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Introduction

La plante constitue un grand potentiel pour nos sociétés. Elle a le réle alimentaire, médicinal,
social, culturel et socio-économique. Les plantes médicinales et ces produits dérivés sont utilisés
dans la conservation, la protection des récoltes et des plantes en vegétation.

En agriculture, les maladies fongiques sont I'une des contraintes les plus importantes pour la
production des cultures maraicheres. lls affectent les rendements mais aussi la qualité sanitaire de la
récolte par la présence de toxines (Leonard et Bushnell, 2003). La variabilité de ces maladies, au
niveau de son incidence et de la production de mycotoxines, pose de nombreux problémes en
agriculture et agroalimentaire. D’une maniére générale, les relations entre les niveaux des maladies
observés au champ, les concentrations en mycotoxines a la récolte et la présence de champignon
sont complexes et tres mal comprises (Brennan et al., 2003).

La tomate, considérée comme fruit ou légume, est I'un des produits agricoles le plus
consommé dans le monde. Elle constitue une source non négligeable de minéraux, vitamines et

certains composés naturels secondaires ayant un potentiel antioxydant important (Zidani, 2009).

Dans le bassin méditerranéen, les cultures de la tomate, atteintes de la fusariose vasculaire,
celle-ci est connue depuis bien long temps comme une maladie principale des grandes cultures soit

en premier stade de leur germination soit plus tard (Messiaien, 1981).

Cette maladie se déclare subitement et provoque un flétrissement brutal chez les plantes
atteintes. L’agent responsable de cette affection est un champignon appartenant au Fusarium
oxysporum. Cet agent n’est pas parasite obligatoire, il est capable en I’absence de la plante hote de
se conserver et de se multiplier dans le sol (Henni, 1998).

Différentes méthodes ont été utilisées pour lutter contre la fusariose de la tomate. La plus utilisée
est la lutte chimique (Benhamou et al., 1997). La réduction de I'emploi des pesticides chimiques
due a l'utilisation des extraits de plantes contribue énormément a la réduction de la pollution de
I'environnement et cela permet également d'améliorer la santé publique des populations. L'emploi
des extraits des plantes dans la lutte contre les champignons est prometteur compte tenu de leur
efficacite et de leur innocuité sur I'environnement (Weaver et Subramanyam, 2000). L'emploi des
extraits de plantes comporte des avantages certains. Avec l'augmentation des prix des produits
chimiques et la rareté de ces produits sur les marchés locaux, les produits biodégradables provenant
de plantes constituent une bonne alternative qui permet aux producteurs de pouvoir assurer la

protection de leurs semences a un codt relativement faible (Bouda et al.,2001).



Introduction

Dans ce contexte, ce travail est consacré a 1’étude des propriétés physico-chimiques et
antifongiques des extraits de deux plantes, Urtica dioica. L et Ptéridium aquilinum. L issues du
screening de plantes traditionnellement utilisées en Algérie. Le manque d’information de nature

chimique et/ou biologique, sur ces espéces spontanées, justifie le choix de ces plantes.

Cette etude comporte deux parties :
e La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique.
e La seconde partie décrit la partie expérimentale, avec une présentation de matériel et

méthodes ainsi que des résultats et discussion.

Ce travail s’acheve par une conclusion générale et des perspectives.
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Partie | : Synthése bibliographique
Chapitre 1. Généralités sur les plantes thérapeutiques

I.1. Historique des plantes thérapeutiques

Dés son apparition, il y a 3 millions d’années seulement, I’homme a utilisé les plantes a
d’autres fins que de la nourriture. Que la plante soit comestible ou toxique, qu’elle serve a
tuer le gibier et I’ennemi ou a soigner, I’homme a découvert par une suite d’échecs et de
réussites, I'utilisation des plantes pour son mieux-étre. Cependant, ’homme n’a découvert les
vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par 1’organisation
des rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique qui voit 1’essor de 1’agriculture et la
sédentarisation (Adossides, 2003).

D’aprés les découvertes archéologiques, I’homme de Neandertal, il y a plus de 30000 ans,
a été utilisée déja quelques plantes médicinales comme 1’Achillée, la Centaurée ou la Rose
trémiére. En Egypte, 1600 ans avant J.C., le Papyrus d'Ebers a cité 877 remédes. En Grece,
Hippocrate, pére de la médecine moderne il y a pres de 2500 ans, a recensé plus de 400
plantes thérapeutiques, certaines héritées d'Inde, d'autres issues de ses recherches personnelles
(Belloc, 2004).

Durant tout le Moyen-age, mais aussi durant les siécles suivants, elle fait l'objet de
véritables plantations. La destination premiére de la plante était le fourrage, accessoirement
I'industrie pour la fabrication de tissus et de papiers. Son principal atout est de pousser partout
et en particulier dans les terrains incultes, inaptes a recevoir d'autres cultures. En Allemagne,
sa culture a perduré jusqu'a la seconde guerre mondiale. Jusqu’a les années 50, les marchés
des villes d'Europe Orientale étaient encore abondamment approvisionnés en Ortie pour la
consommation animale mais aussi humaine. Chez nous, elle fait un timide retour sur le
marché. L'accueil qui lui est réservé, dénote une attente certaine des consommateurs vis-a-vis
des produits présentant les attraits d'une saveur authentique et des vertus certaines pour la
sante (Draghi, 2005).

Jusqu'au XIXe siecle, les médecins se contentaient pratiguement de puiser dans la
pharmacie du bon Dieu pour soulager les maux de leurs contemporains. C'est alors que les
chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes (la quinine du
quinquina, la digitaline de la digitale, etc.). Poursuivant leurs recherches, au déebut du XXe

siecle, ils ont fabriqué des molécules synthétiques (Iserin, 2001).
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1.2. Définition des plantes thérapeutiques

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En effet il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Environ
35 000 especes de plantes sont employées par le monde a des fins medicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
meédicinales continuent de répondre & un besoin important malgré l'influence croissante du
systéme sanitaire moderne (Elqaj et al., 2007). La recherche bibliographique sur ces plantes
médicinales montre qu’elles appartiennent essentiellement aux 03 familles botaniques

suivantes : Astéracées, Lamiacées et Apiacées (lvancheva et al., 2003).

1.3. Composition chimique des plantes thérapeutiques

Les plantes produisent un grand nombre de composeés pour les quels on ne sait pas toujours
le rble qu'ils jouent exactement pour la plante. Ces composés ne sont pas produits
directement lors de la photosynthése, mais résultent de réactions chimiques ultérieures. On les

appelle donc des métabolites secondaires.

Les métabolites secondaires comportent deux types de composes :

> les composes phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(allelopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces
composeés, on citera la lignine, les flavonoides, les phénylpropanoides et les

anthocyanes.

> les composés azotés qui comprennent les alcaloides et les glycosides. Ces
derniers relarguent de I'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées. Ils
sont synthétisés a partir d'acides aminés. On citera la nicotine, l'atropine, la

codéine, les terpénes, les poly-isoprenes (1).
1.3.1. Les principales familles de métabolites secondaires chez les plantes thérapeutiques

A. Phénols
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires vegétaux. Ils peuvent étre

définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes. Par opposition
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aux métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils
sont essentiels dans l'interaction de la plante avec son environnement (Urquiaga et Leighton,
2000).

B. Flavonoides
Présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques qui contribue a
colorer les fleurs et les fruits en jeune ou en blanc. Ex: Flavones, Flavonols, Flavanols,

Flavanones, Isoflavones, Anthocyanidines (Erdman et al., 2007).

C. Alcaloides
Sont des composés azotés complexes, de nature basique, présentant généralement de
puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, dotés
d’une action spécifique. Ils sont des hétérocycliques a caractére alcalin contenus

essentiellement dans les plantes (Saihi, 2011).

D. Tanins

Ce sont des composés phénoliques complexes d’origine végétale, ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000. En plus des réactions classiques des phénols, ils ont
la propriété de précipiter les alcaloides. Ces substances de composition chimique variable,
présentent un caractére commun. Il existe deux groupes de tanins différents par leur structure
et par leur biosynthétique : tanins hydrolysables,tanins condensés (Chier et al., 2002 ;
Chalchat et al., 2006).

E. Saponines

Les saponines constituent un vaste groupe d’hétérosides tres fréquents chez les végétaux.
Ils sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent dans 1’eau en
formant des solutions moussantes. Ils sont principalement produits par les plantes mais aussi
par les organismes marins. Structuralement, les saponines peuvent étre classés en deux
groupes selon la nature de la génine: les saponines a génines triterpeniques, de loin les plus
nombreux existant chez les angiospermes dicotylédones et chez certains animaux marins et
celles a géniens stéroidiques, presque exclusivement présentes chez les angiospermes

monocotylédones (Bruneton, 2009).



Chapitre | Généralités sur les plantes thérapeutiques

F. Anthraquinones

Ce sont des composés aromatiques qui provoquent des contractions des parois du gros

intestin et ont une action extrémement laxative (Kothe, 2007).

G. Huiles essentielles
Sont des composés volatils, oléagineux, dans la plupart des cas a la senteur aromatique,
qui peuvent avoir une action tres variée. Elle désigne un produit obtenu a partir d’'une matiére
premiére d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques
: soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de

I’épicarpe des plantes contenant des citrals, soit par distillation seche (Afnor, 2010).

1.4. Utilisations et techniques d’application des plantes thérapeutiques
Les plantes medicinales sont essentiellement utilisées sous deux formes (Laouira, 2014) :

+ Complexe contenant un large spectre de constituants (infusion, des
huiles essentielles et des extraits des teintures).

+ Pure, chimiguement définie comme principe actif.

Les composés purs sont généralement utilisés quand les principes actifs des plantes

produisent une forte et spécifique activité ou possédent un faible indice thérapeutique

1.4.1. Utilisation des plantes thérapeutiques

1.4.1.1. Principales parties utilisées et modes d’administration

Les parties de la plante sont inégalement pourvues en molécules actives (Delaveau et al.,
1985) :

» Feuilles : carrefour de toutes les synthéses chimiques, et les parties les plus
utilisées celles qui produisent les hétérosides et la plus part des alcaloides.

» Tiges : peuvent contenir des principes actifs.

» Fleurs : transmettant le message héréditaire. Souvent chargées de principes
actifs.

» Racines : sont des pompes dans le sol, I’eau et les sels minéraux qu’elles

envoient vers les feuilles, elles accumulent souvent des sucres.
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1.4.1.2. Formes d’utilisation des plantes thérapeutiques

La matiére premiere peut se présenter sous au moins trois formes (Wichth et Anton,
1999) :

% Plantes fraiches : elles sont généralement a I’origine de 1’obtention des teintures
meres, qui constituent la base de la préparation de médicaments homéopathiques.
Elles sont malheureusement souvent confondues avec les teintures officinales
utilisées en allopathie.

% Plantes séchées : elles sont a 1’origine de la préparation des teintures officinales, des
extraits, etc.

