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Introduction

L'agriculture est affectée négativement par de nombreux organismes nuisibles tels que
bactéries, champignons, mauvaises herbes et insectes, ce qui entraine une baisse de rendement et

une qualitt médiocre du produit (Kumar, 2012).

Les maladies des plantes sont le résultat d'une cause dite pathologique (biotique ou
abiotique), provoquant une perturbation des organismes, manifestée par des signes extérieurs
entrainant une réduction de la vigueur ou de la production. Parmi les causes biotiques prennent
place les champignons phytoparasites. Les maladies provoquées, sont qualifiées de cryptogamiques.
Le terme de moisissure est généralement employé pour désigner laltération plus ou moins
importante de tout organe végetal (feuille, tige, fruit et racine) sur la plante ou apres la récolte,
recouvert de traces poudreuses ou pelucheuses, présumées se rapporter a un champignon

microscopique, lequel recoit parfois (abusivement) la méme appellation (Declert,1990).

Depuis les années 1960, la méthode la plus courante de lutte contre les ravageurs a été

lutilisation intensive de pesticides synthétiques (Nicholson, 2007).

Les pesticides sont largement utilisés en agriculture parce qu'ils sont peu colteux, faciles et
efficaces pour lutter contre les ravageurs, les maladies et les mauvaises herbes (Stanley et Preetha
2016).

La technologie de la révolution verte caractérisée par [lutilisation de variétés a haut
rendement, des engrais chimiques, des pesticides et de I'eau a entrainer une croissance phénoménale
de la productivité agricole. Bien que les gains ont été trés impressionnants, lagriculture intensive en
intrants a eu des effets indésirables sur lensemble de I'environnement (Kumar, Chandra et al.,
2008).

Cependant, l'application systématique et peu judicieuse de pesticides chimiques entraine le
développement d'une résistance chez les insectes nuisibles, la destruction des organismes utiles et
laugmentation des résidus de pesticides, ce qui peut mettre en danger la santé humaine et perturber

I'équilibre écologique dans le biome vivant (Rizvi, Choudhury et al., 2009).

L’utilisation de biopesticides est I'une des alternatives prometteuses. Ils peuvent remplacer,
au moins en partie, certains pesticides chimiques dangereux lorsqu’ils sont intégrés a une

technologie de gestion intégrée des cultures (Kumar, Talwaar etal.,2010).

Le concept de « biopesticide » n’est pas nouveau. Dés le 7e siecle av. J.-C., des fermiers
chinois utilisaient des plantes comme Illicium lanceolatum pour protéger leurs cultures contre les

insectes (Leng, Zhang et al., 2011).

Page 1



Introduction

De méme, au Moyen-Age, des végétaux comme les aconits étaient utilisés contre les
rongeurs et des récits indiens datant du 17e siécle rapportent 1’utilisation de racines de Derriset de

Lonchocarpus pour leurs propriétés insecticides (Deravel, Krier etal., 2014).

Avant 1995, presque aucune recherche navait ét¢ menée sur les biopesticides, mais
récemment, un grand nombre de nouveaux biopesticides ont été étudies, testes et mis sur le marché.
A la fin de 2008, il y avait environ 245 biopesticides enregistrés aux Etats-Unis (Fountain et
Wratten, 2013). De nos jours, ils sont classés en trois grandes catégories selon leur origine

(microbienne, végétale ou animale) (Chandler etal., 2011 ; Leng etal., 2011).

Les biopesticides posent moins de risques pour environnement et la santé humaine. Ils sont
généralement moins toxiques que les pesticides chimiques, ciblent souvent des cibles spécifiques,
nont que peu ou pas d’effets résiduels et sont acceptables pour une utilisation en agriculture

biologique (Kumar, 2012).

Bien qu’il est recensé plus de 10 000 problémes pathologiques, certains pathogenes (ou
maladies) demeurent invariablement plus difficiles a réprimer et sont responsables d’une forte
proportion des applications de fongicides en agriculture. Parmi ces maladies, la moisissure grise
(chancre de tige) causée par Botrytis cinerea, le blanc (ou O'idium) causé par les Erysiphales, ainsi
que les pourritures racinaires (fontes de semis) causées entre autres par Pythium spp. causent des
pertes annuelles importantes sur une vaste gamme de produits agricoles tant au niveau horticole que

grande culture (Venne et Bélanger, 2006).

Par exemple, les céréales sont notamment soumises a la septoriose, I’oidium, les piétins et
rhizoctones, les rouilles (brune ou jaune), les charbons, I’helminthosporiose ou encore, les
fusarioses (Charmet et al., 2016). Toutes ces maladies sont provoquées par des agents fongiques
dont certains produisent aussi des mycotoxines (Reddy et al., 2010). Ces maladies vont généré a la
fois des pertes de rendements directes au champ, mais aussi indirectes via les contaminations en
mycotoxines. Il est estimé que 25% de la production alimentaire mondiale issue de cultures
végétales contiendraient des mycotoxines (Reddy et al.,2010). Les mycotoxines considérées
comme les plus problématiques sont les aflatoxines, I’ochratoxine A, la patuline, le déoxynivalénol,
la zéaralénone, les fumonisines et les toxines T-2 et HT-2 (Reddy et al.,2010;Charmet et al.,
2016). Ces métabolites présentent des toxicités variées : hépatotoxique, cancérogene, neurotoxique,
perturbateur endocrinien, immunotoxique ou néphrotoxique (Reddy et al.,2010). Elles sont
produites majoritairement par les especes fongiques du genre Aspergillus et Penicillium pour les

trois premiéres, et par les especes du genre Fusarium pour les autres. C’est pourquoi plusieurs
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efforts de recherche ont récemment été investis dans le développement de biopesticides

spécifiguement adaptés a la lutte contre ces maladies.

Sur la base des plus récentes données scientifiques, on constate qu’il y a un grand retour vers
la nature et les plantes qui nous donne un arsenal de produits naturels d’intérét, ils apparaissent
comme étant les plus susceptibles a une alternative technologique moins dangereuse que les
produits chimiques. Ainsi dans cette vision et d’aprés les recherches les lichens présentent une voie

prometteuse.

Les lichens sont des organismes symbiotiques composés d'un champignon (mycobionte) et
d'une algue (photobionte). Ils produisent des métabolites secondaires caractéristiques, qui se
produisent rarement dans d'autres organismes. Les lichens et ses métabolites exercent diverses
activités biologiques, notamment antimicrobiennes, antifongiques, antivirales, antiprotozoales,
antiproliférantes, antioxydant et anti-inflammatoire (Behera et al., 2005 ; Halama et Van
Haluwin, 2004 ; Ingolfsdottir, 2002; Muller,2001; Perry et al., 1999; Yamamoto et al., 1998).

La recherche d’alternatives aux molécules synthétiques dans la lutte contre les moisissures

est a 'origine de cette étude.

Cette étude comporte deux parties. La premiére partie comporte trois chapitres qui
présentent une revue de litterature qui traite, entre autres, des lichens, de pesticides, de biopesticides
et des moisissures. La seconde partie comporte deux chapitres qui sont consacrés a la description du
matériel, des méthodes utilisés et rapportent les résultats, leur analyse, discussions, une conclusion

et quelques perspectives cloturerons la présente étude.
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Généralités sur les lichens

1. Généralité

Les lichens constituent un groupe de végétaux souvent mal connus des naturalistes non
spéecialisés et pratiguement ignorés du grand public. 1ls sont présents partout et impriment leur
marque aux détails des paysages. Ils passent généralement inapercus et lorsqu'ils sont remarqués, ils

sont considérés comme de la "mousse” (Asta, 1975).
I.1. Introduction

Les lichens aient été collectés pour la premiere fois dans la Terre de Feu vers 1690 par
George Handisyd, chirurgien de I'East Indiaman, a Modéne, ils ont été collectés, décrits, illustrés et
publiés jusqua la fin du XVllle siecle (Galloway, 1991). En 1694, les lichens ont d'abord eté

séparés par Tourneforte (Perez-Liano, 1944).

Les lichens et leurs métabolites sont utilisés depuis longtemps par les humains. Dés 1907,
Zopf publie un ouvrage sur les aspects chimiques, pharmacologiques et techniques des substances
lichen. A cette époque, il savait peu de choses sur la chimie des lichens et ce n'est qu'entre 1920 et
1945 qu'Asahina et Shibata ont réussi a élucider les caractéristiques structurelles de nombreux

composés (Huneck, 1999).

En Algérie, des expéditions de naturalistes ont eu lieu et des collections d'especes

lichéniques récoltées ont été identifiees (Boutabia, 2015).

Les premiéres herborisations lichénologiques en Algérie furent faites en 1840 sous la
direction de Bory de St-Vincent. L'étude des lichens récoltés faite par Montagne et Durieu de
Maisonneuve a été publiée a Paris en 1846. Nylander dans le « Prodromus lichenographiae Galiae
et Algériens » cite 189 lichens commun en Algérie. En 1854, le célebre lichénologue publia ses 4
éludes sur les lichens de I'Algérie ou figurent 167 especes : 141 appartiennent a Durieu, 25 ont été
récoltées par Balansa, 1 par M. Cosson d’apres Flagey (1896) (Ait Hammou, 2015).
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Généralités sur les lichens

1.2. Définition

Les lichens sont des symbioses entre une algue et un champignon. L’algue (photobionte)
fournit au lichen des éléments nutritifs par la photosynthese, et le champignon (mycobionte) aide a

l'absorption de l'eau et des éléments nutritifs environnants (Pavithra etal., 2013).

Les lichens sont omniprésents et prospérent bien méme dans des conditions

environnementales difficiles (Sachin et al., 2018).
1.3. La morphologie des lichens

La morphologie des lichens est sous la forte dépendance des contraintes environnementales
(Nash, 2008). Van Haluwyn et Asta, (2009), distinguent généralement 7 types de thalles (Figure
01):

e Les thalles gélatineux : noirs et cassants a I’état sec, ils sont gélatineux, pulpeux a I’état

humide.

o Les thalles foliacés : I'appareil végétatif présente une forme de lame ou de feuille plus ou
moins lobeée, et se détache généralement facilement du substrat. Le thalle est fixé au substrat

soit par des rhizines soit par des crampons.

e Les thalles fruticuleux : la surface de contact avec le substrat est trés réduite. Les thalles

sont plus ou moins ramifiés, dressés ou pendants.

e Les thalles crustacés : le thalle pénétre parfois si profondément dans le substrat (terre,
écorce ou roche) qu’on ne peut le détacher sans prélever le substrat lui-méme (90% des

lichens sont crustacés).

e Les thalles squamuleux: ces thalles se présentent sous forme de petites écailles qui peuvent

se chevaucher partiellement.

o Les thalles épreux : a I’ceil nu, ces thalles ressemblent a de la poudre qui se détachent

facilement du substrat.
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e Les thalles composites : formés d’un thalle primaire plus ou moins foliacé ou squamuleux,

adhérent au substrat, sur lequel se développe un thalle secondaire dressé, plus ou moins

ramifié, ou en forme de trompette.

