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Résumé

Le flétrissement vasculaire de pois chiche, causé par Fusarium oxysporum .f. sp.
ciceris (FOC), est la maladie la plus importent en Algérie. Dans cadre de la recherche des
méthodes de lutte alternatives aux produits chimiques par le bais des substances naturelles,
nous avons investigué 1’effet bioactif de Schinus molle, Thymus pallissens, Artemesia herba
alba, Rosmarinus officinalis, Pinus halpensis et Laurus nobilis contre le Foc in vitro et in
vivo. Les tests ont révélés une activité prononcée des extrais aqueux contre les spores de Foc
représentée par rétrécissement, éclatement, inhibition totale ou partielle de la germination. Par
ailleurs, I’intensité d’inhibition varie selon I’espéce végétale et la concentration de I’extrais.
Cependant, le taux le plus élevé a été constaté avec le Thymus pallissens (95.28%) et
Artemesia herba alba (93.39%). En revanche, les valeurs les plus faibles ont été enregistrée
par le traitement par 1’extrais de Pinus halepensis (25.54%). Les résultats in vivo expriment
I’activité antifongique de la poudre de 7. pallissens, L. nobilis et R. officinallis dont les
valeurs de ’AUDPC obtenus sont inférieures a 200 exprime une réduction de 98% de la
gravité¢ de la maladie. En revanche, le Foc a exprimé une résistance contre la poudre de S.
molle ainsi que de P. halepensis avec des valeurs de I’AUDPC supérieures a 600. Les
résultats obtenus montrent également 1’effet indirect de la poudre sur la physiologie de la
plante ou elle a surmontée ces mécanismes de défense par la production des substances
antifongiques représentées par les flavonoides et les polyphénols. A cet effet, le taux plus
¢levée des flavonoides sont notés chez les plantules traitées par la poudre de Schinus (80.96)
et laurus (97.46). Par contre les taux les plus faibles sont enregistrés chez les plantules traitées

par la poudre de 4. herba alba et T.pallissens.

Mots clés : Fusarium oxysporum  .fsp. ciceris (FOC), Thymus pallisens, activité

antifongique, extrais aqueux, polyphénols, flavonoides.



Abstract
The vascular wilt of chickpea, caused by Fusarium oxysporum .f. sp. Ciceris (FOC), is the
most important diseases in Algeria. We investigated the bioactive effect of Schinus molles,
Thymus pallissens, Artemesia herba alba, Rosmarinus officinalis, Pinus halpensis and Laurus
nobilis .against the Foc in Vitro and in vivo. The tests revealed a pronounced activity of the
aqueous extracts against Foc spores represented by shrinkage, bursting, total or partial
inhibition of germination. Moreover, the intensity of inhibition varies according to the plant
species and the concentration of the extract. However, the highest rate was observed with
Thymus pallissens (95.28%) and Artemesia herba alba (93.39%). On the other hand, the
lowest values were recorded by treatment with Pinus halepensis extract (25.54%). The in vivo
results express the antifungal activity of the powder of T. pallissens, L. nobilis and
R.officinalis whose AUDPC values obtained are less than 200 expresses a 98% reduction in
the severity of the disease. On the other hand, Foc has expressed resistance against the powder
of S. molle as well as of P. halepensis with AUDPC values of more than 600. The results
obtained also show the indirect effect of the powder on the physiology of the Plant where it
overcame these defense mechanisms by producing antifungal substances represented by
flavonoids and polyphenols. For this purpose, the higher rate of flavonoids is observed in
seedlings treated with Schinus powder (80.96) and Laurus (97.46). On the other hand, the
lowest rates were recorded in the seedlings treated with the powder of L. nobilis and T.

pallissens.

Key words: Fusarium oxysporum. Ciceris (FOC), Thymus pallissens, antifungal activity,

aqueous extracts, polyphenols, flavonoids.
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Introduction

Introduction

Les légumineuses alimentaires représentent de par la superficie qu'elles occupent,
uneplace importante dans le systéme agraire et 'agroéconomie de nombreux pays du monde,
en raison (Bacha et Ounane, 2003) deleur capacit¢é d'adaptation a des conditions
pédoclimatiques difficiles, ainsi que leur faible exigence culturale. Du point de
vuenutritionnel, la richesse des légumineuses en protéines permet de corriger dans une
certaine mesure les carences en protéines animales, ainsi que le déséquilibre alimentaire
despopulations qui ont tendance a se nourrir exclusivement de céréales. Selon Obaton, (1980),
unhectare de légumineuses alimentaires produit un tonne de protéines, soit 10 fois plus
qu'uneproduction d'un élevage a viande sur la méme surface.

Les légumineuses alimentaires regroupent plusieurs especes, parmi celles-ci, nous
avons le pois chiche (Cicer arietinumL.), est unelégumineuse a graine de saison fraiche,
cultivé par les petits fermiers dans de nombreuses régions du monde. Il constitue une source
importante de protéines dans I’alimentation des nécessiteux et joue un role essentiel dans les
régimes végétariens. Il est également de plus en plus utilisé en tant que succédané des
protéines animales.

EnAlgérieplusieurslégumineusesalimentairessontcultivées,maisleursituationactuellen'es
tpasencourageante(Toulaiti, 1988).Eneffet,laculturedepoischicheoccupeuneplaceimportantedan
sl'alimentation,maiselleestloind'avoiruneplaceéquivalenteacelledescéréalesdanslesystemedepro
duction.Lepoischichesouffredenombreusesdifficultés, en dehors des
conditionsd’environnement et le non maitrise des techniques culturales qui sont des causes
nonnégligeables de la faiblesse de la production, il semble que le probléme majeur reste celui
del’aspect phytosanitaire souvent attribué¢ a des maladies fongiques telles que le flétrissement
vasculaire.

La maladie du flétrissement vasculaire du pois chiche, dont 1’agent causal est le
champignon FOC, devient de plus en plus préoccupante. Elle affecte la qualité et la quantité
du rendement. (Navas-Cortes et al, 2000) ont estimé les pertes occasionnées par le
champignon de 10 & 15% de la production mondiale. Cependant, il est capable de détruire
completement la récolte de pois chiche dans les conditions favorables. Néanmoins, les
indications exactes sur les pertes causées par le FOC ne sont pas disponibles dans tous les
pays, ou la maladie a été signalée (AkhtarAyyub, 2001).

La lutte chimique reste la principale mesure de contrdle existante pour combattre les
maladies des plantes. Néanmoins, plusieurs facteurs ont conduit a rechercher d’autres

méthodes de lutte. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer entre autre l'apparition de
1



Introduction

phénoméne de résistance chez les pathogeénes, la détection de résidus sur les denrées
alimentaires, les exigences du consommateur et le retrait de I'agréation de certains fongicides
efficaces destinés a cet usage (Lévesque et Rahe 1987).

Parmi les alternatives développées en vue de remplacer partiellement ou totalement 1'usage
des fongicides synthétiques, la lutte biologique s'avére une mesure trés prometteuse.

Dans la recherche des méthodes de lutte alternatives, le réegne végétal offre beaucoup

de possibilité. Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilis¢ diverses plantes trouvées
dans son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes
représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils
possedent un trés large éventail d'activités biologiques. Cependant 1'évaluation de ces activités
demeure une tache trés intéressante qui peut faire l'intérét de nombreuses études.
C’est dans cette perspective que nous avons essayé d’étudier 1’action de quelques
extraits aqueux des plantes sur la croissance des champignons de flétrissement et détérioration
de pois chiche comme substances naturelles alternatives des produits chimiques
utilisés.Les extraits des plantes peut offrir une méthode de lutte alternatives aux fongicides
utilisés dans la lutte contre les agents pathogenes en général et le Foc en particulier. Dans le
but de chercher d’autres alternatives de lutte contre ce champignon, entre autres par le bais
des extrais bioactif des plantes, nous étudions dans ce travail I’interaction entre une espece de
Fusarium & savoir le F. oxysporum avec quelques extraits aqueux de 6 plantes
(Rosmarinusofficinalis, Thymus pallissens, Schinus molle , Pinushalepensis, Artemisia herba
alba, Laurisnobilis).

-Alors, 1’objectif du présent travail est de tester, in vitro, I’activité antifongique des
extrait aqueux, dont les principaux objectifs de ce travail consistent a :

— Rechercher I’effet inhibiteur des extraits aqueux des six plantes médicinales sur le FOC.

— L’¢tude de I’effet antifongique de la poudre de ces plantes in vivo, afin de tester 1’effet
de ces produits sur les mécanismes de résistance des plantules de pois chiche dé¢ja
traitées par la poudre des plantes test.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties. La premiére
partie propose une mise au point bibliographique, qui présente le pathosysthémeagent
pathogene et la plante hote. Dans la seconde partie (pratique), nous avons décrit le matériel et
les méthodes utilisées. Les résultats obtenus sont présentés et discutés dans le chapitre II1. Le
manuscrit est achevé par une conclusion générale, les annexes et la liste des références

bibliographiques.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

1. Pois chiche

1.1.0rigine et historique

Le pois chiche est probablement originaire du Moyen-Orient, plus précisément du
Sud-Est de la Turquie et de la Syrie (Saxena, 1984 ; Singh, 1997). Des restes carbonisés
découverts au Proche-Orient indiquent que cette espece était cultivée au VIléme millénaire
avant notre ¢re avec les céréales, le petit pois et la lentille (Vanier, 2005 ; Redden et Berger,
2007).
Lepoischicheaétédisséminédepuiscetempspourdevenirunecultureimportantedesenvironnements

subtropicauxetlarégionméditerranéenne(MuehlbaueretRajesh,2008;KumaretAbbo,2001).

