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Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de métabolites secondaire qui
possede des capacités antioxydantes et un pouvoir inhibiteur des microorganismes. Dans la
présente étude on a tenté d’évaluer I’activité antioxydante et antifongique des extraits bruts
préparés a partir de la partie aérienne et sous terraine de la plante médicinale Reichardia
picroides L. L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-
Ciocalteu et des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium montre que I’extrait
brut de feuilles (EBr. F) est plus riche en ces composés (72.40 = 1.04 pg EAG/mg d’extrait et
18.53 £ 0.90 ug EQ /mg d’extrait) par rapport au teneur de 1’extrait brut des racines (EBr. R)
(41.88 = 0.43 ug EAG/mg d’extrait et 1.19 + 0.14 pg EQ / mg d’extrait). L’inhibition de
I’oxydation couplée de I’acide linoléique [P-caroténe a été évaluée par le test de
blanchissement du B-caroténe qui a montré une activité antioxydante puissante avec un
pourcentage d’inhibition de 88.63 + 0.59% pour EBr. F et 73.65 + 2.13 % pour EBr. R.
L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits par la méthode de diffusion dans un milieu
solide montre EBr. F a faible concentration possede une activité antimicrobienne sur
F.oxysporium, plus ou mois importante en comparaison avec celle de EBr. R sur la méme
souche fongique. D’aprés les résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que la plante
étudiée possede une activité biologique considérable qui est localisée principalement dans la

partie aérienne.

Mots clés: Reichardia picroides L. , métabolites secondaires, Fusarium oxysporum, activité

antifongique, pouvoir antioxydant, stress oxydant.
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Introduction

Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné & la consommation et une matiére
premiere pour 1’obtention des substances actives possédant des propriétés biologiques tres
intéressantes, qui trouvent application dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,
cosmeétologie et agriculture. Selon Teixeira da Silva (2004) ces plantes représentent une
nouvelle source de composeés actifs. En effet, les métabolites secondaires font et reste 1’objet
de nombreuses recherches, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels les
saponosides, les huiles essentielles et les composés phénolique. Les polyphénols sont doués
de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un réle trés important, principalement, dans la
lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Ils
interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes attaques microbiennes
(surtout fongiques) risquant de causer la perte d’une grande quantité de végétation (Bruneton,
1999).

La culture de pois chiche occupe une place importante dans l'alimentation. Le pois chiche
souffre de nombreuses difficultés agrotechniques. Les problémes liés a l'installation de la
culture (date, dose de semis), a la protection phytosanitaire (maladies, mauvaises herbes), aux
pertes pendant la récolte et a la non disponibilité de variétés adaptées, sont les causes
principales des faibles rendements (Bhan et Kukula, 1987). Le flétrissement vasculaire induit
par le Fusarium oxysporurn f. sp. Ciceri (FOC) est considéré comme la maladie la plus grave
du complexe de flétrissement et de pourritures racinaires qui affecte les cultures du pois
chiche. Les méthodes de lutte chimiques classiques contre ces agents pathogénes présentent
des limites.

En fait, I'utilisation massive de pesticides s‘avere toxigue non seulement pour les pathogenes,
les plantes mais aussi les consommateurs (Andreotti et al., 2009). La recherche de nouvelles
stratégies de prévention contre les infections et les maladies d’origine fongique, comporte un
intérét majeur, d’une part pour la sécurité sanitaire des aliments et la santé du consommateur
et d’autre part, pour la protection de 1’économie du pays. Une des stratégies pour cette
recherche consiste a explorer les plantes utilisées en médecine traditionnelle, afin d’identifier
davantage des substances possédant des propriétés antifongiques et antioxydant de
rationnaliser leurs utilisation, pour cela nous sommes intéressés a la plante médicinale
Reichardia picroides L. utilisée en Algérie pour traiter un grand nombre de pathologies
d’origine infecticuses et inflammatoires. Nous avons tenté d’évaluer, in vitro, I’effet de ses

extraits méthanoliques sur une souche fongique (Fusarium oxysporum).
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Dans cette optique, la présente étude vise les objectifs suivants:
Analyse quantitative du contenu en polyphénols et en flavonoides des extraits

méthanoliques.
Evaluation de I’effet antioxydant des extraits méthanoliques en utilisant le systéeme

acide linoléique/R-carotene.
Etude in vitro de I’effet antifongique des extraits méthanoliques sur la croissance de la

souche mycélienne F. oxysporum.



1. Culture du pois chiche

Le pois chiche est probablement originaire des régions de I'Est de la Méditerranée, notamment,
la Palestine et la Syrie (Ladizinsky, 1987). C’est une plante vivriére de la famille des Iégumineuses,
cultivé dans plusieurs pays d'Asie et du Moyen-Orient particulierement en Inde ou la production
atteint 92% de la production mondiale, alors qu'en Afrique et en Amérique elle est de 4% et 3%
respectivement (Singh, 1990).

Le pois chiche se trouve en deux types, le premier type est kabuli appelé aussi garbanzo, il est
caractériseé par un feuillage dont la couleur varie du vert claire au vert foncé et une floraison
blanchatre (Figure 1). Il a un port érigé ou semi érige qui permet la mécanisation de la récolte
(Ben Mbarek, 2011). Le deuxieéme type est caractérisé par un feuillage dont la couleur tend du
vert violacé au glauque et une floraison violacée (Figure 1). Il a un port retombant et un aspect
touffu. Les graines sont de plus petite taille, de forme irréguliere et a surface ridée couverte d'un

tégument épais découler foncée qui varie du marron au noir (Ben Mbarek, 2011).

Type Kabuli Type Dési

Figure 1 : Les types de pois chiche (Cicer arietinum L.) kabuli et dési



1.1. Taxonomie et caractéristiques botaniques

Sur le plan taxonomique, le pois —chiche se rattache a la famille des: Papilionacées, genre Cicer
et espece Cicer arietinum L (Saxena et Singh ,1987). Sur le plan botanique, il est décrit comme
une plante herbacée annuelle, dressée ou rampante couverte de poils glanduleux. Sa germination
est du type hypogée (les cotylédons restent souterrains).Ses racines peuvent atteindre un metre
de profondeur, mais la plupart se trouvent dans les premiers centimetres (Duke, 1981). Sa tige
anguleuse a une hauteur de 0.20 a 1 métre de haut. Ses feuilles se composent de 7 a 17 folioles
ovales et dentées. Les fleurs peuvent étre blanches, bleues ou violettes; solitaires et pédonculées.
Les gousses sont renflées a 1-2 graines presque rondes (Vander Maessen, 1972).

