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Résumeé

Extraction des polyphénole du lentisque (Pistacia lentiscus.L ) de la région de
Medea et I'évaluation de son activité antimicrobienne

Dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne en protection phytosanitaire
durable des cultures, la présente étude consiste a évaluer 1’efficacité antimicrobienne des
extraits bruts de Pistacia lentiscus L (feuilles, pédoncules, fruits noir et fruits rouge) de trois

régions dans la willaya de Médéa.

Le rendement d’extrais méthanolique varia selon la localité et I’organe de plante. Les
analyses photochimiques révélent la présence des polyphénole en quantité importante qui

varie ainsi selon la localité et I’organe de plante.

Les testes in vitro des extrais méthanolique et aqueux sur deux souches fongiques
(Fusarium spl et Fusarium sp2 ) et deux souche de Erwinia spl( Erwinia amylovora L.)
et Erwinia sp2 (Erwinia carotovora L.) La méthode diffusion en milieu gélosé a été utilisée avec
des délutions des extrais dans une solution le D.M.S.O a 2 %. Des propriétés antimicrobiennes

modérées des extraits étudiées ont été constatées vis-a-vis des souches et des doses testées.

Les résultats de I’activité antibactérien de polyphénole et I’extrait aqueux de Pistacia
lentiscus L a donner une diminution modéré dans le taux de croissance de la bactérie dont

Erwinia sp 2 est la plus sensible par rapport a Erwinia sp 1

Les résultats de I’activité antifongique de ’extrait extraits méthanolique des quatre
parties de Pistacia lentiscus L ont montrent une faible activité inhibitrice car le fusariume (F.sp

2) est plus sensible par rapport le fusariume (F.spl).

Face a I’émergence de la résistance de certaines souches étudiées, les résultats obtenus
sont encourageants pour l’utilisation des extraits du lentisque comme moyen de lutte

alternative dans le cadre d’une agriculture durable.

Mot clé : Pistacia lentiscus L, activité antimicrobiennes, polyphénole, Erwinia sp, fusarium sp,

extrait méthanoligue, extrait aqueux.



Abstract

Extraction of polyphenol of lentis (Pistacia lentiscus.L) from the Medea
region and evaluation of its antimicrobial activity

In the framework of the valorization of the Algerian flora in sustainable phytosanitary
protection of cultures, , the present study consists of evaluating the antimicrobial efficacy of
crude extracts of Pistacia lentiscus L (leaves, peduncles, black fruits and red fruits) of three

regions in the Medea Willow.

The yield of metabolic extract varies according to the locality and the plant organ. .
Photochemical analyzes reveal the presence of polyphones in large quantities, which varies

according to the locality and the plant organ.

In vitro tests of metabolic and aqueous extracts on two fungal strains (Fusarium spl1 and
Fusarium sp2) and two strains of Erwinia spl (Erwinia amylovora L.) and Erwinia sp2
(Erwinia carotovora L.) The diffusion method in agar medium was used with delutions of the

extracts in a 2% D.M.S.O solution.

Moderate antimicrobial properties of the extracts studied were observed the strains and doses
tested.

The results of the antibacterial activity of polyphone and the aqueous extract of Pistacia
lentiscusL. gave a moderate decrease in the growth rate of the bacterium of which Erwinia sp 2

Is the most sensitive compared to Erwinia sp 1.

The results of the antifungal activity of the extract methanolic extracts of the four parts
of Pistacia lentiscus. L showed a weak inhibitory activity because fusariume (F.sp 2) is more

sensitive compared to Fusarium (F.spl).

Faced with the emergence of the resistance of certain strains studied, the results obtained are
encouraging for the use of lentisque extracts as a means of alternative control in the context of

sustainable agriculture.

Key word: Pistacia lentiscus L, antimicrobial activity, polyphenol, Erwinia spp, fusarium sp,

methanolic extract, aqueous extract.
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INTRODUCTION

Introduction

Les vegétaux sont connus depuis longtemps pour renfermer différents métabolites
secondaires connues pour leur intérét dans la physiologie végétale (défense de la plante contre
les attaques microbiennes, blessures, etc.). Les nombreuses recherches ont montre les
propriétés biologiques diverses de ces composes particulierement des composes phénoliques.
Ces composes sont largement utilises en thérapie comme, inhibiteurs enzymatiques,

antioxydants et antimicrobiens (Ghedira, 2005).

Ce potentiel antimicrobien des composes phénoliques est actuellement démontre en
phytopathologie. Baysal et Zeller (2004) ont montré I’efficacité des extraits phénoliques de
certaine plantes médicinales contre certaines maladies végétales telle que la rouille du
pommier causée par Erwinia amylovora (Baysal et Zeller, 2004).D’autre part, 1’évaluation in-
vitro de I’activité antifongique des polyphénole importante sur la souche fongique A.flavus

(BOUGANDOURA N, BENDIMERAD N, 2012)

En absence de traitement phytosanitaire efficace contre les maladies bactériennes et
I’utilisation d’une lutte chimique qu’est couteuse et nocif pour I’environnement de nombreux
chercheurs s’intéressent aux méthodes de lutte plus économiques, efficaces et moins
polluantes de I’environnement telle que I1’utilisation des plantes médicinales. Un grand
nombre de plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres possédent des
propriétés biologiques tres intéressent (Bahorum, 1997).

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.) est une plante de famille des Anacardiacée, largement
répandue dans les maquis du bassin méditerranéen. Elle est connue pour ses propriétés

médicinales (antiseptique, stimulante, propriétés antimicrobienne ...) (Boullard, B ., 2001).

Des études antérieures menees sur Pistacia lentiscus .L ont démontré des vertus biocides
dans la lutte contre quelques champignons comme Alternaria solani et d’autres  sur
Aspergilus flavus DURU et al. (2003)



INTRODUCTION

Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est déterminé la variabilité de rendement des
extraits méthanoique de Pistacia lentiscus.L et de mettre en évidence en premier lieu leur
pouvoir antifongique sur la régression de deux espéces de Fusarium sp, et en second lieu
leur activité antibactérienne sur deux souches bactériennes : Erwinia amylovora
et Pectobacterium carotovorum dans le but de les utiliser comme substance naturelles de
biocontrdle (biopesticides), alternatives a la lutte chimique utilisée en agriculture.

Pour cela nous avons quatre parties :

1- Extraction des polyphénole et évaluation de rendement suivant les régions du récolte
et I’organe de la plante.

2- Dosage des polyphénole totaux.

3- L’évaluation de I’activité antifongique des extraits méthanolique.

4- L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanolique et I’extrait aqueux.
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I. Généralité sur la plante :

Le nom Pistacia lentiscus .L donné a cette plante lui vient de mot latin "pistakia”
constitue une altération du mot "foustak”, nom arabe de 1’espéce principale, et Lentiscus, vient
du mot latin "lentiscus” nom de I’arbre au mastic (Garnier et al., 1961)in (Bensaci Et Had]j
Mokhnache ,.2015)

Nom scientifique: Pistacia lentiscus L
Noms communs: Tidikth (non Berbére)
Mastik (nom Latin)
Chois Mastic Tree (nom Englais)

Appellation local : Darou

I .2. Classification taxonomique :

Le genre Pistacia comporte 11lespéces d’arbre ou d’arbustes de la région méditerranéenne.
Les espéces les plus importantes sont : Pistacia atlantica.L, Pistacia chinensis.L, Pistacia
lentiscus.L,Pistacia terebinthus.L, Pistacia vera.L, Pistacia integerrima.L, Pistacia
palestina.L, Pistacia khinjuk.L.(Benrokia et Aouar ., 2015)

Tableau 01 : classification botanique de P.lentiscus.Linné (L., 1753)

Régne Plantae, (végétal)
Embranchement Spermaphyte
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espece Pistacialentiscus
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I. 3. Répartition géographique :
I.3.1.Dans le monde :

Pistacia lentiscus.L.desest repartir en sites arides de la région méditerranéenne (de 1’ Asie,
I’Europe, I’Afrique jusqu’aux Canaries) (Maameri 2014).Cette espéce est tres répandue et

abondante dans tout le bassin méditerranéen a I’exception de I’Egypte (Rached ,.2009 )
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Figure 01 : Distribution des 11 espéces de Pistacia.lentiscus.L.des dans le monde
(Thingshuanget al., (2008)

I.3.2 En Algérie :

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces :Pistacia lentiscus.L, Pistacia
terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Ait Youssef, 2006) in (Bensalem., 2015)

On rencontre le lentisque dans les garrigues et surtout dan les maquis du bassin

méditerranéen et les foréts (Quezel et Santa, 1963)

Pistacia lentiscus.L. Trouver au le long du tell et dans les zones forestiéres (More et White,
2005)
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Figure 02: Aire de répartition de Pistacialentiscus.L.des en Algérie (Quezel et Santa, 1993)

I .4.Description botanique:

Pistacia lentiscus.L. est un arbrisseau dioique (fleurs males et femelles poussant sur des
arbustes différents). Thermophile de 1 & 3 metres, a odeur résineuse forte et & écorce lisse et
grise (Boukeloua, 2009)

Solon Quezel& Santa, (1963).Cette espéce est caractérisée par :
v Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée.

v Feuilles : persistantes, composées, possédant un nombre pair de folioles (4 a 10) d'un
couleur vert Sombre, elliptiques, obtuse, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont
le pétiole est bordé d'une aile verte.

v Fleurs : de avril -mai unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme
de grappe(groupé dans une panicule axillaires), ils sont trés aromatiques, forment des
racemes de petite taille a l'aisselle des feuilles. Les fleurs femelles sont vert jaunatre et

les fleurs males sont rouge fonce.
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v" Fruit : octobre — novembre est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme,
remplie par nucléole de la méme forme, d’abord rouge, il devient brunatre a sa

maturité en automne

v" Mastic : L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nommé mastic

qui, une fois distillé, fournit une essence employee en parfumerie

o

Figure 03 : fruit noire et rouge de P. lentiscus Figure 04 : feuilles de P. lentiscus

(Originale) (Originale)

Figure 05: Fleurs de Pistacia lentiscus.L (Charef, 2011)

1.5 .Les molécule bioactif de Pistacia lentiscus.L:

Les plantes synthétisent une large gamme de composés organiques qui sont des métabolites
secondaire (Belkhoumali, 2015)
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La chimie de Pistacia lentiscus.L est relativement peu étudiée (Kherroub.,2015,
Boukeloua,2009) mais L’analyse phytochimique des feuilles et des petits rameaux et de
fruits de lentisque indique la présence des metabolites secondaires comme des tannin,
flavonoides, stérol des triterpenes et des Saponosides (Bamou et al, 1997,
Merzougui .,2015) ainsi que des flavonols, des hétérosides et des anthocyanines
(Benhammouet al., 2008) En outre, il a été rapporté que les parties aériennes sont
extrémement riches en mon terpénes, tels que le myrcene, a-pinene, Terpinen-4-ol, limonéne,
longifolene, P-caryophellene, D-germacrene, &-caryophyllene, d-cadinéne, a-cadinol, [-
bisabolene, B -bourbonene et oxide de caryophylleene et camphene(Bamouet al., 2015,
Belkhoumali, 2015) . La plante est connue pour contenir une huile essentielle et fixe (Grosjean
N., 2007)in( Boukeloua .,2009 )On trouve aussi les acides gras insaturés comme I’acide

oléique et linoléique (Charafetal., 2008),parmi leur principale composé :
I.5.1. Les composés terpéniques :

Les terpénoides sont parmi les composés naturels les plus variés structurellement et
fonctionnellement (un motif commun dérivant d’unités a cinq atomes de carbone appelées
isoprene (ou méthyle-2-buta-1,3-diene), unités qui sont assemblées de multiples fagons pour

former les squelettes de molécules

Les terpenes sont des substances généralement lipophiles et hydrophobes. De
nombreux groupes chimiques sont présents comme aldéhydes, cétones, éthers, esters et
alcools et peuvent présenter une structure acyclique ou bien cyclique (Kesselmeier and
Staudt ., 1999)

