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Introduction

Les maladies des plantes sont a I’origine de pertes importantes en agriculture, tant
quantitatives (pertes de rendements a la récolte ou au court du stockage) que qualitatives
(production de toxines fongiques, d’aromes ou d’odeurs indésirables) (Oerke, 2006).

Parmi ceux-ci A. niger I’agent responsable de la maladie connue sous le nom de la
moisissure noire, considéré comme 1’un des espéces fongiques les plus dommageables pour
I’agriculture actuelle et un contaminant courant des aliments (Sharma, 2012).

Le controle de cette maladie repose en grande partie sur l'utilisation des fongicides (Leroux et
al., 1999).

Ces produits chimiques sont rentables, mais leur utilisation massive a créé des problémes
tels que le phénomene de résistance, la pollution de I'environnement et des effets indésirables
sur la santé humaine et sur les auxiliaires (Ali et al., 2012).

Les risques et les probléemes associés a l'utilisation de produits chimiques
conduisent a uneréglementation environnementale de plus en plus strictes des pesticides
(Pavela et al., 2007). Il ya donc un besoin urgent de développer des alternatives efficaces
respectueuses del'environnement, plus sdres, faciles a utiliser et ont le potentiel de remplacer
les pesticides oufongicides de synthése (Tapondjou et al., 2005).

Parmi ces alternatives, les extraits végétaux qui sont considérés actuellement comme un des
groupes biologiques les plus prometteurs en matiére de protection des plantes contre un bon
nombre de pathogeénes.
Dans ce contexte, la présente étude est focalisée dans 1’étude de I’activité antifongique de
I’extrait d’olivier vis-a-vis A. niger.
Ce travail est structuré en 3 parties :

e La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique mettant 1’accent sur :

I’olivier et I’espéce A. niger.

e Ladeuxieme partie illustre le matériel et les méthodes utilisées.
e Ainsi qu’une troisieme partie démontrant les résultats obtenus en ce qui concerne les
différentes expériences effectuées.

Enfin, une conclusion générale qui résume I’ensemble des resultats obtenus.
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Revue bibliographique Chapitre 1 :l’olivier Olea europaea L.

1. Description

Olea europaea L. est une plante pérenne, diploide (2n=2x=46) qui peut atteindre quinze
a vingt meétres, caractérisée par une longue longévité qui peut atteindre les 2000 ans
(Lewington et Parker, 1999 ;Minelli et al.,2000).

Le systéme racinaire de I’olivier est puissant, fasciculé, relativement profond (de 1,25
m a 1,80 m) (Figure. 1) a développement latéral permettant capable d'exercer une force de
succion de l'ordre de - 25 bars sur le sol pour extraire et absorber une tres grandequantité
d’eau. Le tronc est droit et circulaire puis il se déforme, au fur et a mesure de leur vieillissement,
pour donner naissance a des zones successives de dépressions donnant au troncun aspect,
tourmenté, caractéristique de I’olivier appelé des cordes (Loussert et Brousse, 1978 ;
Xiloyannis et al., 1999) (Figure 2).

Figure 2. Tronc d’olivier (Originale, 2021).
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Les feuilles d’olivier sont elliptiques, persistantes, opposées, coriaces, ovales
,oblongues, a entiéres et un peu enroulés, portées par un court pétiole ,vert grisatres a vert
sombre ,a une seule nervure ,avec une durée de vie de trois ans a epiderme supérieur fortement

cutinisé et épiderme inférieur recouvert de poils (Lewington et Parker, 1999 ; Loussert et

Brousse, 1978 ) (Figure 3).

Figure 3. Feuilles d’olivier (Originale, 2021).

Les fleurs sont regroupées en petites grappes dressées a 1’aisselle des feuilles constituées

de 4 sépales, 4 pétales, 2 étamines et 2 carpelles par fleur (Cuevas et Polito, 1997) (Figure 4).

Figure 4. Fleurs d’olivier (Originale, 2021).
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Le fruit est une petite drupe ovoide, noir violacé a maturité, riche en huile composé

de 3parties , épicarpe recouvert d’une matiere cireuse imperméable a I’cau (la pruine).

Un mésocarpe charnu et riche en matiere grasse stockée durant la lipogenese et un
endocarpe osseux, tres dur, formé d’une enveloppe sclerifié (Loussert et Brousse, 1978)
(Figure.5).

Figure 5. Fruits d’olivier (Originale, 2021).