1.2. Cycle et saisons de la culture

Dans le bassin méditerranéen, le pois chiche est considéré comme une culture de printemps. En
général, la plante se développe vigoureusement et complete son cycle évolutif en 4 mois
(Bryssine, 1955). C'est une plante rustique connue pour sa résistance a la sécheresse (Singh,
1988).

1.3. Maladies du pois chiche

Dans plusieurs pays, la production du pois chiche est limitée par I'action de plusieurs facteurs de
stress dont les plus importants restent les maladies causées par une large gamme d'organismes
phytopathogénes comprenant des champignons, des bactéries et des virus (Haware et al., 1986).
Certaines d'entre elles sont économiquement importantes puisqu'elles sont responsables d'une
réduction des rendements. Il s'agit :

- du nanisme d'origine virale (Haware, 1988).

- de I'anthracnose, maladie foliaire induite par Ascochyta rabiei (Haware et al., 1986).

- du complexe de flétrissements et de pourritures radiculaires.

1.3.1. Le flétrissement vasculaire du pois chiche

Cette maladie est la plus redoutable et la plus dévastatrice du complexe de flétrissement et de
pourritures radiculaires dans de nombreuses zones productrices du pois chiche. Initialement
rapportée en Inde, elle a été observée en Iran, en Syrie, au Pakistan, au Chili, en Ethiopie, au
Pérou, en Espagne, aux Etats-Unis, en Tunisie, en Algérie et au Maroc (Rhrib, 1990). Les pertes
qu'elle occasionne sont variables et importantes ; elles ont été estimées 10-15% du rendement
annuel en Inde (Nene et Haware, 1980) et supérieures a 40% en Tunisie (Halila et al, 1984) elles

sont plus marquées quand le flétrissement survient au stade plantule (Haware, 1988).
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2. Les moisissures

Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes (Meyer et al., 2004). uni- ou
pluri- cellulaires, incluant des espéces macroscopiques (macromycétes) et d’autres
microscopiques (micromycetes) (Chabasse et al., 2002). L’appareil végétatif des champignons
est un thalle composé de filaments (hyphes) ramifiés dont I’ensemble constitue le mycélium. Ils
se reproduisent grace & des spores. Celles-ci sont issues soit d’une reproduction sexuée
(champignon téléomorphe) ou d’une multiplication asexuée (champignon anamorphe)
(Cahagnier et al., 1998). IIs sont ubiquitaires et les aliments sont généralement des milieux tres
favorables a leur développement. Plusieurs moisissures notamment les genres Aspergillus,
Penicillium et Fusarium sont connues pour étre des contaminants des produits agricoles et/ou
pour leur capacité a produire des métabolites secondaires toxiques dont certains, les mycotoxines
(Meyer et al., 2004).

2.1. Fursarium oxysporum

Le Fursarium oxysporum est un parasite tellurique doué d'une vie saprophytique. Par ses organes
de résistance, les chlamydospores, il est capable de survivre pendant plusieurs années dans les
conditions les plus défavorables, en absence de plante hote (Kommesdhal et al., 1970), pouvant
méme coloniser des zones profondes du sol cultivé; c'est le cas de la forme spéciale ciceri
(Haware et al., 1986). Cette situation rend compte des difficultés rencontrées quand les moyens
de lutte chimique sont préconisés. De plus, il est connu que des formes spéciales comme melonis
(Rodriguez, 1960) et ciceri (Rhrib, 1990), sont responsable de flétrissement vasculaire de pois

chiches (Trapero-Casas et Jimenez-Diaz., 1985).

2.1.1. Taxonomie et caractéristiqgues morphologiques

Le Fusarium Oxysporum f. sp. Ciceri appartient aux Hyphomycetes, a 1'ordre des Moniliales.
C'est un Deutéromyceéte qui prend sur milieu PSA ("Potato Sucrose Agar") et a 25°C un aspect
blanc cotonneux devenant rugueux en culture plus agée (Haware et al., 1986). Ses hyphes sont
septes et ramifies. Les microconidies ovales, droites, ou incurvées sont portées par des
conidiophores courts ou latéralement par les hyphes. Les macroconidies, moins nombreuses et
portées par des conidiophores ramifiés ont 3 a 5 septa; elles sont fusoides et pointues aux deux
extrémités. Des chlamydospores se forment dans les cultures &gées (Figure 2) (ElI Aoufir,
2001).



Figure 2: Mycroconidies asymétriques, légérement incurve, disposés en amas a 1’extrémité de

monophialides solitaire (1), de chamydospores sont parfois observées (2). (Chabasse et al., 2002).

2.1.2. Epidémiologie et cycle évolutif de la maladie

L'infection primaire se fait au moyen des chlamydospores (Haware et al., 1986). Leur
germination dans le sol peut étre inhibée par les exsudats des racines du pois chiche, phénomene
qui a son importance dans la résistance de la plante a la maladie (Haware et Nene, 1984). Le tube
germinatif qui s'introduit a travers I'épiderme du systeme radiculaire envahit les vaisseaux du
xyléme. Le développement du champignon (mycélium et conidies) obstrue ces vaisseaux, ce qui
induit par conséquent un flétrissement des plantes accompagné d'une coloration des tissus
vasculaires (Gupta et al., 1986). L'infection s'accompagne d'une réduction de la chlorophylle et
parallelement d'une augmentation des acides organiques, des polyphénols et des hydrates de
carbone. Les symptdmes peuvent se manifester a deux stades de développement de la culture
(Haware, 1988). Ils apparaissent au stade plantule, trois semaines apres le semis: les feuilles des
plantes affectées montrent une flaccidité suivie d'une coloration vert terne et d'un desséchement
conduisant a la mort précoce de la plante. Il s'agit d'un flétrissement typique. Les symptdmes
peuvent se manifester aussi chez les plantes adultes sous forme d'un jaunissement progressif de
bas en haut avec une nécrose des folioles. Il s'agit d'un flétrissement tardif appelé aussi

jaunissement vasculaire (Cabrera de la Collina et al., 1985) (Figure 3).



Figure 3 : Une plante de pois chiches déracinés affectée par la fusariose, montrant clairement

des symptdmes de jaunissement typiques (Singh et al., 1987).