Thalles gélatineux

Thalles foliacés
Fixation par rhizines

Fixation par crampons

Thalles fruticuleux

Collema undulatun” Xanthoria elegans’ Umbilicaria cylindrica” | Ramalina cuspidata”
Laurer ex Flot. (Link) Th. Fr (L) Del. (Ach.) Nyl
Thalles crustacés | Thalles squamuleux |  Thalles lépreux | Thalles composites

Pentusaria albescens”
(Huds.) Choisy & Wemer

Normandina pulchella
(Borrer) Nyl."

Lepraria neglecta® (Nyl.)
Lettau

a) Photographies issues de I’association frangaise de lichénologie.

b) Photographie issue d’Irish Lichens.

Figure 01 : Représentation des différents types des thalles lichéniques (Parrot, 2014).

Cladonia floekeana”
(F.) Florke
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I.4. La symbiose lichénique

Dans les lichens, le champignon (mycobiont) assure une protection mécanique pour I'algue,
limitant le risque d'assechement ou d'éclairement, grace a son r6le dans l'approvisionnement en eau
et en minéraux (Figure 02). Le partenaire algal (photobiont) fournit au champignon les hydrates de
carbones et les substances azotées par photosynthése, tandis que les cyanobactéries produisent du

simple glucose (Amar, 2003).

Eau,
Sels minéraux

Substances
Lichéniques
A

_ Substances
Lichéniques
A

Eau Eau
Sels minéraux Sels minéraux
Vitamine NH.>” Glucose Polyols, itamine C

Vitamine B Vitamine B

COz, COZ;
Lumiére N, Lumiére

Figure 02 : Schéma représentatif de la symbiose lichénique (Van Haluwyn et Asta, 2009).

I.5. La reproduction des lichens

Les lichens sont capables de se reproduire selon deux modes : soit par reproduction

Végetative, soit par reproduction sexuée (Murtagh et al., 2000).
1.5.1. La reproduction végétative

Les lichens sont des organismes reviviscents, capables de subsister longtemps devenant
cassant a I'état sec. Leurs fragments dispersés par le vent ou les animaux peuvent engendrer de
nouveaux individus. Ce mode de reproduction est fait grace a des organes tel que les soralies et les

isidies.
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Le thalle se déchire est émit des sorédies, Ces soralies émettent de petits granules légers
appelés sorédies qui se séparent facilement du thalle, transportées par le vent, la pluie, les insectes,

et permettent une dissémination de l'espéce.

Le thalle émet des petits bourgeons contenant les algues et les hyphes appelés isidies. Ces
isidies se détachent mais, plus lourdes, elles tombent a proximité et permettent la colonisation d’un
méme endroit (Sérusiaux et al., 2004 ; Nash, 2008).

1.5.2. La reproduction sexuée

Les apothécies sont des organes qui indiquent la reproduction sexuée. Les deux hyphes
fongiques sexuellement (« Hyphes + » et des « hyphes - ») différenciees fusionnent et donnent des
boutons appelés apothécies, ces derniers vont produire des spores. Ces spores germent et donnent
des hyphes qui capturent des algues pour pouvoir redonner un nouveau thalle lichénique (Figure
03) (Sérusiaux et al., 2004 ; Nash, 2008).

3 ) Cellules
v (' Spore S

d’alzues dans

\
- — \* \ ,‘I le nouveau lo 152 '|"’
o I8 S o il o s
. R e o gl 2 -6 § 4o,
Hyphes femailles et males ‘ Nouvepu
lichen

Figure 03 : Schéma représentatif de la reproduction sexuée (Bellenfant etal.,2010).

1.6. Usages des lichens

Depuis l'antiquité, les lichens ont été utilisés comme médicaments, aliments, teintures ou

parfums.
1.6.1. Usages alimentaires

Plusieurs espéeces lichéniques sont utilisées comme source d’alimentation pour les animaux
par exemple, les rennes, porcs, d’autres peuvent €¢galement étre consommés comme aliment pour

’homme dans certaines régions (Souchon, 1971).
1.6.2. Usages médicaux

La plupart des vertus médicinales de quelques lichens expliquent leur utilisation depuis les

temps. Les lichens furent étudiés pour la recherche d’antibiotiques, des espéces ont révélé des
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propriétés antibactériennes, antitumorales et inhibitrices de la réplication du virus du SIDA
(Souchon, 1971).

1.6.3. Usages industriels

Les especes de lichens peuvent fournir des teintures de haute qualité. En retour d’autres les
utilisaient pour la confection des maquettes, des couronnes funéraires, décoration de tables

(Souchon, 1971).

1.7. Ecologie des lichens et bioindication lichénique

Le grand nombre de lichens, leur extréme diversité structurale et les larges possibilités que
leur offre la symbiose, entrainent une grande variété de leur écologie.

v' La dépendance plus ou moins grande vis -vis du substrat, est croissante des lichens
fruticuleux aux foliacés et aux crustacés, les substrats présentent des caracteres physigque
(dureté, porosité) ou chimique (PH, teneur en calcium) influencent la répartition des lichens.

v' L’exigence photophile, conséquence de la faible biomasse relative des cellules
chlorophylliennes.

v La réviviscence, qui permet la colonisation de milieux a sécheresse temporaire, sans
masquer pour autant la loi général, valable pour les lichens aussi, de la plus grande richesse
des stations et des climats humides.

v’ La résistance aux basses températures, qui entraine la richesse en lichens des montagnes et

des régions nordique (Ozenda, 2000).

Les lichens sont d’excellents indicateurs des effets des polluants sur I’environnement
(Deruelle, 1978). Contrairement aux végétaux supérieurs, ils n’ont pas de vaisseaux conducteurs ni
de systéme racinaire, ce qui assure une exposition quasi exclusive aux composés d’origine
atmosphérique. Ce constat a incité les chercheurs a utiliser les lichens de diverses maniéres. La
sensibilité intrinséque de ces espeéces face aux phytotoxiques urbains permet d’établir 'ampleur des
effets des polluants sur des espéces sentinelles de I’environnement (McCarthy et Vaughan, 2004).
La présence d’une grande variété d’especes et leur abondance sont généralement indicatrices d’une

bonne qualit¢ de I'air (Gombert et Asta, 2006 ; Thormann, 2006).
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11.1. Généralités sur les pesticides
11.1.1. Introduction

Les pesticides sont l'une des rares substances toxiques rejetées déliberément. Dans
Ienvironnement pour tuer les organismes vivants. Bien que le terme pesticide soit souvent mal
compris pour désigner uniquement les insecticides, il s'applique également aux herbicides, aux

fongicides et aux divers autres substances utilisées pour lutter contre les ravageurs (Matthews,
2006).

11.1.2. Définition

Le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes les substances
(molécules) ou produits (formulations) qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient utilisés

dans le secteur agricole ou dans d'autres applications (ACTA, 2005).

Les pesticides sont des formulations contenant une ou plusieurs substances chimiques minérales ou

organiques dont un petit nombre est extrait ou dérivé des plantes (Errami, 2012).

Les pesticides a usage agricole peuvent étre désignés de différentes facons : produits
phytosanitaires pour les firmes qui les fabriquent et les vendent, produits phytopharmaceutiques
pour la réglementation européenne et produits agropharmaceutiques pour les scientifiques
agronomes (Merhi, 2008).

11.1.3. Classification des pesticides

<> Il existe principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des

cibles visées : les herbicides, les fongicides et les insecticides (Mehri, 2008).

X Selon la nature chimique de la substance active majoritaire. Les principaux groupes
chimiques comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les

pyréthrinoides, les triazines et les urées substituées (Mehri, 2008).

Les pesticides peuvent étre classés selon leurs modes d’action ou d’autres paramétres pris en

considération.
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11.1.4. Effets des pesticides sur la santé

La toxicité aigué résultant d’une mauvaise utilisation ou d’un usage accidentel des pesticides
est un phénoméne connu, mais qui ne concerne qu’un contingent peu important des maladies

professionnelles et des accidents domestiques (De Jaegeretal., 2012).

La majorité des problémes de santé liés aux pesticides repose sur ’exposition prolongée et
I’intoxication chronique a ces produits phytosanitaires, sachant que leurs effets tardifs sont d’autant

plus dangereux qu’ils sont difficiles a cerner (Payan-Renteriaet al., 2012).
11.1.4.1. Intoxications aigués

D’aprés la recherche de (Batsch, 2011), on peut citer quelques exemples d’intoxications liées a

certaines grandes familles de fongicides, insecticides et herbicides.

v Insecticides : tel que les organochlorés qui ont une action de perturbation enzymatigque par
stimulation du systéme nerveux central.

v Fongicides : comme les strobilurines qui générent des irritations cutanéo-muqueuses.

v’ Herbicides : tel que les triazoles qui provoquent des irritations, une dépression du systéme

nerveux central et une dysthyroidie transitoire.
11.1.4.2. Intoxications chroniques

Les principales pathologies suspectées comme découlant de I'utilisation des pesticides sont
les cancers (principalement plus de mélanomes et de maladies de Hodgkin), des troubles
neurodegénératifs (maladie de Parkinson), et des troubles de la fertilité ou de la reproduction (Leon
etal., 2011).

11.1.5. Effets des pesticides sur I’environne ment

Les pesticides ont contaminé presque toutes les parties de notre environnement, peuvent

contaminer le sol, I'eau, le gazon et toute autre végétation (Aktar etal., 2009).

En plus de tuer les insectes ou les mauvaises herbes, les pesticides peuvent étre toxique
pour une foule d'autres organismes, y compris les oiseaux, poissons, insectes utiles et plantes. Les
insecticides sont généralement la classe de pesticides la plus toxique, mais les herbicides peuvent

également présenter des risques pour les organismes non ciblés (Aktar etal., 2009).
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11.1.6. Effet des pesticides sur végétation
L’exposition aux pesticides peut avoir des effets sub-létaux sur les plantes.

- Herbicides: congus pour tuer les plantes, il n’est donc pas surprenant qu’elles puissent blesser ou
tuer les espéces recherchées si elles sont appliquées directement sur de telles plantes, ou si elles
dérivent ou se volatilisent sur elles (Aktar et al., 2009). L’exposition a I'herbicide clopyralid peut

réduire les rendements des plants de pomme de terre (Lucas et Lobb,1987).