% Plantes stabilisés: I’alcool ou la chaleur utilisées inhibent les équipements
enzymatiques présents, se qui assure la conservation des constituants dans leurs

structures d’origine.
1.4.2. Techniques d’application des plantes thérapeutiques
1.4.2.1. Extraction
1.4.2.1.1. Extrait

Sont des préparations concentrées, liquides, solides, ou de consistance intermédiaire,
généralement obtenus a partir de matiéres premieres végétales ou animales séchées. L’extrait
est préparé par macération, percolation, en utilisant de 1’¢thanol ou un autre solvant approprié
(Wichth et Anton, 1999).

1.4.2.1.2. Formes d’extraits
Selon Wichth et Anton (1999) on différents types d’extraits

A. Extraits fluides : préparation liquides, dont une partie en masse ou en volume
correspond a une partie en masse de matiere premiére séchée. Ces extraits fluides sont
préparés uniquement a partir d’éthanol ou d’eau, ou par dissolution d’un extrait sec ou mou

dans ces mémes solvants.

B. Extraits mous ou fermes : préparations de consistance intermédiaire, obtenues par

évaporation partielle du solvant (I’éthanol ou I’eau).

C. Extraits secs : préparations solides obtenues par évaporation du solvant.
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1.4.2.1.3. Méthodes d’extraction

A. Infusion : est la plus utilisés, elles sont sans doute, les méthodes les plus simples en
particulier pour préparer les fleurs et les feuilles. Verser de 1’eau bouillante sur la plante,
couvrez et laissez infuser pendant 5 a 10 minutes, puis filtrez. L’infusion peut ensuite étre bue

ou appliquée sur les zones douloureuses ou blessées (Kothe, 2007).

B. Décoction : préparation obtenues en faisant bouillir des plantes dans de 1’eau ou du
vin. Elles sont plus actives que ’infusion et la macération. Verser de I’eau froide dans un
récipient et y ajouter les herbes dans la proportion déja indiquée selon le nombre de tasses.
Les herboristes conseillent la méthode de la décoction pour les parties dures de la plante, ¢’est

la meilleure maniére pour qu’elle libére ses principes actifs (Delille, 2007).

C. Macération : consiste a maintenir en contact la drogue avec de ’eau potable a
température ambiante pendant une durée de 30 minutes a 4 heures (Wichth et Anton, 1999).
Pour préserver les principes actifs de certaines plantes médicinales qui ne supportent pas la
chaleur, vous devrez faire macérer la plante : recouvrez deux cuillerées a soupe d’herbes avec
un demi-litre d’eau froide et laissez infuser toute une nuit. Apres filtrage, utilisez le liquide

comme une déecoction (Kothe, 2007).

E. Digestion : consiste a maintenir en contact la drogue avec de I’eau potable a
température inférieure a celle de 1’¢bullition, mais supérieure a la température ambiante
pendant une durée de 1 a 5 heure. Ce procédé est rarement utilisé et ne concerné guére que la

racine de polygala et le rhizome de valériane (Wichth et Anton, 1999).

I.5. Domaine d’application des plantes thérapeutiques

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des
matiéres premieres pour la semi synthése.

Il'y a eu donc un réveil vers un intérét progressif dans l'utilisation des plantes médicinales
dans les pays développés comme dans les pays en voie de développement, parce que les
herbes fines guérissent sans effet secondaire défavorable. Ainsi, une recherche de nouvelles

drogues est un choix normal.
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1.5.1. En médecine

En tant que médicament pour I’homme, exemple (Bouras, 2013) :

= Enurologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs.
=  Sommeil et désordres nerveux.

= Systemes cardiovasculaires.

= Contre le diabéte.

1.5.2. En alimentation

Assaisonnements, des boissons, des colorants et des composés aromatiques. Les épices et
les herbes aromatiques utilisées dans 1’alimentation sont pour une bonne part responsable des
plaisirs de la table, considérée comme condiments et aromates. La popularité des épices et
herbes aromatiques a été reste trés liée a leurs propriétés organoleptiques. La notion de flaveur
des épices et aromates recouvre I’ensemble des perceptions olfacto-gustatives. Ces
perceptions résultent de stimuli générés par une multitude de composés organiques dont
certains sont volatils et constituent ce qu’on appelle en général I’huile essentielle, les autres
non volatils, sont plus particulierement responsables de la saveur et de la couleur (Bouras,
2013).

1.5.3. En cosmétique

D'apres Hamitouch (2007), le produit cosmétique tels que le savon de toilette, creme,
aérosols, les produits de beauté, parfums et produits d’hygiene est issue du savoir traditionnel
de la phytothérapie avec des connaissances nouvelles, il est généralement appliqué sur la
partie externe du corps. la grande activité des huiles sur la microflore de la peau, d’ou son
utilisation en cosmétique. Aussi 'utilisation des pommades et des gels a base végétal permet
de préserver ces cosmétiques grace a leur activité antiseptique et anti oxydante, tout en leur

assurant leur odeur agréable.
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11.1. L’Ortie (Urtica dioica)

L’Ortie dioique ou grande ortie est une plante vivace de la famille Urticacées, haute de 50
cm a 1 m, d’un vert sombre, aux poils raides et piquants. Les tiges robuste, sont dressées et
simples. Les feuilles, grandes, pointues au sommet et un peu en coeur a la base, ont des bords
grossierement dentés. Le pétiole a 2 stipules, est plus court que le limbe des feuilles. Les
fleurs dioiques, parfois monoiques sont groupées en grappes rameuses bien plus longues que
le pétiole (Bertrand, 2002). Les rameaux fructiféres sont reconnaissables parce qu’ils sont
pendant (Durcef, 2007).

Figure 1. L’ortie (Urtica dioica.L) (2)

11.1.1. Répartition géographique

L’Ortie pousse dans les régions tempérées du monde. La plupart des variétés de la famille
des Urticacées sont originaires des régions tropicales et subtropicales (lris, 2007). Elle
supporte tous les sols, surtout ceux contenant des matieres organiques fraiches; elle fait partie
des plantes nitrophiles. Symbole de milieux riches et fertiles, I'Ortie ne pousse jamais seule,
mais en grands massifs compacts a I'abri desquels s'installe de nombreux insectes (Bertrand,
2002).
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11.1.2. Classification :

D’aprés APGII (2003), 1a position systématique de 1’Ortie est la suivante :

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales
Famille Urticaceae
Genre Urtica

Espece Urtica dioica.L

11.1.3. Description botanique
11.1.3.1. Tige

La tige d’Urtica dioica est dressée, robuste, non ramifiée, et a section quadrangulaire.
Elle peut atteindre 1.5 m de hauteur. Comme la feuille, elle est recouverte des poils urticants
(Delahaye, 2015).

11.1.3.2. Feuilles

Vert foncé, opposées, ovales a lancéolées, sont en général deux fois plus longues que
larges. Elles sont bordees de fortes dents triangulaires. Les cellules épidermiques renferment
des corpuscules calcifiés appelés cystolithes. La forme plus ou moins allongée des cystolithes

est un caractere dérivé propre aux Urticacées (Delahaye, 2015).

11.1.3.3. Fleur

La fleur femelle est composee de 4 sépales inégaux, les deux extérieurs étant petits ou
inexistants. Le style est presque nul, surmonté d'un stigmate en pinceau. La fleur male est
composée de 4 a 5 sépales. L’androcée est constitué de 4 a 5 étamines a filets longs,

élastiques, repliés dans le bouton floral (Wichth et anton, 2003).

11


https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-r%C3%A8gne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_foliaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_foliaire
https://fr.wiktionary.org/wiki/cystolithe

Chapitre 11 Etude sur les plantes utilisées

11.1.3.4. Racine

L’Ortie présente de longs rhizomes qui lui permettent de former des colonies, d’ou son
pouvoir envahissant. Les rhizomes rampants mesurent de 1 a 5 mm d’épaisseur et sont
pourvus d’un chevelu de fines racines adventives. Le rhizome est jaunatre, cylindrique, de 3 a
10 mm d’épaisseur, tragant, et abondamment ramifi¢. La fixation d’azote par les rhizomes se
fait par une symbiose avec un microorganisme tellurique Rhizobium frankia (Langlade,
2010).

11.1.4. Cycle biologique
D’aprés Bertrand (2002), le cycle biologie est constitué par :
A. Germination

L’Ortie peut étre semée, et les graines germent généralement vers fin Mars début Auvril.
Le nombre de plants d’Ortie a I’hectare est souvent de 45 000 a 50 000. La germination est
cependant aléatoire car les graines sont souvent stériles. Les racines participent aussi a la
reproduction, car elles drageonnent régulierement. De plus, on peut avoir une nouvelle plante

avec uniquement un bout de rhizome, c’est le bouturage.
B. Reproduction sexuee

Les fleurs males et femelles sont séparées, et sont généralement sur des pieds différents,
ce sont donc des plantes dioiques. (Urtica dioica) Tres rarement, des fleurs males et femelles
peuvent étre sur un méme pied. On parle alors de plante monoique. Dans notre cas, on parlera

toujours d’Ortie dioique.
11.1.4.3. Floraison

La floraison a lieu du printemps jusqu’au début de 1’automne. Les fleurs ne possédent pas
de pétales, mais deux sépales. Les fleurs femelles sont verdatres et en grappes, pendantes. Les
fleurs males sont jaunatres et ont un port plus horizontal et étalé ou en épi, en chatons. La

pollinisation est entomophile mais surtout anémophile.
11.1.4.4. Fruits

Les fruits de 1I’Ortie sont des akénes. Ces graines, de taille trés petite, peuvent étre

transportées par le vent et ainsi former un nouveau tapis d’Orties.
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11.1.5. Composition chimique

La composition chimique des différents organes de I'Ortie dioique, a savoir les feuilles,
les fruits, les racines et les poils, a été le sujet de nombreuses études depuis la seconde moitié
du 19°™ sigcle. La partie chimique active de 1'Ortie dioique comprend prés de cinquante
composes de la fraction lipophile et dont la structure chimique est connue. On trouve des
stérols, des acides tris terpéniques, des coumarines, des phénols, des lignines, des céramides,
des acides gras, tanins, flavonoides, etc., tous ces constituants trouvent leur répartition dans

les divers organes de la plante (Bertrand, 2002).
11.1.5.1. Principaux actifs

Selon Bruneton (1999) ; Budzianowski (1991) ; Karamali et Teunis (2001) : on peut
représenter les principaux actifs selon le tableau 1

11.1.6.Propriétés antifongiques

L’agglutinine de 1’Ortie possede une activité antifongique et insecticide. Elle agit en
synergie avec la chitinase en inhibant la croissance fongique. Elle inhibe la croissance de
plusieurs champignons pathogénes et saprophytes contenant de la chitine (Brockaert, 1989).

11.1.7. Utilisation de I’Urtica dioica

L’utilisation de 1’Ortie est multiple. On I’emploie en agriculture, en alimentation, en

cosmétique, en teinturerie, dans 1’industrie du textile et a des fins médicinales.
9 9

11.1.7.1. Elevage

Les Orties étaient cultivées depuis des temps lointains comme fourrage pour alimenter le
bétail, qu’il soit petit ou grand, en passant de la poule a la vache. (Bertrand, 2007).