L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes

(huiles essentielles) par le moyen de la distillation (Malecky, 2005).
I.5.2. Les polyphénole :

Le terme polyphénol ou composés phénoliques remplace l'ancien terme de tanin
végeétal, Caractérisés par la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques (benzéniques)
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.Plus de 8000 structures ont été identifiées
(Urquiage et Leighton ; 2000 )

Les polyphénole allant de simples molécules comme les acides phénoliques a des

substances hautement polymérisées comme les tanins (Dai, J. et Mumper, R.J ; 2010). Ces
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composés sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition

quantitative qui varient entre les différents tissus (Sarni-Manchado et Cheynier,2006)

Au niveau de la plante, ces metabolites secondaires interviennent dans les mécanismes
de défense en réponse aux attaques pathogenes. certains composés amers ou astringents,
limitent la digestibilité de certaines plantes alors que d’autres sont synthétisés de maniére
accrue avec par exemple des phénomeénes de lignification des parois dans le but delimiter la

progression des pathogenes (Yadavet al.,2009)
I .5.2.1Classifications de polyphénoles :

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoides
dont les principaux composes sont : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les
lignines, (Hoffmann, D ;2003). Et les flavonoides, dont on caractérise principalement : les
flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et

flavanols(Pincemail, J et al ; 2007)
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figure 06: Classifications de polyphénoles(Hoffmann, 2003)
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I.5.2. 2. Méthode d’extraction de polyphénole :

Il existe plusieurs techniques utilisées pour I'extraction de polyphénole. La macération,
connue comme une méthode traditionnelle, a été couramment employée (Spigno et De Faveri
2007 ; Budic-Letoc et al., 2005)

Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et I'utilisation d'une quantité

considérable de solvants, est relativement peu codteuse.

L'extraction au Soxhlet, parfois combinée avec des techniques de percolation et
d'immersion, a été communément employée afin d'obtenir un bon rendement d'extraction de
polyphénols (Al-Bandak et Oreopoulou, 2007), Cette méthode est tres appréciée car elle

permet de faire des extractions en continu tout en restant simple et relativement peu co(teuse.

L'extraction assistée par ultrasons est une autre technique souvent employée qui utilise
des solvants liquides (Proestos et Komaitis 2006). Les ultrasons possedent plusieurs
avantages dont celui de briser les parois cellulaires des organismes végétaux ainsi que celui de
provoquer des effets de capillarité dans la matiére végétale (Lavoie, 2005).Parmi les
meilleures techniques d’extraction de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins
condensés, deux méthodes d’extraction a savoir la décoction et la macération et quatre
solvants (eau, méthanol, éthanol et acétone). Toute fois 1’eau et le méthanol restent les
meilleurs solvants d’extraction. L’éthanol et 1’acétone sont préférables pour 1’extraction de
ces biomolécules. En revanche, la décoction aqueuse est plus performante pour 1’extraction

des tanins. (Mahmoudiet al ; 2013).
I.5.2 .3.Activité biologique des polyphenoles :

Les polyphénoles constituent une grande classe chimique, il disposent un extréme
variété de structure et d’activités biologique (Queiroz —Monici el al ., 2005 )

1.5.2.2.1.Activité antimicrobienne :

Les polyphénoles sont des composés principaux antimicrobiens des plantes ayant des
modes d’action divers inhibitrice a létales vis & vis d’une grande catégorie de microorganisme
(Cowan, 1999)
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1.5.2.2.2. Activité antibactérienne :

Parmi les polyphénole antibactériens, les flavonoides bloquent la synthése des acides
nucléiques, ils ont un pouvoir inhibiteur sur différantfonction, ces composé ont une activité

bactéricide et bactériostatique en perturbant les mécanismes énergétiques (Jones et al, 1994)
I.5.2.2.3. Activité antifongique :

La majorité des polyphénols ont une activité antifongique trés puissant .Orturno en
(2005) a décentré I’activité des flavanones glycosides et des polyméthoxyflavones de Citrus
parasidi, et de Citrus sinensis sur Penicillium adgitatum. aussi les flavonoides de
Conyzaaegyptica L., ont une action fongicides et fongistatique sur différant agent de mycoses
(Ortuno et al. 2006).

I .6.travaux intérieurs :

Pistacia lentiscus.L une plante médicinale bien connu dans la médecine traditionnelle,
trés étudie pour leur effets bénéfiques. Maameri .Z., (2014) montré que le miel et ’huile de
lentisque utilisés séparément ainsi que le mélange (Miel + I’huile) favorisent de fagon
significative la contraction de la plaie par rapport au médicament standard, a différents
intervalles de temps. ainsi que L’huile de lentisque peut exercer un effet hépatoprotecteur et
peut améliorer les propriétés curatives du miel lorsqu’elle est mélangee avec elle.

(Maameri .Z. 2014).

Les résultats de Merzougui (2015) ont montré que le screening phytochimique a révélé
I’existence de substances bioactives : Flavonoides, Tanins, stérolet terpenes, les principales
caractéristiques physico-chimiques de I’huile de Pistacia lentiscus.L trouvé sont : I’humidite,
un indice diode relativement ¢levé ce quimontre que cette huile a un degré d’instauration
important. L huile est constituée principalement d’acides gras insaturés ou domine I’acide
oléique avec 47% des acides gras totaux représenté par 1’acide linoléique (19,%) . elle montré
aussi que I’huile de Pistacia lentiscus.La un effet sur la diminutions des taux de cholestérol
total, de triglycérides, delipides totaux, et une augmentation de HDL-C « bon Cholestérol
»MERZOUGUI (2015).

D'aprés Charef (2011 )les résultats des analyses phytochimique montrent qu'ils existent
des différences quantitatives et qualitatives entre les résultats d’analyse des lipides et des
composés phénoliquesdans les fruits des deux arbres. Les valeurs des résultats d’analyse

montrent que les fruits du Pistacia lentiscus.L contiennent une grande quantité de lipides

10
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contrairement aux fruits du Quercus., mais les quantités des phénols et des flavonoides sont
voisines. L’évaluation de I’activité antioxydant montre que les lipides et les composés

phénoliques présentent un bon pouvoir antioxydant. Charef (2011)

Chekchak et al (2015) ont montre [D’effet anti-inflammatoire de d’huile du
Pistacialentiscus.L, (Chekchak et al., 2015)

Remila et al a étudié Activités antioxydants, cytoprotectrices, anti-inflammatoires et
anticancéreuses de feuilles et d'extraits de fruits de Pistacia lentiscus.L, Les résultats obtenus
dans cette étude indiquent que les extraits de P. lentiscus.L présentaient des propriétés
antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreuses, conformément aux utilisations

traditionnelles de la plante dans certain traitement.

DEBBABI et al étudie les Effets antimicrobiens des extraits foliaires de Pistacia
lentiscusL. dans des escalopes de dinde, Les résultats trouvé que les extraits foliaires de

PistacialentiscusL. peuvent étre utilisés pour réduire la charge microbienne pendant le stockage d’une

semaine des escalopes de dinde fraiches.

Benhammou et AtikBekkara étudie Activité antibactérienne de I’huile essentielle de
Pistacia lentiscus L. de deux stations de la région de Tlemcen (Algérie) et trouvé que
L’activité du pouvoir antimicrobien de ’huile essentielle de vis-a-vis des bactéries testées que

les souches Gram (-) sont résistantes par rapport aux Gram (+)

Gardeli et al étudie la Composition d'huile essentielle de Pistacia lentiscus L. et Myrtus
communis L.et Evalué de la capacité antioxydant d'extraits méthanoliques, Les résultats de
cette étude confirment l'opinion selon laquelle P. lentiscus L. et M. communis L. sont

prometteurs sources d'antioxydants naturels

Mehenni et al étudie Effets hépatoprotecteurs et antidiabétiques de feuilles de Pistacia
lentiscus.L et extraits de fruits, les résultats ont été confirmés par I'examen histologique du
foie, qui a révélé des protections contre la nécrose hépatique induite par le paracétamol,
I'extrait de fruit exposé une activité antidiabétique chez les rats diabétiques, et 1’analyse de
I’extrait indique la présence de composeés phénoliques.

11
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Chapitre 11 : Les champignons et les bactéries phytopathogene

11.1. Introduction :

Plusieurs maladies affectent les plantes. En moyenne, chaque type de plante peut étre
affecté par une dizaine de maladies, ces maladie peuvent causer plusieurs dégat sur tout a
échelle économique, cette dernier et causée par plusieurs agent pathogenes parmi elle les

champignon et les bactérie parasite des plantes.

11.2. Généralités sur les champignons et les bactéries phytopathogenes :

Dans I’environnent les plantes sont entouré d’un grand nombre de microorganisme qui
sont dans plusieurs cas des agents pathogénes, un pathogéne est un membre des especes
microbiennes ou la virulence détermine la tendance nuisible de la souche pathogene
(Lsenberg 1988). La pathogénicité microbienne( ou virulence) a été définie comme les
mécanismes biochimiques avec lequel les micro-organismes causent la maladie (Finley et
Falkow 1989, Smith 1991) avec une probabilité variable selon les souches (Finley et Falkow
1989). Parmi ces microorganismes pathogénes on a les champignons et les bactéries

pathogenes des plantes.

11.2.1. Les champignons phytopathogenes :

Les Fungi ou mycétes constituent a présent un régne autonome, le cinquiéme régne
fongique [du latin Fungus = champignon]. Le regne des Fungi, aussi appelé Mycota, constitue
un taxon regroupant les organismes appelés plus communément champignons. Environ 90
000 espéces de champignons ont été décrites a ce jour, mais on estime en 2003 que moins de
10 % des especes sont connues et identifiés (Lepoivre P., 2003)

Les champignons supérieurs pathogenes des plantes sont des organismes hétérotrophe
unicellulaire ou pluricellulaires, eucaryote a un noyau défini avec une membrane nucléaire et
des chromosomes associés a des histones, leur cellule sont arrangé dans une structure appelé
le hyphe qui donner le mycélium avec une paroi cellulaire chitineuse, leur mode de
reproduction peut étre sexuée ou asexueée. (Hayward A.C., 1991), (Deising H et al 1992),
(Webster .J. , Weber .R.,2007 ). lls se reproduisent essentiellement par des spores uni- ou
pluricellulaires. Selon leur origine, on distingue les spores sexuées ou téléomorphes. Cette
forme apparait souvent en fin de saison et a pour fonction le maintien de 1’espece ainsi que les

spores asexuées ou anamorphes. Cette derniére forme dite forme imparfaite assure la
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propagation et la dissémination de la maladie et par conséquent I’infection et I’épidémie.

(Kavanagh K., 2005)

Les champignons phytopathogénes sont, grace a certaines de ces caractéristiques de
leur histoire de vie (comme I’asexualité partielle ou la multiplicité des cycles infectieux dans
une saison ¢épidémique), des organismes capables de s’adapter trés rapidement a des

modifications de leur environnement (McDonald, B.A. ET Linde, C., 2002).

En générale Les champignons phytopathogénes peuvent étre rangés dans deux
groupes biologiques différents. Le premier comporte des especes vivant dans le sol ou a la
surface qui se rangent dans trois genres :Pytlziuin (Siphomycetes ), Rhizoctonia et Sclerotium
(champignons stériles). Le second comprend les parasites qui s’attaquent aux organes aériens;
ils appartiennent a des groupements systématiques tres divers tels que les Imparfaits
(Cladosporium, Cercospora, Helminthosporium, Alternaria et Stemphylium, Septoria,
Colletotrichum), les Ascomycetes (Oidium et Leveillzcla), les Basidiomycétes (Rouilles) et
les Mucorales (Mildiou et Choaizephora) qui sont des champignons supérieurs. (Boisso .C .
et Renard J.-L., 1967).