- Insecticides et fongicides : peuvent également endommager les plantes (Dreistadt et al.,1994).
11.1.7. Effet des pesticides sur les animaux

11.1.7.1. Intoxication aigue

Une exposition courte provoque la mort de la faune, par exemple la mort de poissons causée
par les résidus de pesticides entrainés dans les etangs, ou les riviéres par le ruissellement de surface
ou la dérive de pulvérisation, la mort des oiseaux causée par la recherche de nourriture sur la

végetation, les granules, les appats, les graines ou les insectes traités (Lakhani et al.,2015).
11.1.7.2. Intoxication chronique

L'exposition prolongée des animaux sauvages & des concentrations de pesticides non
mortelles peut entrainer une intoxication chronique. L'exemple le plus connu d'effet chronique chez
les animaux est celui de [linsecticide organochloré DDT (via le DDE métabolique) sur la
reproduction de certains oiseaux de proie. Le DDT et d'autres pesticides organochlorés tels que la
dieldrine, l'endrine et le chlordane ont été impliqués dans la mortalité des oiseaux résultant d'une

exposition chronique (Chaturvedi et al.,2013).
11.1.7.3. Intoxication secondaire

Les pesticides peuvent avoir un impact sur la faune par l'intoxication secondaire lorsqu'un

animal consomme des proies qui contiennent des résidus de pesticides.

Des exemples d'empoisonnement secondaire sont les oiseaux de proie tombant malades
apres s'étre nourris d'un animal mort ou mourant d'une exposition aigué a un pesticide, par
I’accumulation et le mouvement de produits chimiques persistants dans les chaines alimentaires de

la faune (Lakhani et al.,2015).
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11.1.7.4. Effets indirects

Un pesticide peut affecter la faune autrement que par intoxication direct ou secondaire
(Chaturvedi et al.,2013). Les pesticides peuvent avoir un impact indirect sur la faune lorsqu'une
partie de son habitat ou de son alimentation est modifiée. Par exemple, les herbicides peuvent
réduire les zones de nourriture, de couverture et d’acquisition nécessaireS aux populations

d’insectes, d’oiseaux et de mammiferes (Lakhani et al.,2015).

Les insecticides peuvent diminuer les populations d’insectes nourriture d’especes d’oiseaux
ou de poissons ; les insectes pollinisateurs peuvent étre réduits, affectant ainsi la pollinisation des
plantes (Chaturvedi et al.,2013). L’étude des effets indirects est un domaine émergent et difficile a
étudier (Lakhani etal.,2015).

11.2. Généralités sur les biopesticides
11.2.1. Définition

Le biopesticide est une formulation a base de substances d'origine naturelle qui contréle les
parasites par des mécanismes non toxiques et de maniére écologique. Gagne donc en importance
partout dans le monde. Les biopesticides peuvent étre dérivés d'animaux (par exemple, des
nématodes), de plantes (Chrysanthemum, Azadirachta) et de micro-organismes (par exemple,
Bacillus thuringiensis (Figure 04), Trichoderma, virus de la nucléopolyhédrose) et comprennent
des organismes vivants (ennemis naturels), leurs produits (produits phytochimiques, microbiens)
sous-produits (produits sémiochimiques) pouvant étre utilisés pour lutter contre les nuisibles
(Mazid etal, 2011).
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11.2.2. Les différentes catégories de bio-pesticides
11.2.2.1. Bio-pesticides microbiens

Cette catégorie comprend les bactéries, champignons, oomycétes, virus et protozoaires.

L’efficacit¢é d’un nombre important d’entre eux repose sur des substances actives dérivees des

micro-organismes (Tableau 01) (Deravel etal., 2014).

(1) Ingestion (2) Dissolution

Sporc I_’rotem of protein crystals
crystal

CY o) ¢PY

9. 0%
ODlg\e\i\tiwe enzymese

B. thuringiensis

3) Activation of protein|

(5) Vacuolation (4) Binding to ‘ = * - ®
of the cytoplasm specific receptors Cristal  &-toxins Toxin
/-\W_ /"\ofy—_
Cell disruption Peritrophic rne|mbrane
X J

Intestinal cells Schiinemann, 2012

Figure 04: Mode d'action de Bacillus thuringiensis chez les lépidopteres: ingestion de bactérie (1);
solubilisation des cristaux (2); protéine d'activation (3); liaison des protéines aux récepteurs (4);
formation de pores membranaires et lise cellulaire (5) (Schiinemann etal.,2014).

Tableau 01 : Exemples de biopesticides fongiques et leurs modes d’action (Sudakin, 2003).

Espéces fongiques Effet, mécanisme d'action

Gliocladium catenulatum Production de métabolites antifongiques

strain J1446

Lagenidium giganteum Champignon aquatique, propriétés larvicides

contre les moustiques

Metarhizium anisopliae Termiticide et insecticide, pathogéne pour les
strain ESC1 insectes
Myrothecium verrucaria Champignon nématocidaire tué par la chaleur

(mécanisme inconnu)

Trichoderma harzianum Inhibition compétitive des agents pathogenes

ATCC 20476 espéeces fongiques
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11.2.2.2. Biopesticides animaux

Ces biopesticides sont des animaux comme les prédateurs ou les parasites, ou des molécules
dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés comme les venins d’araignées, de scorpions, des
hormones d’insectes, des phéromones (Goettel et al.,2001 ; Saidemberg et al.,2009 ; Aquiloni et
al., 2010).

11.2.2.2.1. Hormones d'insectes

Un large éventail de processus physiologiques chez les insectes est contr6lé par des
hormones d'insectes. Le grossissement, équilibre hydrique et le développement sont tous régulés
par I'abondance d'hormones spécifiques dans le corps de l'insecte. Toutes ces hormones naturelles
sont trop instables pour étre utilisées seules pour lutter contre les insectes, mais certaines ont eté
utilisées comme structures principales pour la modification chimique et ont donné lieu a de
nouveaux produits stables tels que le tebufenozide, le fénoxycarbe, le pyriproxyféne, I'hydrene et le

méthopréne (Tomlin, 1997).
11.2.2.2.2. Toxines spécifiques aux insectes

Un grand nombre d'animaux prédateurs utilisent des toxines spécifiques aux insectes pour
tuer leurs proies. Ces organismes vont des serpents aux scorpions, en passant par les guépes et les
abeilles, les araignées et les mites. Dans presque tous les cas, ces produits sont a base de protéines
ou de polypeptides et ne sont donc pas des insecticides utilisés de manieére conventionnelle
(Copping et Menn, 2000).

11.2.2.2.3. Phéromone

Les biopesticides d’origine animale qui sont des signaux chimiques produits par un
organisme et qui changent le comportement d’individus de la méme espéce ou d’especes différentes
sont également répertoriés sous ’appellation « semio-chimiques ». Les semio-chimiques ne sont
pas a proprement parler des « pesticides ». En effet, ils ne vont pas provoquer la mort des bio-
agresseurs, mais plutdt créer une confusion chez ces derniers. Cette confusion les empéchera de se
propager dans la zone traitée. Les phéromones d’insectes sont de bons exemples de molécules

semio-chimiques utilisées comme alternative a l'utilisation des insecticides (Deravel et al., 2014).

Les phéromones sont des substances chimiques volatiles produites par les insectes comme

moyen de communication sur des distances relativement grandes et sont hautement spécifiques a
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une espece. Ces composés ont de nombreux effets différents et sont nommés d'apres la réponse
obtenue (Copping et Menn, 2000).

Ces molécules peuvent étre éphémeres ou persistantes, mais dans tous les cas véhiculent un
message. Elles peuvent marquer un territoire, prévenir de la disponibilité de nourriture ou étre un

signal pour I'accouplement (Deravel etal., 2014).

Les phéromones d'alarme sont produites par des insectes attaqués par un prédateur, ce qui
les éloigne de la source de production. Il est également connu que les attractifs dérivés de plantes
attirent les insectes vers une source de nourriture précieuse et, lorsqu'ils sont mélangés avec des
attractifs dérivés des insectes, generent une forte attraction pour certains insectes (Copping et
Menn, 2000).

11.2.2.3. Biopesticides végétaux

Les plantes produisent des substances actives ayant des propriétés insecticides, aseptiques
ou encore régulatrices de la croissance des plantes et des insectes. Le biopesticide d’origine
végétale le plus utilis¢é est Phuile de neem, un insecticide extrait des graines
d’Azadirachtaindica (Schmutterer,1990).

D’autres extraits de plantes ont des activités insecticides ; ainsi, Tanacetum
(Chrysanthemum) cinerariaefolium, plus communément appelé pyréthre, est une plante herbacée
vivace cultivée pour ses fleurs dont une poudre insecticide est extraite. Ses principes actifs, appelés
pyréthrines, attaquent le systeme nerveux de tous les insectes. Cependant, ces molécules naturelles

sont rapidement dégradees par la lumiere (Deravel, et al., 2014).

Les insecticides naturels présentent certains avantages et inconvénients par rapport aux
insecticides synthétiques. Les insecticides naturels se décomposent tres rapidement sous l'effet du
soleil, de I'numidité et du vent, ils peuvent donc étre utilisés juste avant la récolte. Cependant, bon
nombre de ces insecticides cessent de nourrir leurs insectes tres rapidement, bien qu'ils ne les tuent
pas immédiatement. Par conséquent, la mort des insectes prend parfois quelques jours, mais cela a

un effet rapide sur la prévention des dommages (Oberemok etal., 2015).
11.2.3. Biopesticides issus de lichens

11.2.3.1. Activités antibactériennes

Les activités antibactériennes des lichens sont connues depuis des décennies. En 1944,

Burkholder et ses collegues ont décrit pour la premiére fois les propriétés antibactériennes des
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extraits de lichen (Burkholder etal.,1944).
Vartia (1973) a mené des études approfondies sur différentes espéces de lichen sont indiqué
que leur potentiel antibactérien est lié a leurs types, au solvant utilisé pour l'extraction et aux

souches bactériennes a cibler.Mitrovi¢ (2011) et ces collaborateurs expliquent la méme thématique.
11.2.3.2. Activités antifongiques

Certains métabolites secondaires peuvent étre actifs sur différentes souches de champignons
et de levures. L’acide (+)-usnique, isolé du lichen Usnea florida, montre une activité antifongique
sur Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum et trichophyton mentagrophytes avec des CMI
entre 100 et 250 pg/ml (Schmeda-Hirschmann et al.,2008). Aussi, il inhibe la croissance de
Fusarium moniliforme (Cardarelli et al., 1997) mais il a également un effet antifongique
intéressant sur Candida orthopsilosis et Candida parapsilosis a 1’état planctonique et de biofilm
(Pires etal., 2012).

11.2.4. Avantages etinconvénients de I’utilisation de biopesticides
L’utilisation de biopesticides en agriculture comporte des avantages et des inconvénients.
11.2.4.1. Avantages

- Restreindre ou éliminer I'utilisation de pesticides chimiques

- Moins toxique que les pesticides chimiques

- Diminuer les risques de développer de la résistance

- Favoriser par le nombre restreint d’msecticides homologués en serre

- Plus grande spécificité d’action

- Améliorer la qualité de vie des travailleurs agricoles

- Offrir aux consommateurs des produits sains

- Dégradation rapide des bio-pesticides, diminuant les risques de pollution
- Maintenir la biodiversité des biotopes.