1.2. Importance de pois chiche
1.2.1. Dans le monde

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est largement cultivé a travers le monde et occupe
la troisiéme position chez les Iégumineuses alimentaires en termes de surfaces cultivées
(11,97 millon ha; FAOSTAT-Agriculture, 2010). Le pois chiche est considéré comme une
source essentielle de protéines dans de nombreux pays, en particulier dans le Sud et 'Ouest de
'Asie et en Afrique du Nord. La moyenne annuelle produite dans le monde entier (0,78 t ha-
1) est considéré comme beaucoup plus faible que son rendement potentiel (Singh et al., 1994).
Plusieurs contraintes biotiques et abiotiques causent environ 4,8 et 6,4 millions de tonnes de
pertes de rendement globaux annuels. ( Pande et al, 2005).

La production mondiale du pois chiche a connu, durant la derniére décennie, une
tendance a I’augmentation relativement marquée avec un taux d’accroissement de 56%, et
une production moyenne décennale de 8 736 391 tonnes; alors que les superficies
consacrées n’ont augmentées que de 26% avec une moyenne décennale de 10 662 444 ha
(FAO, 2001-2010). L’Inde est le premier producteur mondial avec pres de 70% de la
production (7 480 000 tonnes) et représente a elle seule 2/3 des surfaces dédiées a cette
culture (8 210 000 ha), tandis que la production totale de 1’ Australie, le Pakistan, la Turquie,
le Myanmar, I’Ethiopie, I’Iran, le Mexique et le Canada, représentent environ 27% de la

production mondiale (FAO, 2010).

1.2.2. Dans L’Algérie
Le pois chiche (Cicer arietinum L.), I’une des plus importantes légumineuses a graines en
Algérie, occupe la deuxiéme position apres la féve-feverole. La majeure partie des superficies

cultivées de cette espéce est concentrée a I’Ouest du pays, particulierement, dans les régions
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de Tlemcen et Ain-Temouchent, qui sont caractéris€ées par un climat humide a subhumide
(MADR, 2014). Cette espéece est cultivée sur une superficie annuelle moyenne de 33 mille ha
soit 36.78% de la superficie des 1égumineuses a graines. La production, est caractérisée par
des fluctuations interannuelles, de 1’ordre de 351 mille quintaux avec un rendement moyen de
10 g/ha (MADR, 2014). Pour combler le déficit de la production en pois chiche et de
satisfaire les besoins de la population algérienne, le gouvernement a fait recours a des

importations massives, de I’ordre de 66 mille tonnes en 2011 (FAO, Stat, 2013)

1. 3. Taxonomie et caractéristiques botaniques
Sur le plan taxonomique, Le pois chiche (Cicer arietinumL.) appartient au genre Cicer
a la classe des Dicotylédones, a la sous-classe des Dialypétales, I’ordre des rosales, famille
de Fabaceae, la sous-famille des Papilionaceae, Régne : Plantaeet a la section
Monocicer(Bock, 2009; Yadavet al.,2007)
Sur le plan botanique, Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une espece herbacée,
annuelle, diploide (2n = 16 chromosomes), autogame, présentant moins de 1% d’hybridation

naturelle et diploide (2n = 16 chromosomes). (Singh et Reddy, 1991).

2. les maladies de flétrissement vasculaire

2.1. Symptomes du Fusarium oxysporumf.sp. ciceris

il-ya deux types de symptome peuvent apparaitre : le flétrissement vasculaire causé
par les races 1A, 2, 3, 4, 5 et 6 et le jaunissement foliaire causé par les races 0 et 1B/C
(Jiménez-Gasco&al., 2001). Ces deux pathotypes du F. o. c., se distinguent par la différence
entre les deux syndromes ou, le pathotype de jaunissement induit un jaunissement foliaire
progressif avec une décoloration vasculaire. En revanche, le pathotype de flétrissement induit
une chlorose sévere avec une décoloration vasculaire et un flétrissement brutal des feuilles
(Kaiser&al., 1994 ; Jiménez-Gasco& al., 2004). Selon Haware et Nene (1980), dans les deux
cas, la maladie peut apparaitre a n’importe quel stade de croissance de la plante hote. C’est
pourquoi chez une variété hautement sensible, les symptomes peuvent se développer au

25¢me jour ou parfois bien avant, juste apres la levée (Navas-cortés &al., 2000).
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Figure 1 : Symptomes observés en plein champ :A) flétrissement vasculaire précoce dans B.

Symptomes de flétrissement vasculaire tardif source (Moutassem, 2008)

2.2. L’agent pathogéne Fusarium
2.2. 1.Taxonomie et biologie

Le genre Fusarium a ét¢ découvert par Link en 1809. Il est délimité dans son sens
actuel par Appell et Wollenweber (1910) et correspond a la forme de reproduction asexuée. 11
appartient au phylum des Deutéromycetes (champignons imparfaits), car la reproduction
sexuée chez la plupart des especes n’a pas été observée. Il appartient a la sous-classe des
Hyphomyceétes a conidiophores réunis ensporodochie et a la famille des tuberculariacées,
ilfait partie de la section Elegans (Nelson et al., 1983).
2.2..2 Morphologie

Le Fusarium se multiplie par voie végétative ou par I'intermédiaire de spores
asexuées. Cette forme imparfaite (anamorphe) est caractérisée par un mycélium septéeramifi¢
(Belabid, 2003). Le Fusarium produit trois types de spores asexuées :desmicroconidies, des
macroconidies et des chlamydospores (Nelson et al., 1983 ; Llorenset al., 2006).
Sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar), les espéces appartenant au genre Fusarium
peuvent varier d"apparence. Généralement, au début de la croissance, le mycélium aérien est
blanc et peut ensuite changer vers une grande variété de couleurs (du violet jusqu’au pourpre
foncé) selon I’isolat. En revanche, si les sporodochiums (amas de conidiophores provenant
d’un stroma ou masse d hyphes) sont abondants, la culture apparaitra avec une couleur créme

ou orange (Smith et al.,1988).
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Figure 2. A-B: Macroconidies; C—D: Microconidies; (Leslie &Summerell, 2006)

2.2. 3.Biologie et épidémiologie de la maladie

L'infection primaire se fait au moyen des chlamydospores. 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 al. 1986).

Le tube germinatif qui s'introduit a travers I'épiderme du systéme radiculaire envahit les
vaisseaux du xyleme. 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 a une
augmentation des acides organiques, des polyphénols et des hydrates de carbone. Les
symptomes peuvent se manifester a deux stades de développement de la culture. 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 symptomes 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. Dans les deux cas, les racines des plantes affectées gardent une apparence saine et
leurs tiges montrent une coloration brune des tissus internes quand elles sont sectionnés
verticalement (;Haware 1990) Il est probable que ces deux types de symptomes soient induits

par des biotypes différents de I’ agent pathogéne (Cabrera de la Coha et al. 1987).
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2.24. cycle de vie F.O.C

Le cycle biologique débute par une phase saprophytique du champignon, dont elle
persiste dans le sol sous forme de chlamydospore (AkhtarAyyub, 2001).ces formes de
conservations endormis et immobiles dans les tissues des plantes infectées restent a stimuler
pour germer, par les exsudats racinaires ,les éléments nutritifs présentes dans le sol, et les

condition climatiques favorable (Backman et Turner, 1989).

La germination des conidies est effectué¢e sur les hyphes dans les tissus des plantes
mortes dans le sol (AktarAyyub, 2001).cette germination est accomplie entre 6 a 8 heures
dans les condition favorables .cependant, celle-ci est effectuée dans de 2 a 3 jour si les

conditions sont défavorables (AkhtarAyyub, 2001).

Le processus de l’infection est trés complexe, et requéte une série de processus
hautement réguliers (Groenewald, 2005).Elle commence par 1’adhésion des hyphes avec un
mécanisme non spécifique sur la surface des racines comme une étape préparatrice de la
pénétration (Groenewald, 2005). Le pathogéne diffuse dans les régions apicaux des racines et

colonise les cellules épidermique hotes ou non hote (Groenewald, 2005).

Durant la colonisation, champignon envoie son mycélium dans les espaces
intercellulaires a travers le cortex de la racine jusqu’a ce qu’il arrive aux vaisseaux du
xyléme (Groenewald, 2005). L’expansion fongique du systéme vasculaire de 1’hote est
souvent rapide et fréquemment facilité¢ par la formation de macroconidie dans les vaisseaux

(Groenewald, 2005).

Le pathogene survit dans les débris des plantes infectées sous forme mycelienne et les
autres formes de sporulation ,mais le plus communément comme chlamidospores dans les

régions ou température est plus basse (Groenewald, 2005).
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3. Moyenne de lutte

3.1. Pratiquesculturaleset traitement desemences

Ladatedesemistellesemisprécoceendébutd’hiversousclimatméditerranéen,peutralentirledével
oppementduchampignon (Navas-Cortes &al.,2000).
Entoutétatdecause,larotationculturalenepeutétreadoptéepouréradiquerlamaladievuquelecha
mpignonpeutsurvivredanslesolpourunelonguedurée(Haware, 1990).
Enrevanche,l’utilisationdeproduitschimiquesrestetoujoursutilepourlimiterl’infection. Ainsi,le
trempagedessemencesdansdifférentsfongicides(captafol,thirame,benomyl,thiophanatedemét

hyleetlemanébe),estutilisépourcontrdlerla maladie(Brayford,1992).