3. Les Méthodes de lutte contre les agents pathogenes

La lutte contre les agents pathogénes des plantes passe par l'utilisation de plusieurs méthodes

dont les plus connues sont.

3.1. La lutte culturale

C'est un ensemble de mesures visant a prévenir les maladies et limiter les risques d'infection. Ces
mesures consistent a lI'arrachage et la destruction des débris et des plantes hotes, a l'utilisation des
semences indemnes, a la rotation des cultures, a maintenir une fertilisation équilibrée et a
appliquer une densité de semis adéquate (Sanou, 2004).Le nettoyage du champ aprés la récolte et
avant le début de la saison réduit considérablement I'inoculum primaire dans le champ (Marley et
al., 2005),

3.2. La lutte chimique

La lutte chimique est la méthode la plus employée parce qu'elle permet d'avoir des résultats
spectaculaires (Sanou, 2004). Cependant, l'utilisation des produits de synthese a des
consequences néfastes sur I'environnement et la santé humaine donc un handicap majeur a leur

utilisation.



3.3. Lutte géneétique

L’utilisation de variétés résistantes constitue la méthode la plus recommandée qui donne de
meilleurs résultats parce que la plante est habilitée a lutter contre les champignons sans l'aide
d'une autre substance (Garrier, 2009).

3.4. La 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 les perspectives nouvelles qu'offre cette approche pour la culture biologique
(INRA, 2005).

4. Les plantes et le stress oxydant

Les plantes sont souvent confrontées & des conditions environnementales défavorables qu’on
peut dénommer « stress » et qui ont pour conséquence une diminution de la croissance. Tous les
stress impliquent des réactions de signalisation capables d’aboutir a la mise en place de défenses
ou de déclencher une mort cellulaire programmeée. La mort cellulaire induite par le stress a été la
plus étudiée dans le cas des interactions plantes-pathogenes, ou il a été établi que les

modifications redox, surtout liées a la production de formes actives d’oxygenes comme le H 2O2
jouent un réle important. Un réle clé pour le H ,0, est soutenu par I’observation que des plantes

déficientes en catalase, enzyme importante dans le métabolisme de cette molécule, produisent
des lésions similaires a celles induites lors de la réponse hypersensible (Queval et al., 2007).

4.1. Définition

Dans les systemes biologiques, 1’oxygeéne est normalement transformé en molécules d’eau au
niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est cruciale puisqu’elle apporte a
la cellule la majorité d’énergies nécessaire (sous forme d’adénosines triphosphate (ATP) pour
assurer ses multiples fonctions (Favier, 2003). Le stress oxydant se définit comme étant le
résultat d’un déséquilibre en faveur des espéces pro-oxydantes (radicaux libre) par rapport au
systeme de défense de 1’organisme (antioxydants) contre ces substances. Ce deséquilibre a pour

conséquence ’apparition des dégats souvent irréversibles pour les cellules (Delattre et al., 2005).



4.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés, ce
qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L'ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygéne (Favier, 2003) (Figure 4)

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogénes ou exogenes.

4.2.1. Les sources endogenes

- La mitochondrie est la principale source de ROS (Espéces réactifs de 1’oxygeéne) par

I’intermédiaire de sa chaine respiratoire. Elle produirait en effet 90 % des ROS cellulaires

(Balaban et al., 2005).

- les enzymes tels que ; la catalase (Belviranli et Gokbel, 2006). La xanthine oxydase (XO)
(Harrison, 2002). Le NADPH oxydase (NADPHO) (Krause, 2004).

- Les ions métalliques : comme le fer et le cuivre sous leur forme réduite (Ahmad, 1995).

4.2.2. Les sources exogenes

Un certain nombre de facteurs environnementaux, tels que I’ultraviolette et les rayonnements
ionisants peut stimuler la production endogéne des radicaux libres apres interaction avec les
tissus ou cellules (Bartosz, 2003). Diverses autres sources exogéenes contribuent directement ou
indirectement a la charge totale de I'oxydant. Il s'agit notamment des effets de la pollution
atmosphérique et les gaz toxiques naturels, ainsi que les produits chimiques et les toxines. En
outre, les micro-organismes étrangers induisent la formation d'oxydants secondaires et la
libération dans I'n6te, en plus de leurs capacités parfois d'oxydation directe (Lykkesfeldt et
Svendsen, 2007).
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Figure 4: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygéne

impliqué en biologie (Favier, 2003).

4.3. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003), ce sont des composés qui réagissent

avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).

4.3.1. Antioxydants enzymatiques

- Le superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en H,0.

- La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogeéne en eau et en
oxygene moléculaire.

- La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son réle est
d’accélérer la dismutation du H,O, en H,0 et O,. Lors de cette reaction deux molécules de

glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure (GSSG) (Ahmad, 1995).

superoxyde dismutase

20,-+2H* = H,0,+0,

catalase

2 H,0, - 2H,0+0,

olutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH ~ 2 H,0 + GSSG
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4.3.2. Antioxydants non enzymatiques

- La vitamine E se fixe a la membrane cellulaire et inhibe la chaine de réactions de
peroxydation lipidique en capturant un radical lipidique peroxyle (LOQO") (Evans, 2000).

- La vitamine C (I’acide ascorbique) est une vitamine hydrosoluble, qui se trouve dans le
cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut capter directement O, et OH". Elle peut
aussi réduire le radical o-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la
vitamine E (Packer et al., 1997).

- Les caroténoides sont trés nombreux et représentent la principale source de rétinol. En
plus de leur activité de provitamine A, les caroténoides sont capables d’inactiver 1’oxygene
singulet et les radicaux libres en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi
en molécules ou ions stables (Krinsky, 1993).

- Les polyphenols sont des métabolites secondaires peuvent prévenir 1’oxydation des
biomolécules (Meyer et al., 1997). Ces composés peuvent agir de différentes facons dans
les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des especes réactives de
I’oxygene, par chélation de métaux de transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction
de Fenton) ou par inhibition de D’activité de certaines enzymes responsables de la
production des ROS (Halliwell, 1994).

5. Les métabolites secondaires

Les composés produits par les plantes sont subdivisés en deux groupes de molécules : les
métabolites primaires et les métabolites secondaires.

- Les meétabolites primaires sont des composés ubiquistes et nécessaires aux processus
vitaux, comme les sucres simples, les acides aminés, les lipides et les acides nucléiques. lls
ont un role essentiel pour le métabolisme et le développement végétal. IlIs se retrouvent
dans toutes les especes.