1.7.2. Au jardin

L’Ortie est considérée comme une plante essentielle. On I’utilise en purin comme tonique
Universel, en pulvérisation foliaire sur les plantes. Le purin d’Ortie a aussi I’avantage de
renforcer les défenses naturelles des plantes et d’avoir un certain effet répulsif sur les insectes
(comme puceron) et les maladies (comme mildiou). Ajoutée au compost sous forme de
préparat, I’Ortie a pour effet d’aider le processus de décomposition (Beaudoin et Ouellet,
2009).
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Tableau 1. Les structures chimiques des Principes actifs de 1’Ortie.

Principes actifs

Structure chimique

Stérol Sitostérol
Flavonoides Kaempferol
Quercétol

Acides phénoliques

L’acide chlorogénique.

HO"

L’acide malique o
OH
OH O
L’acide caféique 0
HO
HO

Tanin

Scopolétole
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11.2. La Fougeére-Aigle (Ptéridium aquilinum.L)

Ptéridium aquilinum est une plante cosmopolite de la famille ptéridophyte qui envahit les
terrains dégradés des jachéres et des cultures pérennes (Lydie et Ipou, 2007). On la rencontre
un peu partout en France et aux quatre coins du globe, dans les zones humides jusqu'a 2
meétres d'altitude. C'est une plante vivace herbacée vigoureuse a la souche profonde et tracante
dont les grandes et larges frondes bipennées se déploient sur de grands pétioles robustes et
souples et ovales triangulaires dans leur conteur, divisées 3-4 fois. Les fructifications trés
rares sont constituées par des capsules linéaires contenant les spores disposées a la marge

inférieure des divisions des feuilles (Ducerf, 2007).

Figure 2. La Fougére-Aigle (Ptéridium aquilinum) (3)

11.2.1. Répartition géographique

La Fougere-Aigle (Ptéridium aquilinum L.) est une plante présente en milieu bordures et
clairieres forestieres, foréts, landes et prairies naturelles des planes et des montagnes
((Ducerf, 2007) sur des dizaines de milliers d’hectares, ou elle pose des problémes pour la
régénération et l’installation des jeunes peuplements (Auzuret et Wehrlen, 2012). Elle
colonise principalement les sols acides non engorgés d’eau (Dumas, 2002) mais elle posséde
une forte capacité d’adaptation. Elle a un développement annuel rapide et peut atteindre une

hauteur de plus de 3 m.
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11.2.2. Classification

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Pteridophyta

Classe Filicopsida

Ordre Polypodiales

Famille Dennstaedtiaceae
Genre Pteridium

Espéce Ptéridium aquilinum (4).

11.2.3. Description botanique

A. Les feuilles

Les frondes de Fougére-Aigle montrent une grande variation dans la morphologie des
frondes en réponse a I'habitat qui se trouve sur les sites fertiles, le poids sec des frondes peut
dépasser 1,2 Kg/m? et Les hauteurs des frondes peuvent étre supérieures a 2m. En plein
soleil, Les frondes forment un couvert dense a plusieurs couches avec un indice de surface
foliaire élevé (Daniels, 1986). La morphologie de la fronde varie également avec l'altitude,
avec une biomasse accrue se trouvant dans la lame et la partie souterraine du stipe, Par
opposition a la partie aérienne du stipe, a haute altitude résultant de la formation d'une courte

verriere avec des pignons denses (Atkinson, 1989).

B. Les racines

Le rhizome est le systeme de tige sous-sol horizontal de la plante de Fougere-Aigle.
Sur les terres humides, le rhizome est généralement entrelacé dans les 20 cm de sol le plus
souvent sous une épaisse couche de litiere. Le rhizome est responsable de I'expansion
vegétative de la plante et sa capacité a exploiter les ressources disponibles dans le sol
adjacent. Les pousses longues sont trouvees a des profondeurs de sol plus grandes que les

pousses Entre-noeuds (30-40cm). Ils forment I'axe principal du systéme des rhizomes, Les
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pousses courtes poussent latéralement et sont responsables de I'extension du rhizome croissant

plus rapidement que les pousses courtes (Lowday, 1984).
11.2.4. Cycle de reproduction

Les spores sont produites en grande quantité (environ 30 millions par fronde fertile). Les
spores sont disséminées par le vent a des distances importantes (3 000 Km). La durée de vie
dans le sol est variable (plus de 10 ans). Lorsque les conditions nécessaires a la germination
sont réunies (température proche de 25°C), un nombre considérable de sporophytes peut
apparaitre.  Les sporophytes produisent des spores asexuées qui en germant donnent des
petites plantes sans vaisseaux : les prothalles ressemblant assez aux hépatiques. On les appelle
des gamétophytes car elles produisent des gamétes ou cellules sexuées. Les cellules méles et
femelles fusionnent pour la formation du nouveau sporophyte. L'eau est indispensable pour

cette étape. Quant a la reproduction asexuee, elle se fait par des rhizomes (kivono ,2010).

roupe
de

/ sporanges
Pied feuillé
(sporophyte)
* Sporange
o°° P, libérant
Cycle dg 20 QF °es spores
reproduction % oo
des fougeéres e
Jeunes feuilles \),
en crosse
Rhizome Prothal(e

mur

; Jeune
Racines é—/ prothalle

Spore germée

/' Anthéridie

Prothalle te 2 ¥ (organe male)
Archégone \”/ X Anthérozoides nageant
(organe femelle) 4 A be - dans l'eau

Figure 3. Le cycle de reproduction des Fougeéres (5)

17



Chapitre 11 Etude sur les plantes utilisées

11.2.5. Composition chimique de Fougeére-Aigle

La Fougere-Aigle (Ptéridium aquilinium) est une espece autochtone qui contient
plusieurs substances toxiques comme la thiaminase, tanins, le ptaquiloside, pyrimidine et
thiazole (Hirono, 1989 ; Knight et Walter, 2001).

11.2.5.1. Les principes actifs

Tableau 2. Structures chimiques des principes actifs de la Fougere —Aigle. (Karamali et
Teunis, 2001).

Principes actifs Structures chimiques
Pyridine = |
>~ _CH
RO NEAS

H
ptaquiloside HOL b o
H,C :

hétéroside A

Scopolétole I e

11.6. Propriétés antifongiques

Le Fougére-Aigle (Ptéridium aquilinum) commune dans les landes et foréts francaises, peut
étre utilisée en jardinage biologique. On la récolte de préférence séche ou jaunissante, a
l'automne. A cette époque de I'année, sa vocation premiére est de servir de protection contre le
gel a toutes les plantes sensibles: méaches, chicorée sauvage, scarole, artichaut... Quand vient
le printemps, la Fougere-Aigle se transforme en matériau idéal pour la couverture du sol. C'est

dans les fraisiers qu'elle donne la meilleure d'elle-méme gréace a son action allélopathique
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antifongique contre la pourriture grise. Mais on peut également I'utiliser pour pailler toutes
sortes de culture des lors que le sol s'est réchauffé, en guise d'assurances anti-sécheresse et
anti mauvaises herbes. En paillage frais ou sec de 5 cm d'épaisseur environ, elle attire mais
empoisonne les limaces car elle contient un aldéhyde se transformant en métaldéhyde apres
fermentation. Le purin de Fougere-Aigle peut également étre utilisé a cet effet et il serait

encore plus efficace si I’on ajoute quelques marrons d’Inde écrasés lors de la fabrication (6).
11.2.7. Utilisation de Fougere-Aigle

11.2.7.1. Usage agricole

La Fougere-Aigle pousse dans les terres profondes, riches, bien pourvues en eau et en
éléments nutritifs. Plante qui donne un excellent engrais tres riche en K et P une fois
compostee. La plante est utilisée en couverture de sol. La poudre est insecticide ou insectifuge
utilisée en purin ; paillage, poudre de plante séche contre les ravageurs des cultures (taupin,
puceron, cicadelle de la vigne) (Ducerf, 2007), Le purin de Fougére-Aigle a une action
préventive et curative contre des maladies cryptogamiques comme la rouille et l'oidium :

pulvérisez-le pur, non dilué, sur les végétaux concernés (Ooreka, 2016).
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Chapitre 111. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
I11.1. Généralités

Fusarium sp sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs causant des
flétrissements des feuilles et des pourritures racinaires de plusieurs espéces végétales (Hiber
et al., 2007). Parmi le genre Fusarium, Fusarium oxysporum est certainement 1’espéce de
champignon tellurique la plus répandue dans la nature et dans tous les types de sols (Fravel et
al., 2002).

La fusariose da la tomate causées par les agents pathogénes Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp radicis- lycopersici est connus permis les maladies les

plus dévastatrices de cette culture a travers le monde (Haas et Défago, 2005).

I11.2.Position systématique

Fusarium oxysporum est considéré comme Ascomycete proche du groupe
téléomorphique Gibberella que Nectria (Di Pietro et al., 2003 ; Michielse et Rep, 2009) et
ayant plus de 120 formae spciales.

Régne Fungi

Division Ascomycota

Classe Ascomycetes
Sous-classe Sordariomycétes
Ordre Hypocreales

Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

Espéce Fusarium oxysporum
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Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

111.3. Caractéres morphologiques

111.3.1. Macroscopique

L’aspect cultural de F.oxysporum sur milieu PDA correspond a un mycélium aérien de

croissance rapide, et de couleur variable allant du blanc au rose ou violet, dues a la formation d’une

multitude de spores en surface par des organes fructiféres (sporodochies, pinnotes) (Henni et al.,
1994 ;Windels, 1992).

111.3.2. Microscopique

X/

L)

Les microconidies : Sont des spores de petite taille (3-5 x 10-15 pum), ovoides a
ellipsoides, unicellulaire ou bicellulaire, agglomérées en fausses tetes sur des
conidiophores monophialides courts (Agrios, 2005).

Les macroconidies : Sont des spores cloisonnées transversalement, de taille (5-10 x
25-35 um) en forme de fuseau, produites par des conidiophores ou par le mycélium
aérien (Guezlane, 1976).

Les Chlamydospores : Sont des spores de résistances, entourées d’une paroi épaisse
et parfois ornementée. Elles sont sphériques ou ovoides (6 x30 um), intercalaires ou
terminales, isolées ou en groupes (Djerbi et al., 1984 ; IMI, 1994).

Le mycélium : au début de la croissance, le mycélien aérien est blanc et peut ensuite
changer vers une grande variété de couleurs selon la souche de F. oxysporum
(Agrios, 2005).

I11.4. Cycle biologie

F. oxysporum possede un cycle a deux phases : une phase parasitaire et une phase saprophyte.

Le plus souvent, le pathogene pénétre par les blessures naturelles, il s’aveére que la position de la

blessure sur la racine peut avoir une importance sur la pénétration de I’agent pathogéne et que

I’invasion racinaire s’effectue par étapes successives suite a la compétition entre le champignon et

le systeme de defense de la plante. Suite a la pénétration dans la paroi cellulaire, le mycélium se

ramifie et colonise les cellules épidermiques voisines de fagon intercellulaire. L’expansion

mycélienne atteint les tissus du cylindre central, c’est ainsi que les vaisseaux sont colonisés. A

partir des vaisseaux, I’agent pathogéne progresse rapidement vers la tige (Fernon, 1970).
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Dans les vaisseaux de la tige, le champignon produit des microconidies. Ces derniéres sont
transportées vers le haut et lorsqu’une paroi transversale empéche la progression, les microconidies
germent. Le champignon continue alors sa colonisation jusqu’a atteindre I’apex. Parfois ce
champignon produit des sporodochies qui contiennent des macroconidies. Apres la mort de la
plante, le mycélium se développe en dehors et démarre sa phase saprophyte (Blancard, 1997).