Commeméthodephysique,Lasolarisationpeutinduireuneréductionsignificativedel’indicedela
maladie.L’effetdecettetechniqueestproportionnelalatempératureaccumuléeaucoursde

lasolarisation (Arora&Pandey, 1989).

3.2. laLuttebiologique

L’utilisationabusivedes produits chimiques a traversle monde,a montré leur
limitesurleplanefficacitéetenvironnemental. Aceteffet,laluttebiologiquecontreleflétrissementfu
sariendupoischicheparl’utilisationd’agentsbiologiques,devientuneméthodedelutteprometteuse.
Plusieurstypesdemicro-
organismescapablesdelimiterlagravitédesfusarioses,ontétéisolés: Trichodermaspp.(Sivan&Che
t,1986),Pseudomonasspp.etautressouchesnonpathogenes du
genreFusarium(Alabouvette&al.,1987).

L’efficacitédesespecesderichodermaaétéamélioréeparcombinaisonavecleproduitcarb
oxin.Lorsd’essaisexpérimentaux, |’ utilisationcombinéede Trichodermaharzianum(10°spores/m
1/10gdesemence)aveclacarboxine(2g/Kg de semence),pourle traitementde semences a
augmentéle tauxde
germinationd’environ12a14%,aréduitl’incidenceduflétrissementde60,3%a44,1%,etuncaugme

ntationderendementengrainede42,6a72,9%,durantl’expérimentation(Dubey&al,2007).

3. 3.La lutte intégrée

Selon Singh et al,(1993), le traitement des grains du pois chiche par une
suspension sporale d'un agent de lutte biologique Gliocladium virens et Foltaf a 2g/Kg

réduit considérablement le flétrissement vasculaire. D’autres auteurs, ont proposé¢ la

9
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Carboxine avec le méme agent de lutte biologique. La solarisation des sols pendant 6
semaines combinée avec l'inoculation des mycorrhizes (Glomus fasciculatum) suivi d’un
traitement avec du Carbosulfanpeuvent réduire le flétrissement du pois chiche (Mukerjiet
al.,2009).

Enfin, d’autres travaux ont montré que l'application de 7. harizianumavec des traitements
fongicides (Vitavax et Ziram) sur des graines, réduit l'incidence de la fusariose (Kaur et

Mukhopadhyay, 1992).

4. Application des extraits des plantes dans la lutte contres les
agents phytopathogenes

Les plantes supérieures contiennent une large gamme de métabolites secondaires tels que
les phénols, flavonoides, quinones, les tanins, les huiles essentielles, les alcaloides, les
saponines et les stérols. Ces produits chimiques d'origine végétale peuvent étre exploitées
pour leurs propriétés biologiques différentes (Tripathi et al., 2004). Les plantes terrestres
produisent une gamme de produits naturels, a savoir les terpenes, les composés phénoliques
et les alcaloides. Beaucoup d'entre eux sont considérées comme ayant une fonction
¢cologique pour les plantes qui les produisent, servant a défendre les plantes contre les
herbivores et les pathogenes (Isman et Akhtar., 2007). Une telle chimie défensive est pensée
pour étre extrémement répandue parmi le régne végétal.

Les littératures documentant l'activité biologique des dérivés de plantes a différents
organismes nuisibles continuent a se développer, mais seulement une poignée de plantes sont
actuellement utilisés dans I'agriculture dans le monde industrialisé. Dans le cadre de la gestion
des ravageurs agricoles, les pesticides botaniques sont bien adaptés pour une utilisation dans
les pays industrialisés et peuvent jouer un role beaucoup plus important dans la protection
post-récolte des produits alimentaires dans les pays en développement (Isman, 2006). Parmi
les différents produits d'origine végétale, 1'application d'huiles essentielles est une méthode
trés intéressante pour controler les pertes post-récolte. Production d'huiles essentielles de
plantes semble étre principalement un mécanisme de défense contre les pathogénes et
ravageurs (Oxenham., 2003). Les huiles essentielles et leurs composants sont suscite un
intérét grandissant en raison de leur statut relativement str, une large acceptation par les
consommateurs et leur exploitation pour le potentiel des usages multiples (Feng et Zheng.,
2007). Le probléme du développement de souches résistantes de champignons et autres

organismes peut étre résolu par 'utilisation d'huiles essentielles de plantes supérieures que les

10
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fumigeénes dans la gestion des ravageurs des stocks en raison de la synergie entre les
différentes composantes des huiles (Varma et Dubey., 1999; Dubey et al., 2006).

L'activité¢ antifongique des huiles essentielles est bien documentée et caractérisée par
leur bioactivité en phase vapeur. Les activités de pesticides d'huiles essentielles sont dues a la
présence de certains composés aromatiques. Fumigation avec de tels composés d'arome réduit
considérablement aprés la récolte carie sans provoquer de toxicité (Chu et al., 2001;.. Liu et
al., 2002). Récemment, certains monoterpenes isolés a partir d'huiles essentielles présentent
une activité fongicide et ont ét€ montré pour empécher la pourriture fongique des légumes
sans en altérer le gott et la qualité (Oosterhaven., 1995). Les propriétés fongitoxiques d'huiles
essentielles de plantes supérieures sont bien documentées, mais peu d'attention a été accordée
a la bioactivité des constituants d'huiles essentielles. Cependant, plus de travail sur la
bioactivité des produits végétaux, y compris 1'huile essentielle et des constituants in vitro et
dans des conditions in vivo est requise. La littérature est également muette sur le mode
d'action des huiles essentielles et des composants lorsqu'ils sont utilisés comme fungitoxicants

post-récolte. (Oosterhaven., 1995).
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

1. Matériels biologiques

1.1. Matériels fongique

La souche de Fusariumoxysporum (FOC) utilisée dans cette étude a été¢ fournie par le
laboratoire phytopathologie de I'universit¢ BBA. Cette souche a été isolée apartir des plantes
malades présentent des symptdmes de flétrissement du pois chiche.
1.2. Matériels végétales

A partir des recherches antérieures, et les usages traditionnels appliqués ; Six plantes
médicinales a savoir, Schinus molle, Thymus pallissens, Artemesia herba alba,
Rosmarinusofficinalis ,Pinushalpensis etLaurusnobilissont celles choisies pour cette étude.
De différentes familles, Ces plantes ont été récoltées ou mois de janvier (2017) de différentes
régions dans la willaya de Bordj Bou Arrerid;j et la willaya de Mascara.

Tableau 01: Présentation des plantes aromatiques testées.

Nom scientifique Famille Région Date de récolte
Schinus molle Anacardiaceae Djaafra (BBA) 18-01-2017
Laurusnobilus Lauraceae Djaafra (BBA) 18-01-2017
Thymus vulgaris Lamiaceae Mascara 15-01-2017
Rosmarinusofficinalis Lamiaceae Ben daoud(BBA) 22-01-2017
Artemisia herba alba  Asteraceae Ben daoud(BBA) 22-01-2017
Pinushalepensis Abiétacées Harraza(BBA) 15-01-2017

Figure 4.1 : S molle,2 : R officinallis3 :Tpallissens, 4: P helpensis,5: A helba alba,6: L

nobilis)
12
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

2. Méthodes de travail

2.1. Préparation des extraits aqueux

La technique utilisée pour la préparation de I’extrait aqueux est celle décrite
parMotaheret al, (2013). Les feuilles fraiches de six plantes médicinales (7palissens, S molle,
A herba alba, Rofficinalis, Phalpensis et L nobilus) sont lavées a 1’eau distillée stérile
séchées et broyées en poudre fine, (30g) est dissout dans 150 ml d’eau distillée stérile, chauffé
pendant 1h a 45°C puis laissée reposé pendant 24h.

Apreés microfiltration, a travers un micro filtre de 45um, I’extrait aqueux (qui
correspond a une concentration de (200mg/1) sera par la suite utilisé pour la préparation de

concentrations destinées aux différents essais.

Figure 5. Les extrais aqueux de six plante (A :7palissens, B : P helpensis, C : Roficinalis, D :
L nobilis, E : S molle, F : A helba alba)

2.2. Teste biologique
2.2.1.Evaluation de DPeffet inhibiteur de la germination des spores par les extraits
aqueux

L’obtention d’une suspensionsporale a été effectué¢e selon la technique de Calvet et
al., (1990), qui consiste a mettre de 5 a 6 fragment d’un culture de Foc agée entre 7 a 10 jours
mesurent 0.5mm dans des erlenmeyers contenant chacune 200 ml de bouillon de la pommes
de terre (PDB) préalablement autoclaves a 105°C pendant 20 min. le mélange a été bien agité
pendant 1 heurs en utilisant un agitateur magnétique. Aprés une semaine d’incubation a
25°C, la suspension de spores a été ajustée a 10°spores / ml.