- Les métabolites secondaires sont des molécules qui ne participent pas directement au
développement des plantes mais plut6t interviennent dans les relations avec le stress
biotiques, abiotiques ou améliorent 1’efficacité de reproduction. Ils sont différents dans les

différentes espéces (Tableau I) (Buchanan, 2000).
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Tableau I : Les trois types de métabolites secondaires

Famille Voie de Biosynthése Nombre de molécules
Terpénoides Isopentenyl diphosphate (IPP) 25000
Alcaloides Acides aminés 12000

. Acide shikimique
Composés phénoliques ) 8000
et acétate/malonate

5.1. Les terpenes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cycliqgue ou de chaine ouverte
(Figure 5) (Hernandez-Ochoa, 2005). lls constituent le principe odoriférant des végétaux. Cette
odeur est due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de
carbones. Les extraites de ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme
parfum (rose, lavande). Nombre d’entre eux possédent des propriétés antiseptiques (Klaas et al.,
2002).

CH
|3
C CH
2 H

Figure 5: Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007)

5.2. Les alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit au début du XIXéme siecle par W. Meisner (Zenk et Juenger,
2007). 1l n’existe pas de définition simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de
situer les frontiéres qui séparent les alcaloides et d’autres métabolites azotés naturels. Il est
admis qu’un alcaloide est un composé organique d’origine naturelle (le plus souvent végétale),

azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doué a faible dose (Bruneton, 1999).
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5.3. Les composés phénoliques

Prés de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille; ils comportent un noyau
benzénique portant au moins un groupement hydroxyl (Stalikas, 2007). Les composés
phénoliques peuvent avoir des fonctions essentielles dans la reproduction et le développement

des plantes, de plus ils possédent des potentialités thérapeutiques (Adom et al., 2005).

5.3.1. Classification des composés phénoliques

- Les acides phenoligues : sont contenus dans un certain nombre de plantes médicinales
(Psotova et al., 2003). Comme ; acide chlorogénique, acide caféique, acide protocatéchique,
acide vanillique, acide férulique, acide sinapique et acide gallique (Hale, 2003). Ils sont
considérés comme substances phytochimiques avec des activités biologiques (Psotova et al.,
2003).

- Les tannins : sont des molécules de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da. lls
sont présents dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes (Watterson et Butler, 1983).
Les tanins constituent un mécanisme de défense des plantes contre les pathogénes, les herbivores
et des conditions environnementales hostiles et peuvent donc se retrouver dans les déchets verts.
Deux groupes de tanins peuvent étre distingués : Les tanins hydrolysables et les tanins non-
hydrolysables ou condensés (proanthocyanidine et phlorotanins) (Kogel-Knabner, 2002).

- Les flavonoides : L’appellation « flavonoides » rassemble une trés large gamme de

composés phénoliques formés par un squelette de base de 15 atomes de carbones (Dominick et
al., 2008) (Figure 6). Ces composés représentent le groupe de composés phénoliques le plus
diversifié : plus de 4000 flavonoides ont déja été identifiés. (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux, ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles végétaux (Havsteen,
2002), assurant ainsi la protection des tissus contre les agressions des ultraviolets (Rajne
rayanama et al., 2001).
Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines ou d’hétérosides
(portant un ou plusieurs résidus osidiques) (Havsteen, 2002). Les flavonoides se répartissent en
quinze familles de composés, dont les plus importantes sont les suivantes : flavones, flavonols,
flavanones, flavanonols, isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones et anthocyanes
(Harborne et Williama, 2000).
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Figure 6: Structure générale des flavonoides (Tim Cushnie et Lamb, 2005).

6. Utilisation des plantes en protection des végéetaux

Les pesticides naturels sont des produits obtenus a partir des plantes. Ils sont généralement moins
dangereux et plus spécifiques pour la cible visée par rapport aux pesticides conventionnels
(Garrier, 2009). En effet, la cendre ou les parties de la plante (feuilles, fruits, racines, écorce), ou
méme la plante entiere était utilisée pour la protection des récoltes. Ces pratiques exploitent les
propriétés des plantes que leur conférent des métabolites secondaires actives qu'elles
contiennent. L'identification de ces composeés et leurs propriétés ainsi que leur localisation dans
la plante permettent leur exploitation (Soalla, 2011).

6. 1. Activités biologiques des métabolites secondaires

Les plantes étant immobiles, elles ont du mettre en place un systeme de résistance pour
combattre les effets de I’environnement et conserver leur forme. Il semblerait notamment que les
métabolites secondaires ont un effet protecteur contre le stress attribué a la sécheresse, permettre
aux plantes de survivre sur les sols riches en métaux toxiques comme d’aluminium. Jouent un
role important dans la protection contre les UV et en protégeant ainsi les tissus internes des tiges
et des feuilles (Treutter, 2005).

Les métabolites secondaires sont souvent des molécules de défense contre les organismes
pathogénes (bactéries, virus, champignons), contre les parasites et les insectes. Leur capacité
antioxydante peut aussi expliquer un certain nombre de propriétés thérapeutiques (Crozier et al.,
2009). Ces molécules de défense peuvent étre divisees en deux groupes : ceux préformés, sont
des composés synthétisés durant le développement normal de la plante. lls sont souvent
accumulés a des endroits stratégiques de la plante pour la défense, et ceux dont la synthése va
étre induite par un phénomeéne physique, une infection ou un stress. Ils peuvent étre presents de
maniere constitutive, mais leur synthese va étre augmentée par un facteur declenchant, ou sont
uniquement biosynthétisés aprés une agression et dans ce cas on parle de phytoalexines
(Vanetten et al., 1994).
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6.1.1. Activité antifongique

Les métabolites secondaires notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis les microorganismes (Cowan, 1999 ; Ortuno et al., 2006). Il parait que le
caractere lipophile des composés augmente 1’activité, permettant aux molécules de pénétrer plus
facilement a travers la membrane fongique. De plus, la présence d’une chaine isopréne apparait
comme importante pour ’activité mais pas essentielle (Jimenez-Gonzalez et al., 2008). L’addition
de groupements alkyls au noyau benzéne du phénol augmente le caractére antifongique. Par
conséquent, un certain degré d’hydrophobicit¢ des composés phénoliques ou aldéhydes
aromatiques parait donc requis pour exprimer une caractéristique antifongique optimale (Chao et
al., 2000).