2. Classification
Selon Guignard et Dupont (2004) I’olivier est classé comme suit
Regne : Plantea.
Sous regne : Tracheobionta
Embranchement : agniophyta
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Mognoliopsida
Sous classe : Astéridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre : Olea.
Espece : Olea europaea L.
3. Répartition géographique
L’origine géographique de 1’olivier semble étre le croissant fertile, son introduction en
méditerranée occidentale est & porter au crédit des phéniciens ( Green et Wickens,1989).
Il est un espéce thermophile tres adapté au climat méditerranéen, il se trouve dans les
régionssud et nord du bassin méditerraneen (Carrién et al., 2010).
L’olivier se concentre en Algérie principalement dans la région centre (54%), a I’est

(29%) eta 1I’Ouest avec seulement 17%. Au niveau de chaque région, 1’essentiel du verger est
4



Revue bibliographique Chapitre 1 :l’olivier Olea europaea L.
occupé par quelques wilayas comme au centre du pays avec 95% du verger a Béjaia, Tizi-Ouzou

et Bouira ; a I'Est 68% du verger a Guelma, Sétif, Jijel et Skikda ; a I'Ouest du pays a Mascara,
Sidi Belabbés, Relizane et Tlemcen détiennent 71% du verger oléicole (Abdelguerfi, 2003).
4. Ecologie

L’olivier tolere une altitude allant jusqu'a 900 m et des tempeératures élevees (37,8°C)
et basses (-12°C a -13°C) (Loussert et Brousse, 1978). En période de végétation, les
températures optimales de développement sont comprises entre 12 et 22°C. La somme des
températures positives cumulées nécessaires au développement de l'olivier, & partir du départ
végétatif jusqu’a la récolte des fruits, est de 1'ordre de 5300 heures (Maillard, 1975).

L’olivier est un arbre rustique résistant a la sécheresse, peut se développer dans des zones
a pluviométrie entre de 400 a 600 mm, toutefois, sa production augmente considérablement
lorsque des apports en eau viennent compléter les pluies en particulier dans les zones de faible
pluviométrie (Loussert et Brousse, 1978). L’olivier exige un sol Iéger et aéré pour un bon
développement et tolere un large éventail de types de sols (Tombesi et Cartechini, 1986).
5. Principaux maladies et ravageurs
5.1. Principaux maladies
5.1.1. La fumagine

La fumagine est une maladie fongique provoquée par différents champignons sous
forme d’une poussiére noire, se développant sur les feuilles en utilisant le miellat sécrété par
les insectes suceurs de séves comme la cochenille noire et psylle de 1’olivier comme source de

nutriment et empéchant ainsi I’arbre a respirer (Amouretti et comet, 1988).(Figure .6)

Figure 6 .Fumagine sur olivier (Originale, 2021).
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5.1.2. L’eil de Paon Fusicladium oleagineum

Cette maladie fongique forme des taches brunétres réparties, de maniére irréguliere sur
le dessus des feuilles qui peuvent attendre entre 0.5 et 1.2 mm de diameétre et deviennent
ensuite brun grisatre entourées d'un halo jaune, les feuilles malades, tombent plus vite,
provoquant un déséquilibre chez la plante, une faible apparition de bourgeon s a fleurs et un
desséchement de ses branches (Teviotdale et al., 1989) (Figure 7).

o

Figure 7. L’ceil de Paon sur olivier (Originale, 2021).
5.2. Principaux ravageurs
5.2.1. Mouche de I'Olivier Dacus oleae
La mouche de 1’Olive Dacus oleae est le ravageur le plus important des fruits d’olivier
causant des dégats pouvant aller jusqu’a 30 % de fruits abimés et non utilisables et conduisant

¢galement a une altération de la qualité de I’huile par une augmentation du taux d’acidité de ce
dernier (1.N.P.V, 2012) (Figure 8).

Figure 8.Mouche de I'Olivier Dacus oleae (I.N.P.V,2018).
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5.2.2. Cochenille noire de I'Olivier Saissetia oleae
La Cochenille noire de I'Olivier Saissetia oleae est un insecte polyphage mesure environ
5 mm de long et 4 mm de large, elle ressemble a une demi-sphere noir collé sur I'intérieur des

feuilles et des jeunes tiges (Loussert et Brouss ,1978). (Figure .9)

Figure 9. Cochenille noire de I'Olivier Saissetia oleae (Originale, 2021).

5.2.3. La Teigne de I'Olivier Prays oleae

Les chenilles de la premiére génération de cet insecte se nourrissent des boutons floraux,
entrainant des problémes de fécondation et de nouaison. Pour les chenilles de la deuxieme
génération se développent a I’intérieur du noyau en se nourrissant de I’amandon et 1’émergence
des larves agées s’effectue par un orifice percé au point d’insertion du pedoncule, provoquant
une chute massive et prématurée des olives en automne, qui peut atteindre 75% de la
production.la derniére génération creuse des galeries dans les feuilles et entraine peu de dégats,

sauf quand elle s’attaque aux extrémités des jeunes pousses( I.N.P.V,2017) (Figure 10).