11.2.4.2. Inconvénients

- Lutte souvent faite en prévention et moins efficace lorsque curative
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- Effet moins drastique que les pesticides (plus d’applications)

- Seuil de tolérance tres bas pour les ravageurs
- Efficacité pas toujours constante d’une production a l'autre
- Activité¢ restreinte lors d’une grande pression du ravageur

- Conditions d’entreposage des produits biologiques (demi-vie et température plus fraiche)

- Excellente connaissance dans la relation proie — prédateur (Brodeur etal., 2006).
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Généralités sur les champignons

I1l. Geénéralités

Les champignons représentent 'un des plus importants groupes d’organismes sur terre et
jouent un role clé dans un grand nombre d’écosystémes (Mueller et Schmit, 2007).
Ce sont des organismes eucaryotes a mode de reproduction sexuée ou asexuée. Les spores produites
peuvent avoir un role dans la dispersion des champignons, mais peuvent également jouer un réle
dans la survie de 1’organisme lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables
(Madelin, 1994).
Leur mode de nutrition se fait par absorption en libérant dans un premier temps des enzymes
hydrolytiques dans le milieu extérieur. Ces organismes sont dépourvus de chlorophylle et sont tous
hétérotrophes (Carlile et Watkinson, 1994 ; Redecker, 2002)

I11.1. Le genre Aspergillus
11.1.1. Caracteres généraux

Les champignons du genre Aspergillus ont été décrits pour la premiére fois en 1729. Ce sont
des champignons saprophytes, c'est-a-dire qui tirent leur nourriture de substances organiques en
décomposition. Ce sont des moisissures a filaments hyalins, cloisonnés, et ils sont haploides. Ils
font partie du groupe phylogénétique des Ascomycétes, a 1’ordre des Eurotiales et a la famille des
Trichocomacées ou Aspergillacées. Le genre Aspergillus comprend aujourd’hui quelque 185
especes, dont une vingtaine sont retrouvées en pathologie humaine (Badillet etal., 1987).

Les Aspergillus sont présents partout dans le monde, et en région tempérée plus
particuliecrement a la fin de 1’été, en automne et en hiver. Ces champignons ont un métabolisme

aerobie (Quatresous, 2011).
111.1.2. Pouvoir pathogéne

Le développement des Aspergillus chez leur hote nécessite I'existence de conditions
favorables. En effet certains facteurs environnementaux (comme I'abondance des spores
aspergillaires dans I’air inhalé), ou certains facteurs liés au champignon (comme la taille des spores,
la thermo-tolérance, les facteurs de virulence) contribuent a la fréquence de la pathologie
aspergillaire. Les personnes avec une altération du systéeme immunitaire, comme celles sous
corticothérapie prolongée, ou sous chimiotherapie, mais également les personnes atteintes du SIDA
ou d’une hémopathie maligne, ou celles ayant une neutropénie, sont plus exposees a une infection
par Aspergillus.
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Cependant les Aspergillus sont la plupart du temps des pathogénes respiratoires.
L’infestation s’effectue par inhalation des conidies véhiculées par le vent. Ils sont a I’origine de
sinusites ou de surinfections bronchiques au cours des broncho-pneumopathies chroniques
obstructives et de la mucoviscidose. Mais I’atteinte aspergillaire chez le sujet non-immunodéprimé
est dominée par I'aspergillome, qui est lié au développement du champignon dans une bronche ou
dans le parenchyme pulmonaire, sous forme d’une boule fongique appelée truffe aspergillaire
(Quatresous, 2011).

111.2. Le genre Fusarium
111.2.1. Caractéres généraux

Le genre Fusarium (Tableau 02), décrit pour la premiere fois en 1809 comprend une
quarantaine d’especes cosmopolites telluriques saprophytes et pathogenes de plantes, parmi
lesquelles F. solani, F. verticillioides et F. oxysporum qui sont le plus souvent impliquées en
pathologie humaine (causant des mycotoxicoses et des infections qui peuvent étre locales ou
disseminées) (Esshaymi,2 012).

Les espéces de Fusarium sont réparties dans le monde entier et peuvent étre récupérées sur
une large gamme de substrats. Les organismes se présentent sous forme de phytopathogenes, de
champignons présents dans le sol, de champignons aériens et d’aéroallergénes (Gupta et al., 2000).

Ces organismes sont également causant des infections qui peuvent étre locales ou
disséminées. On trouve les Fusarium dans les zones tropicales, les régions tempérées, les zones

désertiques, montagneuses et méme arctiques (Nelsonetal.,1994).

111.2.2 Pouvoir pathogene

Les Fusarium sont, principalement, des phytopathogénes. Ces champignons contaminent les
céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies nommées fusarioses. Les
Fusarium sont généralement impliqués dans la pourriture des racines, tiges et fruits ; dans la
dégradation du systeme vasculaire (Ripert etal., 2013).
Le pouvoir pathogene chez I’homme et les animaux est varié. Certaines especes sont a 1’origine des
kératites et endophtalmies. D’autres espéces (F. solani, F. moniliforme) sont impliquées dans des
infections systémiques (Guarro et Gene, 1992).
-Fusarium verticillioides est un agent de fusarioses disséminées chez les patients infectés par le
HIV (Duran et al., 1989) ;
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- Fusarium oxysporum est un agent d’onyxis, de kératites, d’endophtalmies, de péritonites et
d’infections disséminées chez les patients atteints d’hémopathie maligne (Thomas et Geraldine,
1992) ;

- Fusarium solani est I'espéce la plus commune, impliquée dans les fusarioses rencontrées aux
patients diabétiques. Il peut également étre responsable des ulcéres cornéens (del Palacio et al.,
1985 ; Gari-Toussaint et al., 1997).

111.3. Le genre Botrytis

111.3.1. Caracteres généraux

Le genre Botrytis (Tableau 02) a été décrit pour la premiére fois en 1729 par Pier Antonio
Micheli, qui l'a répertorié dans le « Nova Plantarum Genera ». Le genre Botrytis contient plus de
30 especes (Walker, 2016).

Toutes les espéces de Botrytis présentent la caractéristique morphologique commune a
lorigine du nom de genre : la botryose, ou grappe de raisin des conidiophores (les conidiophores
portent des grappes de macroconidies ressemblant a des grappes de raisin). La taille et la forme des
macroconidies ont été utilisées a plusieurs reprises comme critéres pour distinguer les especes, de
méme que le nombre, l'organisation et la taille des sclérotes et la morphologie du mycélium sur des
supports artificiels (Hennebert 1973 ; Jarvis 1977; Zhang et al., 2010a; Li et al., 2012 ;
Lorenzini et Zapparoli 2014). Cependant, de nombreuses espéces sont morphologiquement
similaires (par exemple, Botrytis cinerea et Botrytis. Pseudocinerea (Walker et al., 2011) Botrytis
aclada et Botrytis sp. B83 (Lorenzini et Zapparoli 2014).

Botrytis cinerea et d'autres espéces de Botrytis sont d'importants agents pathogénes des
plantes de pépinieres, des légumes, des cultures ornementales, des champs et des vergers, ainsi que
des produits agricoles entreposeés et transportés (Elad, et al., 2007).

Ces champignons sont des parasites polyphages ; ils peuvent vivre en tant que saprophytes, se
nourrissant de matiere organique en décomposition, ou en tant que parasites ou semi-parasites
(Collado etal., 2000).

111.3.2. Pouvoir pathogéne

Botrytis possede des facteurs de virulence qui permettent a l'agent pathogene de compléter
les étapes consécutives de son cycle de vie nécrotrophe. Ces facteurs de virulence comprennent les

métabolites phytotoxigues et les protéines, ainsi que les enzymes extracellulaires qui décomposent

Page 21



Généralités sur les champignons

le matériel végetal ou inactivent les mécanismes de défense de la plante. La plupart des
informations proviennent de recherches sur Botrytis Cinerea (Staats, 2007).

-Botrytis cinerea : agent pathogene de plus de 235 espéces de plantes identifiees, notamment les
raisins, la laitue, les tomates, le tabac et les fraises. C'est I'agent responsable de la maladie appelée «
moisissure grise », ainsi nommeée en raison de la moisissure grise poudreuse qu'elle produit sur les
cultures qu'elle infecte.

-Botrytis squamosa: agent pathogene de l'oignon qui provoque la rupture de la tige.

-Botrytis allii et Botrytis byssoidea: agents pathogenes des oignons.

-Botrytis fabae: agent pathogéne du haricot qui provoque des taches épidémiques sur les feuilles.
-Botrytis tulipae: agent pathogene responsable des brllures sur les fleurs de tulipe et de safran.

-Borytis gladioli: un agent pathogene des glaieuls et des lis (Collado , Aleu et al.,2000).

Tableau 02 : Classification des espéres Aspergillus sp. , Fusariumsp. et Botrytis sp.

Classification Aspergillus Fusarium Botrytis

Régne Fungi Fungi Fungi
Embranchement Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Sous-embranchement Pezizomycotina
Classe Eurotiomycetes Sordariomycetes Leotiomycetes
Sous-classe Eurotiomycetidae Hypocreomycetidae

Ordre Eurotiales Hypocreales Helotiales
Famille Trichocomaceae Nectriaceae Sclerotiniaceae
Genre Aspergillus Fusarium Botrytis
Espeéces Aspergillus sp. Fusarium sp. Botrytis sp.
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Le présent travail a été réalisé au laboratoire d’écotoxicologie et de contrble de qualité,
faculté de science, université de Jijel.

Le but de notre travail expérimental est I'évaluation de I'activité antifongique des extraits de
lichens.
Les expériences rapportées dans ce mémoire sont réalisées comme suit :
> ldentifications des espéces de lichens récoltés.
> Préparation des extraits lichéniques.
> Isolement et identification des souches fongiques.
» Evaluation in vitro, de Tactivit¢ anti-fongique des extraits au méthanol, a l'acétone au
Chloroforme, a l'acétate d’éthyle et au dichlorométhane de Cladonia foliacea.
» Evaluation in vitro, de lactivit¢ anti-fongique des extraits au méthanol, et a l'acétone de
Lobaria pulmonaria.

IV.1. Matériels biologiques

IV.1.1. Les espéces lichéniques

1VV.1.1.1. La Récolte

Les lichens ont été recolté le mois de mai 2019 au niveau de deux région différentes de la
wilaya de Jijel; oued Azaraz qui est située a la commune de Ouled Askar et la forét
de « bouafroune » qui est située a la commune de Djimla, & 45 Km de Test de la ville de Jijel
(Figure 05).