La production de micro et macroconidies a la surface de 1’hote constitue 1I’inoculum secondaire
qui de dissémine par I’intermédiaire du vent, des ecaux d’arrosage et 1’utilisation d’outils (Lida et al.
, 2006 ; Darles, 2013). Les chlamydospores permettent la reprise de la phase parasitaire en germant
a la reconnaissance d’exsudats que produit la plante. Le cycle peut ainsi recommencer (Blancard,
2009).

Ring of discolored
vessels in
secondary xylern

vessels in infected
in healthy stem stemor petiole
of petioke

Gumin vessels
Root peretration and adjocent cells.
J throughwounds. Myceliym in vessels
Mycelium enters

vessels

cracks formed-by !
emerging laterai rocts
- 7 germtubes
attack rools Conidia form in

\ \  sporodochiz on
? dead leaves
Germinating spore - —
:f::é‘;’a Chiamydo- —
: PO Spares formed by myceliumin soil S Lower branches
{Allstages present Ininfected tissues or solf} Entice plant wilts and dies Degin towilt

Figure 4. Cycle général de la maladie de flétrissement vasculaire causée par F.oxysporum sp.

lycopersici chez la tomate (Agrios, 2005).
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111.5. Symptdmes

Le Fusariose peut affecter les trés jeunes plantes comme les plantes adultes. Sur les premiéres,
elle occasionne un ralentissement de croissance, le flétrissement et le jaunissement des feuilles
basses, les tissus vasculaires sont fortement brunis. Bien souvent, les plantules finissent par se

dessécher et mourir (Blancard, 1997).

Sur les plantes adultes, la encore, se sont les vieilles feuilles qui expriment les premiers
symptomes. Quelques-unes des folioles montrent des chloroses sectorielles (figure 5-a). Par la suite,
le jaunissement gagne I'ensemble du limbe et s'étend a d'autres folioles situées sur le méme coté des
feuilles (figure 5-b). En plus de jaunir, les feuilles finissent par flétrir durant une grande partie de la

journée.

Les pétioles et la tige présentent également un jaunissement longitudinal (figure 5-c) qui
s'amplifie progressivement et donne naissance a une Iésion nécrotique affectant un coté de la tige
sur plusieurs centimeétres (figures 5- d et €). Dans certains cas, des ébauches de racines adventives
peuvent apparaitre. Une coupe réalisée dans la tige permet de dégager les vaisseaux et de constater

qu'ils ont une teinte brune trés marquée (figure 5-f). La moelle ne semble pas affectée.

Au fur et a mesure de son évolution, la maladie provoque un flétrissement des plantes de plus

en plus marqué, qui finissent par se dessécher entierement (Blancard, 2013).

23



Chapitre 111 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Figure 5. Symptdmes causes par I’agent pathogene F.oxysporum sur les différents parties de
tomate ; a : chloroses sectorielles ; b : jaunissement des limbes ; ¢ : jaunissement longitudinal de

tige et pétiole ; d-e : nécrose de la tige ; f : brunette des vaisseaux (Blancard, 2013).

I11.6. Les moyens de lutte
Les luttes sont :

A. La lutte culturale

Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent la maladie, telles qu’un sol léger et acide, un
manque d’azote et de calcium, des températures élevées supérieure a 28°C, un stress thermique et

hydrique (exces d’eau) (Blancard, 1997).

B. La lutte agronomique

C’est la lutte par rotation et compagnage. Elle consiste a stopper la culture de la plante qui
héberge le parasite pendant plusieurs années (Henni et al., 1994). D’autre part, ’accompagnage de

la culture de tomate par une autre culture dite plantes compagne participent dans la protection
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contre la maladie en secrétant des substances liant le fer du sol de facon a ce qu’il ne soit plus

disponible aux parasites (Maoc, 2006).
C. Lalutte physique

Consiste a stériliser le sol avant toute transplantation par la chaleur, la solarisation ou le
traitement des racines avec de 1’eau chaude entre 48 et 49°C pendant 30 secondes (Anchisi et al.,
1985). Mais généralement, la solarisation ne sont pas des solutions efficaces a long terme (Corbaz,
1990).

D. Lalutte chimique

C’est la méthode la plus utilisée a cause de son efficacité mais beaucoup d’effets néfastes sur
I’environnement et la santé du consommateur, il s’agit en effet d’une désinfection du sol a ’aide de
fongicides chimiques dont les plus utilisés la triazole et ces dérivés qui sont des composés tres actifs

grace a leur noyau qui posséde une activité pharmacologique, antibactérienne et antifongique
( Hamoir et al., 2002).
E. La lutte biologique

La lutte biologique contre les maladies fongiques par des agents microbiens semble étre une
excellente option, car les effets néfastes secondaires sur 1’environnement peuvent étre nulle ou
minime, en plus de I’avantage d’étre en mesure d’exporter des produits a I’étranger sans restriction
par rapport a l’utilisation de produits chimiques. L’inhibition des pathogenes par des souches
bactériennes rhizosphériques est considérée comme un mécanisme indirect de favoriser de la
croissance des plantes (Trivedi et al., 2008). Plusieurs chercheurs se sont intéressés au micro
organismes tel que les bactéries et les champignons dans 1’espoir de mettre au point un procéde de
lutte efficace capable de limiter la gravité des fusarioses, parmi ces bactéries on site les
Pseudomonas fluorescest et Serratia marcescens et parmi les champignons il existe les Fusarium

non pathogene et Trichoderma hazianum (Alabouvette et al., 2006 ; Fravel et al., 2003).

25



it expérimentﬂ16



Chapitre \

Matériel et méthodes



Partie Il : partie expérimentale
Chapitre 1V. Matériel et méthodes

IV. Materiel et méthodes

Ce travail contribue a mettre en évidence une stratégie de lutte biologique sur 1’utilisation
de produits a base d’extraits végétaux de 1’Ortie (Urtica dioica) et Fougére-Aigle (Ptéridium
aquilinum). L’organe végétal choisi pour la réalisation des expérimentations de cette étude est
la feuille, puisque c’est & son niveau que se trouve la majorité des principales substances
actives, en d’autre terme, c’est le lieu de synthese et de la mise en réserve temporaire des

principaux composés du métabolisme primaire et secondaire.

IV.1. Matériel végétal
1V.1.1. Récolte

Les feuilles adultes d’Ortie (Urtica dioica) et Fougere-Aigle (Ptéridium aquilinum)
utilisées dans cette étude ont été collectées dans la région de Jijel (Kaous et Aouana)
(Figurel), durant les mois de Mars-Avril en 2017, ensuite transportées dans des sacs au
laboratoire pour faire les différentes analyses et I’identification botanique a été faite en se

basant sur un ouvrage bibliographiques de I’auteur Iserin (2001).

Google

Figure 6. Image satellite de la commune de Kaous et d’Aouana (Jijel) (Google Map, 2017).
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IV.1.2. Préparation

IV.1.2.1. Séchage
Le matériel végétal fraichement collecté a été séché a lI'ombre pendant 3 semaines dans

Laboratoire d’Ecologie de la Faculté des Sciences.

1IV.1.2.1.1. Détermination de taux d’humidité

Le taux d’humidité a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve, a 105°C jusqu'a
I’obtention d’un poids constant. C’est une méthode gravimétrique qui consiste en la détermination
de la perte de poids par dessiccation (Reynes et al., 1994 ; Lazouni et al., 2007). La détermination
du taux d’humidité relative exprimé en pourcentage est I’une des analyses les plus fréquentes lors
du développement de produits et au cours de la production. Par différence la mesure de I’humidité

relative permet de connaitre I’extrait sec du produit selon la formule suivante (Makhloufi, 2010):

TH%=(P a—P B) / Pa x100

TH%% : taux d’humidité exprimé en pourcentage.
Pa: poids de I’échantillon « plante fraiche ».

PB: poids de I’échantillon « plante séche ».

1V.1.2.2. Broyage et tamisage
Les parties des plantes séchées ont été concassées séparément par un broyeur électrique, et

ensuite tamisées par un tamis de diametre 100 um. Les poudres végétales ainsi récupérées, sont
placées dans des sacs en plastique, sur lesquels le nom et la partie de I'espéce sont mentionnés. Ces

poudres vont étre soumises a différentes extractions.

Toutes les étapes précédentes sont résumeées dans le tableau3 :
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Tableau 3. Récolte et préparation des deux espéces 1’Ortie (Urtica dioica) et Fougére-Aigle

(Ptéridium aquilinum)

Nom Nom Lieu et Plante sur Etat Etat sec Poudre
vernacul | Scientifique | Date  de | terrain Frais
aire récolte
Ortie Urtica dioica | Kaous
15/03/2017
Fougere | Ptéridium Aouana

-Aigle aquilinum 05/04/2017

IV.1. 3. Préparation des extraits

1VV.1.3.1. Préparation de purin

La préparation de purin de la Fougére-Aigle (Ptéridium aquilinum) et d’Ortie (Urtica dioica)

se fait en 2 semaines par les étapes suivantes :

Hacher grossierement 20 g de feuilles de Fougeres-Aigle (Ptéridium aquilinum)  ou d’Ortie
(Urtica dioica) fraiches. Les mettre dans un récipient en plastique, ajoutant 1 litre d'eau distillée
et remuant chaque jour la macération avec un baton sa favorise la fermentation qui dure 15 jours.
Filtrer cette macération afin de retirer tous les residus et d'obtenir un liquide propre (purin). Stocker

le purin a I'abri de la chaleur et de la lumiere pendant plusieurs semaines (Moussalli et al., 2010).
1V.1.3.2. Preparation des extrais aqueux des plantes

Un extrait aqueux est également préparé par macération de 5 g de poudre des deux espéeces :

I’Ortie (Urtica dioica) et la Fougeére-Aigle (Ptéridium aquilinum) dans 50 ml d’eau distillée
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pendant 24 heures. Le mélange est ensuite centrifugé a 3600 t/s pendant 30 min. Le surnageant est
récupéré puis filtré sur papier filtre Wattman N° 01. Cette opeération est répétée quatre fois. Les
extraits obtenus sont conservés a 4°C a I’abri de la lumiére jusqu’au moment de leurs utilisations
(Salhi, 2012).