La détermination de la sensibilit¢é des champignons pathogénes aux extraits impose
des méthodes rapides, précises et normalisées. La technique utilisée dans cette étude est celle
de l'incorporation directe de I'extrait aqueux au milieu de culture PDB. La méthode de contact
direct est utilisée en vue de déterminer les extraits actifs par I’évaluation du taux d’inhibition

de la germination.Des différentes concentrations de I’extrait correspondant a (50%, 25%,10%,
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

5% et 1%) ont été additionnées aux milieux PDB chargé préalablement avec 1’inoculum de
Foc au chaque tube contient 10 ml de suspension sporale.Aprés 1’agitation des tubes, puis
incubées a 25°c. La mesure de germination des spores, apres 24h, 48h et 72h avec la malasez
SOus un microscope.

Une tube contenant le milieu de culture PDB et I’inoculum sans extrais pour service de

témoin.

2.2.2. Evaluation de I’activité antifongique de la poudre des plantes testées (in vivo)
2.2.2.1.Préparation de ’inoculum du (FOC)

Selon la méthode de Trapero-Casas etJiménez-Diaz, 1985, dans des sacs de 3kg en de
plastiques contenants du sable tamisé et ajouté de la farine de mais humidifi¢ par 1’eau
distillée, selon la proportion de 9/1/2respectivement. Le mélange est stérilisé a 1’autoclave
pendant 20min a 120°C, puis ensemencée par 20 explants de 8mm de diameétre prélevé a
partir de culture de FOC agées de 15 jours, I’incubation est réalisée pendant 21 jours.Une
agitation des sacs tous les 3jours est effectuée afin de permettre une colonisation homogene
du milieu par le champignon. L’inoculum ainsi obtenu et incorporé¢ dans des pots contenant le
substrat de culture stérilis¢ a raison de 100g d’inoculum pour 1kg de substrat, ce dernier est
composé d’un mélange de sable, terre et terreau selon les proportion respectivement de 1/1/1.
Le semis est réalisé 15 jours apres I’incorporation de I’inoculum au substrat, afin de permettre

une meilleure colonisation par le champignon.

2.2.2.2.Traitement par la poudre des plantes

Dans des pots, la poudre des plantes S molle, T pallissens, A herba alba,
Rofficinalis ,P.halpensiset L.nobiluont ét¢ mélangés avec le substrat inoculé par le FOC de
facon a obtenir les concentrations suivantes : 10%, 5% et 1%, dont 3 répétitions pour chaque

traitement et chaque concentration ont été effectués.

2.2.2.3. Préparation des plantules(pré germination)

Les graines de chaque -cultivar sont désinfectées superficiellement par un
trempagedans d’eau de javel trois fois successives pendant 3 minutes, rincées trois fois
successives a 1’eau distillé stérile (Hibarer al., 2005).

Apres un séchage sur deux papier filtres stériles, les graines sont mises aseptiquement
dans des boites de Pétri stériles contenant des papiers filtres imbibés d’eau distillée stérile, a

raison de 30 graines réparties uniformément sur toute la surface de la boite. La germination
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des graines est assurée suite a I’incubation de ces boites dans une étuve réglée a 25 °C

pendant quatre a cing jours (Hibaret al., 2005).

Figur 6 : la pré germination des grains de pois chiche

2.2.2.4. Ensemencement

Une fois celles-ci pré germées, le repiquage des graines est réalisé dans des petits pots
(3 graines par pot), déja traités par la poudre des plantes. La culture des plants est réalisée
dans le laboratoire sous une température d’environ 25 °C et une photopériode de 12
heures.Les plants sont irrigués réguliérement avec de 1’eau distillée trois fois par semaine. La
culture de ces plants a duré environ trois semaines (Hibaret al., 2005).

Pour le témoin les semences désinfectées ont été semées dans des pots contenant

seulement le substrat infesté par le FOC.

2.3. Exploitation des résultats et analyses statistiques
Les estimations sont fondées sur l'observation des symptomes et la notation de
lI'incidence (I) et de la sévérité¢ (S) de la maladie. Lors de chaque visite, l'incidence et la

gravité de la maladie ont été évaluées selon les méthodes de (Trapero-Casas, 1983).

2.3.1. Mesure de I'Incidence

L'incidence est le pourcentage des plantes malades. Il nous donne une idée sur I'état de
la population de pois chiche vis-a-vis de I'agent pathogene.

L'incidence est le moyen le plus rapide pour la mesure de la maladie ; il nécessite
seulement le comptage du nombre d'unités malades qui peut étre exprimé par un pourcentage

du nombre total d'unités.

2.3.2. Mesure de la sévérité d'attaque
La sévérité¢ ou la gravité de la maladie est obtenue selon 1'évaluation visuelle de la

proportion des tissus de la plante atteinte par le flétrissement ou le jaunissement. L'échelle de
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notation utilisée par Trapero-Casas, (1983) a été appliquée le long de nos expérimentations.
Cette échelle consiste a donner une note a la plante malade examinée en fonction de
l'importance des symptdmes observés :

= (: pas de symptomes.

= ] :jaunissement ou flétrissement du 1/3 de la plante.

= 2: mémes symptomes mais affectant les 2/3 de la plante.

= 3:symptdmes identiques affectant la plante entiére.

= 4: plante morte.

Pour estimer la gravite de la maladie, l'indice moyen de gravité (ISM) a été calculé

pour chaque parcelle.

E nj. xi,
> my

Ou n; est le nombre de plantes caractérisées par l'indice,ijestl'indice de gravite de la

ISNI —

maladie attribué aux plantes.

2.3.3. Calcul de I'Indice de Flétrissement (DII)
L'incidence I et la sévérité S sont utilisé¢ pour le calcul l'index de l'intensité de la

maladie DII ou

DII=Sou{ISM)X1/4

2.3.4. Calcul de ' AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve)

La région sous la courbe du progrés de la maladie (AUDPC) est une méthode
d’analyse qui permet de résumer les données de 1'intensité de la maladie, en une seule valeur.
Cette valeur est indispensable pour la comparaison entre les différentes épidémies a travers les
années, les emplacements, ou les stratégies de la gestion (Cook, 2006 ; Sparks et al,
2008).Cependant, cetteméthode est utile pour la description, 1’estimation et la comparaison
entre les épidémies causées par le FOC (Navas-Cortes et al/, 2000). L’AUDPC est calculé en

utilisant la formule suivante :

AUDPCZX[(IEH +x,)/2](2 —1,)
i=1

Ou x; = la proportion des tissus ou le nombre de plantes malades a toute une seul

mesure (intensité de la maladie) a l'observation i ,t = temps (jours) apreés 1’inoculation a
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I'observation i, et n = le nombre total d'observations. La somme de régions individuelles
trapézoides, ou régions de i a n—1. i et i + 1 représente des observations de 1 a n.

Les mesures des caractéristiques épidémiologiques (I, S, DII,) sont soumises a des
analyses de variance, chaque variété étant représenté par trois répétitions pour un seul variable

(variété) et deux variables (variété climat).

2.4. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong ef al.,2006).200ul de chaque extrait (dissous dans
le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions
ont été mélangées et incubées pendant 4 minutes. Apres 1’incubation 800 pl de la solution de
carbonate de sodium Na,CO; (75g /1) a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis
incubé pendant 2 heures dans l'obscurité a température ambiante. L'absorbance de tous les
extraits a ét¢ mesurée par un spectrophotometre a 765 nm, selon le standard de 1’acide
gallique (voire I’annexe 3)
2.5. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridaneer al.,2006) et
(Boudiaf, 2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.1 ml de chaque
extrait et (dissous dans le méthanol) avec les dilutions convenables a été ajouté a un volume
¢gal d’une solution d’AICI3 (2% dans le méthanol).Le mélange a été vigoureusement agité et
I'absorbance a 430 nm a été lue apreés 10 minutes d’incubation.

Effectuer la méme opération pour la quercitrine a différentes concentrations en
introduisant 1 ml de ces dernic¢res dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AICI3 a 2%. Le
blanc est représenté par 1’éthanol additionné a 1’ AlCI3, toutes les opérations sont réalisées en
triplicata. Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de les plantes étudiés
sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercitrine
comme standard, les résultats sont exprimés en pg équivalent en quercitrine/ mg de maticre

fraiche.selon le standard avec la Quercitrine (voire I’annexe 4).

2.3. Analyse statistique

Pour estimer les effets antifongique des extrais aqueux, une analyse de la variance (ANOVA)
avec deux critéres de classification a ét¢ effectuée en fonction ’espéce végétale et la concentration a
l'aide du logiciel Statistica version 8.0. La comparaison des moyennes a été effectuée par le test de

Tukey.
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Chapitre III : résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Effet des extrais aqueux sur la germination des spores de Foc
L’observation microscopiques d‘une goutes da la suspension sporales traitées par les
extrais aqueux a montré effectivement un effet trés important sur les spores du Foc. Des
modifications profondes ont été observés apres 48 h de traitement représentées par un
rétrécissement, éclatement, inhibition totale ou partielle de la germination une et une lyse des

tubes germinatifs (Figure 7).