11.2.1.1 Cycle parasitaire des champignons phytopathogénes :

Le champignon pathogene peut se maintenir dans le sol, sur d'autres plantes, ou sur
des débris végétaux, en attendant de se trouver en contact avec la plante-hdte. La
contamination de celle-ci se fait le plus souvent par des spores, transportées par le vent, I'eau
ou encore par les insectes. Le parasite peut aussi subsister a I'état de spores, dans certains
organes (graine, tubercule, bourgeon) de la plante-héte elle-méme, en attendant les conditions
favorables pour germer (en général, une température douce et une humidité importante)
(Lepoivre P., 2003) lorsque les condition deviens favorable, le champignon a soumis a
plusieurs étapes pour entré a I’intérieur de 1’hdte , et donner une série de modifications
chimique et ou morphologique ce qui appelle les symptdmes, parmi c’est dernier on a des
nécroses ,flétrissements racinaire ,jaunissement de feuille provoqué par la destruction de la
chlorophylles ,des malformation ,et en fin des pourritures qui entrainant une mort rapide de
végétale . (Martija .M. O., 2008 ).
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11.2.1.2 Evolution générale d’un champignon phytopathogenes :

Le mode d’action des champignons phytopathogen débuté par le contacte et la fixation
qui destinés a disposé le champignon sur sont support pour prélevé les substances nutritif, a
I’aide d’un organe spéciale comme le stolon, sugoirs ou organe adhésifs...etc..., apres le
champignon vas pénétrer a I’intérieur de sont hot, a I’aide des ouvertures naturel ou les
blésure, lorsque le champignon pénétre dans la plantes il commence a secrété des enzymes
toxique pour la plante, et en fin le champignon produits plusieurs forme pour leur
dissémination ou leur conservation selon leur nature telle que les spores ou les conidies.
(Chevaugeon .J .,1957).

@
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Figure 07 : diagramme schématique indiquant les étapes de I'infection par le champignon
(Kavanagh., 2005)

1. Le contacte des spores de champignon avec leur support,
2. La fixation de champignon sur sont support et la formation des organes adhésifs,
3. Lapénétration de champignon a I’intérieure de la cellule héte,

4. Lasporulation.

14



Chapitre 11 : Les champignons et les bactéries phytopathogene

Les champignon phytopathogenes non contrdlées, causé des maladies fongiques peuvent
entrainer des effets catastrophiques comme la grande famine de pomme de terre en Irlande
(1845-1849) causée par Phytophtora infestans (Mont.) de Bary, 1876, encore connue a ce jour
dans le monde (SHARMA.,1989, DEACON., 2006).

Les maladies cryptogamiques sont considérées comme facteurs limitant de la production
des céréales, des cultures maraicheres et forestieres, car elles occasionnent des pertes

considérables (Azouaoui-Ait Kettout T,et al., 2007) . Parmi ces maladies la fusariose.
11.2.1.3. La fusariose :

La fusariose est une maladie des dite « a petits grains » que 1’on retrouve partout dans
le monde. Le nom donné de fusariose est relié¢ a I’allure fusiforme de ses spores (Pageau et
Fillion, 2009). Les champignons du genre Fusarium sont des agents phytopathogenes de plus
de 100 espéces végétales, telle que le blé, I’avoine (Avena sativa L.), I’orge (Hordeum
vulgare L.), le riz (Zizania palustris L.), le mais (Zea mays L.), et le sorgho (Sorghum bicolor
(L.) Moench) pouvant ainsi détruire des récoltes entiéres ou encore 1’accacia (Mill.),
I’Eucalyptus, et I’oeillet (Dianthus caryophyllus L.) ce qui en fait une maladie a tres fort

impact agroéconomique au niveau mondial (Miedaner, 1997) (Nucci et Anaissie.,2007 ).

grace a les mycotoxines synthétisées par les especes du genre Fusarium leur conférent
un pouvoir pathogene important chez les végétaux (Nucci et Anaissie.,2007)Certains de ce
pathogénes peuvent causer également des infections chez les animaux ou les humains. Cette
diversité d’hotes a été démontrée par typage moléculaire (Zhang et al., 2006) .Les especes de
genre Fusarium peuvent causer plusieurs maladies phytopathogénes parmi elle La gale de

1’épi chez les céréales et la pourriture racinaire (Agrios 2005).
11.2.1.3.1. Taxonomie et classification :

Le genre Fusarium appartient a la classe des Deutéromycétes (champignons
imparfaits, Fungi imperfecti), car la plupart des espéces étaient d’abord décrites sur la base de
caractéres morphologiques et sur la reproduction sexuée n’a pas été observée. Ces formes
imparfaites (anamorphes) sont caractérisées par un mycélium septé et la production des

microconidies généralement unicellulaires sur des conidiophores libres;

elles sont classées dans le groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003), maintenant des formes

sexuées (téléomorphes) ont été observées pour certaines espéces de Fusarium. Elles font
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partie des Ascomycetes, de la famille des Nectriaceae et notamment des genres Gibberella et
Nectria (Zhang et al., 2006)

La premiére et véritable description du genre Fusarium a été realisée par Link en
1809. Il doit son nom du latin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses macroconidies
fusiformes et cloisonnées. Il appartient a la division des Ascomycetes et a la famille des
Nectriacées. A I’heure actuelle nous utilisons principalement un classement dérivé de celui de
Nelson et al.(1983) lesquels regroupent les Fusarium dans 15 sections. Ce classement a été
amendé par Burgess et al. (1994), puis par d'autres chercheurs grace a I’utilisation des

techniques de biologie moléculaire (Leslie & Summerell, 2006).

Tableau 2: Classification de fusarium

Regne Fungi
Division Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Nectriaceae
Genre Fusarium

11.2.1.3.2. Ecologie De Fusarium :

Les champignons appartenant au genre Fusarium sp. Sont trés fréqguemment retrouvés
au niveau du sol, des végétaux, de l’air et de 1’eau. Leur répartition géoclimatique est aussi
tres diversifiée puisque ces champignons filamenteux existent tant dans les régions tempérées
gue tropicales, mais aussi dans des zones climatiques extrémes telles que les déserts, les
montagnes et les régions polaires (Dignani et al., 2004). Récemment, 1’équipe de Palmero a
montré la présence de plusieurs espéces de Fusarium (telles que Fusarium oxysporum, F.

solani, F. equiseti, F. dimerum et F. proliferatum) dans la poussiére atmosphérique et 1’eau de
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pluie. Ces données expliquent la dispersion, parfois a longue distance, de ce pathogene par la
pluie et le vent (Palmero et al., 2011)

11.2.1.3.3. Cycle des fusarioses :
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Figure 08. Cycle infectieux du Fusarium sp (Raynal, 1988).

Les Fusaria sont capable de survivre durant 1’hiver dans le sol et sur les débris
végétaux sous forme d’un mycélium saprophyte ou de chlamydospores, selon les especes
(Parry et al., 1995). Au printemps, lorsque les conditions climatiques deviens favorables au
développement des conidies (spores asexuées) et des périthéces qui produisent des ascospores
(spores sexuées) au moment de la floraison (figure). Les ascospores seraient vrai
semblablement la source d’inoculum de 1’épidémie (Caron et al., 2006). Les conditions
climatiques ont une influence importante sur I’incidence de la fusariose. Elles sélectionnent
différentes especes de Fusarium qui possedent des exigences des températures et
d’hydratations variables (Bakan, 1998). Elles conditionnent la libération, la dissémination et
la germination des spores. La dissémination des spores se fait par le vent, la pluie ainsi que
par des insectes (Goswami et Kistler, 2004). Le stade de développement de la plante
influence également le degré de contamination, I’anthése correspondant a une période de plus
grande sensibilité du blé a la fusariose de 1’épi (Sutton, 1982). Aprés leur dépdt sur les

plantes, les spores germent et I’infection des tissus de la plante.
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11.2.1.3.4. Symptomes de fusariose :

La maladie de fusariose peut affecter diverses parties de la plante, ,(Parry et al., 1995)
parmi les principales symptdmes on citons :des nécroses sur les talles inferieurs, le collet,
entre nceuds, et brunissement de la partie supérieure des racines (Schilling et al.,1996 ;
Agrios, 2005),echaudage et dessechement précoce des épillets avec coloration rose clair ou
saumon peut apparaitre a la base ou tout au long des épillets infestés suite a une sporulation
abondante du champignon ,L’attaque sur le col et le rachis de 1’épi donne une coloration
brune violacée (Carver, 2009). La fusariom peut provoquer la fonte de semis qui se

traduisent par un manque a la levée qui est a I’origine de la mort de la plante.

Les grains murs peuvent étre ratatinés, petits, ridés, légers, blancs, crayeux ou parfois roses
(grains momifiés) (Rubella et al, 2004) Dans tous les cas, la maladie avance toujours vers le
coeur de l'arbre et I'arbre meurt quand le mycelium atteint le bourgeon terminal (Boulenouar
Et Al 2009)

Figure 09: Symptdmes de fusariose sp chez le blé : a : Epis fusariés, b : Epillet présentant

un amas de spores de Fusarium spp., ¢ : Grains de blé fusariés (Agrios, 2005).

11.2.1.4. Travaux antérieur :

e Ferdesetal 2017 en etudé Effet inhibiteur de certaines huiles essentielles végétales sur

la croissance Fusarium oxysporum et trouvé que Les huiles essentielles de sauge et de
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romarin, de quinoa ont un effet inhibiteur efficaces sur Fusarium oxysporum en déférent

concentration

e Hamel 2016 ,a faire une Etude sur ’antagonisme de Trichoderma sp vis-a-vis le
Fusarium sp agent de la fusariose du blé en Algérie .L’essai de lutte biologique contre les
Fusarium spp. par ’utilisation de Trichoderma sp. a montré que une activité antagoniste
in vitro intéressante par leurs pouvoir hautement mycoparasitaire. La sécrétion de
substances antifongiques volatiles a ralenti la croissance mycélienne qui s’avere sensible

au Trichoderma sp.

e Jangir et al 2018, etudie les Mécanismes de lutte biologique de Bacillus sp., Isolés de la
rhizosphére de la tomate, contre Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici est ils ont trouvé
que 'incidence de la maladie dans les plants de tomate dans des conditions de serre et
pourrait servir d'agent efficace pour la lutte biologique de la maladie du flétrissement de
la tomate

e ALEM et AMROUCHE 2016 ,etudie 1’activité antifongique de 1’extrait aqueux des
pépins du pomélo Citrus paradisi (Rutaceae) vis-a-vis du Fusarium tricinctum du blé dur
selon les modes in vitro et in vivo Les résultats in vitro montrent que les extraits possede
une forte activité inhibitrice a déférent dose ,et un tres forte activité antifongique a la

dose de 50%. In vivo I’effet antifongique est faible par apport a I’essai in vitro.

e Mebarki 2016, faire une Recherche sur activité biologique de molécules végétales pour
la lutte contre Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis Les résultats de D’activité
antifongique ont montré que les flavonoides sont plus fongitoxique sur la croissance
mycélienne que sur la germination et la sporulation. les flavonoides de certaine plante

utilisée, réduit la virulence relative du Foa dans 80% des tests

¢ GHOMARI 2009, étudie les Moyens de Luttes Chimique et Biologique Contre le
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis Agent Causal du Bayoud Chez le Palmier Dattier
Phoenix dactylifera L. Les essais d’une lutte chimique d’une part, contre le Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis, par [I’utilisation in vitro de 20 substances fongicides
incorporées au milieu PDA solide avec différentes concentrations, révéle la présence
d’une activité inhibitrice de quelques substances sur la croissance de la colonie du
champignon. D’autre part, une lutte biologique in vitro avec le Trichoderma harzianum,

comme agent antagoniste, que ce soit d’une facon directe sur milieu de culture ou par
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activité des filtrats de culture, montre une inhibition de la croissance mycélienne du

pathogéne testé.
11.2.2. Les bactéries phytopathogene :