1V.1.3.3. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique

Cet extrait a été préparé par macération de deux plantes 1’Ortie (Urtica dioica) et la Fougere-
Aigle (Ptéridium aquilinum) a une température ambiante. On a pris 5 g de poudre de chacune de
ces espéces, mélangé dans 50 ml d’eau distillée-éthanol (20/30) pendant 24 h avec agitation de
temps en temps. Aprés décoction pendant 30 min et filtration ce mélange avec le papier filtre
Wattman N°1, le filtrat obtenu a été centrifugé et puis évaporé a 60°C en utilisant un évaporateur

rotatif. Le filtrat a été placé a I’étuve a 55°C pour obtenir un extrait sec brut (Ampa et al ., 2013 ;

Zirihi et al., 2007).
‘ Poudre de plante (59) I

Macération dans eau /éthanol (20/30)
1 pendant 24h d T-4°C

Décoction pendant 30 min

A 4

Filtration

Centrifugation de filtrat (3000tr/5min)

Evaporation par évaporateur
rotatif T=60C°

| Extrait Brut Sec I

Figure7. Protocole d’extraction hydro-éthanolique
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1VV.1.3.3.1. Rendements d’extraits secs

Selon Djahra (2014), la détermination du rendement (R) des plantes en extraits secs est

calculée par la formule suivante:

R % = (Pes /Pmv) x 100

R% : rendement en pourcentage.
Pes : poids de I’extrait brut éthanolique (g).

Pmv : poids de matiére végetale (g).

IV.1.4. Propriétés physico-chimiques d’extrait
1V.1.4.1. Masse volumique

La masse volumique p d’une espece est définie par le rapport de sa masse m au volume V
occupé par cette méme espéce (Stamm et Sanders, 1966), de sorte que :
p =mlv

m : masse de 1’extrait (mg)
v : volume de I’extrait (ml)

p : masse volumique de 1I’échantillon

1VV.1.4.2. Densité

La densité et la masse volumique sont étroitement liées, la densité (d) est définie comme le
rapport de la masse volumique d’une espece par la masse volumique de 1’eau prise dans les mémes

conditions (Bouzidi et aribi, 1998).

D = p (Espece) / P (eau)
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D : densité relative
P (Espece) - masse volumique de 1’échantillon

P (eau) : Masse volumique d’eau
1V.1.4.3. Conductivité et pH de I’extrait

La conductivité électrique d'un liquide est en fonction de sa concentration en électrolytes. En
pratiquant des extraits aqueux d’une plante, la mesure de la conductivité permet d'obtenir
rapidement une estimation de la teneur globale en sels dissous. On a utilise le pH-metre pour

mesurer le pH des échantillons (Amiour, 2009).

1V.1.4.4. Analyses quantitatives des composés chimiques
1V.1.4.4.1 .Dosage des polyphenols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode Folin-Ciocalteu décrite par
Singlton et al. (1999).

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide

phosphomolybdique (H3PM012040)' I est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange

d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau, 1972). La coloration produite, dont
I’absorption maximum est comprise 750 nm est proportionnelle & la quantité de polyphénols
présents dans les extraits végetaux.

0,2 ml d’extrait sont mélangés avec 1,5 ml du réactif FC et 1,5 ml de Na2COsz & 7,5 % (m/v).
Le mélange est agité et incubé a ’obscurité et a température ambiante pendant dix minutes et
I’absorbance est mesurée a 750 nm par un spectrophotomeétre UV. Les résultats sont exprimés en
mg eéquivalent acide gallique/mg d’extrait brut en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide
gallique (Boizot , 2006 ; Mahmoudi, 2012).
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0 ,2ml d’extrait (0,4mg/10ml)

| 1,5ml du réactif Folin-Ciocalteu (1/15) I

y

1,5ml de Na,COs (7,5 %)

Incubation 10min a T=4C° et a I’obscurité

| Lecture a 750 nm I

Figure 8. Protocole du dosage des polyphénols totaux

1V.1.4.4.2. Dosage des flavonoides totaux
La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par Dehpeur
et al. (2009) :

0,2 ml de chaque extrait a analyser sont ajoutés a 0,1 ml de méthanol a 95 %, 0,1 ml d’AlClz a 10
% (m/v). Le mélange est agité puis incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant 30 min.
Le blanc est réalisé par remplacement de I’extrait par du méthanol a 95 % et 1’absorbance est
mesurée a 430 nm en utilisant un spectrophotométre UV. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent quercétine /mg de I’extrait brut en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine.
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0,2 ml de I’extrait (0,5mg/10ml)

0,1ml d’AlCls (10%)

‘ Agitation et incubation a I’obscurité et a la T=4C° (30min) \l

Lecture a 430nm

Figure 9. Protocole de dosage des flavonoides

1V.1.4.4.3. Dosage de tanins condensés

Pour doser les tannins condensés, la méthode de la vanilline a été utilisée (Scalbert, 1992; Sun
et al ., 1998 ; Schofield et al., 2001). Au cours de cette réaction, la vanilline va réagir avec les
tannins condensés pour donner des complexes colorés qui absorbent a 500 nm. Le dosage des
quantités de TC est réalis¢ a partir d’une courbe d’étalonnage de 1’absorbance en fonction de la

concentration en I’acide tannique.

Un mélange formé de 0,5mg de résidu avec 15 ml d’une solution de méthanol-HCI (1%) est
préparé. Le mélange obtenu est placé dans un tube a essai, vortexé puis placé dans un bain marie a
35°C pendant 20 minutes. Aprés incubation le tube est centrifugé a 1500 tr/5min et le surnageant est
récupérée. 1 ml du surnageant est mélangé avec 3 ml d’une solution de la vanilline. Cette derniére est
formée de 4 g de vanilline et 100 ml de méthanol-HCI (8%). Toutes les solutions ainsi que les
blancs sont préparés dans les mémes conditions. Les tubes obtenus sont de nouveau incubés a 35°C
pendant 20 minutes. Aprés cette deuxiéme incubation I’absorbance de chaque solution obtenue est

directement mesurée au spectrophotomeétre UV-visible a 500 nm.
La courbe d’étalonnage établie a partir des solutions de différentes concentrations de 1’acide

tannique permet d’exprimer la concentration des tannins condensés en mg équivalent de I’acide

tannique par gramme d’extrait brut (EAT/g EB).
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0,5mg de résidu 15ml de méthanol-HCI (1%)

Décoction a 35C°, 20 min “

Centrifugation (1500 tr, 5 min)

1ml de surnagent + 3 ml d’une solution de la vanilline

[4g/ 100mI de méthanol-HCI(8%)]

Incubation a T=35C° pendant 20 min N
‘ Lecture a 500nm |

Figure 10. Protocole de dosage de tanins condensés.

1VV.1.4.4.4. Détection des saponines

Dans un tube a essai, on a pris 0,5g de résidu sec dans 10 ml d'eau distillée. Fermé et agité-
le vigoureusement dans le sens de la longueur pendant 15 s. La formation d'une mousse stable,
persistante pendant plus de 15 min indique la présence de saponines (Bruneton, 1993 ; Lumbu,
2003).

IVV.2. Matériel fongique
1V.2.1. Prélevement des échantillons

La collecte des échantillons de tomate pour I’isolement des champignons responsables de la
fusariose vasculaire, s’est faite a partir d’'un champ d’une ferme située a kaous a 8 km de wilaya de
Jijel. L’échantillonnage est réalisé selon la procédure classique de choix aléatoire des feuilles, des

racines, des fruits attaqués présentant des symptdmes fusariose vasculaire (Fig 11-A-B-C).
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Figure 11. Prélevement des échantillons : (A) champ de tomate Kaous ;(B) dans le serre ; (C)

plante infecter attaquée par le Fusarium (Photo pris le 14/05/2017).

1V.2.2. Isolement et purification des isolats fongiques de tomate
Les tissus végétaux naturellement infectés sont immergés pendant 2 min dans 50 ml de 1’eau
Javel a 2% pour éliminer la flore saprophyte superficielle, rincés trois fois dans de 1’eau distillée
stérile, séchés sur papier filtre stérile (wattman n° 1), et déposés sur milieu de culture PDA dans
des boites de Pétri. Les boites de Pétri sont incubées a 25 C° pendant 6 jours.
Apreés la croissance du champignon, de nouveaux milieux de culture ont été préparés pour servir

au repiquage pour purifier la souche fongique (Bessadat, 2014).

1V.2.3. Identification des isolats fongiques
Les boites sont examinées sous la loupe binoculaire (grossissement x40), 1’identification des
colonies développées a partir des fragments infectés est basée sur la morphologie des spores
(Bessadat, 2014).
L’identification des isolats fongique basée sur deux aspects :
e Des caractéres culturaux (macroscopiques): vitesse de croissance, couleur de colonie, forme
de colonie, couleur de 1’envers de colonie, etc.
Les boites de Pétri sont examinées a 1’ceil nu.
e Des caractéres microscopiques : hyphes cloisonnés ou non, type et apparence du systéeme

sporal, caractéristiques de la spore asexuée (couleur, taille, septation), etc.
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o Les isolats sont examinés au microscope en tant que frottis humides avec grossissement
x40 (Botton et al., 1990).

IV.3. Activités antifongique
Pour la réalisation de I’activité antifongique on a adopté la méthode de contact direct (Alilou,

2012).

IV.3.1. Préparation des différentes concentrations
Pour préparer les différentes concentrations on a préléve des quantités d’extrait aqueux (Eq)
stérile (T= 50C°/10 min) de chaque plante et ajouté a 20 ml du milieu de culture PDA, puis on a

agité quelques minutes pour homogénéiser le milieu de PDA avec ’extrait aqueux (Tableau 4).

Tableau 4. Valeurs des dilutions utilisées

ml Ex/20ml PDA 0,5 0,75 1

Concentrations d’Ex (%) 50 75 100

IV. 3.2. Essai d’activité antifongique des extraits

L’¢tude de lactivité antifongique des extraits d’Ortie (Urtica dioica) et Fougere-Aigle
(Ptéridium aquilinum ) a été effectuée sur un milieu solide en prenant 2 ml de la solution mére de
chaque extrait, une agitation pendant quelques minutes a été effectuée pour homogénéiser la
solution. Apres refroidissement de ce dernier, un disque de 0,4 cm de champignon testé a été déposé
dans le centre du milieu de culture pour suivre la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum.
L’incubation a été faite a une température de 25°C pendant 4jours. Les manipulations ont éte faites
dans des conditions d’aseptiques. Deux répétitions ont été effectuées pour chaque test, afin de

minimiser I’erreur expérimentale (Alilou, 2012).
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1VV.3.3. Paramétres étudiés
1V.3.3.1. Evaluation de la croissance mycélienne

Dans cette ¢étude, on a tent¢ de comparer I'influence des deux extraits sur la croissance
mycélienne. L’estimation de la croissance mycélienne est basée sur la mesure du diamétre de la
colonie du champignon. Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins
qu’ils sont démarré le méme jour et dans les mémes conditions (Kordali et al., 2003).

Le Tl est calculé selon la formule suivante :

T1(%) =[(Dc-De)/D] x 100

T1(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
Dc = Diamétre de colonies dans les boites « temoins positifs ».

De = Diamétre de colonies dans les boites contenant 1’extrait de plante.

1VV.3.3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI)

La concentration a la plus faible concentration en extraits aqueux pour laquelle on n’observe
pas de pousse visible a 1’ceil nu sur le milieu solide (Garkoti, 2013). Elle mesure donc un effet
fongistatique et ne renseigne pas sur I’état de la population du champignon, ne permettant
notamment pas de préciser si a été tuée en partie ou totalement ou si elle a seulement cessé
multiplier. Les boites de Pitri dont les concentration ayant montré une absence totale de la
croissance mycélienne ; ont été sélectionnées pour détermination les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) (Debillerbeck et al., 2002 ; Bassole et al., 2001).