Figure7 : observations microscopiques des suspensions sporales traitées avec différente

extraits aqueux germination massives rétrécissement, inhibition de la germination, éclatement
et lyse du tube germinatif. (1 : inhibition partielle de germination 2 : la lyse de la tube

germinatif ,4 et 5 : inhibition totale de la germination, 6 : rétrécissement )
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Chapitre I1I : résultats et discussion

Les tests antifongiques ont montré que tous les extraits aqueux de plantes utilisées
possedent une activité potentiellement inhibitrice de la germination des spores, dont
I’efficacité varie en fonction de I’espece végétale et la concentration de I’extrait. L'emploi de
I'extrait aqueux des six plantes médicinales a permis de réduire significativement la
germination du FOC, comparativement aux témoins non traitées (figure 7 et 8 ). Les taux
d’inhibition (mesurés en pourcentage) sont représentés dans le tableau 3. Cette mesure nous a
permis de classer les extrais testés selon leur degré d’efficacité contre 1’isolat de FOC.

L’analyse de la variance (ANOVA) effectuée par le logiciel STATISTICA et les
moyennes sont comparées par le test de Tukey a 5 %. Les principaux résultats obtenus de la
recherche d’éventuelles corrélations (Tableau III), indiquent une corrélation positivement
significative entre 1’inhibition de la germination et le type de I’extrais aqueux.

L’espece, la concentration et I’interaction entre les deux facteurs ont montré un effet
trés hautement significatif (p <0.05) sur la variation du taux d’inhibition (tableau 3). Ce
dernier effet a été expliqué par la séparation trés nette des différents groupes homogenes des

deux facteurs étudiés.
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Figure 8 : L’étude comparative des taux d’inhibition de la germination de 1’extrais aqueux de
six plantes en fonction 1’espéce végétales et la concentration de 1’extrais.

L’¢étude comparative des taux d’inhibition de la germination de I’extrais aqueux de six
plantes a montré une inhibition trés supérieure pour les six plantes a savoir ; 7. pallissens,
L.nobilis, A. herba halba et R .officinalis. L’analyse des données mentionnées dont la figure 8
montre également des valeurs trés proches et qui sont supérieures a( 95%), dont 1’extrait
aqueux de Thymus pallissens a montré la plus grande valeur d’inhibition de la germination.
Par contre, le pourcentage d’inhibition le plus faible est enregistré avec I’extrait aqueux de

Pinus halepensis (5.41%).
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Tableaux III. Effet des extrais aqueux sur la germination des spores. Les valeurs représentent

la moyenne de 3 répétitions = SE (Erreur standard) (voire I’annexe 5). Les lettres indiquent

une différence significative entre les moyennes a p<0,05.

Espéce végétale Dose ppm Inhibition de la germination%
1 Thymus pallissens 10000 95,28+0,28a
2 Thymus pallissens 5000 92.,49+0,37ab
3 Thymus pallissens 2500 93,69+1,65 ab
4 Thymus pallissens 500 93,76+1,46 ab
5 Thymus pallissens 100 89,77+0,71 ab
6 Pinus halepensis 10000 25,54+4.89¢
7 Pinus halepensis 5000 19.47+2,11e
8 Pinus halepensis 2500 14,65+1,51ef
9 Pinus halepensis 500 10,43+1,39fg
10 Pinus halepensis 100 6,01+1,54¢
11 Schinus molle 10000 88,89+2,57abc
12 Schinus molle 5000 89,93+0,90 abc
13 Schinus molle 2500 85,55+1,08 abc
14 Schinus molle 500 84,54+1,44bc
15 Schinus molle 100 84,34+3,08bc
16  Artemesia herba halba 10000 93,39+4,16ab
17 Artemesia herba halba 5000 85,56+0,93abc
18 Artemesia herba halba 2500 80,06+£2.92¢
19 Artemesia herba halba 500 63,62+1,82d
20 Artemesia herba halba 100 58,44+1,77d
21 Laurus nobilis 10000 84,69+1,06bc
22 Laurus nobilis 5000 83,97+1,88bc
23 Laurus nobilis 2500 84,29+0,33bc
24 Laurus nobilis 500 83,18+1,31bc
25 Laurus nobilis 100 85,60+0,59abc
26 Rosmarinus officinallis 10000 87,48+3,20abc
27 Rosmarinus officinallis 5000 79,63+3,38¢c
28 Rosmarinus officinallis 2500 84,00+1,31bc
29 Rosmarinus officinallis 500 88,48+3,13abc
30 Rosmarinus officinallis 100 90,90+0,63ab
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Une gamme de concentration de 50%, 25%, 10%, 5% et 1% a été choisie. Elle a
permis d'établir des courbes dose-effet (figure 8). La courbe exprime la relation entre la dose
testée et l'effet antifongique montrent une activité dose-dépendante. En général, les résultats
obtenus avec les différentes concentrations de 1’extrait révelent que 1’activité inhibitrice croit
au fur et a mesure que la concentration augmente.

L’effet de la concentration a montré aussi une division individuelle des groupes
homogenes ou il est noté¢ 5 groupes qui représentent 5 concentrations déférentes. La plus
grande valeur de taux d’inhibition est observée sous la C1 cependant la plus faible quantité
d’inhibition de la germination correspond a la C5.

La dose forte C1 (50%) semble plus intéressante pour I’inhibition de la germination de
Foc comparée par les autres doses. En référant a la figure on constate un intervalle d’efficacité
qui est supérieure a 78%. Par ailleurs, I’analyse de la méme figure révele une inhibition
inférieure a 68% pour la dose C5 la plus faible.

L’interaction entre les deux facteurs (espece végétale x concentration) a montré une
variation de taux d’inhibition de la germination en fonction de I’effet combiné entre 1’espece
et la concentration. A cet effet, les valeurs les plus ¢levées de la zone d’inhibition et qui est
varié entre 95.28% et 89.77%  sont observées avec 1’espéce Thymus pallissens sous les
concentrations les plus élevées et la plus faible.

L’analyse de données mentionnées dans le tableau montrent également un effet trés
prononcé des extrais aqueux d’Artemesia herba halba et Schinus molle. La dose C1 a montré
un effet inhibiteur proche entre les extrais de deux plantes, dont le taux noté est de 93.39 et
89.93% a la concentration C1 et C2 respectivement.

En effet, le FOC s’est montré trés sensible a la concentration C1 aux extraits aqueux
de Rosmarinus officinallis et Laurus nobilis avec une inhibition de 90.90 et 84.69%
respectivement, mais il parait plus au moins résistant aux extraits aqueux de Pinus halepensis
avec une inhibition de 25.54%. Par ailleurs, le taux d’inhibition moins important est noté
pour le traitement effectué par 1’extrait aqueux de Pinus halpensis 06.01% avec la

concentration CS5.

1.2. Effet de la poudre des plantes sur le flétrissement vasculaires de pois

chiche in vivo
Les symptomes de la maladie ont été observés 20 jours apres le semis dont le
traitement par le poudre de Pinus halepensis, 23 jours pour le traitement Shinus molle et 27

jours apres le semis pour le traitement par poudre de [’Artemesia herba halba, Laurus nobilis
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et Rosmarinus officinallis et 39 jours aprés le semis pour le traitement par poudre de Thymus
pallissens. Cependant, les symptomes ont été remarqués dans le controle positif 14 jours
apres le semis.

Les symptomes observés correspondent a un relachement des pétioles, un
jaunissement rapide des feuilles avec une couleur vert-terne, suivi du desséchement de

la plante entiere . Le systéme racinaire des plantes malades présent une réduction des

racines secondaires.

Figure 9 : symptomes de flétrissement vasculaire sur des plantules traitées par la poudre de
six plantes (‘a : S. molle, b : L. nobilis, c : R. officinalis, d : A. herba alba, e : P. helpensis, f:

T. pallissens)
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Les poudres ont montré une diminution plus importante de la gravité¢ de la maladie.
D’apres ’ANOVA, I’espéce, la concentration, et ’interaction entre les deux facteurs ont
montré un effet trés hautement significatif (p <0.05) sur la variation de la valeur de I’AUDPC
(voir annexe 1).

La figure ci-dessus ne désigne que le facteur espece végétale présente un effet
hautement significatif sur la variabilité des valeurs de ’AUDPC. Les résultats exprimant
I’activité antifongique trés prononcée in vivo de la poudre de 7. pallissens, L. nobilis et R.
officinalis dont les valeurs de ’AUDPC obtenus sont inférieures a 200. En revanche, la
poudre de Schinus molle ainsi que de Pinus halepensis ont exprimés des valeurs supérieures a

600 de I’AUDPC ce qui traduit par une résistance du FOC contre ces deux plantes.

650 1400
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Figure 10 : L’¢étude comparative des taux d’inhibition de la germination de poudre de six

plantes en fonction I’espece végétale et la Concentration de la poudre.
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Figure 11 : L’effet des poudres de plantes in vivo sur le flétrissement vasculaires du pois
chiche. Les données sont les moyennes de 3 répétitions de ’AUDPC + ES. Les lettres

indiquent une différence significative entre les moyennes a p<0,05

Par ailleurs, le facteur concentration révele différence fortement significative sur les
valeurs de I’AUDPC. A la lumi¢re des données indiquées dans la figure on constate les dose
C1 et C2 ont montré des valeurs de ’AUDPC inférieures a 200. Par contre, la C3 affiche une
efficacit¢ moins comparée avec les doses C1 et C2, ou les valeurs de I’AUDPC enregistrées
sont supérieures a 550.