Les bactéries sont des étres vivants unicellulaires microscopiques, procaryote,

Les bactéries pathogénes pour les plantes sont classées en cing genres seulement :
Agrobacterium, Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas 8 Xanthomonas. Ces cing genres
sont répartis pour certains sous toutes les latitudes et causent des dégats considérables aux
cultures. (Bernard 1987) leur mode de pénétration a I’intérieur de la cellule se fait soit par les
ouverture naturelle telle que les stomates ,lenticelle etc. .. soit par les blessure ,leur principale

symptémes sont des nécrose ,des pourritures , des galles et des flétrissements .
11.2.2.1. Généralités sur les Pectobacterium :

Pectobacterium (anciennement appele Erwinia) est le principal genre bactérien
responsable des dégats agricole sur beaucoup de cultures, causant ainsi des nécroses seches,
des galles, des flétrissements et des pourritures molles. Ces bactéries furent baptisées Erwinia
en honneur au phytopathologiste américain Erwin F. Smith (Winslow et al., 1917 ; Muraschi
et al., 1965). Ce nom Erwinia fut proposé pour la premiére fois par Winslow et al. (1917),
afin de regrouper en un seul genre toutes les entérobactéries pathogenes, saprophytes et
épiphytes des végétaux (Kwon et al., 1997 ; Toth et al., 2003), Dye propose de maintenir le
genre Erwinia qu’il divise en quatre groupes : le groupe Amylovora (agents de flétrissements
et du feu bactérien), le groupe Carotovora qui rassemble toutes les espéces pectinolytiques, le
groupe Herbicola qui contient des bactéries épiphytes et un quatrieme groupe constitué
d’espéces atypiques (Brenner et al.,1972).la plupart des Erwinia sont des phytopathogénes,
bien que certaines espéces soient impliquées dans des pathologies humaines (Chatterjee et
Starr, 1973).

Pectobacterium sp est une bactérie phytopathogene de la famille des
Enterobacteriaceae, a gram negatif, non sporulés, en batonnet droit de 0,5 a 1,0 par 1,0 a 3,0
pum. Les cellules sont mobiles grace aux flagelles peritriches. (Yahiaoui-Zaidi et al., 2003).
C’est une bactérie psychrotrophe dont la température optimale de croissance est de 12 a 24°C

et ne peut croitre dans des températures supérieures a 36°C (Smadja et al., 2004)a
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11.2.2.2. Cycle de la maladie :

La principale voie d’infection D’erwinia sp est a travers les fleurs. La bactérie se
dissémine a partir de lésions actives via des insectes pollinisateurs pendant la période de
floraison, ou grace a des phénomeénes physiques. Elle pénétre dans 1’hote par des ouvertures
naturelles ; nectaires, stomates ou accidentelles (blessures) causées par le vent, insectes, gréle
ou activité agricole en période de floraison ou de croissance des pousses. Une fois dans
I’apoplaste, elle se multiplie préférentiellement dans les tissus jeunes en croissance, ce qui
peut se traduire par I’apparition a leur surface de gouttelettes d’exsudat (mélange de

polysaccharides bactériens et de cellules bactériennes).

Cet exsudat permet une rapide dissémination de la maladie. Les tissus atteints se
nécrosent, les rameaux et les feuilles flétrissent et se desséchent. La bactérie peut envahir
I’ensemble de la plante en se multipliant dans les espaces intercellulaires du parenchyme
cortical mais elle peut aussi atteindre les vaisseaux du xyléme ou elle se déplace contre le flux
ascendant de la séve (Bogs et al., 1998). L hote tente de limiter la propagation de I’infection
en scellons les tissus infectés par déposition de plusieurs couches de liege dans le cortex,
conduisant a la formation de chancres sur les branches ou le tronc, dans lesquels la bactérie
peut se conserver pendant la période de repos végétatif ou 1’hiver (Eden Green et Billing,
1974). Elle reprend sa multiplication au printemps suivant, La maladie peut se transmettre trés
facilement d’une plante a 1’autre par I’intermédiaire de I’exsudat, la propagation de la maladie
sur une courte distance est assurée par le vent, la pluie, les aérosols, les insectes (spécialement
les abeilles) et les activités agricoles. La propagation sur de longues distances survient
principalement par 1’utilisation de matériels infectés (Sobiczewski et al., 1997; Palacio-
Bielsa et al., 2009 )

11.2.2.3 Symptomes :

Les symptdmes provoqués par le genre Erwinia sp peuvent étre observes sur
différentes parties de 1’arbre, mais les premicres expressions de symptdmes sont caractérisées
par des gouttelettes suintantes puis d’un exsudat sur les pédicelles des fleurs. L’infection
progresse ensuite vers le bas du pedicelle et dans toutes les fleurs d’un bouquet
(Vanneste,.2000)..En suite, la bactérie infecte les fleurs, qui se fanent, puis flétrissent et
brunissent. Les pédoncules peuvent également apparaitre imbibés d'eau, deviennent vert
fonce, et enfin brun ou noir, parfois avec des gouttelettes suintantes d'exsudat bacterien. Les

bouquets floraux et les feuilles se flétrissent et se dessechent pour ensuite prendre une texture
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ressemblant a du cuir (EPPO., 2013 ; Philion ., 2014),chez certain plante le genre erwinia

responsable a des pourritures molles internes qui se développent principalement dans les

lenticelles (Lapwood et Hering., 1968). Ainsi que La zone infectée peut rapidement se

développer et s’¢largir, et les tissus internes du tubercule deviennent spongieux, de couleur

blanc crémeux a marron foncé avec des bords noiratres délimitant une frontiére avec les tissus

sains. La pourriture est humide, légerement granulaire et généralement inodore dans les stades

précoces de la maladie. Une odeur nauséabonde se développe quand d’autres bactéries et

bacteéries et levures saprophytes envahissent les tissus pourris (Morgan, 2000).

11.2.2.4. Travaux antérieur :

LAGHA 2007, étudie Effet des extraits de plantes Pistacia lentiscus L. et Olea
europaea sativa et d’un coproduit (grignon d’olive) sur la croissance de Pectobacterium
carotovorum ssp. carotovorum sur Solanum tuberosum L. résultats obtenus de ce travail
montrent que I’extraction a I’acétone aqueux donne un meilleur rendement en composes
phénoliques que D’extraction au méthanol aqueux, avec un rendement d’extraction
relativement éleve pour les feuilles de P. lentiscus L. Les résultats de 1’activité
antimicrobienne des extraits montrent que, tous possédent une activité antibactérienne.
Les résultats relatifs a 1’é¢tude in vivo révélent que tous les extraits montrent une baisse
dans le développement de la pourriture molle estimée en gramme de tissus pourris, avec

une inhibition compleéte.

LADJOUZI 2007, faire une recherche et identification sur Pectobacterium, agents de la
pourriture molle sur différentes plantes hétes : pommes de terre, tomates et carottes leur
résultats confirment la grande incidence des Pectobacterium sur pomme de terre par
rapport aux autres hotes. Les tests de pathogénicité réalisés sur demi-tubercules de
pomme de terre, tomates et feuilles de tabac ont montré une différence dans la réponse de

ces pathogeénes vis-a-vis de ces différents hotes

11.3. Les moyens de lutte :

11.3.1. Lutte culturales et préventive :

e Utilisation de matériel axénique et d’équipement agricole propre

e Maintient d’une aération adéquate et de températures de stockage moins de 10°C
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e Assurance d’un bon espacement des plants au champ, d’une bonne régie d’entreposage

et pratique de rotations culturales
o Effectuer les récoltes a des températures inférieures a 20°C et par temps sec
e Respect d’un délai de 3 a 4 semaines entre le défanage et la récolte, afin de laisser
e durcir I’épiderme et de laisser se fermer les lenticelles (Dupuis et al., 2005).
11.3.2. Lutte génétique :

Ce fait par utilisation des Variétés résistantes (tolérantes) telle que les Hybrides

résistants, et les Plantes transgéniques
11.3.3. Lutte Biologique:

e par certain Microorganismes antagonistes telle que —Microorganismes compétitifs;

Bactériophages. Comme certain espece de Pseudomonas sp , et Trichoderma sp

e utilisation des produits bio a base de molécule naturelle telle que les métabolites
secondaire de certain plante comme les polyphénoles

e utilisation des antibiotiques produits par bacillus subtilis (Sharga et Lyon, 1998).
11.3.4. Lutte chimique :

Elle est efficace mais présente beaucoup d’effets néfastes, elle se fait par une

désinfection du sol  a1’aide de fongicides
e Fertilisation par le chlorure et le sulfate de potassium (Davenport et Bentley, 2001).

e Traitement des tubercules a la vapeur d’eau et au mercure organique (Afek et
Orenstein,2002).

e Traitement des partie infectés au chlorure d’aluminium et au métabisulfite de sodium qui

sont toxiques vis-a-vis des Erwinia pectinolytiques (Yaganza et al., 2004).

e Les fongicides les plus usités reste le triazole et ces dérivés qui sont des composeés tres
actifs grace a leur noyau qui posséde une activité pharmacologique, antibactérienne,

antifongique et hypoglycémique (Hamoir et al, 2001).
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I.MATERIEL ET METHODES :

I.1.Materiel végétal :

La partie expérimentale a été réalisée au niveau des Laboratoires de Département de
SNV, Faculté des sciences, Université YahiaFarés de Meédéapendant une durée de 7mois
(décembre —joins).et au Laboratoire de Microbiologie de INPV Boufarik pour réalisedune

étape expérimentale.

Les prélevements des échantillons ont été faits au automne aux mois de octobre et

novembre.

Des tiges feuillées ont été récoltées a partir de la plantmédicinales (PistacialentiscusL,) au
hasard dans trois localités géographiques différentes : bogharbaroagia et haebil la wilaya de

Médéa qui se trouve au nord d’Algérie.
|.2.Présentation de région d’étude :

La wilaya de Médéa, est une wilaya algérienne située au nord du pays. Elle est située
entre les régions du Tell et des Hauts Plateaux sur un territoire appelé sous I'administration

ottomane le Titter. Elle s’étend sur une superficie de 8866 km 1’année 2010.
Limite de wilaya :

La wilaya de Médéa est limitée ;

e Au nord par la wilaya de Blida.

e A D’est et au sud est par les wilayates de Bouira et de M’sila.

e Au sud et sud ouest par les wilayates de djelfa et Tissemsilt.

e A ’ouest par la wilaya de AinDefla.

1.2.1.Climat :

Le climat a Médéa se distingue par des caractéristiques dues a sa position sur les
monts de | Atlastelline, de type méditerranéen caractérisé par un photopériodiseme a la fois
quotidien et saisonnier, par 1’existencedes précipitation concentrees pendant la saison froidet

pardes saisons thermiques nettement tranchées.
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Cette durée de mesure permet d’avoir une idée assez précise sur le climat moyennant

de extrapolations pour caractériser notre périmétre d’étudede .(ONM de MEDEA,.2016).
1.2.1.1.Pluviométrie :

-Le climat de wilaya Médéa appartient a 1’étage bioclimatique méditerranéen subhumide sec.
-La région d’implantation du projet regoit une tranche d’eau annuelle moyenne de 615.5mm.
-Lesmois les plus arrosés sont Novembre, Décembre et Janvier.

La pluviosité c¢’est un facteur climatique important .Les résultats des précipitation sont

présentés dans le tableau(.3.) et la figure (10.).