1V.3.3.3. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)
La vitesse de la croissance mycélienne de chaque concentration est déterminée par la formule:
(Mohammedi, 2013) :

VC = [D1/Tel] + [(D2-D1)/Te2] + [(D3-D2)/Te3] + ... + [(Dn-Dn-1)/Te]

VC: vitesse de croissance mycélienne
D: diamétre de la zone de croissance de chaque jour.

Te: temps d’incubation.
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V. Résultats et discussion

V.1. Taux d’humidité

Comme la plupart des végétaux, notre plante contient de I’eau. Les résultats du test
d’humidité montrent que les parties aériennes des especes étudiées possédent des taux

moyens d’humidité de 52.82% pour Urtica dioica et 41.58% pour Ptéridium aquilinum (Fig
12, Annexe 2- Tab10).
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Figure 12. Taux d’humidité de deux espece Urtica dioica et Ptéridium aquilinum

Les résultats confirmant sa richesse relative en eau, en effet, le poids de I'eau représente

presque la moitié de la masse de la plante (Raven et al., 2006).

V.2. Rendement d’extraction

Les rendements en extraits bruts sont variables selon la plante. Cependant, les rendements
les plus importants sont enregistré dans le Ptéridium aquilinum a 14%, suivis 1I’Urtica dioica
a 7.8% (Fig 13, Annexe 2-Tab 11).
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=
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Rendement d'extraction (35)

Urtica dicica Pteridium aguilinum

Espéce végétale

Figure 13. Rendement d’extraction des feuilles d Urtica dioica et Ptéridium aquilinum

Pour le rendement des extraits, les deux plantes n’ont pas le méme rendement soit, Cette
variation peut étre attribuée d’une part aux facteurs extrinseques de la plante et d’autre part a
I’espéce végétale et/ou a I’organe considérée. En effet, Svoboda et Hampson (1999) et
Smallfield (2001) rapportent que les conditions environnementales, la période de récolte et
I’dge du matériel végétal peuvent influencer sur les rendements d’extraction. De plus, les
especes végétales n’ont pas toutes le méme potentiel; certaines familles botaniques offrant des

rendements plus élevés que d’autres.
V. 3. Propriétés physico-chimiques d’un extrait

V3.1. Caractéristiques sensorielles des extraits

Figure 14. Les caractéristiques sensorielles des extraits bruts secs des deux espéces :
A : Fougere-Aigle ; B : Ortie
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Les deux espéces comprendre un aspect liquide colloide, la couleur vert foncé pour Urtica
dioica et jaune —brune pour I’espéce Ptéridium aquilinum, alors que I’odeur est différents
entre les deux especes (Tabb).

Tableau 5. Résultats des caractéristiques sensorielles des extraits bruts secs des deux especes

Espéces étudiées Aspect Couleur Odeur

Urtica dioica

Liquide colloide

Vert-foncé

Chlorophylle

Ptéridium aquilinum

Liquide colloide

Jaune-brune

Chlorophylle

Les couleurs des extraits sont dues a des pigments de différentes natures ; alors que la

présence d’odeur a cause de présence des composants phénoliques.

V.3.2. Masse volumique

Pour la masse volumique de I’extrait de deux especes, elle est 7,8 mg/ml pour U. dioica
et 14 mg/ml pour P.aquilinum. On constate que la masse volumique de deux especes est

inférieure a celle de la masse volumique d’eau distillée (Tab 6).

Tableau 6. La masse volumique d’extrait des deux espéces et I’eau distillée.

P d’extrait de deux plantes (mg/ml) P P’eau distillée

Urtica dioica Ptéridium aquilinum

7,8 14 19,61

Les résultats sont acceptables par ce qu’ils sont inférieurs a la masse volumique de 1’ecau
(Stamm et Sanders, 1966).

V. 3.3. Densité

Les valeurs obtenues sont indiquées sur le Tableau 7. Nous avons remarquée une légére
différence de densité entre Urtica dioica (0. 40) et Ptéridium aquilinum (0.71), La valeur la

plus élevée est enregistrée dans Ptéridium aquilinum, la densité est 0,71.
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Tableau 7 : Détermination de la densité de deux espéces

Densité Par rapport p I’eau distillée
Urtica dioica 0. 40
Ptéridium aquilinum 0.71

La densité de deux especes (Urtica dioica et Ptéridium aquilinum) est inférieure a celle de
I’eau distillée (D<1), ce qui explique que I’eau est plus dense que les extraits bruts des deux

especes (Ouahes et Devallez, 2003).

V.3.4. pH et conductivité

Le pH des extraits aqueux est mesuré pour permettre l'interprétation de certains résultats
d'activité biologique (Amiour ,2009), Les résultats obtenus (Fig 15, Annexe 2-Tabl2)
montrent que la valeur du pH de 1’Urtica dioica est 6,24+0,002, alors dans le Ptéridium
aquilinum présente un pH de 6,28 +£0,002. Ce pH est préjudiciable (Reynes et al, 1994). Par

contre, la conductivité est différente, 1’Urtica présente 0,7 et Ptéridium présente 0,3.

~ o o

U. dioica P. aquilinum

mpH ™ Conductivité

Figure 15. Le pH et la conductivité de deux espéces Urtica dioica et Ptéridium aquilinum

Ces résultats montrent que nos extraits sont faibles en acidité et pauvre en sels minéraux,

ce qui explique la plante en état physiologique normale comprend un pH neutre.
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V. 3.5. Analyse quantitative des composes chimiques

V.3.5.1. Dosage de polyphénols totaux
En se basant sur les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait, ayant réagi

avec le réactif de Folin Ciocalteu et comparées a la solution étalon en équivalence d’acide
gallique, les résultats de lI'analyse colorimétrique des polyphénols totaux sont représentés sur
la figure 16. La quantité des polyphénoles totaux est varié considérablement a travers les deux
espéces Urtica dioica (0.0546+0,0002) et Ptéridium aquilinum (0.2020+0,0005) mg d’acide
gallique équivalent /g d’extrait brute, 1’analyse de la moyenne en aussi montré une différence
tres significative entre les polyphénols totaux de deux espéces (P <0,01).

Cette courbe est établie en utilisant I’acide gallique comme référence. La formule de la
régression linaire de cette courbe est de y = 0.3143x + 0.0552 avec un coefficient de
corrélation R? égal 2 0.9853 (Annexe 1, Fig 34).
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Espéce végetale

Figure 16. La teneur en polyphénols de deux especes Urtica dioica et Ptéridium aquilinum

V.3.5.2. Dosage de flavonoides totaux

Selon les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait, comparees a la solution
étalon en equivalent de quercitine, les résultats de I'analyse colorimétrique en flavonoides
totaux sont donnés dans la Figure 17. La quantité de flavonoides totaux aurait varié de
1.7321+0,0705 mg équivalent de quercitine /g d’extrait brut pour Urtica dioica et

4.2576x0,1211 mg équivalent de quercitine / g d’extrait brut pour Ptéridium aquilinum.
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L’analyse de la moyenne en aussi montré une différence tres significative entre les
flavonoides de deux espéces (P < 0,01).

Le composé de référence utilisé pour 1’établissement de cette courbe est la quercitine. La
formule de la régression linéaire de cette courbe est de y = 0.0863 x + 0.0195 avec un
coefficient de détermination R? = 0.9888. (Annexe 1, Fig 35).

Concentration en EQ/g EB
o [ N w H (6]

U.dioica P. aquilinum

Espece végétale

Figure 17. La teneur en flavonoide des deux especes Urtica dioica et Ptéridium aquilinum

V.3.5.3. Dosage des tanins condensés

La courbe est établie en utilisant I’acide tannique comme référence. La formule de la
régression linéaire de cette courbe est de y = 0.0176 x + 0.0023 avec un coefficient de
détermination R? = 0.9960. Elle est de 3,3082 + 0,0181 mg EAT/ d’extrait brut pour
U.dioica et 2,2833 + 0,0391 mg EAT/ d’extrait brut pour P. aquilinum. Il existe une
différence tres significative entre les moyennes de la teneur en tanins entres les deux especes

(P < 0,01) (Annexe 1, Fig 36). Les résultats de I'analyse colorimétrique en tanins condensés
sont donnés dans la Figure 18.
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Concentration en EAT/g EB
La
L

Urtica dioica Ptéridium aguilinum

Espéce véegetale

Figure 18. La teneur en tanins condensés de deux espéce Urtica dioica et Ptéridium

aquilinum

+ Discussion
La méthode d’extraction effectuée sur la poudre des deux plantes (Ortie, Fougére-Aigle)
menée a une température ambiante permet d’extraire le maximum de composés et de prévenir
leur dénaturation ou modification probable.
La différence dans les teneurs en compositions chimiques des deux espéces est le résultat
de I’effet d’un certains nombres de facteurs dont les principaux sont : les facteurs climatiques

et I’environnementaux, la lumicre, précipitation, topographie, la saison et le type de sols
(Harris, 1977).

V.3.5.4. Détection de saponine

L’apparition de la mousse indique la présence de saponine dans les deux espéces Urtica
dioica et Ptéridium aquilinum a des hauteurs différentes (0,3 cm et 0,5 cm successivement)
(Fig 19 et 20).
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Figure 19. Détection de saponine, A : Ortie ; B : Fougére — Aigle
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Figure 20. La quantité de saponine dans les deux espéces Urtica dioica et Ptéridium

aquilinum.

Les indices des mousses indiquent que 1’intensité des saponines est plus importante dans
les feuilles de Ptéridium aquilinum que les feuilles d’Urtica dioica, montre que les

saponines ont une large gamme d'activités antifongique.

V.4. Identification de Fusarium oxysporum f .sp. lycopersici
L’observation macroscopique et microscopique nous a permis d’établir les

caractéristiques de la structure morphologique indiquées dans le tableau 8 et figure 21 et 22.
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Tableau 8: Description des caractéres macroscopiques et microscopiques de Fusarium
oxysporum f .sp. lycopersici

Aspect macroscopique

Aspect microscopique

Champignon Couleur Texture Mycélium Conidies et
spores
Fusarium oxysporum sp | Blanc ; rose | Cotonneuse Cloisonné Lisse
lycopersici

Figure 21. Observation macroscopique de Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici
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Figure 22. . Observation microscopique de Fusarium oxysporum sous microscope (A) :
fructification du champignon (1) macroconidies, (2) microcinidies ; (B, C) : les spores et le

mycélium du champignon
V.5. Résultats des tests antifongiques

V. 5.1. Evaluation de la croissance mycélienne
L’activité antifongique est révélée par 1’absence ou la présence de la croissance

mycélienne.