7. Reichardia picroides (L.) Roth (Picridium Desf.)

Reichardia picroides L. est une plante d’un grand intérét dans la médicine traditionnel. Elle est
largement distribuée dans la région méditerranéenne particulierement en Algérie.

La plante est connue par plusieurs appellations; (Arabe) : Alhalhal, (Anglais): Common
Brighteyes, Common Reichardia, French Scorzonera (Frangais) : Cousteline, Reichardie.

7.1. Description botanique

Reichardia picroides est une plante vivace, glabre et glauque a racine pivotante ; tiges de 25-
50cm. dressées, rameuses, assez longuement nues supérieurement ; feuilles inférieures
pennatifides ou pennatipartites, les suivantes embrassantes a larges oreillettes arrondies,
lancéolées, entiéres ou dentées ; pedoncules monosépales trés allongés écailleux au sommet, un
peu renflés sous capitule ; achaines brunatres longs de 2 mm. Fleurs ligulées, hennaphrodites.
Involucre campanulé, urcéolé et fortement rétréci au-dessus des akéenes. Bractées sur plusieurs
rangs, imbriquées, plus courtes a I'extérieur, membraneuses sur les bords et calleuses au sommet.
Akenes dimorphes, non rostres, les externes gros, prismatiques, a 4-5 angles épais et crénelés; les
internes généralement stériles, lisses. Aigrette a soies lisses, blanches, nombreuses et caduques
toutes ensemble. Pédoncules avec quelques écailles semblables aux bractées. (incl. P. maritimum
Batt. Non Ball.). (Quezel et Santa ,1963).
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Figure 7: Reicardia picroides (L.)

7.2. Nomenclature de la plante

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae(Compositae)
S/famille : Cichorioideae
Tribus : Cichorieae
Sltribus : Hyoseridinae
Genre : Reichardia
Especes : R.picroides
Slempeése : eu-picroides
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7.3. Composition chimique

L’extraction méthanoique des parties aériennes de R. picroides permet d’isolé 15 substances,
neuf flavonoides glycosides : Luteolin-7-O-glucoside, Luteolin-7- O-rhamnoside, luteolin-7-O-
rutinoside, luteolin-7-O-galactosylglucoside, Luteolin-3" 7- Oliglucoside, Luteolin-4' —
Olalucoslde,  Apigenin-7-  O-glucoside,  Apigenin-7-  O-rutinoside,  Apigenin-7-O
neohesperidoside et quatre acides phénoliques : acide caféique, acide Chlorogénique, acide

Isochiorogemique, 3,4- acide Dicaffeoylquinique (Recio et al., 1992).

7. 4. Utilisation en médecine traditionnelle

Les applications de la plante entiere sont tres vaste, généralement elle est récoltée en fleurs et
séchée pour une utilisation ultérieure pour le traitement de grand nombre de pathologies

d’origine infectieuse, inflammatoire et tumoral.
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Matériels Et Méthodes

1. Matériels

1.1. Matériels biologiques

La plante Reichardia picroides Roth. a été récoltée au mois de mars 2013, de la région de
Bougaa (Wilaya de Sétif, Algérie). Elle a été identifiee par Pr. B. OUDJHIH, université Elhadj
Lakhdar (Batna). Les racines et les feuilles ont été nettoyées séparément puis mises a secher
dans un endroit aéré a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pour mieux conserver les
molécules sensibles a la chaleur et a la lumiére. Le broyat va constituer la matiére séche qui va
servir a I’extraction.

La souche fongique « Fusarium oxysporum f. sp. Ceciri » a été obtenue aupres du laboratoire de
phytopathologie de I’Université de Mouhamed el Bachir el Ibrahimi -Bordj Bou Arreridj-.

1.2. Appareils et produits chimiques

- Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés, parmi ces produits: quercétine, acide gallique,
butylated hydroxytoluene (BHT), Genthamicine, AICl3, B-carotene, acide linoléique, Tween 40,
proviennent tous de Sigma-Aldrich, I’eau physiologique, 1’eau distillé stérile, Méthanol,
chloroforme ont été obtenus de Prolabo. Le milieu de culture est le milieu de base Potato

Dextrose Agar (PDA) qui a été préparé au niveau de laboratoire.

- Evaporateur (Germany, BUCHI461), Agitateur magnétique (GP SELECTAS ACE), Etuve
(Memmert), Bain marie (Memmert), Autoclave, Bec benzene, Balance a précision (Kern),
la hote (EQUIPLABO), Vortex (Top Mix), Spectrophotométre visible.

2. Méthodes

2.1. Extraction des polyphénols

L’extraction des flavonoides a été réalisée selon la méthode de Markham (1982). Suivant cette
méthode, 100 g de la poudre des racines et de feuilles ont été émergés séparément dans un litre
de solvant (méthanol 85%). Le melange a été soumis a une agitation pendant une nuit a 4°C.
Le mélange a été filtré sur 1’aine de verre, puis sur un papier filtre pour obtenir le premier filtrat.
Cette procédure a été répétée sur le résidu avec du méthanol 50% sous agitation pendant 4h pour
obtenir le dernier filtrat. Le premier et le dernier filtrat ont été combinés puis soumis a une
évaporation rotative a 45 °C pour eliminer le méthanol afin d’obtenir I’extrait brut, EBr.
(Figure 8)
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Figure 8: Procédure d'extraction des flavonoides de Reichardia picroides (Markham, 1982).
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2.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols dans les EBr de R. picroides a été estimée par la méthode de Folin-
Ciocalteu (Li et al., 2007). Cette méthode consiste a réduire I’acide phosphotungstique (WO4%)
phosphomolybdique (MoO,?)  (Réactif de Folin-Ciocalteu) par les groupes hydroxyles
phénoliques, qui aboutit a la formation d'un produit bleu en solution alcaline. Brievement, 1 ml
de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou standard (préparés dans le
méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de
sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température
ambiante 1’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (20-100 pg/ml) et est exprimée en pg

d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Figure 9).
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Figure 9 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).

2.3. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les EBr de R. picroides. 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le
méthanol) est ajouté a 1 ml de la solution d’AICl3 6H,O (2% dans le méthanol). Aprés 10
minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des flavonoides est déduite
a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la Quercétine (1-40 pg/ml) et est exprimée en
microgramme d’équivalent de Quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(Figure 10).
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Figure 10 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).