Boucif Ouled/ASK

Figure 05: Image satellitaire des deux stations de la récolte a Jijel (Google earth).
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Les altitudes et les coordonnées géographiques sont mesurées avec un GPS (Global Positioning
System) (Tableau 03).

Tableau 03 : Données géographiques de la station d’étude.

Espéce Nom de la station Données géographiques PH du substrat

Altitude : 910m
Station : Djimla

) ) Latitude : 36°34'11.3"N 6.25
Lobaria pulmonaria (Bouafroune) .

Longitude :5°54'20.0"E

1VV.1.1.2. Identification des lichens récoltés

L'identification des especes est d'abord effectuée par observation des caractéristiques
morphologiques générales, telles que la forme, la couleur, la hauteur, I'orientation des extrémités et
le type de ramification. L’identification est par la suite confirmée par les réactions colorimétriques,
qui donnent selon lespéce des réactions difféerentes. Les réactifs sont appliqués directement sur les
différentes parties du lichen, le thalle et les apothécies si elles existent. Pour ce faire, les réactifs
utilisés sont I'Hypochlorite de sodium (noté C), La potasse ou hydroxyde de potassium (note K), et
la combinaison des deux(C+K), ou K est appliqué en premier. Aprés lajout de quelques gouttes,
une coloration est obtenue rapidement (Friardi, 2012). Ces observations sont comparées avec la
description des espéces décrites par la littérature (Marcel Vaillaud, 2011 ; Ait hammou et al.,
2013), La flore utilisée pour I'identification est celle de Brodo, 2001.
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Apres identification, les lichens choisis pour I'expérimentation sont Cladonia foliacea et

Lobaria pulmonaria.

Tableau 04: Description botanique et classification des lichens étudiés.

L’espéce Description de I'espéce Classification

Cladonia foliacea est un| Regne : Fungi

Cladonia foliacea

lichen foliacé, Il est formé | Embranchement : Ascomycota
des squamules divisées et | Sous-

recourbées a Tintérieur et | embranchement :Pezizomycotina
laissant  voir la  face | Classe :Lecanoromycetes
inférieure. La face | Ordre :Lecanorales

supérieure est vert-jaunatre. | Famille :Cladoniaceae

La face inferieure est jaune | Genre : Cladonia

pale a blanchatre. Espece : Cladonia foliacea
(Nattah et al, 2013)

Lobaria pulmonaria, est un | Regne : Fungi

lichen foliacé généralement | Embranchement : Ascomycota
de grande taille. Sous-embranchement :

Elle est d’un vert-brunatre a | Pezizomycotina

vert-grisitre a I’état sec et | Classe :Lecanoromycetes
devient vert-olive vif a I’état | Ordre :Lecanorales

humide. Cette couleur verte | Sous-ordre : Peltigerineae
est due au photobionte | Famille :lobariaceae

présent dans le thalle. | Genre :lobaria

L’espéce est également un | Espéce :Lobaria pulmonaria
bon indicateur de continuités
écologiques (Rose, 1993 ;
Coppins et Coppins, 2002).
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IV.1.1.3. Séchage

Les lichens récoltés sont débarrassés d’éventuels contammants (mousses, terre, débris
végétaux...etc). Puis, ils sont séchés, a lair libre pendant environ 72 heures, et sont réduits en
poudre par broyage éléctrique dans le but d’obtenir une poudre trés fine, en effet, le broyage permet
d’augmenter la surface de contact entre le solvant et le matériel végétal, et ainsi de favoriser

I'extraction des composés.
IV.1.1.4. Extraction

Afin de détermmer le solvant d’extraction adéquat, differents essais ont été effectués sur
certaines espéces de lichen et en présence de différents solvants, en procédant soit a des extractions
classiques (avec un seul solvant), soit a des extractions séquentiells (solvants de polarité
croissante). Cette eétape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenus dans les
lichens en utilisant des solvants organiques qui accélerent et augmentent le rendement d’extraction
(Andraud-Dieu, 2015).

e Extractions classiques

Pour apprécier le contenu en métabolite secondaire d’espéces de lichen, une extraction par
macération a été réalisée dont son principe consiste a faire imprégner une quantité de poudre de
lichen de chaque espece separément dans un volume des solvants sous agitation mecanique pendant
48h. L’extraction a été effectuée selon le protocole décris dans la (Figure 06), pour chaque espéces
Iextraction a été répéter 5 fois avec renouvellement du solvant a une T° ambiante. Les extraits
obtenus sont évaporés a une température ambiante. Les résidus secs obtenus sont récupérés

séparément puis conserver au réfrigerateur a une T° de (-4C°) pour une utilisation ultérieure.
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Les essais d’extraction par Iacétone, le chloroforme, Pacétate d’éthyle, dichlorométhane et
méthanol ont donc été mis en ceuvre sur Cladonia foliacea. Pour Lobaria pulmonarial a poudre

obtenue est soumise a I'extraction uniquement par I'acétone et le méthanol.

Lichen
(100-150mi)
-Acétone,
Séchage a I'air ambiant + broyage -dichlorométhane,
-acétate d’éthyle,
\ 4 }
Poudre 10g -metharol,
-chloroforme,
Agitation mécanique pendant 48H
v
Filtration
Evaporation
Résidu sec

Figure 06 : Protocole de préparation de I’extrait lichénique (Mitrovié et al.,2011).
IV.1.1.5. Rendement d’extraction

Les rendements des extractions sont calculés suivant la formule ci-dessous (Mohammedi, 2006) :

P
Rendement d’extraction (%) = é* 100

Sachant que :

Ps : poids de I'extrait sec en gramme (g).

Pp : poids de la poudre en gramme (g).
IV.1.1.6. Préparation des concentrations

Une fois les résidus secs de lichens récupérés, nous avons procédé a la préparation d’une
gamme de concentrations «5mg/ml- 10mg/ml 20mg/ml -30mg/ml» par la dissolution de résidus
sec dans le DMSO a 10%.
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IV.1.2. Les moisissures
IV.1.2.1. Recherche des agents pathogénes

La serriculture est bien développée dans la région de Jijel cette derniere est bien connue pour
sa vacation en cultures maraichéres, néanmoins son climat humide favorise le développement
d’organismes nuisibles pour les cultures. Les conditions de mise en culture dans les serres
favorisent aussi lattaque des pathogénes. Ce phénomene force les serricultures a utiliser

régulierement les mémes pesticides ce qui augmente les risques de développement de la résistance.

Durant le mois de mai De I‘année 2019, nous avons effectué un dépistage d’agents
pathogénes aupres d’un serriculteur de Sidi Abdelaziz possédant une dizaine de serres (Figure 07),
des échantillons ont été récoltés au niveau des tiges, feuilles, et des légumes présentant des
symptomes différents de quelques maladies, Les échantillons sont placés dans des sacs en papiers
stérile, étiquetés puis ramenés au laboratoire de contrdle de qualité de I'université de Jijel (Tableau
05).

Figure 07 : Zone de prélevement des échantillons
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Tableau 05 : Quelques maladies observées chez les cultures dans les serres.

Espece ) ) ) ) Famille
o Maladies Photo Traitement Matiere actif .
végetale chimique
Tomate Goudron VIDAN 25 Trépadiminol Triazol
s+ ACEPLAN 20
sp Acetamipride
Tomate Mineuses A abamectine /
. ABAMECTIN
® 18EC
) VAPCOTOP thiophanate-
Tomate Pourriture /
methyl
o Oidium o )
Citrouille VIDAN 25 Triadimenol triazol
Non RIDOMIL Metalaxyl -M | Dithiocarbamats
Courgettes o s . .
identifier GOLD (Méfénoxam) phénylamides
) Pucerons MORSPILAN o o
Aubergine Acetamipride Chloronicotinil
Blanc 20SP
Chloronicotinil
. Pucerons MORSPILAN o
Haricots ) Acetamipride
Noire 20SP
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) Non
Aubergine o
identifier

1V.1.2.2. Isolement et purification de I’agent pathogéne

Aprés Tidentification préliminaire d’infections par les moisissures, des morceaux de tissus
Végétaux (tige d’aubergine, tomate, feuille d’haricot) naturellement infectés sont immergés pendant
2 min dans 50 ml de I’hypochloric de sodium a 2 % pour éliminer la flore saprophyte superficielle
puis rincés trois fois dans I'eau distillé stérile. Les tissus végétaux sont ensuite séchés sur du papier
filtre stérile (whatmanN°1) avant d’étre placés dans des boites de pétri supplémentées du milieu
Sabouraud (15 ml par boite), les boites sont scellées avec du parier aluminium puis incubées a 25+
1°C. Aprés 4 a 5 jours d’incubation, les boites sont examinées. L’identification des colonies
développées a partir des fragments infectés est basée sur la morphologie des thalles et des spores
(Bessadat , 2013)

IV.1.2. 3. Purification des isolats fongique

A partir des isolements primaires, des implants fongiques de 5 mn? ont été prélevés de la
zone marginale des colonies fongiques et repiqués aseptiqguement sur milieu Sabouraud en boite de
Pétri. Les cultures sont de nouveau incubées a une T° de 25°C. Des repiquages successifs sont
effectués jusqu’a I'obtention d’une culture pure des isolats (Figure 08) (Davet et al., 1997).
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E

F G H

Figure 08 : Aspect macroscopique des colonies de différents isolats fongiques ; A : Rhizopus sp,
B : Penicillium sp, C :Alternaria sp, D : Non identifier. E : Aspergillus niger, F : Fusarium sp, G :
Botrytis sp, H: Aspergillus fumigatus.

1V.1.2.4. Détermination de P’activité antifongique des extraits

L’identification des souches isolées est basée sur plusieurs cles de détermination (Samson et

al., 1984 ; Pitt et al., 1988 ; Botton,1990). 07 souches fongiques ont été identifiées : Alternaria sp.,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Botrytis sp., Fusarium sp., Penicillium sp., et Rhizopus sp.

L’identification des souches est confirmée par le docteur Bouziane Zahira, professeur a I'université

de Jijel spécialiste en mycologie.

Nous avons choisi d’étudier I'effet des differents extraits sur les souches suivantes (Figure 08) :

Figure 09 : Divers champignons isolés choisis dans notre étude ; A : Aspergillus sp., B : Botrytis

sp., C : Fusarium sp.

1IV.1.2.4.1. Matériels utilisés

v

AN N NN

Gélose Sabouraud (Bio-RAD/RéEf : 64449 ; Lot : 8B2212) a pH acide (5,7). Un
milieu approprié et couramment utilisé pour la culture des champignons.

Eau physiologique stérile

Eau distillee stérile

Extrais lichéniques a différentes concentrations.