Selon la figure 23, traduise dans I’ Annexe 2- Tab 13,14 : il y a une différence de croissance
mycélienne entre les différents extraits et les différentes dilutions.
L’effet de I’extrait brut (sans dilution) a marqué une inhibition totale de croissance avec
I’extrait de Fougere- Aigle avec une valeur 0 mm, alors qu’avec I’extrait de 1’Ortie est 9mm.
L’effet des deux extraits des deux especes a enregistré des diametres différents descendants
selon la dilution, la croissance est grande avec la concentration 50% dans les deux plantes,
elles sont 34,5 mm avec I’Ortie et 27mm avec Fougere-Aigle. Le détail est représenté dans les

paragraphes suivants avec leurs figures.
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Extrait aqueux d’Ortie Extrait aqueux de Fougére — Aigle

Incubation a 25 °C apreés 4 jours

Figure 23. Diameétre de la croissance mycélienne aprés ’application des différentes
concentrations des extraits (purin, EQ), d’Ortie et Fougere-Aigle sur F.oxysporum

f.sp.lycopersici par la méthode de contact direct
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A. Témoin
En premier lieu, la croissance mycélienne du témoin était normale, elle évolue

progressivement jusqu’a atteindre 52 mm en 4 jours (Tab9).

Tableau 9. Evaluation de la croissance mycélienne pendant 4 jours.

jou r 1er 2eme 3eme 4eme
jour jour jour jour
Témoin 11 23 41 52
Croissance mycélienne (mm)

B. Extraits aqueux

e Sans dilution

Pour la concentration (100%), on remarque une inhibition totale de la croissance
mycélienne de F.oxysporum pour Eq de Fougére-Aigle (0 mm) et presque totalement pour
L’Ortie (09 mm), les résultats de lecture sont présents dans le Tab 13 en Annexe 2, et par la

figure 24 ci- dissous :

® Eq de Fougere - Aigle

[EEN
o
1

1 2 3 4
Temps d'incubation (jours)

_ 60 -
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g 50 -

.E 40 -

2

S 30 - m Eq d'Ortie
3 20 - Temoin
£

o

g

=

=)

o

Figure 24. L’effet des extraits aqueux sur Fusarium oxysporum (concentration 100%).
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La croissance mycélienne de F. oxysporum en présence de Eq d’Ortie a débuté a partir du
deuxiéme jour progressivement jusqu’a atteint 09 mm de diamétre, ce qui signifie une

grande différence avec le témoin (52 mm).
e Dilution 75%

Les résultats de figure 25 montre que la croissance mycélienne sous 1’effet d’extrait est

décroitre par I’augmentation de la concentration des deux extraits (Tabl 13 en Annexe 2).

B Témoin
M Eq d'Ortie
. Eq de Fougeére - Aigle
ol
1 2 3 4

Temps d'incubation (jours)

vl
o
1

B
o
1

Diamétre de colonie(mm)
N w
o o
1 1

[
o
1

Figure 25. L’effet de la concentration 75% de I’extrait aqueux sur Fusarium oxysporum

La croissance mycélienne de F. oxysporum en présence de Eq de Fougere-Aigle a débuté
a partir du deuxieme jour progressivement jusqu’a atteint 16,5 mm de diameétre, par ailleurs
en présence de Eq de 1’Ortie, la croissance a débuté aprés 24h d’incubation, pour atteindre a

la fin 20 mm ce qui exprime une grande différence avec le témoin (52 mm).

e Dilution 50%
La figure 26 présente ’effet d’extrait sur la croissance ont observe que la croissance de

diametre avec I’augmentation de la concentration.
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B Témoin
M Eq d'Ortie
I Eq de Fougere - Aigle
0 _J
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Temps d'incubation (jours)

u
o
1

S
o
1

Diamétre de colonie (mm)
N w
o o
1 1

=
o
1

Figure 26. L’effet de la concentration 50% des extraits aqueux sur Fusarium oxysporum

La croissance mycélienne de F.oxysporum en présence d’Eq de Fougere-Aigle
progressivement a partir du premier jour jusqu’a atteindre 26,5 mm de diametre aux 4°™
jours. Cependant pour Eq d’Ortie, on remarque que la croissance myceélienne de la souche

fongique est commencé aprés 24 h d’incubation jusqu’a atteindre 24 mm.

C. Purin (Ortie, Fougeére-Aigle)

e Sans dilution

Pour la concentration (100%), on remarque une inhibition totale de la croissance
mycélienne de F.oxysporum pour le purin de la Fougeére-Aigle (0 mm), par contre la
croissance mycélienne de F.oxysporum et décroitre par I’augmentation de la concentration

de purin d’Ortie, comme le montre la figure 27 :
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B Témoin
M Purin d'Ortie
I 1 Purin de Fougere - Aigle
O _J
1 2 3 4

Temps d'incubation (jours)

(%)
o
I

I
o
1

N
o
I

Diamétre de colonnie ( mm)
= w

) o

1 1

Figure 27. L’effet de la concentration 100% de purin sur Fusarium oxysporum

La croissance mycélienne de F. oxysporum en présence de purin d’Ortie a débuté a partir

du troisieéme jour progressivement jusqu’a atteint 09 mm de diametre (Tab 14 en annexe 2).

e Dilution 75%

Les resultats de figure 28 montre que la croissance mycélienne sous I’effet du purin est

décroitre par I’augmentation de la concentration des deux extraits (Tab 14 en Annexe 2).
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Figure 28. L’effet de la concentration 75% de purin sur Fusarium oxysporum
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La croissance mycélienne de F. oxysporum en présence du purin de Fougére-Aigle a débuté
a partir du deuxiéme jour progressivement jusqu’a atteint 31,5 mm de diamétre, par ailleurs
en présence de purin de I’Ortie, la croissance a débuté aprés 24 h d’incubation, pour atteindre

a lafin 27,5 mm ce qui exprime une grande différence a le témoin (52 mm).

e Dilution 50%

Pour cette concentration la variation de la croissance mycélienne n’est pas la méme pour les
deux type de purin, les résultats de lecture sont présentés dans le Tab14 en Annexe 2, (figure
29):

60 -
50 -
40 +
30 A B Témoin

M Purin d'Ortie

B Purin de Fougere - Aigle

Diameétre de colonie (mm)

1 2 3 4
Temp d'incubation (jours)

Figure 29. L’effet de la concentration 50% de purin sur Fusarium oxysporum

La croissance mycélienne de F.oxysporum en présence de purin de Fougeére-Aigle
progressivement a partir du premier jour jusqu’a atteindre 47,5 mm de diamétre au 4°™ jour.
Cependant on remarque que pour purin d’Ortie, la croissance a commencé apres 24h

d’incubation, pour atteindre 34,5 mm au 4°™ jour.

V.5.2. Vitesse de la croissance mycélienne

a. Pour Pextrait aqueux

Les résultats de Figure 30 montre que la vitesse de la croissance mycélienne est décroitre

par ’augmentation de la concentration d’Eq des deux plantes.
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Témoin

=i—Eq Ortie
0,6 -
=4=—Eq Fougere Aigle

50 75 100

Figure 30. La vitesse de croissance mycélienne de F. oxysporum en présence d’Eq des deux
plantes étudiées

La plus haute vitesse de croissance mycélienne (1,07 mm/h), est enregistré en absence

d’extraits Eq, cette vitesse décroit jusqu’a 0 mm/h a la concentration (100%) des deux extraits

(Annexe 2 - Tab 15).

b. Pour le purin
Les résultats de Figure 31 a montre que la vitesse de la croissance mycélienne est
décroitre par augmentation de la concentration de purin des deux plantes (Annexe 2— Tab 16).

1,2 +
1 .
0,8 -
== purin Fougeére Aigle
0,6 -
== Purin d'Ortie
0,4 Témoin
0,2 -
0 T T 1
50 75 100

Figure 31 : La vitesse de croissance mycélienne de F. oxysporum en présence de purin des

deux plantes éetudiées
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La plus haute vitesse de croissance mycélienne de F.oxysporum (1,07 mm/h), est
enregistrée en absence de purin de deux plantes, puis la vitesse se décroitre jusqu'a 0,17 mm/h
dans la concentration 100% pour purin d’Ortie, 0 mm/h dans la concentration 100% pour

purin de Fougere-Aigle.
V.5.3. Taux d’inhibition

Les taux d’inhibition des deux extraits (Eq, purin) sont consignés dans les Figures 32,33

ci-dessous et les Tab 17,18 en Annexe 2:

B Ortie ( Eq)
l H Fougeére- Aigle (Eq)
100 75 50

Concentration d'Eq (%)

Taux d'inhibition (%)
[y =
r @ ® O N
o o o o o

N
o
1

o

Figure 32 : Le taux d’inhibition d’Eq des deux plantes étudiées

120 +

100 -
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M Ortie ( Purin)
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Taux d'inhibition (%)

20 A

100 75 50
Concentration d'Eq (%)

Figure 33. Le taux d’inhibition de purin des deux plantes étudiées
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On remarque qu’il y’a toujours une inhibition de la croissance quelle que soit la dilution

pour les deux types d’extraits (Eq et purin).
V.5.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

A partir des résultats enregistres dans les Figures 32 et 33, on trouve que la concentration
minimale inhibitrice de la Fougere-Aigle est 1% pour le F.oxysporum, il s’agit de la

concentration qui inhibe totalement la croissance du champignon.
+ Discussion

La recherche des effets antifongiques sur les souches rencontrées dans les champs a
révelé une efficacité des extraits aqueux des plantes sur les souches fongiques sélectionnées,
ce qui confirme que les substances bioactives des plantes sont considérées comme des
composés non phytotoxiques et potentiellement efficaces contre les champignons pathogénes.
Le développement de la sécurité des agents antifongiques pour le contréle des
phytopathogénes dans I'agriculture connait une place importante dans la recherche (Field et
al., 2006).

Traditionnellement, I’identification des champignons repose sur I’observation de critéres
morphologique (macroscopique et microscopique) (Botton et al., 1990). Parmi les criteres
macroscopiques, on prend en compte la couleur, la texture et la taille de colonie sur le milieu
de culture. Les colonies peuvent étre laineuses, cotonneuses, poudreuse ou granuleuses.
Tenant compte de toutes ces critéres et apres étalement entre lame et lamelle 1’observation
microscopique nous a permis d’identifier et isolé le F. oxysporum a partir des feuilles de
tomate ensuite on a procédé¢ une teste d’extraits sur ce champignon.

La technique de contact direct consiste a mettre en contact entre les extraits et le
champignon, puis a observer la croissance de ces derniers. Les extraits des plantes a exercé
une activité inhibitrice vis-a-vis du champignon F.oxysporum, les diameétres, 1’indice
antifongique de la croissance de mycélium sont augmente et la vitesse sont diminue avec
I'augmentation de la concentration de I'extrait ce la est confirmer par les travaux de Gacem
(2011) sur I’extraits aqueux, les résultats par contact direct montent que 1’Eq de Fouggére-
Aigle est plus active que celle d’Ortie.

En revanche pour la croissance mycélienne et a la dilution 50% : on remarque qu’elle

débute apres 24h pour le Fougeére-Aigle et aprés 24 h pour I’Ortic et & 75%: on remarque
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Une inhibition totale de la croissance mycélienne pour le Fougere-Aigle pendant les
premiéres 24 h ; par contre pour 1’extraits d’Ortie et le purin de Fougere-Aigle la croissance
débute des les premiéeres heurs; pour la concentration 100% : on remarque une inhibition
totale de la croissance myceélienne pour le Fougeére-Aigle ; par contre pour I’extrait d’Ortie la
croissance debute apres 76h. Ce déphasage dans le temps de démarrage de la croissance
mycélienne est due au fort pouvoir inhibiteur de I’Eq en question et de phase de latence du
champignon exposé a I’extrait.