Figure 10. La teigne de I'Olivier Prays oleae (I.N.P.V,
2017).
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1. Description

Aspergillus niger est un champignon cosmopolite isolé de tous les continents et n'est pas
tres sélectif par rapport aux conditions environnementales. Il se développe dans des
températures entre 6 et 47 °C, un pH entre 1,5 et 9,8 et une activité hydrique de > 0,77 (Pitt et
Hocking 2009).

Il se trouve dans le sol et sur les végétaux en décomposition et dans les environnements
artificiels (Flannigan et al, 2011).

Il est aussi utilisé comme source pour la production d'enzymes comme les pectinases,
les protéases et les amylo glucosidases (Schuster et al, 2002).

Ce champignon pousse rapidement (2 - 3 jours), la température optimale de croissance
varie généralement entre 25 et 30°C, mais A.niger peut se développer jusqu'a 42°C.
Les colonies d'A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunatres et a maturité elles
deviennent noires, le revers des colonies est incolore ou jaune pale montrant parfois des zones

concentrées (Figure 11) (Guillaume, 2006).

Figure 11. Colonie d’Aspergillus niger sur PDA (Originale,2019).

Selon Pasqualotto (2010) Les tétes conidiennes ( Figure.12), bisériées et radiees, sont
disposées en plusieurs colonnes brunatres a noires,Les conidiophores sont longs atteignant 1.5
- 3 mm, lisses a stipes non cloisonnés, hyalins ou brunéatres dans leur moitié supérieure,
formés d'une cellule courte appelée cellule podale avec un hyphe fertile.

Les vésicules (50 - 70 um) sont globuleuses avec des tétes aspergillaires
hémisphériquesvolumineuses, a panache radié.

Les phialides (7-3 x 3-3.5 um) sont portées par des metules brunatres, de dimensions

variables (10-15 um). Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois légerement
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aplaties de couleur brunatre et qui mesurent 3.5 a 4.5 um ; parfois légerement aplaties de

couleur brunétre et qui mesurent 3.5 a 4.5 um ; parfois jusqu'a 6 pum de diametre.

Figure 12. Téte conidienne d’Aspergillus niger (Originale, 2021).

2. Classification
D'apres Bocquet (1993) Aspergillus niger est classé comme suit
Regne : Mycetes
Embranchement Amastigomycota
Sous-embranchement : Deutéromycotina
Classe : Deutéromycetes
Ordre :Moniliales
Famille :Mniliaceae (mucedinaceae)
Genre : Aspergillus
Espece : Aspergillus niger
3. Ecologie
A .niger est cosmopolite et d'occurrence tres commune. Il peut se développer sur les
matieres organiques en conditions aérobies et d’autres substrats tels que le sol, dans le compost
et surla matiere végétale en décomposition (Schuster et al., 2002).
De méme, elle peut se trouver sur les sols glacés et dans les environnements marins,
mais elle préfére habituellement les sols secs et chauds (Schuster et al, 2002; Samson et al,
2004).
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Ces capacités est l'abondante production de conidies qui sont distribués par
I'intermédiaire de 1’air, garantissent I'occurrence omniprésente de 1'espéce avec une fréquence

plus élevée aux lieux chauds et humides (Schuster et al, 2002).

4. Besoins nutritionnels

Aspergillus niger peuvent métaboliser plusieurs composés carbonés, tel que, glucose,
fructose, mannose, saccharose et maltose, les sucres réducteurs (fructose et glucose) sontinclus
dans le cycle de la glycolyse par contre, le saccharose et le maltose doivent étre hydrolysés en
sucre simple. les substances carbonées sont soit assimilées ou fermentées Pazouki et al, 2000).
Les sources d’azote utilisées par ce champignon en fermentation sont le sulfate d’ammonium,
le nitrate de sodium, le nitrate de potassium et I’urée, Ainsi, une teneur élevée en azote a pour
effet, une augmentation de la croissance cellulaire et de la consommation des sucres (Mattey,
1992).

Les sels minéraux sont des éléments indispensables pour la croissance et la
multiplication des aspergillus et leurs déficiences ou leurs exces ont des répercussions négatives
sur la fermentation. A cet effet, une forte teneur en phosphore conduit a une élévation de la

croissance cellulaire (Kubicek et Rohr, 1997).