Tableau03 :donnes climatique de précipitation de Médéa (2006-2016)

Stations  Statistiques  Janv  Fevr Mar  Avri  Mai Jui Juil Aou Sep Octo Nove Dece Annue

S n t t |
MEDEA Max 181, 3016 307,3 170, 215, 396 17,0 26,0 858 109, 180, 226, 1084,6
2 0 2 5 2 2 0
MEDEA Min 25,7 17,00 42,6 0,0 13,5 0,0 0,0 0,5 3,0 6,0 20,0 0,3 617,5
MEDEA Moy 96,6 1256 1076 758 746 12,7 45 93 451 513 106, 93,7 803,6
4 8

Source : ONM (20062016)
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Figure 10 : moyenne mensuelle de précipitation de région de Médéa.
(ONM Médéa 2006-2016)
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1.2.1.2. Températures :

Tableau 04:donnes climatiques des températures de région de Médéa(2006-2016).

Stations  Statistiques Parameétres Janv Fevr Mars Avri Mai Juin Juil Aout Sept Octo Nove Dece
temperatures
MEDEA Max moyennes = 9,2 9 11 158 20,1 26 29 299 24 212 135 111
temperatures
MEDEA Min moyennes = 4,6 = 2,7 8 9,6 142 19,7 255 246 195 158 8,7 56
temperatures
MEDEA Moy moyennes = 6,9 63 96 134 173 224 272 268 21,7 177 111 78
Source : ONM (2006-2016)
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Figure 11:moyenne mensuelletempératuresde région de Médéa.
(ONM Médéa 2006-2016)
1.2.1.3.Vents :
Tableau05 :donnes climatiques des vents de région de Médéa(2006-2016).
Stations  Statistigues Janv Fevr Mars Avri Mai Juin  Juil Aout Sept Octo Nove Dece
MEDEA Max 157 16,2 17,1 15 131 159 13,7 121 13,7 133 142 133
MEDEA Min 8,8 9,9 11 9,3 9,6 9,4 8,5 8,4 8,4 8,8 8,7 6,8
MEDEA Moy 11,7 | 13,3 137 12 12 11,2 @ 10,6 10 105 11,3 113 109

Source : ONM (20062016)

D’une fagon générale les vents d’hiver, quoique les plus forts de I’année sont modérés.

La vitesse annuelle moyenne des vents est de 11.54m/s, les valeurs mensuelles

enregistréesvarient entre 10m/s et 13.3 m/s.
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Tableau 06:donnes climatiques des humidités de région de Médéa(2006-2016).

Stations Statistiques Janv Fevr Mars Avri Mai Juin Juil Aout Sept Octo Nove Dece
MEDEA Max 15,7 16,2 171 150 131 159 137 121 13,7 13,3 14,2 13,3
MEDEA Min 8,8 9,9 11,0 9,3 9,6 9,4 8,5 8,4 8,4 8,8 8,7 6,8
MEDEA Moy 11,7 133 13,7 120 120 112 10,6 10,0 10,5 11,3 11,3 10,9
Source : ONM (20062016)
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Figure 12: moyenne mensuelle d humidité région de Médéa.
(ONM Médéa 2006-2016)

1.2.2.1.Description des stations des études:

Les différentes stations sont décrites dans le tableau(07)

Tableau07:les trois localités étudiée.

Stations

Altitude

Etage bioclimatique

Type de sol

Météo

Boghar

952 m

Subhumide

argileux limoneux

T:33°C,ventSa26
km/h, 17 %
d'humidité

Harbi

461 m

Subhumide

argileux

T:32°C,ventSall
km/h, 30 %
d'’humidité

Berrouaghia

612 m.

Subhumide

argileuxlimoneux

T:29°C,ventSall
km/h, 30 %
d'humidité

27



https://www.google.dz/search?client=psy-ab&hl=fr-DZ&q=boghar+alg%C3%A9rie+m%C3%A9t%C3%A9o&stick=H4sIAAAAAAAAAOMQfsRYzS3w5GKvpFSRkDAXm2NySWZ-nhAnF3t4amJJRmqRUDQXh09-ciJY2F9ImovbrSg1NSmxONU3M0WIh4tLP1ffIDmvqjzFHKifxzWvJLOk0q80NwmolZmL0QCoQ8QzryS1qKAotQRsCpIkDwCHkxpggAAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwirupu-5sbbAhWI1hQKHZuaBHgQ6BMIngEoADAT

Chapitre | Matériel et Méthode

Figure 13 : Carte géographique des stations d’étude (Google Earth).

1.3.Matériel de laboratoire:

Au laboratoire, les soulevant les réactifs utilisés sont de nature analytique.(annxel).
1.3.1.Préparation des extraits:

1.3.1.1.Séchage de la plante:

Les feuilles et les fruits de pistacialentiscusfraichement récoltés, lavés. et séchées
al’ombre dans un endroit sec et aéré. Une fois séchés, ils sont récupérés dans des sacs en
papier.

Notant qu’avant le lavage une certaine quantité de la plante est récupérée pour la mesure du

taux d’humidité.

Figure 14:séchage du plane récolté(original).

28



Chapitre | Matériel et Méthode

1.3.1.2.Détermination de taux d’humidité :

Le contenu en humidité des plantes a été¢ déterminé par le procédé de séchage a 1’étuve
(2 105°C) et de peser chaque une heure la plante jusqu’au 1’obtention d’un poids constant (La
différence entre deux pesées consécutives n’est pas significative) [Simpson W.T., 1999].

A-B
A

H(%) = ( ) x 100

Avec :
A : Poids de la plante fraiche.
B : Poids de la plante séche.

H (%) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage

1.3.1.3.Préparation de la poudre des échantillons :

Nos échantillons ont été séchés sur la paillasse a la température ambiante du

laboratoirede biologie de la faculté des sciences.

Apreés, avons procédé séparément au broyage dans un broyeur automatique ensuite

autamisage pour obtenir la poudre de chaque organe de la plante.

Les poudres fines obtenues ont été bien gardées, dans des sachets bien étiquetés et

dansle dessiccateur.

Les feuilles et les fruits séchés de P. lentiscussont broyés a 1’aide d’un mixeur

jusqu’aleur réduction en poudre. Apres broyage du matériel végétal. (Figure 16).
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Figure 15:broyage de P. lentiscusL Figure 16:poudredeP.lentiscuse L

1.4. LES EXTRAITS :

On a procédé a 2 types d’extraction :
1.4.1.Extraction par le méthanol :

La macération est une opération qui consiste a laisser séjourner lamatiére vegétale
(broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composésphénoliques).
Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Hamia et al. (2014),

avec quelques modifications.
Le protocole de la macération de cette plante est le suivant :
1-Peser 10 gramme de la matiére végétale.(figurel7)
2-Ajouté 10ml de méthanol aqueux (70:30) dans un Arleen Mayer .
3-Mettre la matiere végétale (10 g) sur le méthanol aqueux bouillant (70:30) .
4- Laisser macérer pendant 24 h, ensuite filtrer sur un papier filtre Wathman (n°:1).
5-Récupérer le filtrat dans un flacon.

6-Répéter la procédure trois fois pour chaque partie du plant.
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Figurel7:protocole de I’extraction Méthanolique (original).

Aprés filtration, le résidu est ensuite concentré par évaporation rotative dans
unRotavapeur puis séché a poids constant. (figure .18).
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Figure 18: Extraction méthanolique par le rotavapeur(original).

L’extrait a été ensuite pesé, récupéré, étiqueté et conservé a+4c° jusqu’ a I’utilisation.

Figure 19:protocole pour calculé le rendement et la conservation de extrait(original).
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1.4.1.1.Détermination du rendement :

Le rendement est la quantité d’extraction obtenue a partir d’une matiere végétale, il est

exprimé en % par rapport a la matiére séche initialement utilisée (Bssaibiset al., 2009).
R (% MS) =M1x104/[MO(100-H%)]

R (% MS) : Rendement en extraits en g/100 de matiére séche

M1 : Quantité d’extrait récupérée en g

MO : Quantité utilisée pour I’extraction exprimée en g

Ms : Matiére seche (MS=100-H%) H : humidité

1.4.2.Extraction avec de I’eau chaude (extrait aqueux) :

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Nshimiyimana

et He,2010 en y apportant quelques modifications :
Le protocole de cette pour chaque plante est le suivant :
- Peser 10 gramme de la matiere végétale ;

- Ajouté la matiere végétale broyée au 200 ml eau distillée puis agiter manuellement

etdoucement ;

- Chauffer le mélange dans un bain-marie a 77 °C pendant 30 minutes.
- Laisser le mélange refroidir a la température ambiante ;

- Filtrer sur un papier filtre Wathman n°1,;

- Répéter la procédure trois fois.
1.5.Tests phytochimiques :

La solution qui a servi pour les tests de détection des groupes chimiques a été menée
sur les extraits méthanolique et des poudres végétales obtenues par décoction. Les réactions
de caractérisation qualitative basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ont

été effectuées.
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1.5.1.Saponosides :

La mise en évidence de saponosides a été effectuée par agitation manuelle du tube
aessais contenant 2,5 ml de I’extrait aqueux dans le sens de la longueur du tube pendant 1
minute puis laisser au repos. L’apparition d’une colonne de mousse persistante, d’au moins 1

cm de hauteur pendant 15 minutes indique la présence de saponosides(BRUNETON, 2009).
1.5.2.Tanins :

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I’extrait aqueux, 1
ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 (a 5%). L’apparition d’une coloration vert

foncée ou bleu-vert indique la présence des tanins(WONG et al.,2006).
1.5.3.Flavonoides : (Réaction de Shibata) :

A 5 ml de ’extrait aqueux, on ajoute 5 ml d’alcool chlorhydrique (4 ml etOH et 1

mld'HCI concentré), environ 0,5 g de copeaux de magnésium, 1’apparition d’une coloration

rose, orangée ou rouge violacé est produite lorsqu’il y a des flavonoides (flavonols, flavones,

flavonones) (LOCK et el.,2006).

Figure 20 : Screening chimique d’extrait(original)
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I.6.Dosage de polyphénols totaux :

Les polyphénols sont estimés par la méthode de FolinCiocalteu(WONG et al.,2006).
Ce dosage repose sur le réactif de FolinCiocalteu qui est constitu¢é d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit ce réactif
en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est
proportionnelle au taux de composés phenoliques oxydés (BOIZOT ET
CHARPENTIER,2006).

I.6.a.Principe :

Les composés phénoliques sont oxydés par les acides phosphotungstique et
phosphomolybdique et ceux-ci sont réduits en oxyde bleu de tungstate et de molybdéne. La

coloration bleue développé présente u maximum d’absorbance a 760nm.
1.6.b.Protocole :

L’analyse quantitative  des polyphénole totaux est réalisée par le dosage
spctrophotométrique selon la méthode de folinciocalteu(singleton et al .,1999 ;Heilerova et
al.,2003

Dans des tubes a essai , on additionne a100ul d’extrait aqueux (dissous dan le MeOH,a
un concentration de 2 mg/ml) 500ul de folinciocalteu(1/10dissout dans 1’eau distillée , on
ajute et on laisse alobscurité pendent 5min a température ambiante,ensuite on ajoute 1.5ml
dune solutionne Na2CO3 saturée a 1I’ensemble (2%, dissout dans H20), on agite encore et on
laisse a lobscurité pendant 1h a température ambiant, la couleur jaune du réactif vire au bleu.
Les dosages ont été réalisés en triplicata .les densités optiques sont lues au spectrophotométre
UV-Visible (8500p Double —-BEAM spectrophotometer) a765nm en utilisant des cuves en

plastiques jetable (volume 2ml).