La vitesse de croissance myceélienne enregistrée pendant les 4 jours d’expérimentation ;
est maximale pour le témoin (1,07 mm /h) et décroissante avec 1’utilisation des différentes
concentrations des extraits, donc elles diminuent avec I’augmentation des dilutions jusqu’a
I’inhibition totale a 100% pour le purin et I’Eq du Fougére-Aigle ou elle devient nulle et qui
présente la CMI d’extrait testée, et a la combinaison des deux extraits. Sur la base de tout ce
qui a été exposé, on peut faire un classement de nos extraits comme suit :

> A partir de méthode du contact direct: on peut classe le pouvoir antifongique des

extraits (purin, Eq) testées en trois catégories de doses :

e Dose tres active présentée par: sans dilution pour Fougére-Aigle: elle
possede une inhibition totale, et dans cette situation 1’espéce fongique est dite
tres sensible.

e Dose active présentée par : les dilutions 75% pour Fougére-Aigle et 100% pour
I’Ortie : on a un taux inhibition, compris dans I’intervalle 60-85 %, donc
I’espece fongique est dite sensible.

e Dose moyennement active : la dilution 50 % ce taux est compris entre 25-50

% donc I’espece fongique dite limitée.

Une sensibilit¢ de champignon a tous les extraits par rapport aux différentes
concentrations dépend de la composition chimique des métabolites secondaires et en fonction
de la nature des substances naturelles a caractere antifongique, qui sont présentes et

caractérisent chaque extrait.
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Conclusion

Un grand nombre des plantes médicinales contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés antifongiques. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les extraits
aqueux des plantes.

Le travail est mené au niveau des laboratoires de biologie et écologie de la Faculté des
Sciences de I’Université de Jijel & porté sur I’évaluation des propriétés physico-chimiques et
I’activité antifongique des extraits aqueux de deux plantes thérapeutiques 1’Ortie (Urtica
dioica) et Fougere-Aigle (Ptériduim aquilinum). Le test effectué contre F. oxysporum f.sp.
lycopersici, qui a montré une résistance grandissante aux principaux produits chimiques

commercialisés.

Les propriétés physico-chimiques des extraits aqueux sont différentes selon les deux
especes étudiées, ils ont de faible d’acidité et conductivité, avec des masses volumiques et
densités inferieure a 1. Le dosage des composes phénoliques appliqués sur les extraits de deux
especes a révélé une présence des polyphénols totaux, flavonoides, tanins et indique aussi les
saponines. Les analyses quantitatives effectuées sont d’une extréme importance. Ils
démontrent que les plantes sont considérées comme une source privilégiée de molécules
biologiquement actives (les polyphénols, les tanins et flavonoides).

La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique
des extraits vis-a-vis de la souche F. oxysporum.

L’activité antifongique des extraits c’est avéré un agent antifongique moyennement
efficace contre le F. oxysporum pour |'Urtica dioica et Ptériduim aquilinum, [I’indice
antifongique entre (85,82% et 80,70%), (47,24% et 43,30) pour les doses 100%, 75%
successivement. Mais 1’activité antifongique de I’extrait aqueux et purin de Ptériduim
aquilinum qui correspond a un agent antifongique efficace pour les doses 100%, 75% 1’indice
antifongique est entre (100% et 100 %) et (68,50% et 59,05).

L’activité antifongique croit au fur et 2 mesure qu’augmente la concentration en extrait
ce la induit a la régression de vitesse de la croissance mycélienne qu’ils sont apparent a 1’ceil
nu une diminution des diamétres avec des mémes couleurs.

Nos résultats indiquent que les extraits montrés des activités antifongiques. 1l ressort que
I’Ortie et Fougere-Aigle pourront étre valorisées d’avantage particuliérement dans la lutte

contre 1’espece fongique responsable de phytopathogenes.
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Conclusion

Le test in vitro pourrait étre expliqué par la richesse ces plantes en composés naturels
bioactifs.

Cette ¢tude permet encore une fois la mise en valeur de I’exploitation des extraits dans les
domaines thérapeutiques et antifongiques. Par la méme occasion, elle confirme leur utilisation
comme conservateur dans le domaine de 1’industrie agroalimentaire

L’ensemble de ces résultats obtenus in Vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche des substances de source naturelle biologiquement active.

En fin et en perspective et en se basant sur les résultats fort encourageants de notre travail,
il serait important d’intensifier les tests antifongiques et d’approfondir les connaissances
concernant les phénomeénes de résistance des champignons vis a vis des produits chimiques,
afin de proposer des biofongicides a base d’extraits végétales comme alternatif et ce ci pour

protéger les cultures et les consommateurs.
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Annexe 1 : les courbes d’étalonnage
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Figure 34. La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour les polyphénols totaux
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Figure 35. La courbe d’étalonnage de Quercitine pour les flavonoides
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Figure 36. Le courbe étalonnage de ’acide tannique pour les tanins

Annexe 2

Tableau 10 : Résultat de taux d’humidité de deux espéces

Espeéce étudiées Poids frais(g) Poids seche(g) Taux d’humidité (%)
Urtica dioica 80 13.97 52.82

Ptéridium aquilinum | 80 28.02 41.58

Tableau 11: Résultat de rendements en extraits secs de deux espéces

Espece etudiées Poids de résidu sec (g) Rendement (%)

Urtica dioica 0.39 7.8

Ptéridium aquilinum 0.7 14
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Tableau 12: Le pH métre et la conductivité de résidu sec

Valeur moyennes des Urtica dioica Ptéridium aquilinum
parameétres

pH 6.24+0,002 6.28+0,002

CE (u S/ml) 0.69+0,007 0.31+0,014

Tableau 13: la croissance mycélienne de champignon Fusarium oxysporum f .sp. lycopersici

avec I’extrait aqueux d’Ortie et Fougere — Aigle.

Espéce | C% 1°" jour 2™ jour 3¢Me jour 45™e jour
Fougere | 100% 0 0 0 0
Aigle 7506 |0 7 16,5 16,5
Extrait 50% 9,5 15 26,5 26,5
AAUEUSE ) ortie | 1009% |0 0 9 9
75% 9 18 20 20
50% 9,5 20 24 24
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Tableau 14: la croissance mycélienne de champignon Fusarium oxysporum f .sp. lycopersici

avec le purin d’Ortie et Fougére — Aigle

Espéce C% 1°" jour 2°™M€ jour | 3°M€ jour | 4°™€ jour
Fougere- | 100% |0 0 0 0
Aigle 5% |0 12 17 23
Purin 50% 0 15 22 27
Ortie 100% | O 0 11 13,5
5% 5,5 15 24 27,5
50% 6 21 32 34,5

Tableau 15 : La vitesse de croissance mycélienne avec I’extrait aqueux de deux espéce : 1’Ortie et

Fougere- Aigle.

Espéce C% Vc (mm/h)
Extrait aqueux Ortie 100% 0,12
75% 0,59
50% 0,67
Fougeére- Aigle 100% 0
75% 0,27
50% 0,27




Annexes

Tableau 16 : La vitesse de croissance mycélienne avec le purin de deux espéce : 1’Ortie et Fougere-
Aigle.

Espece C% Vc (mm/h)
Purin Ortie 100% 0,17
75% 0,58
50% 0,74
Fougere- Aigle 100% 0
75% 0,38
50% 0,46

Tableau 17: Taux d’inhibition d’extrait aqueux de 1’Ortie et Fougere — Aigle contre le champignon
Fusarium oxysporum f .sp. lycopercisi

C % d’extrait aqueux | Taux d’inhibition (%)
Ortie 100% 85,82

75% 47,24

50% 38,97
Fougeére — Aigle 100% 100

75% 68,50

50% 38,97
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Tableau 18: Taux d’inhibition de purin d’Ortie et Fougéere — Aigle contre le champignon Fusarium

oxysporum f .sp. lycopercisi

C % de purin Taux d’inhibition(%)
Ortie 100% 80,70

75% 43,30

50% 25,19
Fougere - Aigle 100% 100

75% 59,05

50% 49,60

Tableau 19: Préparation de milieu de culture

Milieu de culture PDA

Pomme de terre 2009
Agar - Agar 209
D- glucose 20 ¢

L’eau distillée 1L
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Annexe 3 :

Polyphénols totaux

Variable 1 Variable 2
PPT 0,0546 0,202

0,0539 0,2023
Moyenne 0,05425 0,20215
Ecartype 0,000494975 0,0002121
test t 0,002152188
Flavonoides

Variable 1 Variable 2
Flv 1,7323 4,2607

1,8321 44321
Moyenne 1,73215 4,25765
Ecartype 0,0705693 0,1211981
Testt 0,0021239
Tanins Condensées

Variable 1 Variable 2
TC 3,2954 2,2556

3,321 2,311
Moyenne 3,3082 2,2833
Ecartype 0,018101934 0,03917372
Testt 0,005128557
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pH
Variable 1 Variable 2
pH 6,24 6,28
Moyenne 6,2415 6,282
Ecartype 0,00212132 0,00282843

Variable 1 : Ortie ; Variable 2 : Fougere-Aigle

Dosage de Flavonoides, A : Blanc; B : Fougére — Aigle ; C : Ortie.
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Dilution de deux types de purin

Dilution de deux types d’Extrait aqueux
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Propriétés physico-chimiques et antifongiques des extraits de deux especes thérapeutiques :

I’Ortie (Urtica dioica) et Fougere — Aigle (Ptéridium aquilinum)

Résume

L'objectif de cette étude est de connaitre les propriétés physiques et chimiques des deux types de plantes
thérapeutique: Ortie (Urtica dioica) et Fougere — Aigle (Ptéridium aquilinum) .I’analyse quantitative a
donné des teneurs en polyphénols taux (0,054. 0,202), flavonoides (1,732. 4,257), tannins condenses (3,308.
2,283) et saponine importantes, I’activité antifongique de ces extraits prépares avec des méthodes différentes a
monté une efficacité en diminuant le diametre de croissance du champignon Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici, envisageant quand peut 1’utiliser comme des biopesticides et sa demande des test sur le terrain.

Mots clés : Urtica dioica, Ptéridium aquilinum, Propriétés physico- chimiques, Activité antifongique,

F.oxysporum .f.sp. lycopersici.

Abstact

The objective of this study is to know the physico-chemical properties of the extracts of two
medicinal species: Ortie (Urtica dioica) and Fougere — Aigle (Ptéridium aquilinum). The quantitative
analysis yielded polyphénols T (0,054. 0,202), flavonoids (1,732. 4,257), tannins C (3,308. 2,283) and
saponine contents. The antifungal activity of the extracts prepared with different methods showed an efficacy by

reducing the diameter of growth of the fungus Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici. Geant visa when can use it

as biopesticides and its application field tests.

Key words: Urtica dioica, Ptéridium aquilinum, physicochemical properties, Antifungal activity, F.oxysporum

f.sp. lycopersici.
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