HEXAVIL®* qui contient 50 g d’Hexaconazole/l, fongicide systémique

Souches fongiques « Aspergillus sp., Fusarium sp. et Botrytis sp. »
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L’incorporation des différents extraits «a differentes concentrations » & la gélose Sabouraud
a eté faite selon la méthode de dilution en boites de pétri avec répétition (Venne et Belanger, 2006)
selon le schéma suivant (Figure 10) :

Traitement

Gélose Sabouraud + 1ml d’extrait lichénique + implant de la moisissure

(5mg/ml ; 10mg/ml ; 20mg/ml ; 30mg/ml)

Contréle positif (fongicide)

Incubation
aune T°

Gélose Sabouraud + 1ml solution HEXAVIL+ implant de la moisissure

0,025mg/ml 10mg/ml de 25°C.

Témoin

Gélose Sabouraud + implant de la moisissure

Figure 10 : Schéma du procédé opératoire.

Les cultures ont été ensuite incubées a une T° de 25°C pendant 6js. Apres cette incubation,
les observations sont faites a partir du troisieme jour. L’activit¢ antifongique des extraits a été
déterminée en estimant les parametres antifongiques : effet sur la croissance mycélienne, effet sur la

sporulation et effet sur la germination.
IV.1.2.4.2. Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne est estimée apres un maximum de croissance pour chagque souche
fongique qui varie entre (7 jusqu’a 11 jours) par la mesure de la moyenne de deux diamétres

perpendiculaires des colonies.
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Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (Ic) des champignons testés est calculé
selon la formule suivante (Leroux et Credet, 1978).
0— Dc

D
IC(%) = D—OX 100

Dy : étant la croissance diamétrale du témoin
D.: la croissance diamétrale du champignon en présence d’une concentration (c) du fongicide ou de

I’extrait.
IV.1.2.4.3. Evaluation de la sporulation

Pour la sporulation, quatre disques de 6 mm de diametre sont prélevés des cultures ayant
servi a la croissance mycélienne et placés dans un tube contenant 10 ml d’eau distillée. Apres
écrasement des disques et agitation au vortex, des dilutions sont fait dans les cas nécessaires. On
proceéde a un comptage du nombre total des spores a I'aide d’une cellule de Thoma a raison de 10
comptages par suspension. Les valeurs sont exprimées en nombre de spores par unité de surface
(mm2). Le pourcentage d’inhibition de la sporulation (Is) est déterminé par la formule suivante
(Leroux et Credet, 1978).

NO — Nc
IS(%) = N—O x 100

NO : étant le nombre moyen de spores estimé chez le témoin

Nc : le nombre moyen de spores estimé en présence du fongicide.
1V.1.2.4.4. Testde germination
e Préparation de suspension monosporale

L’Aspergillus sp., Botrytis sp., et Fusarium sp. Sont cultivé sur le milieu Sabouraud a une T°
de 25°C pendant 3 jours, puis 10 ml d’ecau distillée stérile sont ajoutés a la boite de pétri, cette
suspension est récupérée dans un tube stérile (solution mére), et incubée a une T° de 25°C pendant
3 jours. Apres incubation, on procede a faire des dilutions de la solution mere avec I'eau distillée
stérile, puis on préleve une goutte de la suspension sporale diluée pour un comptage par la cellule

de Thoma.
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e FEvaluation de la germination des spores
Le comptage des spores, germées ou non, est déterminé sous microscope. Une spore est
considérée germée si la longueur du tube germinatif est supérieure a son plus petit diamétre. Le

pourcentage d’inhibition de la germination des spores (lg) est déterminé selon la formule suivante
(Leroux et Credet, 1978).

NO — Nc

No : étant le nombre de spores ayant germé dans le milieu de culture sans fongicide.

Nc : le nombre de spores germées en présence d’une concentration (c) du fongicide.
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Résultats et discussion

V.1. Résultats

Les lichens sont donc des organismes uniques possédant une remarquable capacité
d’adaptation aux conditions environnementales extrémes en produisant une multitude de
métabolites secondaires spécifiques. Cependant, la disponibilité de la ressource lichénique pose un
probléme d’apport en matiéres premicres, compte tenu de la croissance lente de ces derniers.

L’objectif principal a été la recherche de substances naturelles pour contribuer au
développement de biopesticides de faible toxicité pour ’étre humain et son environnement. Dans
cette thématique nous avons étudié les activités antifongiques des extraits méthanoliques,
acétoniques, chloroformique, dichlorométhanique et acétate d’éthyle de Cladonia folicea et des
extraits méthanoliques et acétoniques de Lobaria pulmonaria, contre trois souches fongiques a

savoir Fusarium sp., Aspergillus sp. et Botrytis sp.
V.1.1. Confirmation de I’identité de la souche fongique

» ldentification morphologique
L’identification des souches étudiées est faite a partir du jours 7 d’incubation.

A-Fusarium sp

Les colonies sont généralement caractérisées par un morphotype cotonneux, présente un
mycélium aérien tres abondant, épais et dense avec une couleur blanche et ils sont de couleur rose
sur le revers de la boite et avec une croissance lente de (6,0 —8,3 cm de diamétre a 25 °C sur milieu
SAB).

L’observation microscopique révele un mycélium fin blanc, ramifi¢ Les chlamydospores
sont intercalaires, formées dans le mycélium, sub-globuleuses et hyalines. Le mycélium produit des
spores caractéristiques du genre Fusarium : des microconidies souvent unicellulaires et quelques
fois bicellulaires et des macroconidies variables, ovales a ellipsoides, droites a legerement courbées,
cloisonnées et pointues aux deux extrémités (Figure 11).

Recto VEerso
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Figure 11 : Photographies d’une culture de 7 jours de Fusarium sp. sur gélose SAB.

Figure 12 : Observation microscopique de la souche Fusarium sp. a 'objectif x 40.
B-Aspergillus sp
L’aspect macroscopique des colonies d’une culture de 7 jours sur gélose SAB a 25°C a

démontré des colonies d’abord blanches, puis jaunes et enfin granuleuses noires en surface, et un

revers incolore a jaune pale (Figure 13)

L’observation microscopique a démontré un mycélium septé, une téte aspergillaire bisériée
radiée, une vesicule globuleuse, des phialides insérées sur la vésicule grace a des métules, un
conidiophore lisse, hyalin long et des conidies globuleuses, échinulées dispersées ou en chaine
(Figure 14).

Recto VErso

Figure 13: Photographies d’une culture de 7 jours d ’Aspergillus sp. sur gélose SAB.

Figure 14 : Observation microscopique d’Apergillus sp. a I'objectif x 40.
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C-Botrytissp

L'agent pathogene, Botrytis produit un mycélium a filaments articulés, brunatres ou
olivatres, quelque fois cylindrique au niveau de la cloison médiane dont le diametre varie
considérablement suivant les conditions de développement des hyphes. Lorsque le mycélium est au
stade fructigene, il produit des touffes de conidiophores grisatres, ramifiés arrondis conte nant des
grappes de conidies quisont libéré facilement par temps humide et sont portés par courants d'air. Le
champignon produit des sclérotes irréguliers qui jouent un réle important dans la survie du
champignon ; ils se composent de deux parties différentes le cortex et la medula (Figure 15) (Holz
et al., 2004).

Les sclérotes sont des formes de résistance.

Recto VErso

Figure 15 : Photographies d’une culture de 7 jours de Botrytis sp. sur gélose SAB. a I'objectif x40.
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V.1.2. Rendement de P’extraction

Les rendements en % ont été calculés a partir de la masse des extraits obtenus et de celle de

la matiére séche utilisée pour I'extraction (Figure 16).
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Figure 16 : Rendements massiques obtenus pour I'extraction classique chez Cladonia foliacea et
Lobaria pulmonaria

Le rendement de tel extrait est exprimé par le poids de cet extrait obtenu pour 10 g de
matiere végétale seche. La figure 16 illustre les rendements des extraits des différentes especes de
lichens ciblées. Il s'avere que les rendements sont relativement moins importants pour toutes les
especes ¢étudiées dont les plus faibles ont été obtenus par dichlorométhane et 1’acétate d’éthyle
(1.1%) et (1.4%) pour Cladonia foliacea respectivement. Et (1.2%) et (4.1%) chez Lobaria
pulmonaria. En revanche, les meilleurs rendements ont été obtenus par le méthanol et I’acétone
(9.1%) et (4.4%) pour Lobaria pulmonaria et (7.27%) et (6.54%) chez Cladonia foliacea
respectivement. Alors que le chloroforme donne un rendement moyen de (3 %) pour Lobaria

pulmonaria et (2.5%) pour Cladonia foliacea.

V.1.3. Evaluation de Pactivité antifongique des extraits de lichens

Le potentiel antifongique des différents extraits de Cladonia foliacea et Lobaria
pulmonaria a été testé contre trois souches fongiques agents pathogénes majeures, a savoir
Aspergillus sp., Fusarium sp. et Botrytis sp. La valeur d'inhibition de la croissance était enregistrée
en calculant le pourcentage inhibition (P)), le pourcentage de réduction de la sporulation (ls), et de la

germination (lg).

Page 38



Résultats et discussion

V.1.3.1. Effet des extraits de Lobaria pulmonaria sur la croissance mycélienne

La croissance mycélienne en présence des différents extraits a été évaluée apres incubation a

une température de 25°C correspondant a 1’optimum de la croissance du Fusarium sp. a (Hibar et
al., 2002), Aspergillus sp. (Samson,1994), Botrytis sp. (Holz, 2007).

a. Fusarium sp.
Les résultats sont illustrés et représentés graphiquement dans la Figure 17 ci-dessous.

Parmi les solvants utilisés pour l'extraction, I'extrait acétonique a montré la plus forte
activit¢ d’inhibition suivie par ’extrait méthanolique (Le champignon a été inhibé presque de
maniere similaire par les extrais lichéniques a toutes les concentrations). L’évaluation de ’activité
antifongique a éteé basée sur la mesure du diametre d'inhibition de la croissance observee en (cm).
La plus forte activit¢ est enregistrée par l'extrait acétonique avec un taux de (43.37%) a la
concentration de 20mg/ml néanmoins elle reste inférieure au contrdle standard HEXAVIL qui
marque une inhibition de (78.31%) a la concentration de 0.025mg/ml. Par comparaison entre les
extraits, l'activité la plus faible était enregistrée par ’extrait au méthanol avec un taux d’ inhibition

de (36.74%) toujours a la concentration de 20mg/ml (Figure 16) Le témoin présente un optimum de

croissance.
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Figure 17: Effet des extraits sur la croissance mycélienne du Fusarium sp.
b. Botrytis

Les résultats sont illustrés et représentés graphiquement dans la Figure 18 ci-dessous.
L’évaluation de I'activité antifongique a été basée sur la mesure du taux de croissance et du
taux d’inhibition de celle-ci, d’aprés I’analyse des résultats ; I’extraits méthanolique a montré la

plus forte activité d’inhibition suivie par I’acétone. Par comparaison au fongicide commerciale et au
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témoin, la plus forte activité est présentée par I’extrait méthanolique avec une inhibition de 100%

dans toutes les concentrations qui est identique au contrle standard HEXAVIL. L'activité la plus

faible était présentée par 'extrait acétonique (0%) a la concentration de 5 et 10mg/ml néanmoins

son activité est bien marquée a partir de la concentration 20mg/ml et 30 mg/ml (Figure 18).
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Figure 18 : Effet des extraits sur la croissance mycélienne du Botrytis sp

c. Aspergillus sp

Parmi les deux solvants utilisés pour l'extraction, les extraits d'acétone ont montré la plus

forte activit¢ d’inhibition suivie par le méthanol contre ce pathogéne. La plus haute activité

présentée par I’extrait d'acétone contre |’Aspergillus sp. est de (20.48%) a la concentration de

10mg/ml qui était inférieur au contrdle standard HEXAVIL dont son inhibition de la croissance est

de (100%) a la concentration de 5mg/ml. Par contre lactivité la plus faible était présentée par

I’extrait métanolique contre le méme agent pathogéne avec une inhibition de (3.01%) a la

concentration de 10mg/ml (Figure 19). Le témoin présente un optimum de croissance.
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Figure 19 : Effet des extraits sur la croissance mycélienne d’Aspergillu sp.
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Figure 20 : Résultat de la croissance radiale du Fusarium sp. en présence des extraits lichénique.