La quantification des polyphénols a été faite au moyen d’un courbe détalonnage
réalisée a laide de différentes concentrations d’acide gallique(Fluka) (4.76-9.52-14.2-19et
23.8ul, concentration finales a partir dune solution méred’acide gallique de 1mg/ml dissout
dans Léau distillée. Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions opératoire que les
échantillons .la courbe de tendance obtenue dans ce cos (Excel 2003) est Y=80.466x-
0.0151(R? =0.9987).
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Les résultats sont exprimés en mg d’équivalentd’acide gallique par g d’extrait

lyophilisé. Ils représentent la moyenne de 2a3répétitions.

Le blanc est préparé en remplacant la quantité de 1’extraitmétabolique par leau

distillée, dans les mémes conditions.

Figure 21 :dosage de polyphénol(original)

Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits de P.lentiscusL., est calculé a partir
d’une courbe d'étalonnage linéaire ( y= a x +b),établie avec des concentration précises d'acide
gallique(0-80pg/ml) comme standard de référence .

La courbe d’étalonnage a été effectuée en suivant les mémes étapes du dosage.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/ mg Ext).

Toutes les mesures sont réalisées en triplicata dans les mémes conditions

d’expérimentation.

Fonction linéaire de courbe d’étalonnage d’acide gallique : Y=0.0037X+0.054
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1.7.Choix du solvant de récupération des extraits polyphénoliques :

Si les extrait polyphénoliques doivent étre soumis aux essais biologiques ,la toxicité
du solvant de récupération peut étre critiquable car méme en traces, le solvant ne devrait pas
empécher le procédé biologique (Yrjoen,2004).pour cela, nous avons choisi le (DMSO) qui
est le solvant préférable par la majorité des auteures, notamment ,Alva et al
.(1005),Mohammedi(2006)et Ownagh et al.(2010) qui ont prouvé que le (DMSQO) na aucun
pouvoir antifongique puissant.(lindex antifongiquel00), et sur milieu liquide,(PDA) pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI),la concentration fongicide (CF) et la
concentration fongistatique(CFS) (Derwich et al.,2010).

I.7.1.Détermination du taux d’inhibition :
1.7.1.1.Séchage des extraits :

Le séchage des extraits se défirent organe du plant a ’aire libre aprés récupéré

Pextraits et diluée.

Figure 22 :séchage des extraits de Pistatialentiscus L(original).
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1.7.1.2.Préparation des dilutions des extraits polyhénoliques de
Pistacia.lentiscusLsecs :

En se basant sur des essais préalables, une gamme de solutions de concentration allant de

250mg/ml a500mg/ml a été préparée comme suit :

» 1% dose :

500mg de chaque extrait sec polyphénolique sont introduits dans un tube contenant
Iml du DMSO (500/1ml) extrait 100%.

> 2°™ dose :

250mg de chaque extrait sec polyphénolique sont introduits dans un tube contenant

Iml du DMSO (250/1ml) extrait 50%.

Figure 23 : les dilution des extraits de trois localité (original).

1.8. Matériel Biologique :

1.8.1. Evaluation de Pactivité antibactérienne:

Tableau 08: Les différentssouchesde bactéries, retenues pour cette étude.

SOUCHES ORIGINE

Gram négatif :Erwinia amylovora L. . - . .
Gram positif :Erwinia carotovora L. Laboratoire de bactériologiede INPVBoufarik
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1.8.1.1.Préparation de I’inoculum :

Des cultures bactériennes sur gelose non inhibitrice, agées de 24 heures ont été mises

en suspension dans de I’eauphysiologique stérile (0.9).
1.8.1.2.Technique de diffusion en milieu gélose :

Ce test a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu solide qui consiste en la
détermination des diamétres des zones d’inhibition (Gupta et al., 2010). Des disques de 6 mm
de diametre découpés sur papier Wattman N°1, stérilisés et imprégnés a raison de 25 ul
d’extraits a tester par disque ont ét¢ déposés a la surface d’un milieu préalablement
ensemencé. Apres incubation a 370C pendant 24 h, les zones d’inhibition formeées autour des

disques ont été mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse. Chaque essai a été répété trois fois dans

les mémes conditions d’expérimentation. Figure (25 ; 24.).

Figure 24: préparation de Figure 25 :par la méthode de diffusion
sisepentionbactérian(original ) en milieu solide(original)

1.8.2.1.Isolement de I’agent pathogéne :

L’isolement est réalisé a partir des semences de blé présentant les symptomes

caractéristiques de maladie de fusariose.

La méthode est faite dans des conditions aseptique, les semences de blé infecté sont
désinfectés par trempage dans 5% d’eau javellisée stérile pendant 5 minutes, puis rincés dans
I’éthanol, et en fin dans I’eau distillé stérile pondant 5 minutes, puis séché sur papier buvard

stérilisé. La désinfection est effectuée pour éliminer les microflores exogénes (figure.26-1).
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Ces semences sont déposés dans des boite de pétri( 6semences chaque boite )
(figure.26-4.), contenant le milieu PDA(annex2). Les boites sont mises a incuber sous une

température de 25c° pondant 4 a 7 jours.

Figure 26 : isolement de I’agent phytopathogéne de blé

1.8.2.2.Purification :

La purification est réalisée par transfert des colonies développées sur des boites
contenant le milieu de culture PDA (chaque colonie récupérée dans une boite). Ce dernier se
considere comme un milieu favorable de développement (rapide) des champignons, ainsi a la
production des spores (Botton et al., 1990).L’incubation est réalisée a une température 25C°,

pendant & 4 -6 jours. Cette méthode est répétée jusqu’a I’obtention des colonies pures.
1.8.2.3.1dentification des champignons :

» f1 :fusarum de blé identifiée Solon INPV de Boufarik.

» 12 :fusarum des arbre fruitier.

1.8.2.4. Ensemencement :

Apreés la préparation le milieu de PDA(annexe 4 ) on coulé les boites de pétri de 90mm
(20ml/boit)(satish et al.,2010).aprés solidification de gélose, les boite de pétri sont partagée en
deux parties (correspond au nombre de souche a testes)aprés on a met les souches sous la
surface de gélose au centre et ensemenceées par un disque, de 6mm de diamétre.
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Le PDA sans extrait a servi de témoin pour chaque souch (Michra et Dubey,
1994 ;Khallil,2001).

1.8.2.5.Incubation :

Les souches sont incubée pendent 2 jours pour les deux souche Fspiet Fsp,a la T° de
25C° (Mohammedi,2006).

1.8.2.6.Expression des resultats :

lepourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne, par comparaison au témoin, a

été calculé par la formule suivante :

A—-B
PI(%) = * 100

Ou:
P1(%) :Tauxd’inhibition exprimé en pourcentage.
A : diamétre de colonies dans des boit (ttémoin positifs)

B : diameétre de colonies dans les boit contant extraits (Bajpai et al. (2010).

1.9.Analyse statistique des résultats :

Pour le traitement des données nous avons utilisé le logiciel STATIT 12. Pour ’analyse de la
variance afin de vérifier une éventuelle efficacité des différentes dilutions des extraits vis-a-
vis les deux souches fongiques et les deus souche bactériennes testées et la comparaison
entre les trois localités des analyses ont été faites en utilisant la procédure décrite par le
SYSTAT versl2.

Les résultats sont analysés par 1’analyse de variance (ANOVA pour Analysis Of Variance)
pour vérifier la signification de la variable d’intérét entre toutes les combinaisons des
modalités, dans les conditions paramétriques si la distribution de la variable quantitative est
normaleen se basant sur les plus petites amplitudes significatives (P.P.A.S), les différences
ont été considérées significativesa P< 0.05. Dans le cas ou cette distribution de variable

est n’est pas normale, nousavons eu recours au modele linéaire global (G.L.M.).
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Chapitre II Résultats et discussion

I1. Résultats et Discussion :
11.1. Le taux de d’humidité :

La variation d’humidité chez la plante étudies en fonction 1’organe (feuille, fruit
rouge fruit noir et pédoncule) défirent selon les localités de récolte( Harbil, Boghar et
barrouagia).

Tableau 09 : Taux d’humidité de Pistacialentiscus.L récolté des trois localités.

région Feuille Fruit rouge | Fruit noir | Pédoncule

Harbil 49% 59% 39% 9,80%
Barrouaguia| 50,66% 61,23% 35,13% 8.1,%?2

Boghar 42% 46% 32,40% 7,18%

A la lumiere de nos résultats (Fig27.), nous avons constaté que le niveau d’humidité
est plus élevé chez fruits rouge; avec une moyenne de 61.23%, 59% et 46% respectivement
pourBarrouagiaHarbil et Boghar et qui diminue avec un niveau de 50.66%, 49% et 42% pour
les de feuilles. Puis nous avons noté une faible teneur en eaux a 39%,35.13% et 32.4%
respectivement pour Harbil,Barouagia et Boghar pour les fruits noirs. Cette diminution est plus
importante chez les pédoncules avec un taux de9.8%, 8.1 et 8.79%respectivement pour

Harbil,Barouagia et Boghar.

Ces tendances de variations du niveau d’eau de plante ont été également rapportées
par Mohammedi, (2006) pour les trois espécesCitrus ladanifirus, Crataegus oxyacantha,
lavendulastoechas, ou le taux d’humidité était respectivement de 52,03%, 52,5%, 66,2%.

Selon Kothe, (2007), les plantes aromatiques contiennent des proportions d’eau qui
varient entre 43% a 63%, cette variété d’une plante a un autre est premiérement due a I’espéce

elle mémepuis aux facteurs environnement citant : 1’habitat et la saison.
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Figure 27: Taux de matiéreseche de pistacialentiscus.Lrécolté de différentes localités de
Médéa.

11.2. Etudes photochimiques des extraits PistaciaLentiscus L. :

I1- 2- 1- Caractérisation des extraits méthanolique

La préparation des extraits a partir des parties aériennes des plantes étudiées (fruits
rouge, fruit noir, feuilles et pédoncules)a été effectuée par une extraction avec un mélange
hydro alcoolique méthanol/eau (7/3 V/V) pour obtenir I’extrait brut. De ce fait, quatre
différents extraits ont été obtenus. La couleur, ’aspect de chaque extrait sont représentés

dans le tableau ci-dessous. (Tableaul0 ;Fugure 28)

Tableaul0 : Caractéristiquedes extraits méthanolique de la plantes étudiée.

L'extrait du P. lentiscuce Couleur

Extrait des feuilles Vert

Extrait des fruits noir violet

Extrait des fruits rouge Rouge foncé grana
Extrait des pédoncules marron
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Figure28 : Extraitméthanolique brute de la plante étudie (original)

Les extraits obtenus présentent généralement un aspect pateux et parfois visqueux, de couleur
verte pourl’extrait Me OH des feuilles , couleur marron pour I’extrait Me OH des
pédoncules , couleur rouge foncé pour I’extrait Me OH des fruits rouge et de couleur violet

pour I’ extrait Me OH des fruits noire .

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Bougherara M (2015).11 a trouvés que
I’extrait phénolique des fruits présente un aspect liquide peu gélatineux et d’une couleur rouge
foncée. Benrokia H et AouarKh (2015) ont déterminé qu’aspect des extraits méthanolique
pateux pour les fruits et feuille de lentisque

11.2.2. Rendement en polyphénole de [I’extrait méthanolique de
Pistacialentiscus.L:

Les rendements d’extraction obtenus par macération pour les différents organes de P.lentiscus

.L récolté dans les différentes localités sont récapitulés dans le Tableau 11.

Tableau 11:Rendements des extractions des différents organes de P.lentiscus de trois localité

déférentes.
~Qrgane F FRN FRr pd
Région
Harbil 41,80% 13,30% 27,40% 23,40%
Barouagia 35% 12,20% 21,30% 25,10%
Boghar 35,80% 13,40% 22,20% 25,40%
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Les rendement des extrait méthanoliquede Pistacialentiscus.Lvariant légerement (12,20%a
41.8M.S).nous avons trouvé que le rendement le plus élevé concerne le lentisque de la région
de Harbil (feuille)avec une valeur de 41.8%M.S suivi par celui de région de Boghar
(35.8%MS), alors que le rendement le plus faible a été enregistré chez le lentisque de la
région de Barouaghia (35%M.S).