2.4. Test de blanchissement du B-carotene des extraits de R. picroides

Dans ce test la capacité antioxydante des extraits de R. picroides est déterminée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydatif du p-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation
de I’acide linoléique selon la méthode décrite par Aslan et ses collaborateurs (2006). L’émulsion
de B-caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg de B caroténe dans 1 ml
du chloroforme, 25 ul de I’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont additionnés, le
chloroforme est complétement évaporé, par la suite 100 ml d’eau distillée saturée en oxygene
sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement. 350 pL de solution d’extraits ou
d’antioxydants standard (BHT) solubilisé dans le méthanol (2 mg/ml) sont additionnés a 2,5 ml
de I’émulsion précédente.

La cinétique de décoloration de 1’émulsion en présence et en absence d’antioxydant (contrdle
négatif dans lequel 1’échantillon est remplacé par 350 ul de méthanol) est suivie a 490 nm a des
intervalles de temps réguliers pendant 24 heures. Le pourcentage de 1’activité antioxydante

relative des extraits (AA%) est calculé selon 1’équation suivante :

AA% = Abs (échantillon)/ Abs (BHT) *100
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2.5 Activité antifongique

2.5.1. La souche fongique

La souche fongique Fusarium oxysporum f. sp. Ceciri a été obtenue aupres du laboratoire de
phytopathologie de 1’Université¢ de Bordj Bou Arreridj. La culture pour [’espéce fongique a été
maintenues dans le milieu Potato Dextrose Agar (le PDA : 200 g de pomme de terre, 20 g de

glucose, 15 g d’agar-agar, 1000 ml d’eau distillée) inclinées et conservées a 4°C.

2.5.2. Méthodes de contact direct

La méthode de contact direct est utilisée en vue de déterminer les extraits actifs par 1’évaluation
du taux d’inhibition selon la méthode de Fandohan et al., (2004).

Les solutions meres de 100 mg/ml de I’EBr de R. picroides sont préparés dans 1’eau distillée
stérile (Fadel et al., 2011) afin de préparer une gamme de concentration de 0.075 a 100 mg/ml.
Un volume de 500 pl de chaque concentration des I’EBr de R.picroides est incorporé
séparément dans des tubes contenant 20ml du milieu PDA maintenu en surfusion. Par la suite
chaque tube est homogénéisé instantanément par agitation manuelle puis son contenu est coulé
dans une boite de pétri. Un disque mycélien de 6mm de diametre prélevé de la culture jeune du
mycete a été inoculé. Aprés cinq jours d’incubation a (25 £ 2) °C la lecture des résultats a été
effectuées par mesure du diameétre de la zone de croissance.

Parallélement, le diamétre de la zone de croissance de la méme souche fongique en absence
d’extrait dans les mémes conditions précédentes est déterminé. L’effet antifongique des extraits
sur la croissance des souches filamenteuses est déterminé par la mesure du taux d’inhibition de la

croissance en utilisant la formule d’Ebbot (Motiejiinaite et Peiculyte, 2004) :

T= (Dk-D0)/Dk x 100
Dk : Diametre de la colonie fongique du témoin (en mm)
DO : Diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm)
T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage
Les résultats obtenus sont comparés a ceux de témoin en absence d’extrait.
L’extrait est dit :
- Tres actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche
fongique est dite tres sensible.
- Actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche fongique

est dite sensible.
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- Moyennement actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 25 et 50%, la
souche est dite limite.
- Peu ou pas actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche

est dite peu sensible ou résistante.

2.6. Analyse statistique

Les résultats on été exprimés en moyenne + SD (deviation standard) (Trois répititions). Les
résultats ont été analysés par le test de student pour la comparaison des résultats en présence des
extraits avec le contrdle positif. La différence a été considérée statistiguement par le programme

GraphPad Prism significative lorsque la valeur de p est < 0.05.
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Résultats et Discussion

1. Extraction des polyphénols

La préparation des extraits des racines et des feuilles de R. pecroides a été réalisée selon la
méthode Markham (1982) en utilisant le méthanol 85%. Dans cette extraction, le méthanol a été
utilisé pour obtenir I’EBr en raison de sa polarité qui permettre d’extraire plus efficacement les
métabolites secondaire (Mohammedi et Atik, 2011). Le calcule de rendement par rapport au
poids de la poudre a montré que I’EBr.F et I’EBr.R représentent un rendement assez proche
(24.34% et 23.86%, respectivement) (Tableau I1). Recio et ses collaborateurs (1992) ont réalisé
I’extraction méthanolique de la partie aérienne de R. pecroides par soxhlet ou un rendement de
8.5% a été trouvé, qui est plus faible que celui trouvé en utilisant la méthode de Markham
(24.34%).

Tableau I1: Le rendement des extraits de R. picroides et ses teneurs en polyphénols totaux et en

flavonoides.
Extraits Rendement% A B
EBr.F 24.34 72.40+1.04 18.53 + 0.90
EBr.R 23.86 41.88 +0.43 1.19+0.14

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). A. Teneurs en phénols totaux (ug EAG /mg d’extrait)
B. Teneurs en flavonoides totaux (ug EQ /mg d’extrait).

2. Analyse des extraits de R. picroides

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus important
des plantes (Beta et al., 2005). Et comme la majorité des effets biologiques des plantes est di a
ces substances, et qui sont I'un des principaux contributeurs a I’activité antioxydante et
antifongique (Harbone et Williams, 2000), le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

des deux extraits bruts de R. picroides a été effectué.
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2.1. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Li
et al., 2007), qui a été choisie pour les raisons suivantes ; (i) ¢’est une méthode qui satisfait aux
criteres de faisabilité et de reproductibilité, (ii) la méthode est bien standardisee, (iii) la grande
longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences
avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré, (iv) c¢’est un test largement pratiqué dans les
laboratoires de recherche a travers le monde (Huang et al., 2005).

La courbe d’étalonnage obtenue montre une linéarité de I’absorbance en fonction des
concentrations (Figure 10). La quantité de polyphénols a été exprimée en ug GAE / mg
d'extrait.