V.1.3.1. Effet des extraits de Lobaria pulmonaria sur la sporulation
a. Fusarium sp.

L’¢valuation de I’efficacit¢é des extraits testés repose sur le calcul du pourcentage

d’inhibition de la sporulation. La Figure 21 montre que I'extrait d’acétone a un effet inhibiteur tres
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important sur le Fusarium sp. qui a un effet identique au controle standard HEXAVIL dont son taux
d’inhibition est toujours (100%). Des résultats, on remarque que lI'effet est proportionnel aux
concentrations. En ce qui concerne I'extrait méthanolique son effet inhibiteur sur le Fusarium sp.
est graduel par rapport aux concentrations ; moyennement important au concentrations 5mg/ml et
10 mg/ml en comparaison avec le fongicide standard, mais I’effet devient important a la

concentration 20 et 30 mg/ml, qui est identique au controle THEXAVIL.
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Figure 21 : Effet des extraits sur la sporulation du Fusarium sp.
b. Botrytis sp.

La figure 22 montre que tous les extraits ont un effet inhibiteur trés important qui est de
I'ordre de 100% pour toutes les concentrations, en comparaison avec le contréle standard

HEXAVIL (100%) sur le Botrytis sp. au cours de la sporulation.

Page 42



Résultats et discussion

120
100 -

Taux de réduction de la
sporulation
s ozsss
5mg/ml .
1omg/mi
20mg/mi
zomg/mi
5mg/ml s
10mg/m1 [
20mg/mi
30mg/ml _
5mg/ml s

10mg/ml

0,025mg/ml _

témoin méthanol acétone hexavile
Extrait

Figure 22 : Effet des extraits sur la sporulation de Botrytis sp.

c. Aspergillus sp.

La figure 23 montre que I'extrait de méthanol a peu d’effet inhibiteur sur I’Aspergillus au
cours de la sporulation & toutes les concentrations. Par contre, I'extrait acétonique a un effet
inhibiteur trés important dont le meilleur taux d’inhibition atteint 100% a toutes les concentrations,

effet identique au contrble standard HEXAVIL qui est toujours (100%).
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Figure 23 : Effet des extraits sur la sporulation d’Aspergillus sp.
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V.1.3.2. Effet des extraits de Cladonia foliacea sur la croissance mycélienne
La croissance mycélienne en présence des différents extraits a été évaluée apres incubation a
une température de 25°C correspondant a ’optimum de la croissance d’Aspergillus sp., Botrytis sp.

et Fusarium sp. (Figure 24).

a. Botrytissp.

Tous les extraits ont montré une forte activité d’inhibition. La plus forte activité est de 100%
elle était identique au contrdle standard HEXAVIL qui provogque une inhibition de la croissance de
100% pour toutes les concentrations. Néanmoins aux concentrations 5mg/ml et 10mg/ml l'activité
était faible pour deux extraits ; le chloroforme et le dichlorométhane contre le méme agent
pathogéne. On remarque aussi un développement du champignon dans I’extrait acétonique a la
concentration de 20mg/ml chose qui nous insiste a explorer profondément les résultats vus que les
faibles concentrations possedent une meilleure activité.

b. Aspergillussp

Pour se pathogene TPactivité anti-fongique est particulierement marquée aux faibles
concentrations. Elle n’est pas proportionnelle au gradient de concentrations. L’ extrait au méthanol,
par contre n’a pas d’effet sur ce pathogene. Le fongicide standard n’inhibe pas totalement la

croissance du champignon a la concentration de 0,025 mg/ml appliquée au champ.

c. Fusariumsp

On remarque la méme chose pour le fusarium, I’activité est plus marquée dans les faibles
concentrations dans presque tous les solvants. Le fongicide standard aussi n’inhibe pas totalement la

croissance du champignon a la concentration de 0,025 mg/ml appliquée au champ.

Page 44



Résultats et discussion

ammann

1% d'inhibition
B 9% (e la croissance

|lw/bwg

héxavil

lw/Bw 520'0

|w/Bwog

|w/Bwoz

|w/Bwot

dichlorométhane

1wy/Bwig

1w/Bwoge

|w/Bwoz

|w/Bwot

acétate d'éthyle

Jw/Bbwg

|w/Bwoz

1w/Bwot

chloroforme

1w/Bwg

Iw/Bwog

|w/Bwoz

acétone

Jw/BwoT

1w/Bwg

|w/Bwog

|w/Bwoz

méthanol

|w/Bwot

|lw/bwg

o
N
—

100

[=3 I=3 1= o o
< o = ~

9oUESSIOJD P18 UoNIqIYLP Xnmel

Botrytis sp.

B % d'inhibition
B % de croissance

|w/8wot
Jw/3wg
Jw/8w 5700
Jw/BwoE
|w/8wog
|w/8wOoT
|w/swg
lw/8woe
|w/8woz
|w/3wot
Jw/Bwg
B lw/Bwoe
|w/8woe
Jw/3wot
- |w/8wg
Jw/8wog
|w/3woz
|w/3wot
|w/8wg
lw/8wog
|w/8woz
Jw/wot

Jw/8ws

héxavil

Acétone Chloroforme Acétate d'éthyle Dichlorométhane

Méthanol

émoi

120

0 0 0 0 0 0 0
m o0 © < ~ [

SduessI0D 3p uoINqIyuLp XneL

Aspergillus sp.

\L

1% d'inhibition
1% de la croissance

|w/BwoT

1wy/Bwg

héxavil

lw/Bw 5zZ0'0
Jw/Bwog
|w/Bwog

|w/BwoT

dichlorométhane

1wy/Bwg
1w/Bwog
|w/Bwog

lw/BwoT

acétate d'éthyle

1wy/Bwg
|w/Bwoe

lw/Bwoz

chloroforme

lw/BwoT
1wy/Bug
|w/Bwoe

|w/Bwoz

acétone

lw/Bwot
1wy/Bwg
1w/Bwoe

lw/Bwog

méthanol

|w/BwoT

1wy/Bwg

¢moi

o
~
—

o O o o o o
S ® © I

20UBSSIOAD 9P 18 UolIqIYLP XNel

Fusarium sp.

\

Figure 24 : Effet des extraits sur la croissance mycelienne du Cladonia foliacea.
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\
\_ Meéthanol Acétone Chloroforme  Dichlorométhane Acétate d’¢thyle ~ /
Figure 25 : Résultat de la croissance radiale du Botrytis sp. en présence des extraits lichénique.
4 I
\_ Méthanol Acétone Chloroforme Dichlorométhane  Acétate d’éthyle Y,

Figure 26 : Résultat de la croissance radiale du Fusarium sp. en présence des extraits lichénique de
Cladonia foliacea.
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V.1.3.2.1. Effet des extraits sur la sporulation :

L’¢valuation de I’efficacit¢ des extraits testés repose sur le calcul du pourcentage
d’inhibition de la sporulation. La figure 26 montre que :

L’extrait de méthanol, d’acétone et d’acétate d’éthyle présentant une activité tres
importante vis-vis de la sporulation du Fusarium sp. dont le meilleur taux d’inhibition atteint
90,90% et 76,40% au concentrations 5,10 et 30 mg/ml. L’extrait dichlorométhane a un effet
inhibiteur sur le méme agent pathogéne qui est similaire a I'effet du chloroforme au concentrations
5 et 10 mg/ml.

L’extrait de dichlorométhane, a un effet inhibiteur trés important sur le Botrytis sp. dont le
meilleur taux d’inhibition atteint 78,01% dans toutes les concentration, D’autre part, les extraits de
méthanol et d’acétate d’éthyle ayant un effet inhibiteur trés important aux concentrations de 20 et
30mg/ml qui est estimée a 100%. Aussi I’extrait de chloroforme a un effet inhibiteur trés important
au cours de la sporulation au concentration 20 et 30 mg/ml dont le meilleur taux d’inhibition atteint
100%. Par contre I’extrait d’acétone présente une activité modérée sur la sporulation dont le
meilleur taux d’inhibition n’atteint que 52%.

Les extraits de chloroforme et d’acétate d’éthyle ont un effet inhibiteur trés important sur
I’Aspergillus sp. a toutes les concentrations avec un taux d’inhibition qui vari environ entre (59,19%
- 40%). D’autre part, I'extrait d’acétone et dichlorométhane a un trés faible effet inhibiteur sur le
méme agent pathogéne au cours de la sporulation a toutes les concentrations dont le meilleur taux
d’inhibition n’a pas atteint 12%.
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Figure 27 : Effet des extraits du Cladonia foliacea sur la réduction de la sporulation.
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V.1.3.2.2. Effet des extraits sur la germination des spores :

L’¢valuation de I’efficacité des extraits testés sur la germination des spores repose sur le

calcul du pourcentage de la germination en présence de les extraits et dans les témoins.
Parmi tous les extraits lichéniques testés, seuls les extraits de méthanol, d’acétate d’éthyle et de
dichlorométhane ont présenté un effet inhibiteur de germination des spores trés important contre
Aspergillus sp. et Fusarium sp. dans toutes les concentrations dont le meilleur taux d’inhibition est
100% etait identique au contrdle standard HEXAVIL.

L’extrait d’acétone a également montré une bonne activité inhibitrice de germination des
spores contre Aspergillus sp. dans toutes les concentrations, dont le meilleur taux d’inhibition est
100% était identique au tel contrdle standard HEXAVIL. L’effet inhibiteur des spores de Fusarium
sp. atteint 99,35% au concentration 5, 10 et 20mg/ml. D’un autre coté cet extrait posséde un effet
inhibiteur de germination des spores trés important contre le Botrytis sp. qui atteint 100% aux
concentration 20 et 30mg/ml, tandis qu’au concentrations d e5 et 10mg/ml I'effet inhibiteur de
germination des spores est trés faible il n’atteint que 26%.