Les rendements d’extraction des différentes régions a partir des organes obtenus par la
méthode sélectionnée pour la présente étude sont rapportés dans histogramme

suivant(figure29)

45,00% -
40,00% -
35,00% -
30,00% -

W Harbil
25,00% -

B Barouagia
20,00% -

Boghar
15,00% -
10,00% -
5,00% -

0,00%

F FRN FRr pd

Figure29 :Les rendements d’extraction des différentes régions a partir des organes

La variabilité des teneurs en polyphénole chez ces especes végétales est du
probablement a la composition phénoliques des extrait (Hayouni et al.,2008),aux facteurs
génotypiques  (El-waziry,2007),les condition biotiques (espéce,organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques(la température élevée, exposition solaire,
sécheresse, salinité) qui stimulent la synthése des métabolites secondaires tels que les
polyphénole(ksouri et al .,2008),(fallah et al.,2008),la nature du sol et le type du microclimat
(Atmani et al.,2009)et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces plantes.Ceci peut étre
lié aux condition environnement a les rigoureuses.podsek(2007) a également signalé que la
teneur phénolique dune plante dépend d’un certain nombre de facteurs intrinseques

(génétique) et extrait a la récolte et la condition de stockage

45



Chapitre II Résultats et discussion

Les feuilles (Romani et al. ,2002).Des flavonoides ont été également isolés de la partie
aérienne de cette plante (kawachty et al 2000).Les tanin, un groupe de substances phénoliques
polymeres sont trouvés dans presque chaque partie de la plante :écorce, bois, les feuilles ,les

fruit et les racines.( ksouri et al.,2008).

Dans le méme contexte , plusieurs auteurs ont prouvé que la distribution des
métabolismes secondaires peut changes pendant le développement de la plant ..le rendement
en polyphénole des extraits méthanolique le plus élevé est celui enregistré dans la région de

Harbil située a 461m d’altitude et caractérisée par un bioclimat humide et frais.
11.2.3. Tests photochimiques:

Les testesphytochimiqueconsistent & détecter les différentes familles de composés existantes
dans les parties étudiées de la plante P.lentiscus par les réactions qualitatives de

caractérisation .Ces caractérisation sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de

coloration par des réactifsspécifique a chaque famille de composé.

Les résultats du test phytochimiquesur (feuilles et fruits noir) du pistachier

lentisque.Présentés dans le tableaul? et la figure 30

Tableau 12: Résultat de screening chimique de Les extrait méthanolique.

substances Saponosides Tanins Terpénes Alcaloides Flavonoides
fruits - +++  + - +++
Feuille +++  +++ ++ + +++

(-) : absence.

(+): présence en faible quantité.
(++) : Présence en quantité moyenne.

(+++) : Présence en quantité importante.
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Figure 30:les résultats de screening chimique de I’extrait du Pistacialentiscus.L(original)

La plante est connue pour contenircertain composé
polyphénoliques(tannins,flavonoides, terpeénes...) dans les feuilles et les fruits de P.
lentiscus.L.Des travaux réalisé par Hamad et al (2011) révélent une présence des tanins il est
noter que ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans notre étude. Ces résultats confirme
ceux mentionnés par d’autres chercheurs, notamment Romani et al. (2002).Dans le méme
sens, la présence des flavonoides en forte quantité qui se trouve abondamment dans les fruits
et les feuilles de la , donc la plante est connue par leur richesse en flavonoides (Vaya et
Mahmood206).

On note la présence de terpéne dans les feuilles et les fruits de Pistacialentiscus.Len
quantité importante; Cependant la majorité des composés terpéniques sont des métabolites
secondaires sans fonction directe dans la croissance des végétaux(Atmani et al 2009). Les
terpene sont des métabolites responsables de la couleur et I’odeur des plantes (Langenheim,
1994).

D’aprés les teste phytochimiquedes alcaloides on remarquer leurprésence en faible

quantitédans le feuille ces résultats sont similaire a ceux obtenus par Ark.K et al (2014).
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11.2.2. Dosage de polyphénols :

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée de WONG et al.,(2006) avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par pg de
I’extrait .Cette teneur est calculée en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (Annexe 04).
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Figure31l : Variation des teneurs en phénols totauxpolyphénoleP.lentiscus.L selon 1’organe et

localité.

L’histogramme illustré par la figure (31)montre que les teneurs en polyphénols varie
considérablement entre les extraits des différents sites étudiés. Ces résultats montrent que
lentisques de région de harbil sont les plus riches en polyphénols par apport les outre localité
a défirent organe de Pistacialentiscus.L. notamment les feuille que son le plus riche en
polyhenole avec de valeur(640,25ug) suive par les fruit rouge avec valeur (420,01ug). Et les
pédoncules de valeur (210,3ug). la faible teneur en polyphénol chez les fruit noir avec de
valeur (207,35ug).En parallelement les extrait delentisque de localité de boghar sont les plus
fable que les autre localité de récolté avec des valeurs (feuille :412ug,fruit noir :214,2 fruit

rouge :345,2uget pédoncule :124,2u9)
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Nos résultat similaire avec plusieurs études marque notamment celle de Arab et
bouchenak (2014) qui ont montré que les feuilles de Pistacialentiscusont un meilleur
rendement en composés phénoliques presque 1’équivalent du double du rendement en
composés phenoliques des fruits, ou les valeurs obtenues sont respectivement 116,49% et
61,34%.

La richesse du genre Pistaciaen polyphénols a été également confirmée par autres
travaux (Goli et al.,2005), ou la teneur la plus élevée des phénols totaux est marquée chez

Pistaciaveraavec un taux de 34.7 mg Eq d’acide tannique/g de plante.

La quantité des composés phénoliques des extraits méthanolique des plantes étudiées
dépend essentiellement : de leur origine (EBRAHIMZADEH et al., 2008), la variété, la
saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la localisation
géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante
(PARK et CHA, 2003) et la durée de sa conservation (OZGUVEN et TANSI, 1998).

Il existe trés peu de travaux portant sur les composés phénoliques du genre Pistacia.
Une seule étude a été faite par Romani et al (2002) qui ont pu montrer que la quantité des

phénols des feuilles de Pistacialenliscusest plus élevée de 7,5%.

11.3.Etudes des activités antimicrobienne des extraits de PistaciaLentiscus L. :

11.3.1.Activité antibactérien des polyphénole de Pistacialentiscus.L :

L’activitéantibactérien se traduit par 1’apparition dune zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné d’extrait méthanolique et aqueux des polyphénols étudiés. Le
diameétre de zone d’inhibition différe selon a souche bactérien, 1’origine et la dose d’extrait.
La variation de I’activité antibactérien des extrait expliquent les variation de leur composition
chimique .comme cella a été rapporté dans la littérature , nous avons considéré qu’un extrait a
une activité antibactérien si son diamétre d’inhibition est supérieur alOmm.(ponce et

al.,2003).
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Erwiniaamylovoa L.(E.sp1) Erwiniacarotovora L. (E.sp2)

Figure32: les resultats des effets des extraits du P.lentiscus.L sur les bactéries apres
48h(original)

Les résultats qui concernant la souche (E.S1) on remarqué que les extraits des feuille de
région boghar induit une zone d’inhibition supérieurs a ceux des polyphénols de la région de
harbil et Berrouaghia.(Figure 33).
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Figure 33 : L’effet antibacteriennedes extraits polyphénol du lentisque sur Erwinia

spl
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En parallele on a constaté que la souche 2 (ES2), les extraits des feuilles P.lentiscus.L de
la région de harbil ont donné des taux d’inhibition supérieurs a ceux du lentisque récolté des

région de boghar et Berrouaghia.(Figure 34)
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Figure 34 : L’effetantibacteriennedes extraits polyphénol du lentisque sur Erwinia sp2

L’analyse de la variance des zones d’inhibition de la croissance bactérienne n’a pas
montré de différences significatives selon 1’origine de la plante (P=0.589), I’extrait (P=0.106)
et selon la souche (P=0.905) , mais une différence significative (P=0.007) a été révéle pour la
dose (Annex05).

En effet, en modéle GLM une légere variabilité a été décelée entre les trois extraits
concernant les zounes d’inhibition de la croissance bactérienne de deus souches d Erwinia.sp
(spl et sp 2). L’extrait de harbil et de Berrouaghiaont enregistré des valeur les plus
importants ils atteignent est enregistrée par la souche Esp2 : 0.25 (mm), suivie par Espl :0.23
(mm), avec dose D1d’extrait MeOH des feuilles et pour ’extrait aqueux Esp2 ;0.2 (mm),

suivie par Espl ;.0.1 (mm), avec dose D1d’extrait EAq de feuilles .

51



Chapitre II Résultats et discussion

La dose (D3) est la plus efficace .Par ailleurs, les dimention de la zone d’inhibition a été
modérée vis a vis de souche testés ou la souche Erwinia sp2 la plus sensible et la souche

Erwinia spl le plus résistant aux huiles essentielles testés.(figure 35)
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Figure 35 :Activité antibactérienne des extraits de Pistacialentiscus.L en modéle GLM selon
I’extrait , ’origine de I’extrait, leurs dilutions et les souches bactériennes testés.

11.3.2.Activité antifongique des polyphénols de Pistacialentiscus.L :

L’activité antifongique se traduit par apparitiond’un zone d’inhibition autour du disque
de papier imprégné d’extraitméthanolique des polyphénols étudiés. Lediamétre de la
zoned’inhibitiondifféred une souche fongique a une autre et d’un extrait et autre et d’une dose
d’extrait a une autre. La variation de D’activité antifongique a des extraits expliquent les

variation de leurs composition chimique.

Comme cela a été rapporté la littérature, nous avons considéré qu’ un extrait a une activité

antifongique si son diamétre dihinibition est supérieur al0mm.(ponce et al.,2003).
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Apres 48h 72h 96h 144h 168h Témoin

Figure 36:effet des extraitsmétanolique du Pistacialentiscus .L sur le

fusariumsp du la souche 1 panant 168h (original).

Apres48h 72h 96h 144h 168h Témoin

Figure37 : Effet des extraitméthanolique duPistacialentiscus.Lsur le fusariumsp

souche 2 pendant 168h.(original).

11.3.2.1. Taux d’inhibition :

Les variation des taux des d’inhibition (diamétres mesurés en mm) sont mentionnées
dans les figures (38)et (39).cette mesure nous a permis de classer les souches fongiques selon

leur degré de sensibilité a chaque dose testée, d’apres le modéle de Glamer al.(2011).

A travers les différents taux d’inhibition obtenus, les polyphénols étudiés ont montré des

activités variables sur les deux souches de Fusariumssp testées.
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Cependant, nous n’avons pas détecté sensibilité apparente de ces souches.

Concernant la souche 1, les polyphénols extraits des feuille de région harbil induit des
taux d’inhibition supérieurs a ceux des polyphénols de la région de boghar et
Berrouaghia.Concernant la souche 2, les extraits en polyphénols des feuilles P.lentiscus.L de
la région de harbile ont donné des taux d’inhibition supérieurs a ceux des polyphénols du

lentisque récolté des région de boghar et Berrouaghia.
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Les résultats de I’analyse de variance sans les interactions ont mis en évidence que les
inhibitions comparées sont tres faibles selon les diamétres d’inhibition mesurés quelque soit

le cas de(figure 40).