10
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Matériel et méthodes

Matériel et methodes

1. Matériel

1.1. Matériel biologique.

Les échantillons d’Olea europaea (feuilles) ont été récolté durant la période allant de 02 a 05
mai 2021, dans la wilaya da BBA.

Le champignon cible A. niger a été isolée a partir des tomates infectés (Figure 13).

Figure 13. Tomate infecté par A. niger (Originale,2021)

2. Méthodes
2.1. Préparation de I’extrait.

La préparation de 1’extrait est faite selon la méthode de Ertas et al.(2014). Les feuilles d’Olea
europaea fraichement récoltés sont lavées sous 1’eau courante pouréliminer les particules du sol et

séchées dans une étuve pendant 24 heures (Figure .14).

Figure 14. Feuilles séchées d’Olea europaea(Originale,2021)

11



Matériel et méthodes

Le séchage a pour but d’abaisser la teneur en eau des feuilles récoltées afin d’éviter toute
réaction d’altération et de prolifération des microorganismes.
Les feuilles d’Olea europaea sont ensuite broyées a 1’aide d’un broyeur électrique a hélice

Jusqu’a leur réduction en poudre (Figure.15)

Figure 15. Feuilles broyées d’Olea europaea(Originale,2021)

20 g du matériel végétal broyé (poudre) subit pendant 3 jours (1 fois/jour) une
macération par 100 ml de chloroforme (Figure 16) + Filtration sur un papier filtre Wattman
dans des flacons en verre hermétiques, enveloppés par un papier aluminium (Figure 17)

Le filtrat est ensuite concentré sous vide a 50 °C au Rotavap pour éliminer le
chloroforme (Figurel8).

L’extrait est obtenu au fond du ballon sous forme d’extrait sec.
Apres récupération dans des tubes d’eppendorf, I’extrait est conservé au réfrigérateur jusqu'a

utilisation .

Figure 16. Macération par le chloroforme (Originale, 2021)

12
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Figure 17. Filtration sur un papier filtre (Originale, 2021)

Figure 18. Concentration sous vide a 50 °C au Rotavap (Originale, 2021)

2.2. Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction a été calculé par la formule suivante :

Rendement d’extraction = (Poids de I’extrait obtenu /poids de la matiére végétale total
)* 100

2.3. Mise en évidence de I’activité antifongique de I’extrait de chloroforme
3 doses (0,2, 0,3, 0,4 g/L) de I’extrait de chloroforme des feuilles d’olivier sont
mélangés avec le milieu de culture (agar —agar) puis ensemencés avec des segments 5*5mm

d’A. niger.

La lecture des résultats a eté effectuée Pendant 7 jours d’incubation a 25°C par la
mesure dudiametre de la zone de croissance des thalles.
Parallelement, nous avons déterminé le diametre des souches fongiques en absence del’extrait
des plantes comme témoin.
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Matériel et méthodes

Selon Abdellatif et al .(2011).L’effet antifongique est déterminé par la mesure du pourcentage
d’inhibition de la croissance diamétrale en utilisant la formule suivante :
P.1.C.D= (Dt- De)/Dt x100

Ou
P.1.C.D= pourcentage d’inhibition de la croissance diamétrale.
Dt= diametre moyen des thalles témoins.
De= diameétre moyen des thalles exposés aux extraits végétaux.
L'activité antifongique des extraits de plantes étudiées a été évaluée selon le pourcentage de
I'inhibition de la croissance diamétrale des talles (%) :
30 & 40 %: faible activité,
50 & 60 %: activite moderée,
60 a 70 %: bonne activite,
>70 %: excellente activité
2.4. Détection de la présence des composés phénoliques dans I’extrait végétal
Pour la détection des phénols, I’extrait végétal a été dissous dans 5 ml d'eau distillée et quelques
gouttes d'une solution de chlorure ferrique Fecls a 5% ont été ajoutées, une couleur verte foncee
obtenue indique la présence de composés phénoliques (Harborne ,1998).
2.5. Parametres étudiés
Nous avons choisi essentiellement un seul parameétre :
Effet du gradient de concentration de 1’extrait sur la croissance mycélienne du champignon
phytopathogene A. niger a I'échelle chronologique pendant 7 jours.
2.6. Analyse des données
Pour cette étude 1’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman et Keuls sont
effectués pour comparer et classer tous les les moyennes d’inhibitions enregistrés en groupes
homogeénes.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées par 1’utilisation du module XLSTAT

2009 de Microsoft Office.
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Résultats et discussion

Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction pour les feuilles d’olivier a été 10 %.