L’extrait de chloroforme a également montré une bonne activité inhibitrice de germination
des spores contre Aspergillus sp. dans toutes les concentrations dont le meilleur taux d’inhibition
est 100% etait identique au contréle standard HEXAVIL. Suivi par I'effet contre le Fusarium sp.
qui est de 88,96% a la concentration 5 et 10mg/ml, tandis que a la concentration de 20 et 30 mg/ml
I’effet inhibiteur de germination des spores est tres important dont le meilleur taux est de 100%.
D’autre part cet extrait a un effet inhibiteur de germination des spores trés important chez le
Botrytis sp. dont le meilleur taux d’inhibition est de 100% a la concentration de 20 et 30 mg/ml,
alors que dans la concentration de 5 et 10 mg/ml aucun effet inhibiteur de germination n’est

effectué.
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Figure 28 : Effet des extraits de Cladonia foliacea sur la réduction de la germination.
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V.2. Discussion

Les lichens produisent des métabolites secondaires appelés « substances lichéniques », qui
comprennent les depsidones, les dibenzofuranes, les xanthones et les dérivés terpéniques. Ces
métabolites constituent parfois plus de 30% de la masse seche du thalle. Diverses activités
biologiques des lichens et de leurs métabolites sont connues comme antiviraux, antibiotiques,
antitumoraux, antiallergiques, antinerbivoraux et inhibent la croissance des plantes ainsi que
diverses enzymes. Il a été observe que les extraits de lichens et les substances a base de lichen
produisent des agents antimicrobiens et [utilisation continue et incontroléee de drogues de synthése
ont conduit a la nécessité de trouver de nouvelles préparations a base de produits naturels. Les
produits naturels bioactifs ont des effets plus bénéfiques sur l'organisme par rapport aux produits
synthétiques. En considérant la multirésistance des agents pathogénes, cette étude a été réalisée
pour la recherche d’alternative aux molécules synthétiques dans la lutte contre les moisissures. Les
substances a base de lichen en tant que composés bioactifs gagnent du terrain par rapport aux agents
hémicaux traditionnellement connus en raison de leur efficacité améliorée par rapport aux composés
synthétiques (Huneck1999).

Des extraits de thalles de lichen ont démontré une forte activité antifongique contre divers
champignons pathogenes de végetaux (Gulluce et al. 2006 ; Halama et VVan Haluwin 2004).
(Gomes et al.2002; Rankovic 2008, 2010) dans leurs études, montrent que la meilleure efficacité
comparative de lextrait au méthanol et a lacétone de Parmotrema tinctorum contre certains
champignons phytopathogénes bien connus , peut étre attribuée a des substances a base de lichen
comme l'acide lecanorique et I'acide orsellinique, connu pour leurs propriétés antifongiques.

Les lichens sont intrinséquement résistants aux infections microbiennes en raison de la production
d'un grand nombre de métabolites secondaires uniques. La recherche de nouveaux COmposés
bioactifs issus de ressources naturelles pour améliorer les applications pharmaceutiques,
cosmeétiques et agricoles est une pratique ancienne et reprend actuellement de plus en plus

d’importance (Huneck, 1999).

Les résultats obtenus dans la présente étude indiquent que les deux especes lichénique
possedent des propriétés antifongiques potentielles. L'activité antifongiqgue avec différentes
paramétres étudiés révele le pouvoir fongicide de ces espéces, supposé étre di aux composes
bioactifs présents dans ces lichens. Semblable aux études de Madamombe et Afolayan (2003),
Yilmaz et al., (2005).
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Résultats et discussion

D’aprés les résultats obtenus on peut constater que I’Aspergillus sp. est résistant a I'extrait
méthanolique et sensible pour les autres extraits a certaines concentrations, ainsi que, le Fusarium
sp. Résiste a tous les extraits a certaines concentrations, par contre le Botrytis sp. est sensible a
Iextrait méthanolique, acétonique et Tacétate d’éthyle et résiste a Iextrait dichlorométhane et

chloroforme.

Les résultats du pourcentage de réduction de sporulation (I%) ont montré que I'agent
pathogéne Fusarium sp. et sensible pour tous les extraits, par contre I’Aspergillus sp. résiste a tous
les extraits, d’autre part le Botrytis sp. elle est sensible a I'extrait dichlorométhane et méthanol et

résiste aux autres extraits.

Les résultats du pourcentage de réduction de germination des spores des agents pathogénes
montrent que le Fusarium sp. Et ’Aspergillus sp. sont tres sensibles pour tous les extraits tandis
que, le Botrytis sp est trés sensible pour I'extrait de dichlorométhane et méthanol et pour les autres

extraits a certains concentration (concentration élevé 20 et 30mg/ml).

D’aprés les résultats obtenus on conclut que les agents pathogénes fongiques sélectionnés
présentent une résistance et une sensibilité aux extraits lichéniques : Aspergillus sp. Est I'agent
pathogene le plus résistant a I’extrait lichénique du Cladonia foliacea par rapport aux autres agents
pathogene, suivi par le Fusarium sp. Qui est moins résistant, alors que le Botrytis sp. était le plus
sensible, cette différence dans ces réactions varie en fonction du type de solvant d'extraction et du
type de lichen.

Pour Lobaria pulmonaria et d’aprés les résultats obtenus concernant la croissance on peut
constater que I'’Aspergillus sp. Est trés sensible pour I'extrait d’acétone aux concentrations élevées,
tandis que le Fusarium sp. Est sensible & I'extrait de méthanol et d’acétone a des concentrations

élevé, alors que le Botrytis sp. est tres sensible pour les deux extraits a des concentrations élevees.

Les résultats du pourcentage de réduction de sporulation (I%) ont montré que I'agent pathogéne
Botrytis sp. est trés sensible pour lextrait d’acétone et de méthanol, d’autre part les agents
pathogénes Aspergillus sp. et Fusarium sp. sont trés sensible pour I'extrait d’acétone et résistent a
I'extrait de méthanol.
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Conclusion et perspective

Les lichens sont des organismes symbiotiques singuliers capables de s’adapter a des
conditions environnementales extrémes. Les lichens ont été consommés en temps de famine, et ils
sont utilisés depuis des siecles en médecine traditionnelle, soit dans leur entiereté, soit sous forme

d’extraits.

La majorit¢ des problémes de santé liés aux pesticides repose sur I'exposition prolongée et

I'intoxication chronique a ces produits phytosanitaires.

Notre travail a pour objet I'évaluation de I'effet des extraits lichéniques sur lactivité antifongique
de deux espéces lichéniques : Cladonia foliacea, et Lobaria pulmonaria sur trois souches de

moisissures a savoir Aspergillus sp., Botrytis sp. et Fusarium sp.

L’¢tude en conditions controlées a permis de mettre en évidence leffet des fongicides sur les

moisissures, a des doses croissant egales de celles recommandées pour épandage sur les champs.

Apres avoir évalué le potentiel antifongique de Cladonia foliacea et Lobaria pulmonaria, il

a été observé que ces deux especes de lichen possedent une activité antifongique.

Principalement [l'extrait méthanolique, suivi de lextrait d’acétonique car une inhibition de la
croissance fongique a été observée. Les résultats dépendaient de plusieurs facteurs : différents
solvants d'extraction, la concentration en extrait de lichen, la quantitt de composés actifs présents

dans l'extrait, l'espéce de moisissure testée et le procédé de diffusion mis en ceuvre.

D’apreés les résultats obtenus on conclit que les agents pathogeénes fongiques sélectionnés
présentent une résistance et une sensibilité aux extraits lichéniques : Aspergillus sp. est I'agent
pathogene le plus résistant a I’extrait lichénique du Cladonia foliacea par rapport aux autres agents
pathogéne, suivi par le Fusarium sp. qui est moins résistant, alors que le Botrytis sp. était le plus
sensible, cette difference dans ces réactions varie en fonction du type de solvant d'extraction et du
type de lichen. Ces résultats peuvent impliquer que les especes de lichen utilisées different les unes

des autres en fonction de constituants chimiques non identifiés dans cette étude.

A Tissue de notre étude, plusieurs questions ont surgi et qui peuvent ouvrier des perspectives

intéressantes :

- Caractérisation des extraits actifs par chromatographie.

- Evaluation d’un essai au champ.
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Théme : Evaluation de L’activité antifongique des extraits des lichens
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Résumé

Dans notre travail on s’intéresse a la détermination de I'effet biopesticide sur I'activité¢ antifongique des
extraits des lichens Cladonia foliacea et Lobaria pulmonaria récoltés a Jijel sur trois agent pathogéne
Aspergillus sp., Botrytis sp. et Fusarium sp. par différentes concentrations des extraits lichéniques 5,10, 20 et
30 mg/mi.
Les résultats obtenus ont montré que Lobaria pulmonaria posséde un rendement élevé de 9.1% a I’extrait de
methanol par rapport au Cladonia foliacea de 7.27%, tandis que ’extrait d’acétone de Cladonia foliacea est
de 6.54%. Alors que, I'extrait de Lobaria pulmonaria est de 4.4 %.
Le potentiel antifongique des différentiels extraits de lichens révele que 1’ Aspergillus sp. résiste a I’extrait de
méthanol et sensible pour les autres extraits, Botrytis sp. est sensible pour 'extrait de méthanol et I’acétone,
tandis que, le Fusarium sp .est résistant a tous les extraits a certains concentration.

Mot clés : lichens, Cladonia foliacea, Lobaria pulmonaria, Aspergillus sp., Botrytis sp., Fusarium sp.,
activité antifongique.

Abstract

In our work we are interested in the determination of the biopesticide effect on the antifungal activity of
lichen extracts Cladonia foliacea and Lobaria pulmonaria collected in Jijel on three pathogenic agents
Aspergillus sp., Botrytis sp. and Fusarium sp. by different concentration of lichen extracts 5.10, 20 and
30mg / ml.
The results obtained showed that Lobaria pulmonaria has a high yield 9.1% with methanol extract compared
to Cladonia foliacea 7.27%, while acetone extract of Cladonia foliacea 6.54%. While the extract of Lobaria
pulmonaria 4.4%
The antifungal potential of lichen-derived differentials reveals that Aspergillus sp. is resistant to methanol
extract and sensitive to other extracts, Botrytis sp. is sensitive for methanol extract and acetone, while
Fusarium sp. is resistant to all extracts at certain concentrations.

Key words: lichens, Cladonia foliace, Lobaria pulmonaria, Aspergillus sp, Botrytis sp, Fusarium sp,
antifungal activity.
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