D’apres les résultats présentés dans le Tableau 11, I’EBr.F est significativement le plus riches en
polyphénols (72.40 £ 1.04 pg EAG/mg d’extrait) par rapport a I’EBr.R (41.88 £ 0.43 ug
EAG/mg d’extrait) (P< 0.05). 1l a été rapporté dans une étude sur 133 plantes médicinale
(Surveswaran et al., 2007) que I’extrait de feuilles de R. picroides a montré une teneur en
polyphénols plus élevé (1.76 g/100g) que celle trouvé dans les feuilles d’Artemisia obrotanum
(0.49 g/100g). D’autre part, I’extrait des racines de R. picroides a révélé une teneur en

polyphénols (1.00 g/100g) similaire a celle trouve dans Anacyclys pyrethrum (0.92 g/100g).

2.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols naturels les plus importantes (Djeridane et al., 2010). La
détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996), méthode simple, peu codteuse et offrent une sensibilité ce qui le rend
plus pratique dans le contrdle de qualité et les laboratoires d'analyse. En outre, cette méthode
permet de déterminer la teneur totale en flavonoides méme en présence d'autres composés
polyphénoliques qui ne forment pas des complexes avec AICl; (Matyushchenko et Stepanova,
2003).

La teneur en flavonoides est exprimée en équivalent microgramme de quercétine par
milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait). Les résultats ont montré que I’EBr.F représente la
teneur la plus élevé (18.53 + 0.90 pug EQ /mg E) par apport a I’EBr.R (1.19 + 0.14 ug EQ / mg
d’extrait) (Tableau Il). D’autre maniére, la teneur de ’EBr.F en flavonoides est égale environ
15.6 fois celle de ’EBr.R
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3. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de R. picroides

La technique de blanchissement du B-caroténe permet d’évaluer I’activité antioxydante des
extraits spectrophotométriqguement par I’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique en
suivant la décoloration du B-carotene & 490 nm. Dans ce test, l'oxydation de 1’acide linoléique
génere des radicaux peroxydes suite a I’abstraction des atomes d’hydrogéne a partir de
groupements méthylénes de 1’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -
caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur (Tepe et al., 2005). En
absence des antioxydants, les radicaux libres formés provoquent I’oxydation du B-carotene et
donc sa décoloration. Par contre, la présence des antioxydants dans I’extrait minimise
I’oxydation du P- carotene qui conserve sa couleur (Tepe et al., 2005). La cinétique de
blanchissement du f- caroténe en absence et en présence des extraits de R. picroides et
d’antioxydant standard (BHT) a été suivie (Figure 11).
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Figure 11: La cinétique de I’activité antioxydante des extraits de R. picroides par rapport au
BHT, MeOH et H,0 par le test de p-caroténe / acide linoléique. (Chaque point représente la moyenne +
SD (n=3)).
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Le BHT utilisé comme contrble positif montre une courbe sous forme d’un plateau ce qui
explique son pouvoir antioxydant trés efficace (98.66 + 0.50%), tandis que le méthanol et I’cau
distillé ne présente presque aucun effet (11.73 + 4.45% et 5.59 + 0.35%, respectivement).
En comparaison avec le standard les extraits inhibent efficacement le blanchissement du B-
carotene ou I’EBr.F présente [D’activité antioxydante la plus élevée (88.63 £ 0.59%), qui est
significativement supérieure a celle de ’EBr.R (73.65 + 2.13%) (p < 0.05) (Figure 12)
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Figure 12: Activité antioxydante des extraits de R. picroides a 24 h, par le test de p-carotene /
acide linoléique. EBr.F : I’extrait brut des feuilles ; EBr.R : ’extrait brut des racines. (Chaque valeur

représente la moyenne = SD (n = 3). p < 0.05).

Cette activité antioxydant peut étre di a la teneur élevée en polyphénols de I’EBr.F par apport a
I’EBr.R, ce qui en accord avec les résultats trouvés par Baghiani et ses collaborateurs (2010) ;
Boumerfeg et ses collaborateurs (2012) plus la teneur en polyphénols est élevée, 1’activité
antioxydante est élevée. Plusieurs études ont montré que I’effet antioxydant des sources naturels
est d0 a leurs composés phénoliques (Yang et al., 2002). Un extrait qui retarde ou inhibe le
blanchissement du -caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme un
antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et Shahidi, 2006). Selon plusieurs auteurs, le test

d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique couplée & celle du p-caroténe, parait tres utile
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comme un modéle mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques
(Ferreria et al., 2006).

4. Activité antifongique des extraits

La formation de métabolites toxiques dans les plantes a la suite de leur attaque par des
champignons peut étre le résultat de trois mécanismes différents ; le champignon, en parasitant
un végétal vivant, peut entrainer, soit une exacerbation de certaines réactions métaboliques de la
plante, conduisant a des concentrations anormalement élevées d’un constituant habituel, soit la
formation par le végétal de produits toxiques n’existant pas dans la plante saine (Le Bars, 1988).
Le champignon peut transformer un composé peu ou pas toxique en un produit toxique (Le Bars,
1988). Dans la présente étude 1’activité antifongique de I’EBr.F et ’EBr.R de R. picroides a été
étudié vis-a-vis une souche mycélienne "Fusarium oxysporum” par la méthode de contact direct.
Les résultats montrent qu’a des concentrations élevés des extraits bruts de R. picroides (5 a 100
mg/ml), les diametres de croissance des colonies de F. oxysporum avec ceux de témoin ne
présentent aucune différence. Cependant la diminution de la concentration des extraits dans le
milieu de culture commence a donner des effets (Tableau I11), (Figure 13). Les concentrations
expérimentées appliquées sont 0.075 mg/ml, 0.3 mg/ml, et 1.25 mg/ml dont un volume de 500pl

a été prélevé de chaque concentration et mis dans un volume de 20 ml PDA

Tableau I11: Activité antifongique des extraits de R. picroides sur la croissance de F.oxysporum.

EBr.F EBr.R
Témoin PDA C
(mg/ml) Dcrch 1% Dcrch 1%
(mm) (mm)
40.5mm 0.075 36.33+0.577 10.29+1.42 38.33+0.29 5.35£0.71
0.3 31.33£0.577 22.63+1.42 35.33£0.577 12.75+1.42
1.250 28.33+0.577 30.04 +1.42 32.33+0.577 20,16+1.42

EBr.F : I’extrait brut des feuilles ; EBr.R : ’extrait brut des racines, PDA : milieu de culture; D cr ch ; diameétre de
croissance de la colonie de champignon.
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Figure 13: Activité antifongique des extraits de R. picroides. EBr.F I’extrait brut des feuilles EBr.R

I’extrait brut des racines.