L’inhibition du développement des deaux souches est enregistrée au bout de 48h et au
—dela de cette durée les diameétres d’inhibition mesurés jusqu al68h restent stables, donc
I’effet temporel reste significatif a48h (p=0<0.005) aprés I’application par contact au

voisinage du disque disposé dans le milieu de culture.

Le GLM de LANOVA montre également que les polyphénols du lentisque récolte des
trois régions ont un effet similaire, de méme que pour I’effet des trois doses si on considére

toute la durée d’observation de 48ha 168h.
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Figure 40 :Activité antifongique des extraits de Pistacialentiscus.L en modéle GLM selon
I’extrait , I’origine de I’extrait, leurs temps.
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L’analyse de la variance des taux inhibition du développement de deux espéces de fusarium
spp montré une différence hautement significative(p>0.05), la sensibilité a 1’effet des deux
doses d’extrait trés faible pour les deux souches (P=0.00),la souche 1était moins sensible avec
un taux d’inhibition10% ,alors que la souche 2 était plus sensible. Les doses testées ont
présenté une variation hautement significatif (p=0.00) avec un faible taux d’inhibition quel
que soit espl ou esp2.Ainsi la variation selon I’organe et la région est hautement significatif

(p=0.00) dont les feuilles et la région de Barrouagia sont les plus efficaces.

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne a également
montré un effet de temps hautement significatif (p=0.00) pour (144h, 192h) apres 96h
montre un faible taux d’inhibition et aprés 48h tandis que avant les souches a résisté un peu.
Les dose 2 de extrait méthanolique des polyphénols de Pistacia lentiscus.L était un peu
efficace avec un taux d inhibitions 20% sur les deux souches en comparaison avec la dose 1

qui ont donne une pue efficace avec taux d’inhibition proche de 10%.

11.3.2.2. Discussion Générale :

La capacité d’une espéce végétale a résister a 1’attaque des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composes phénoliques (Bahorun,
1997).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999). D’ autre on trouver que ’activité antimicrobienne due a la présence de
flavonoide ( présence de groupe phénolique ) (Tim et al ;2005 ) .L’activité antimicrobienne
des tanins est importante. La croissance de plusieurs bactéries, virus, champignons et levures
est inhibée par les tanins (Chung et Wei, 2001).

Le composé phénolique, en particulier les flavonoides sont reconnus par leur toxicité
contre les micro-organismes. Le mécanisme de la toxicité peut etre li¢ a I’inhibition des
enzymes hydrolytiques (protéases et des carbohydrases et autres interactions )pour inactiver
les adhésines,les protéines de transport et enveloppe cellulaire (Cowan,1999) et par

I’inhibition du métabolisme microbien (Milane, 2004)
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D’autre ont confirme cette activité antimicrobienne telleque : CHENG et al.;(2008) ont
trouvé que ’activité antifongique et antibactérien , marquer par I’effets particulierement des
acides cinnamiques et caféiques. (CHENG et al., 2008). On peut supposer que I’activité
inhibitrice des extraits de Pistacialentiscusest due a la présence des flavonoides, des tanins et
des terpenes.

Les extraitméthanolique de la plantes, montrent une activité antifongique moderé, car
I’efficacité d’un composé phénolique dépend de ses propriétés physico —chimiques et de sa

structure hétérogéne (basli et al 2012)

L’absence ou peu d’activité obtenue lors de nos essais de cette activité lors des tests in vitro
réalisés , peut expliquer I’existence d’une synergie entre le constituant de la plante et la
synergie qu’est le résultat de I’interaction entre plusieurs composé, de sort que les effets
biologique d’une plante ou d’une partie de plante sont supérieur a la somme de effets de ses

constituants étudiés isolément (alkhawajah 2007, biabiany 2011)

La plante utilisé et reconnues biologiquement actives comme agent antimicrobien
(alkhawajah 2007, gagnadeep et al 2010 , benamor et al 2010 ,kamal et jawaid , 2010 ) .Celles
—ci ne révélant que trop peu ou pas d’activité lors de nos testes , nous laissent avancer
plusieurs éventualités quant a cette absence de réponde lors de nos , tests in vitro , lors de
cette étude ,pour des raisons de conservation , nous avons pris le parti de sécher les plantes .
Cette étape préliminaire de séchages peut engendrer des altérations chimique des composés et

provoquer la perte de 1’activité.

Les concentration testées peuvent étre insuffisantes pour visualiser une activité, cela nous
amene a augmenter les doses des drogues testées pour éventuellement arriver a un effet

significativement positif

Selon Tahiri, (2008) I’extrait aqueux des feuilles de P. lentiscusest actif sur S. aureus
avec des zones d’inhibition de 35m Tahiri, (2008)

A travers les différents taux d’inhibition obtenus, les polyphénols étudiés ont  montré des
activités variables sur les deux souches d’Erwiniasp testées. Une étude études montre
également que les bactéries a Gram-positif sont plus sensibles aux polyphénole que les

bactéries a Gram- négatif (Taguri T. et al ;2004)
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Les flavonoides, et les tanins ainsi que d’autres composés de nature phénolique ou

groupes hydroxyle libres, sont classés comme composes antibiotiques tres actifs (Rojas et al.,
1992 ; Marjorie, 1999).

Les concentrations testées peuvent étre insuffisantes pour visualiser une activité, cela

nous amené a augmenter les doses des drogues testées pour éventuellement arriver a un effet
significativement positif.

60



Conclusion générale



Conclusion

Conclusion :

Parmi les contraintes qui pésent sur I’agriculture, les maladies provoque par les bactérie,
les champignons et les virus, regroupés sous le terme de phytopathologie, rendent nécessaire
le développement des méthodes de lutte efficace, a fin délimiter les dégats et donc les pertes

qui ils occasionnent.

Le present travail est axé sur la recherche des substances biologique (des extrais
méthanolique et aqueux) de des défirent organe de Pistacia lentiscus.L et évalue leur

activités antibactériens et anti fongiques a fin d’étre utilisées pour la protection des plantes.
A D’issu de notre expérimentation, les conclusions suivantes sont observées :

La préparation des extraits aqueux et méthanolique de Pistacia lentiscus.L a partir
défirent organes de la plante (feuille, fruit, pédoncule) et de trois localité dans la région de
Médéa( harbil, boghar et barrouiguia ) pour but de mettre en évidence 1’évaluation la
variation des rendement de lentisque récolté des différentes régions dans la wilaya de Médéa

et I’organes .

On conclu qu’il y a une variabilité dans les rendements des extrais méthanolique chez le
lentisque en fonction de I’organe, et de la localité .On remarque que la teneur est la plus
élevé en Harbil (41% M.S puis sa diminue en Boghar(35.8% M.S et Berrouagia (35% M.S

qui prend la valeur la plus faible.

L’analyse phytochimique de P. lentiscus .L été faite pour la détermination la présence
des composants chimique dans 1’extraits et déterminé les teneur en polyphénole totaux Les
différents tests de caractérisation tri phytochimique ont montré que la I’extrait MeOH
renferme divers principes bioactifs (, polyphénols,flavonoides, , tanins et terpene) sont
reconnus pour leurs propriétés bactéricides, ce qui confirmerait I'effet antibactérienne de la

plante. Par contre les alcaloides sont peu présents dans lentisque (feuille).

D’autre part, le dosage des polyphénole totaux a revelé la présence des teneur tres
important qui varie selon I’organe ( I’extrait de feuille est le plus riche) et selon la localité

(Harbil contiens les valeur les plus éléve ).

L’étude antibactérienne, la méthode de la diffusion en milieu gélosé donne de résultats
modéré dont que les bactéries testés sont peu sensibles aux extraits de Pistacia lentiscus.L

donnant ainsi des zones d’inhibitions pareilles.
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Conclusion

D’une fagon générale, la plus part de nos extraits ont une activité antibactérienne qui
varie d’une souche a une autre. Cette activit¢ peut Etre importante ou faible selon la

concentration et la quantité et le type de I’extrait soit (EM ou EA) de nos échantillons.
Les étude de I’effet des I’extraits (EM et EA)de P lentiscus .L sur deux souches
de la bactérie Erwinia sp ,a montre que la sensibilité deux souches est varias et la souche 2
la plus sensible.
L’évaluation du pouvoir anti bactérien des extrait (EA) de lentisque récolté dans la

région de Barrouguia donnée un efficacité sur Erwinia sp . La dose 2 de deux extrait (EM et
EA) de Pstacia letiscus.L était un peu efficace sur les deux souches en comparaison avec les

dosesl.

Au bout de cette étude, nous ne retiendrons que les extraits biologiques de notre plant
exerce un effet bactéricide sur les souches étudiées et pourrait par conséquent étre utilisé dans
la lutte biologique contre les maladie phytopathogen .elles pourraient donc constituer
alternative mois couteuse. Pour confirmer et ameliorer ces resultats, il est nécessaire de faire
d’autres ¢tudes dans d’autres régions (Ouest, Est). Aussi d’utiliser des techniques d’analyses

plus fiables telles que I’absorption atomique, permettant I’obtention de meilleurs résultats.

L’évaluation du pouvoir antifongique des extraits méthanolique de lentisque récolté
dans la région de Médéa ont développé une activité fongistatique aprés 48h avec une

concentration inhibitrice de 500mg/1ml vis-a-vis des souches fusarium sp

Les études de I’effet de 1’extrait méthnolique de lentisque sur deux souches et varias et la
souche 2 la plus sensible.

Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre les

investigations sur cette plant.

De plus, il est indispensables de réaliser des études complémentaires et plus approfondies
concernant 1’identification des composés polyphénoliques en général ,par I’utilisation des
méthodes plus performantes comme HPLC,MS.. .ect, et de déterminer de nouvelles molécules
bioactives naturelles ayant la capacité antimicrobiens .Elles pourraient donc constituer une

alternative mois couteuse pour lutté des différentes maladies phytophage.
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Annexe

ANNEXE n°01 : le matériel utilisé lors de I’expérimentation

Lappareillage :

e Une hotte.

e Une étuve.

e Foure pasrtrur.

e Plaque chauffante.

e Rotavapeur.

e Une balence électrique.
e Centrifiugeuse

e Autoclave.

e Agitateur de tube :vortex.

e Balance de précision.

Réactifs :
e Alcool.
e DMSO
e Mthanol.
e Leau de javel
e Fecl3

o H3SO4

Verrerie :

e Tubaessai.

e Pipette pasteur.

e Papier aluminium.
e Scringues stériles .
e Disque en papier.

e Flacon.

e Béchers.

e Pince de laboratoir.
e Fiole.

e Portoir pour tubes.
e Fiole.

e Une gaze.

e Des boit de pitri.

e Spatule.

e Erlenmeyer de 1000ml et 500ml.
e Etiquettes.
e Un bec bunsen.
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ANNEXE n°02 :les apparais utilisée

Etuve



Annexe

La hotte
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Autoclave
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Four pasteur



Annexe

ANNEXE n°03 :milieux de culture utilisée

Milieu PDA :

La composition du milieu est comme suit :
-200g de pomme de terre.

-20g de Glucose.

-20g de Gélose.

-1000 deau distillée.
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ANNEXE n°04 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

DO
0,5 -
0,45 - y =0,0021x + 0,0156
04 - R2=0,9808
8 035
’g 0,3
£ 0,25
g 0.2 ¢ DO
é 0,15 —— Linéaire (DO)
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0 & . . . . .
0 50 100 150 200 250
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Figure : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.



Analysis of Variance B

Annexe

ANNEXE n°05 : analyse de variance

Source Type Il SS | df Mean Squares F-ratio p-value
ESPECE$ 0 1 0 0,015 0,905
REGIONS 0,011: 3 0,004 0,657 0,589
EXTRAIT$ 0,016 1 0,016 2,917 0,106
DOSE$ 0,051: 1 0,051 9,442 0,007
Error 0,092 17 0,005

Tableau :analyse de variance des facteurs
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