L’interaction entre les deux facteurs espeéces végétale et concentration montre
¢galement un effet trés hautement significatif. Les moyennes sont comparées par le test de
tukey (5%) qui montre une division individuelle des groupes homogénes. A cet effet, les
traitements par le poudre de Thymus (C1, C2 et C3), Laurus (C1, C2 et C3) , Rosmarinus (C1
et C2) et Artemesia (C1 ) sont trés efficace contre le Foc et représentent des valeurs de
I’AUDC tres faibles inférieures a 100. Par contre la poudre de Schinus et Pinus montrent
moins d’efficacité comparées avec les autres plantes dont les valeurs d I’AUDPC constaté
entre 350 pour la concentration C1 de Schinus et 1100 pour la concentration C3 de Pinus.
L’analyse des valeurs de I’AUDPC montrent également une diminution de 100% de la gravité
maladie pour les concentrations C1 et C2. Cependant, cette diminution est d’environ 98,5%

pour les concertations C3.
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1.3. Le taux des polyphénols et des flavonoides

Les analyses ANOVA effectué¢es sur le taux des polyphénols et flavonoides ont
montré un effet hautement significatif au seuil 5% de I’espéce végeétale, la dose ainsi que
I’interaction espece x dose.

L’analyse de la figure montre également un effet trés hautement significatif de
I’espéce sur le taux des polyphénols. A cet effet, le taux plus élevée des polyphénols est noté
chez les plantules traitées par la poudre de Schinus (17.88) et Artemesia (30.13). Par contre
les taux les plus faibles sont enregistrés chez les plantules traitées par la poudre de Laurus et
Thymus.

Par ailleurs, le taux le plus ¢élevé des flavonoides est constaté pour les plantes traitées
par la poudre de Schinus (80.96) et Laurus (97.46) . En revanche, les taux des flavonoides les
plus faibles sont remarqués chez les plantules de pois chiches traitées avec la poudre
d’Artemesia (53.66).

Le facteur concentration révele aussi un effet trés hautement significatif sur le taux des

polyphénols, dont le taux des polyphénols augmente au fur et a mesure la diminution de la

dose.
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Figure 13 : Taux des polyphénols et des flavonoides des plantules traitées avec la poudre de
cinq plantes. Les données sont les moyennes de 3 répétitions de taux des polyphénols ou des

flavonoides + ES. Les lettres indiquent une différence significative entre les moyennes a

p<0,0
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Figure 12 : L’étude comparative des taux des flavonoides (c et d) et des polyphénols (a et b)
de plantules traitées avec la poudre de cinq plantes en fonction I’espeéce végétales et la

concentration de 1’extraits.

Le taux des polyphénols et flavonoides sont affichés dans la (figure 12 a et b).
I’analyse des donnée montrent également que le taux le plus élevé des polyphénols a été
enregistré chez les plantules traitées avec la poudre de Schinus et Artemesia (17.88 , 30.13)
a la dose D3. En revanche, le taux le plus faibles a été noté chez les plantules traitées par la
poudre de Thymus (8.15) et Laurus (8.01) par la concentration D1.

La lecture des résultats mentionnés dans la figure montre que le taux des flavonoides
est trés ¢levé chez les plantules traitées avec poudre de Laurus et Schinus (97.46 , 80.96) a
la dose D3 et poudre de Thymus et Rosmarinus environ 67.28 et 66.62 a la dose D3 . Par
contre, les taux faibles ont été notés pour les plantules traitées avec la dose 1 et la dose 2

poudre d’Artemesia avec des fréquences (38.02 , 44)

29



Chapitre I1I : résultats et discussion

2. Discussion

L'utilisation intensive des pesticides de synthése et de leurs effets indésirables sur la
santé humaine, animale et les risques toxicologiques sur I’environnement ont généré un intérét
mondial accru pour développer d'autres sources de produits chimiques qui seront utilisés dans
la gestion des parasites des plantes. Récemment, dans les différentes parties du monde,
l'attention a été accordée a une exploitation de produits végétaux supérieurs comme de
nouveaux méthodes de lutte alternative a la protection des végétaux parce qu'ils sont pour la
plupart non phytotoxiques et facilement biodégradable.

Dans cette ¢étude, 1'activité inhibitrice des extraits aqueux de 6 especes végétales ont
été évaluée contre le Foc agent de la fusariose vasculaire de pois chiche in vivo et in vitro.
Les résultats obtenus ont montré que toutes les plantes testées ont réduit le pouvoir
germinative de Foc in vitro et in vivo, avec différents degrés selon I’espece végétale et la dose
utilisée.

En effet, les différences des résultats pourraient étre attribuées a la nature méme de la
composition chimique des extrais aqueux des especes végétales utilisées. Des études
antérieures ont attribuées I’efficacité des extrais aqueux contre les phytopathogénes aux
métabolites secondaires tels que les Phénols, les alcaloides, les flavonoides et les terpenoides
(Mohamed et El-Hadidy, 2008). Selon Oussalah et al., (2006), 1’activité¢ biologique d’une
plantes médicinale est a mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes). Ainsi les composés
chimiques les plus efficaces et qui possedent un large spectre d’action antimicrobienne sont
les phénols, les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, menthol, géraniol, linalol), les aldéhydes
(géraniol, citral et néral), les cétones (carvone, pulégone et camphre), (Moleyar et
Narassimham, 1992 ; Dorman et Deans, 2000 ; Oussalah et al., 2006). En outre, I’activité
antimicrobienne des extrais aqueux peut étre due a I’action d’une seul composé actif ou a
I’action synergétique de plusieurs composés mineurs dans la plante (Davicino et al., 2007).
L’activité antifongique peut étre due a 1’effet cytotoxique de quelques composants de la plante
tels que le carbone disulfide, dimethyle disulfide, et methanethiole produits durant la
dégradation de glucosinolates. En effet, quelque extraits de plantes sont riches en allicine,
saponines, terpénes, composés phénoliques et d'autres. Cependant, I’activité antifongique de
l'allicine (Alliaceae) pourrait étre attribuée a son interaction avec le groupe thiol des protéines
et les acides aminés. Licine augmente la peroxydation des lipides dans le plasma fongique et

augmente la perméabilité membranaire. L’ activité antifongique des saponines, est représentée

30



Chapitre I1I : résultats et discussion

par la formation des complexes avec les stérols membranaire, conduisant a la formation de
pores et la perte de l'intégrit¢é de la membrane. Cependant, les terpénes contenus dans la
famille Asteraceae, pourrait étre due a des modifications structurelles dans mycélium et les
altérations de morphologie des hyphes fongiques (Rongai et al., 2012).

Des ¢études antérieures indiquent que l'effet des extraits aqueux contre les agents pathogenes
peut étre attribué a leur contenu aux métabolites secondaires tels que les alcaloides, les
composés phénoliques, les flavonoides et les terpénoides avec une activité¢ antifongique
connue (Mohamed et El-Hadidy, 2008). La présente étude a souligné que les poudres de
plantes peuvent avoir une activité antifongique et sont potentiellement une source naturelle de
composés antifongiques contre la croissance de Foc.

Plusieurs études ont ét¢ menées pour comprendre le mécanisme d'action des extraits de
plantes. Plusieurs chercheurs attribuent cette fonction aux composés phénoliques. Ces
composés peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages cellulaires et
provoquant la fuite de matériaux cellulaires et finalement la mort des microorganismes
(Mshvildadze et al., 2000 ; Veldhuizen et al., 2006 ; Abdel Ghani et al., 2008). C’est un
mécanisme possible par lequel la croissance mycélienne peut étre réduite ou totalement
inhibée par I’effet des extraits en agissant sur la fonctionnalité et la structure de la membrane
cellulaire (Sikkema et al., 1995).

Les composants des extraits tels que les terpénes affectent non seulement la
perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les membranes cellulaires. Ces composés
peuvent traverser les membranes cellulaires, pénétrent ainsi a l'intérieur de la cellule et
interagissent avec des sites critiques intracellulaire tels que les enzymes et les protéines, ce
qui conduit a la mort cellulaire (Omidbeygi et al., 2007 ; Cristaniet al., 2007).

Selon Farag et al (1989), la présence des groupements OH dans les composés
phénoliques est capable de former des liaisons hydrogeénes avec les sites actifs des enzymes et
d'accroitre l'activité antimicrobienne. Les flavonoides sont également responsables de
I’inhibition des microbes résistants aux antibiotiques (Linuma et al., 1994). Ils sont
responsables des processus de balayage ou chélateurs et peuvent également perturber les
membranes microbiennes (Kessler et al., 2003). Par ailleurs, les alcaloides renferment un effet
détoxifiant et possedent une trés bonne activité antifongique (Zee-Cheng, 1997). Selon Sadipo
et al (1991), les tannins sont responsables de la précipitation des protéines indispensables des
micro-organismes.

Ces résultats concordent avec certains travaux qui montrent 1’efficacité des extraits
d’origine végétale contre le FOC (Singh et al., 1979 ; Dwivedi et Sangeeta, 2015). Les

travaux de Mabhshid et al., 2013 portés sur 1’effet des extrais de C. zylanicum, M. piperita, A.
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sativum et A. hirtifolium sur la croissance mycélienne et la germination de spores ont montré
leur effet fongicide. Les résultats obtenus montrent une forte inhibition de la germination des
spores qui est supérieure a 91.33% a une dose de 1000 ppm. Cependant, une inhibition plus
au moins importantes de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum a été€ noté lors de
I’application de la méme dose varie entre 13.74 et 23. 19% selon 1’espece végétale et la
concentration de I’extrais.