A des concentrations de 0.075 et 0.3 mg/ml de I’Ebr.F, le diamétre de croissance est diminué de
40.5 mm (témoin) a 36.33 £ 0.577 et 31.33 £ 0.577mm, respectivement (Figure 14) et qui sont
équivaux aux taux d’inhibition de 10.29 + 1.42% et 22.63 + 1.42%, respectivement ; cet effet est
supérieur a celui exercé par I’EBr.R dont les diamétres ont été de 38.33 + 0.29 mm a la
concentration 0.075 mg/ml et de 35.33 + 0.577 mm a la concentration 0.3 mg/ml équivaux & 5.35
+0.71% et 12.75 + 1.42%, respectivement.

Figure 14 : Activité anifongique des extraits de R. picroides.
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L’effet de ’EBr.F a 1.25 mg/ml est Moyennement actif sur la souche F.oxysporum ou le
pourcentage de réduction de la colonie est de 30.04 + 1.42% qui est significativement (p < 0.05)
supérieur a celui donné par I’EBr.R (20,16 + 1.42%) (Figure 15).
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Figure 15 : Activité anifongique des extraits de R. picroides. (Chaque valeur représente la moyenne +
SD (n=3). p <0.05).

Ces résultats peuvent également étre expliqués par la teneur élevée en polyphénols et en
flavonoides de I’EBr.F (72.40 £ 1.04 pg EAG/mg E et 1853 £ 0.90 pg EQ /mg E,
respectivement) par rapport a celle de ’EBr.R (41.88 £ 0.43 ug EAG/mg E et 1.19 + 0.14 pg EQ
/mg E).

D’autre études comme celle réalisés par Bougandoura et Bendimared (2012), qui ont évalué
I’activité antifongique de 1’extrait méthanolique des feuilles de Satureja calamintha vis-a-vis
F. oxysporum par la méme méthode (méthodes de contact direct), ils ont trouvé un pourcentage
d’inhibition plus élevé (66,66%) que celle de I’EBr.F du R. picroides (30.04+£1.42%), malgré que
ce dernier a montré un rendement et une teneur en polyphénols totaux et flavonoides plus élevé
(24.34%, 72.40 £ 1.04 ug EAG /mg d’extrait, 18.53 £ 0.90 ug EQ /mg d’extrait, respectivement)
que celle présenté par I’extrait méthanolique de Satureja calamintha (8,58%, 2,968+0,809 ug
EAG /mg de matiére séche, 1,280+0,077 ug EC /mg de matiére seche, a 1’ordre). Cela peut étre
dd a la nature des polyphénols qui constituent chaque extrait et la possibilité de 1’effet
synergique avec d’autres molécules non-phénoliques, ou bien il se peut que son activité soit
masquée par la présence des sucres (Sanogo, 2006 ; Surveswaran et al., 2007). Il a été rapporté
que le caractere lipophile des composés naturel augmente 1’activité, permettant aux molécules de
pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique. De plus, la présence d’une chaine

isopréne apparait comme importante pour I’activité mais pas essentielle (Jimenez-Gonzalez et
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al., 2008). L’addition de groupements alkyls au noyau benzéne du phénol augmente le caractére
antifongique. Par conséquent, un certain degré d’hydrophobicité des composés phénoliques ou
aldéhydes aromatiques parait donc requis pour exprimer une caractéristique antifongique
optimale (Chao et al., 2000).
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Conclusion

Le flétrissement vasculaire induit par le Fusarium oxysporurn f. sp. Ciceri (FOC) est considéré
comme la maladie la plus grave du complexe de flétrissement et de pourritures racinaires qui
affecte les cultures du pois chiche. L'utilisation massive de pesticides s'avere toxique non
seulement pour les pathogénes, les plantes mais aussi les consommateurs. La recherche de
nouvelles stratégies de prévention contre les maladies fongiques, comporte un intérét majeur.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés therapeutiques et protectives. La plante Reichardia picroides est parmi les plantes
largement utilisées de nos jours en médecine traditionnelle en Algérie. Dans notre étude, les
extraits bruts de Reichardia picroides semblent présenter un intérét réel et potentiel par leurs
activités antioxydantes et antifongique qui ont été établies in vitro. L’extraction méthanolique
(85%) a permis d’obtenir des rendements d’extraits bruts des feuilles et des racines de R.
picroides de 24.34% et 23.86%, respectivement. Effectivement, le dosage phytochimique en
utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu a permis de démontrer que ces extraits sont riches en
composes phenoliques. De méme le dosage des flavonoides par la méthode d’ AlCl; a montré que
I’EBr.R et ’EBr.F représentent des teneurs considérable de 1’ordre de 1.19 + 0.14 et 18.53 +
0.90 png EQ /mg d’extrait, respectivement. Le test de [3-caroténe révele que ces deux extraits sont
tres actives (le pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de B-carotene égal 88.63 + 0.59% pour
I’EBr.F et 73.65 + 2.13% pour I’EBr.R) en comparaison avec le contréle positif BHT (98.66 +
0.50%, un composé connu par son activité antioxydante trés forte). Par ailleurs, un test
antifongique vis-a-vis le champignon « F. oxysporum f. sp. Ciceri » a été réalisé, les résultats ont
montré que I’extrait brut de feuilles de R. picroides est moyennement actif vis-a-vis le
champignon (30.04 + 1.42%) tendis que ’extrais des racines est révélé peu actif (20,16+1.42%)
sur la méme souche fongique ces résultats sont liés directement a la diversité quantitative des
composés présents dans les extraits du R. picroides.

Notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise par un réservoir
assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et
pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées par les recherches.

Les résultats obtenus de la présente étude restent préliminaires.

- 1l serait intéressant de tester l'activité des fractions chromatographiées et d’isoler les molécules
qui sous tendent les diverses activités détectées dans ces deux extraits.

- De plus, des études complémentaires approfondies concernant 1’identification des composés

phénoliques par des méthodes plus performantes sont nécessaires.

32



- Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant des extraits des études similaires in vivo seraient
intéressantes et plus prometteuse visant d’autres marqueurs biologiques tels que 1’évaluation de
la peroxydation lipidique et les enzymes antioxydants.

- De méme, des études approfondies sur la pharmacodynamique de ces principes actifs serait
utiles pour la détermination des doses préventives et thérapeutiques qui étre un alternatif a
I'utilisation des produits de synthese pour luter contre les agents pathogénes

- Il serait intéressant d’extraire et de tester les huiles essentielles de cette plante.
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