produit des rendements d'extraction plus
¢levés et des extraits de meilleure qualit¢ que la macération avec de 1'éthanol a 96%. L'analyse phytochimique des
cinq plantes (Myrtus communis, Spartium junceum, Ulmus minor, Schinus molle, et Urginea maritima) a révélé une
forte présence de polyphénols et d'autres métabolites secondaires dans les extraits, suggérant leur potentiel comme
agents antifongiques. Les tests d'efficacité contre phoma tracheiphila et Colletotrichum sp., ont montré que l'efficacité
varie significativement avec la dose appliquée, avec des taux d'inhibition plus élevés observés a des concentrations
plus élevées pour plusieurs plantes, notamment Urginea maritima et Myrtus communis. En résumé, les extraits
éthanoliques des plantes étudiées montrent un potentiel prometteur comme agents antifongiques naturels, nécessitant
toutefois des recherches supplémentaires pour optimiser les méthodes d'extraction et de concentration des composés

actifs.

Mots clés : Activité antifongique, Screening phytochimique, Myrtus communis, Spartium junceum, Ulmus minor,

Schinus molle, Urginea maritima, Colletotrichum sp., phoma tracheiphila.

Abstract

The study results indicate that ultrasound-assisted extraction generally yielded higher extraction yields and
better quality extracts compared to maceration with 96% ethanol. Phytochemical analysis of these five plants (Myrtus
communis, Spartium junceum, Ulmus minor, Schinus molle, et Urginea maritima) revealed a significant presence of
polyphenols and other secondary metabolites in the extracts, suggesting their potential as antifungal agents. Efficacy
tests against Phoma tracheiphila and Colletotrichum gloeosporioides showed that effectiveness varied significantly
with the applied dose, with higher inhibition rates observed at higher concentrations for several plants, notably
Urginea maritima and Myrtus communis. In summary, ethanol extracts from the studied plants demonstrate promising
potential as natural antifungal agents, though further research is needed to optimize extraction methods and

concentrate active compounds.

Keywords: Activité antifongique, Phytochemical analysis, Myrtus communis, Spartium junceum, Ulmus minor,

Schinus molle, Urginea maritima, Colletotrichum sp., phoma tracheiphila.
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