La croissance mycélienne et la germination des spores de Fusarium oxysporum f. sp
cubence ont été¢ significativement affectées par les extrais aqueux de quatre plantes
médicinales a savoir ; R. officinallis, T. pallissens, Cinnamomum zeylanicum et Syzigium
aromaticum (Fernando et al., 2013). La concentration de 5% des extrais de C. zeylanicumand
et S. aromaticum ont réduit significativement la croissance mycélienne de Foc avec un taux
de 40.37% et 54.44% respectivement. La méme concentration a diminuée la germination des
spores, a cet égard S. aromaticum et C. zeylanicum ont montré le taux le pus élevé environ
94.93 et 79.69% respectivement.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Pizana et al. (2011) qui a rapporté que la
germination des spores de Fusarium oxysporum f. sp. Gladioli est moins affecté¢ par les
extraits de plantes par rapport a la croissance mycélienne.

Les résultats obtenus par Amadi et al., 2014 montrent également [’efficacité des
extrais aqueux de deux plantes contre deux agents pathogénes a savoir ; Aspergillus flavus et
Fusarium. Tous les extraits de plantes utilisés dans cette étude ont inhibé la germination des
spores de Fusarium sp  avec une inhibition qui augmente significativement avec
I’augmentation de la concentration de 1’extrait. La germination des spores dans a été inhibée
efficacement par des extraits de gingembre et de goyave a une concentration de 15 et 25%
tandis que d'autres extraits ont présentés différents niveaux d'inhibition.

Les travaux de Zaker, 2014 ont montré que la germination des spores de F. solani a
été réduite par les extraits méthanoliques d'Artemisia, Thym et FEucalyptus avec des
fréquences 9,00, 9,66 et 10,67% respectivement a la concentration 15 %. Cette méme
concentration des extrais aqueux des méme plantes a provoquer une inhibition de la
germination supérieure environ 17,67, 22,67 et 25% respectivement.

Les résultats obtenus par Askarne et al., 2012 indiquent que les extraits aqueux de H.
umbellatum, A. graviolens et B. odorum 4 10 mg ml™ a eu le plus fort effet antifongique (0%
Germination) sur la germination des spores de P. italicum. Cependant, les extraits aqueux de
H. umbellatum a montré plus efficace, puisque moins de 20% des conidies ont été germé a

une dose de 5 mg ml™.
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L’effet de différentes concentrations d'extraits de quatre plantes médicinales sur 1’inhibition
de la germination des spores a été étudié¢ par Hadi et Kashefi (2013). Les résultats obtenus
montrent que tous les traitements a différentes concentrations ont considérablement diminué
la germination des spores de F. oxysporum par rapport au contrdle. Huit jours apres le
traitement, l'extrait de menthe poivrée aux doses les plus élevées (1000ppm) était le plus
efficace dans la réduction de la germination des spores suivi de C. zylanicum, ( 500ppm), 4.
Hirtifolium (1000 ppm) et A. sativum. En outre, l'inhibition de la germination des spores varie
de 97,33% a 57,66% (huit jours apres le traitement). La plus faible concentration (25ppm) de
différents extraits, L'inhibition maximale de la germination des spores a ¢té¢ obtenue par C.
zylanicum puis A. hirtifolium.

L’extrais aqueux de Schinus molle a montré une activité inhibitrice prononcé vis-a-vis
Fusarium solani (Rhouma et al., 2009). L’inhibition de la germination observée entre 88.89¢t
84.34 %. Les études phytochimiques menés par Rhouma et al., 2009, ont montré que le genre
Schinus appartenant a la famille botanique Anacrdiaceae, est riche alcaloides, flavonoides et
tannins, associés a 1’activité antimicrobienne étudié dans différents travaux sur les extrais des
plantes (Nwaogu et al., 2007; Newze et al., 2004). Nos résultats sont contradictoire avec
ceux obtenus par Bazie at al., 2014, dont aucune zone d’inhibition a été observée apres le
traitement de Colletotrichum musae par I’huile de Schinus molle.

L’activité antimicrobienne de Rosmarinus officinallis peut €tre provoquée par les
composantes bioactives tels que les alcaloides, saponines, tannins, anthraquinones,
flavonoides et phlobatannines présentent dans la famille des Laminaceae (Luc and Amold,
2005). L’extrais aqueux de Rosmarinus officinallis a montré une faible efficacité vis-a-vis
Fusarium oxysporum f. sp cubense, dont la dose maximale de 20% a montré une zone
d’inhibitions environ 20% (Fernando et al, 2013). La zone d’inhibition provoquée par
I’extrais aqueux de Rosmarinus officinallis contre Aspergillus niger augmente au fur et a
mesuré 1’augmentation de la concentration, 12, 20 et 26% est la zone d’inhibition provoquée
par les concentrations 5, 12.5 et 25% (Shama et al., 2014).

Les espéces de Pinus halepensis sont avérées riches en composés phénoliques,
flavonoides, terpénes et sesquiterpenes (Kadri et al, 2015) connues par leur potentielle activité
antimicrobienne. En effet, 1’extras aqueux de Pinus halepensis a prononcé une activité
antibactérienne contre E. coli, P. aeruginosa et B. subtilis la zone d’inhibition constaté
varie entre 7.40 et 8.80 mm.

L’extrais aqueux d’Eucalyptus globolus inhibe la croissance mycélienne de Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici, avec des dose de 10, 20, 40 et 60% la zone d’inhibition constaté

est de 40.33, 45.33, 47.66 et 57.33 % respectivement (Anil Kumar et Raj Kumar, 2015). La
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méme espece a inhibée moyennement la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum, la
zone d’inhibition est de 12.50 20.83 et 33.34 avec les dose 10, 20 et 30% de 1’extrais
(Manoorkar et Gachande, 2014). Les expériences menés par Zaker, 2014, ont montré que les
extrais aqueux diminuent sensiblement la croissance mycélienne de Fusarium solani.

Divers métabolites secondaires ont ¢été¢ isolés a partir d’A. herba-alba, les plus
importants sont les lactones sesquiterpéniques, les flavonoides les composés polyphénoliques
et des huiles essentielles (Mohamed et al., 2010). Ces composé€s sont connus par leur activité
antifongique. Le traitement de champignons par une concentration de 15% par les extrais
aqueux de Lavandula officinalis, Eucalyptus, Artemisia annua, Tymus vulgaris, Datura
stramonium, donne une croissance mycélienne environ 6.36, 6.43, 4.66 et 5.06 cm
respectivement comparé avec le témoin 8.5cm.

L’extrais aqueux de Laurus nobilis a montré trés efficace conte Alternaria solani, une
dose de 4% a provoqué une zone d’inhibition eviron79.35% (Yanar et al., 2011).

Fawzi et al., 2009 ont montré 1’activité antifongique de 1’extrais de Laurus nobilis
contre Fusarium oxysporum et Alternaria alternata

Dans nos conditions expérimentales, les huiles essentielles présentent une activité
antifongique contre le FOC avec des degrés variables, selon 1’espece végétale et la
concentration de I’extrait.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par ( Belabid ef al, 2000) en ce qui

concerne I’efficacité des extraits aqueux de plantes médicinales contre la fusariose vasculaire
de lentille in vivo. En effet, le traitement de sol par plusieurs extraits et huile essentielle a
permis une réduction importante de la population fongique. Le traitement de la variété
sensible ILC a montré une réduction de 1’incidence de la maladie.
Apres 28 jours de traitement avec une concentration de 10% de 1’extrait de Thymus palissens
et Schinus molle. Les valeurs de I’incidence enregistrée sont 32.66 et 37.57 % respectivement.
Cependant, le traitement par I’huile essentielle a montré une réduction trés importante de
I’incidence de la maladie comparé avec le traitement par les extraits aqueux. L’incidence
constatée apres 28 jours de traitement est inférieure a 20 % pour les huiles testées. Des
résultats similaires ont été obtenus par Motaher et al., 2013.