1.2. L’activité antifongique de I’extrait végétale
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Figure 19.Pourcentage d’inhibition d’Aspergillus Niger par différents concentrations d’extrait

végétale

Nous avons constaté que 1’inhibition du champignon phytopathogéne A. niger est positivement
proportionnelle avec les concentrations de I’extrait et le temps.

La concentration 0,4 g/L semble la concentration la plus efficace contre le champignon
ciblé aprés 7 jours du premier traitement avec des taux d’inhibition maximale de 92,06%.
Pour I'Analyse de la variance (Anova) et la Tukey (HSD) (avec un intervalle de confiance a
95%). Les lettres majuscules A, B, C et D indiquent une différence significative entre les valeurs
d'activité antifongique pour la méme concentration d'extrait a des jours différents
Les lettres minuscules a, b, ¢ et d indiquent une différence significative entre les valeurs

d'activite antifongique pour différents concentrations et pour le méme jour.
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Résultats et discussion

Figure 20.Colonie d’Aspergillus niger inhibée par I’extrait des feuilles d’olivier

Figure 21.Résultat de test phytochimique des poly phénols de 1’extrait des feuilles d’olivier
Le test phytochimique de I’extrait des feuilles d’olivier révele la présence des poly phénols
2. Discussion
L’intérét de notre travail est d’évaluer I’activité antifongique de I’extrait des feuilles d’olivier
présentant des concentrations croissantes contre A.niger.
L’application des produits naturels est une méthode de lutte qui présente beaucoup d’avantages
pour la santé de I’étre vivant et pour son environnement par rapport aux produits de synthése
chimique qui contaminent globalement la biosphéere (Benayad, 2008).
Actuellement la recherche de nouvelles substances naturelles a bonne activité biologique contre
les maladies fongiques deviennent une des plus grandes préoccupations scientifiques.
Les extraits végétaux des plantes ont un spectre d’action incluant 1’activité antifongique qui
dépend principalement de leur composition chimique (Dohou et al., 2004).
La concentration 0,4 g/l semble la concentration la plus efficace contre le champignon ciblé
apres 7 jours du premier traitement avec des taux d’inhibition maximale de 92,06%.
Ceci laisse a suggérer que 1’extrait des feuilles d’olivier pourrait étre utilisé en matiére de lutte

biologique contre le champignon phytopathogene precité.
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Conclusion

Conclusion
La présente étude a pour objet 1’étude de 1’activité antifongique de 1’extrait des feuilles d’olea
europaea contre Aspergillus.niger.
3doses ( 0,2, 0,3 ,0,4¢/L) sont utilisées pour le traitement de ce champignon et nous avons
constaté que I’inhibition de ce dernier est positivement proportionnelle avec les concentrations
de I’extrait et le temps.
La concentration 0,4 g/L semble la concentration la plus efficace contre le champignon ciblé
apres 7 jours du premier traitement avec des taux d’inhibition maximale de 92,06%.
Ces résultats démontrent que ’extrait des feuilles d’olivier peut étre utilisé comme bio
fongicide de contact contre Aspergillus. niger .
Il est recommandé dans la future la réalisation de travaux plus approfondis et qui auront pour
objectifs:

e Diversifier les parties du végétal a investiguer pour leur activité antifongique.

e Utiliser autres solvants organiques dans la procédure de 1’extraction et réaliser des

traitements par des doses plus ou moins concentrées de ces extraits.
e Cibler d'autres champignons phytopathogenes afin d'évaluer le spectre d'action de

I’extrait.
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Résumé

La présente étude a pour objet I’¢tude de 1’activité antifongique de 1’extrait desfeuilles
d’olea europaea contre A.niger.
3doses ( 0,2, 0,3 ,0,4g/L) sont utilisées pour le traitement de ce champignon et nous
avons constaté que 1’inhibition de ce dernier est positivement proportionnelle avec les
concentrations de I’extrait et le temps.
La concentration 0,4 g/L semble la concentration la plus efficace contre le champignon ciblé
apres 7 jours du premier traitement avec des taux d’inhibition maximale de 92,06%.
Mots clés : Olea europaea, A.niger, activité antifongique
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Abstract

The present study aims at studying the antifungal activity of the extract of the leaves
of olea europaea against A.niger

3doses (0,2, 0,3,0,4 g/L) are used for the treatment of this fungi and we found its
inhibition is positively proportional with those concentrations and time .

The concentration 0,4g / L seems the most effective against these fungi after 5 days
with percentage of inhibition = 92,06 %.

Keywords: Olea europaea, A.niger,Antifungal activity.
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