Les résultats obtenus suites aux dosages effectuées des flavonoides et des polyphénols
ont montré également une augmentation des les plantules traitées par les concentrations
faibles par la poudre par apport au témoin non traité. Un niveau plus au moins faible de
polyphénols et de flavonoides a été¢ constaté chez les plantules traitées par la poudre a des
concentrations trés élevée. Ces résultats sont expliqués par premicrement 1’effet direct la

poudre en exercant un effet sporicide sur le Foc et par I’intervention de ces composés dans les
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mécanismes de la défense des plantes. En outre, la diminution des phénoliques peut étre
attribuée au renforcement des parois cellulaires de la plante par polymérisation des lignanes et
lignines (Randhir et Shetty 2005). Les composés phénoliques produits par les plantes se
forment a travers le métabolisme des phénylpropanoides. Lors de 1'établissement d'une
interaction hote-parasite, de nouveaux composés phénoliques peuvent étre formés a partir de
substrats phénoliques préexistants ou par de répression de génes ou activation de systeémes
enzymatiques latents conduisant a la synthése de nouvelles molécules, les phytoalexines
(Singha et al., 2011). Les composes phénoliques pre-infectionnels et post-infectionnels
peuvent €tre impliqués dans les phénomenes de réticulation, suberification et lignification
visant notamment a limiter 1’action des forces de compression et celle des hydrolases des
parasites. L’estérification et I’éthérification des acides phénoliques aux polymeres pariétaux,
polysaccharides et lignine (liyama et al., 1994) sont généralement considérées comme une
réponse trés active et précoce (Matern et al., 1995). Ces réactions s'accompagnent
fréquemment d'une augmentation de l'activité des peroxydases anioniques, de la cinnamyl
alcool deshydrogenase (CAD) et de I' accumulation de polymeres phénoliques pariétaux,

lignine et subérine (Graham et Graham, 1991).
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La fusariose vasculaire est une maladie préjudiciable, trés importante et
destructive du pois chiche, dont I’agent causale est le Fusarium oxysporum f. sp. ciceris.
Elle constitue le facteur majeur qui limite la production national du pois chiches. Dans
ce contexte, nous avons mené une ¢tude sur les méthodes et moyens de luttes
alternatives contre ce champignon, a travers I’utilisation des extrais de six plantes, afin
de tester 1’efficacit¢ de ces derniers dans I’inhibition de la germination des spores de
Foc in vitro et leur efficacité dans la réduction de la gravité de la maladie in vivo.

L’incorporation des extrais aqueux dans un milieu PDB chargé avec cinq
différentes concentrations nous a permis de constater des modifications importantes sur
la forme et le nombre de spores aprés 48 h de traitement. En effet, ces modifications
sont représentées par un rétrécissement, éclatement, inhibition totale ou partielle de la
germination une et une lyse des tubes germinatifs.

Les tests antifongiques ont montré que tous les extraits aqueux de plantes
utilisées possedent une activité potentiellement inhibitrice de la germination des spores,
dont I’efficacité varie en fonction de I’espece végétale et la concentration de I’extrait.
L'emploi de l'extrait aqueux des six plantes médicinales a permis de réduire
significativement la germination du FOC, comparativement aux témoins non traitées.

L’¢étude comparative des taux d’inhibition de la germination de I’extrais aqueux
de six plantes a montré une inhibition trés supérieure pour les cinq plantes a savoir ; 7.
pallissens, L.nobilis,A. herba alba ,R. officinalis, etS. molle L’analyse des données
mentionnées montre également des valeurs trés proches et qui sont supérieures a 75%,
dont Dextrait aqueux de Thymus pallissens a provoqué la plus grande valeur
d’inhibition. Par contre, le pourcentage d’inhibition le plus faible est enregistré avec
I’extrait aqueux dePinushalepensis(5.41%).

Une gamme de concentration de (50%, 25%, 10%, 5%, 1%) a été choisie. Elle a
permis d'établir des courbes dose-effet (figure 7,8). La courbe exprime la relation entre
la dose testée et 'effet antifongique montrent une activité dose-dépendante. En général,
les résultats obtenus avec les différentes concentrations de [’extrait révelent que
I’activité inhibitrice croit au fur et a mesure que la concentration augmente.

La dose forte C1(50%) semble plus intéressante pour I’inhibition de la

germination de Foc comparée par les autres doses. En référant a la figure on constate un
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intervalle d’efficacité qui est supérieure a 78%. Par ailleurs, 1’analyse de la méme
figure révele une inhibition inférieure a 68% pour la dose C5 la plus faible.

Les tests de la poudre de six plantes ont montré une diminution plus importante
de la gravité de la maladie.

Les résultats exprimant D’activité antifongique trés prononcée in vivo de la
poudre de T. pallissens, L nobilis et R officinalis dont les valeurs de I’AUDPC obtenus
sont inférieures a 200. En revanche, la poudre de Schinus molle ainsi que de Pinus
halepensis ont exprimés des valeurs supérieures a 600 de I’AUDPC ce qui traduit par
une résistance du FOC contre ces deux extrais.

Par ailleurs, le facteur concentration révéle différence fortement significative sur
les valeurs de ’AUDPC. A la lumiére des données indiquées dans la figure ont constate
les dose C1 et C2 ont montré des valeurs de ’AUDPC inférieures a 200. Par contre, la
D3 affiche une efficacité moins comparée avec les doses C1 et C2, ou les valeurs de
I’AUDPC enregistrées sont supérieures a 550.

Les résultats obtenus suites aux dosages effectuées des flavonoides et des
polyphénols ont montré également une augmentation des plantules traitées par les
concentrations faibles des extrait aqueux par apport au témoin non traité.

L’analyse de la figure montre également un effet trés hautement significatif de
I’espéce sur le taux des polyphénols. A cet effet, le taux plus €élevée des polyphénols est
noté chez les plantules traitées par la poudre de Schinus (80.96) et Laurus (97.46). Par
contre les taux les plus faibles sont enregistrés chez les plantules traitées par la poudre
de Thymuset Artemesia.

Ce constat, peut étre expliqué par le double effet qu’ils possedent les extrais de
plante, d’une part confirme le fait in vitro représenté par 1’effet sporocide exercé sur les
spores de Foc, qui par conséquent diminue I’ineffectivité de I’agent pathogenes, et
d’autre part, démontre I’effet indirect sur la physiologie de la plante ou il surmonte ces
mécanismes de défense par la production des substances antifongiques représentées par
les flavonoides et les polyphénols.

Perspectives
. . . 0 . .
A l'issue de ce travail, les perspectives que j'envisage s'inscrivent d'une part dans

le cadre d'une recherche de moyens de lutte intégrée visant a limiter, au champ, l'activité

infectieuse de FOC par le biais des extrais aqueux et les agent de lutte biologique, mais
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¢galement elles s'inscrivent dans le cadre d'une étude complémentaire visant a mettre en
évidence les substances et les mécanismes par lesquels ces dernicres agissent
négativement sur l'activité infectieuse du pathogeéne soit directement en lui créant un

environnement défavorable.
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Annexe 1 : classement de IANOVA

Annexe

DDL MS SS F
interce 1 487360,9| 487360,9| 36328,83| 0,000000
espéces 5 63504,1 12700,8 946,74 0,000000
Dose 4 1118,5 279,6 20,84| 0,000000
éspece*dose 20 2565,8 128,3 9,56| 0,000000
error 60 804,9 13,4
Total 89 67993,3

Annexe 2 : préparation de PDA

Milieu PDA (Stérilisation a I’autoclave pendant 20 minutes a 120°C)

Composé Quantité
Pomme de terre 200 g
Glucose 20g
Agar 20g

H,O g.s.p. 1000ml

Annexe 3 : Standard Dosage des polyphénols avec 1’acide gallique

y =0,0124x - 0,0019
R? =0,9985
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/
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Annexe 4 : Standard Dosage des flavonoides avec la Quercitrine

y =0,0466x - 0,0238
R?=0,9981

1
0,6 /

Absorbance

O T T T T T T 1
$ 5 10 15 20 25 30 35
Concentration (pg/ml)

Annexe 5 : loin de pourcentage d’inhibition de la germination des spores (erreur standard)

Taux d’inhibition de germination de témoin - Taux d’inhibition de germination de I’extrait

Taux d’inhibition de germination * 100
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Résumé

Le flétrissement vasculaire de pois chiche, causé par Fusarium oxysporum .f.
sp. ciceris (FOC), est la maladie la plus importent en Algérie. Dans cadre de la
recherche des méthodes de lutte alternatives aux produits chimiques par le bais des
substances naturelles, nous avons investigu¢ D’effet bioactif de Schinus molle,
Thymus pallissens, Artemesia herba alba, Rosmarinus officinalis, Pinus halpensis et
Laurus nobilis contre le Foc in vitro et in vivo. Les tests ont révélés une activité
prononcée des extrais aqueux contre les spores de Foc représentée par rétrécissement,
éclatement, inhibition totale ou partielle de la germination. Par ailleurs, 1’intensité
d’inhibition varie selon ’espéce végétale et la concentration de 1’extrais. Cependant,
le taux le plus élevé a été constaté avec le Thymus pallissens (95.28%) et Artemesia
herba alba (93.39%). En revanche, les valeurs les plus faibles ont été enregistrée par
le traitement par 1’extrais de Pinus halepensis (25.54%). Les résultats in vivo
expriment 1’activité antifongique de la poudre de T. pallissens, L. nobilis et R.
officinallis dont les valeurs de I’AUDPC obtenus sont inférieures a 200 exprime une
réduction de 98% de la gravité¢ de la maladie. En revanche, le Foc a exprimé une
résistance contre la poudre de S. molle ainsi que de P. halepensis avec des valeurs de
I’AUDPC supérieures a 600. Les résultats obtenus montrent également 1’effet indirect
de la poudre sur la physiologie de la plante ou elle a surmontée ces mécanismes de
défense par la production des substances antifongiques représentées par les
flavonoides et les polyphénols. A cet effet, le taux plus ¢élevée des flavonoides sont
notés chez les plantules traitées par la poudre de Schinus (80.96) et laurus (97.46). Par
contre les taux les plus faibles sont enregistrés chez les plantules traitées par la poudre
de 4. herba alba et T.pallissens.

Mots clés : Fusarium oxysporum .f.sp. ciceris (FOC), Thymus pallisens, activité
antifongique, extrais aqueux, polyphénols, flavonoides.



