REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE YAHIA FARES DE MEDEA
FACULTE DES SCIENCES

Département des sciences de la nature et de la vie

Mémoire
Présenté pour obtenir le diplome de Master
En sciences Agronomique
Spécialité : Phytopathologie
Theme

Etude de P’activité antifongique de sauge (Salvia Officinalis L.) sur
guelques champignons phytopathogenes (in vitro)

Présenté par :
-BOUKHELKHAL NESRINE Soutenue le : 11/09/2019
-BELMILIANI HOURIA

Devant le jury composé de :

Dr. Chaouch A. Grade : M.C.B U. Médéa président
Dr. Nabi F. Grade : M.C.B U. Médéa Examinateur
Mm chaouati K. Grade : M.A.B U. Médéa Examinateur
Mm Dif S. Grade : M.A.B U. Médéa Encadreur

Année universitaire
2018/2019




Remerciements

Dans un premier lieu, j’exprime ma profonde gratitude & DIEU pour m’avoir permis de

réaliser ce travail et pour m’avoir guidé tout au long de mon trajet.

Je desire exprimer mes profonds remerciements a mon encadreur Mme DIF.S pour avoir

acceptée de m’encadrer pour sa patience et ses précieux conseils.

Je remercie également I’ensemble des enseignants et des enseignantes qui ont veillé a

notre formation durant notre parcours universitaire.

Nous remercions les membres de jury, chacun a son nom, d'accepter de juger notre
travail.

Nous remercions tous les membres de 1’équipe de laboratoires de la INPV El Harrach
Pour leurs aides, leurs conseils et leurs encouragements.
Nous remercions Mr Brada. K pour I’opportunité de travailler a laboratoire de chimie 2
De L’université de KHEMISSE MILIANA

Nous remercions egalement Mr Licir M, Mme Chaouati K et Mlle Radia pour I’aide et

leur soutien

Enfin je remercie toutes les personnes qui ont participé de prés ou de loin a la réalisation
de ce modeste travail.



DEDICACES
JE DEDIE MON TRAVAIL 4 :
A MA TRES CHERE MERE, ET MON ADORABLE PERE, QUI MA BIEN
ELEVES ET BIEN EDUQUES ET POUR LEURS SOUTIENS
INCONDITIONNELS GRACE AUQUEL, J’AI EU LA CHANCE DE
REALISER MES ETUDES.
MES CHERS FRERES : MOHAMED ET HOUSSEM

M#A SEULE ET UNIQUE SCEUR : FARAH
A& MON ANGE : KHALED

& MES TRES CHERES AMIES : HANANE, ALLAA ET
HOURIA, AKILA,SARAH, ABDOU,BOUBA ,HAMZA,ISHAK
A& TOUS CEUX QUI SONT PROCHES DE MON CEUR.
ET DONT JE N’'AI PAS CITE LES NOMS

SARAH, KOUATHERE, SOUMIA ET MANEL

NESRINE



DEDICACES

Je dédie ce travail a Mes trés chers parents pour :

Leurs soutiens, leurs amours, leurs compréhensions, leurs patiences, leurs
sagesses, et leurs tendresses qui sont toujours pour moi sans limite.

A mon cher frére Brahim et sa fille Dania Wissal
A Mes belles-sceurs :

Hadjer, Nana, Malika, mimi, joujou, et ma petit sceur Fadia fofa.
Pour leurs soutiens infinis et leurs aides incessantes, a qui je souhaite un
Meilleur avenir.

A ma grande famille, A mes trés chers amis(es) :

Esma, Meriem, Yasmine, Fella, Asmaa, Soumia, Lamia, Ilhame, Imane,
Fouzia, Fatiha, faiza, Abdou,Bouba,lshak,Hamza,Houssem,Loukman.

Et bien sir a mon tres cher et précieux ami Nesrine
Tous ceux qui sont proches de mon cceur.
A tous ceux que j’aime et qui je respecte.
Et dont je n’ai pas cité les noms.
Sans oublie tous les professeurs que ce soit ceux du primaire, du moyen, du
Secondaire, ou de I’enseignement supérieure.

Je dédie ce modeste travail.

Houria



Ll Gl paY Apal) il jhadl) (ary Je salvia officinalis suaal) Bl du) s
(o3 )
oadla
me Tl Al Ao 38 Jandl 138 el yhaill e il el dgmpdall <y Sall e Gaadl Jal g
L0 adl Akl 5550 e by gobe Gl e Ade Jseasll & JelY) Galiiudl s ol oyl
Salviaofficinalis

A FEY paliine 45 pall (358 Cla sall 48y 5l 5 ol oSl Al Hlanlly il 4 gl Jasidll

Gl A jae iy yhad 4335 saFusarium sp, Fusarium solani« Rhizoctonia solani

)y AR 30 5 Jleaialy s yoidall 8 aluall Juai¥) 48yl dda) 5y iy yladll alias Tl Hlial o
Aty i) 48yl e Sl o5 a3 il ylal) Jagdii Jea 5 (5 kil saill Jga J5iliY) Galiiual
A Saliinadl 11.98% 5%0.27

b)) g3l g Galiinall 38 53800 o Jasi yy il et (aliail o) Legle J geanll &3 Sl iliil) < el
sl Y SLall ) palanl) < yelal gy i Al ol a5 Jasil) Jea 213 Galiioadl 35S 5 ol ) Ll
380 Sl

30.58 % 11 92.94% 5 .J 55 Galiiuwall 20allh77.25 % (N192.94% ik Jani Jaee il All

Fusarium sp ST dpulun g sl g 30 dually

) aldiial)l Al ¢s 3l Auabisal) i)

Fusarium sp, Fusarium solani et Rhizoctonia solani.



Etude de I’activité antifongique de Salvia Officinalis sur quelques

champignons phytopathogenes (in vitro)
Résumé

Dans le but de rechercher des molécules naturelles a effet fongicide, ce travail a porté sur
I’étude de I’activité antifongique de I’huile essentielle et de 1’extrait éthanolique d’une
plante aromatique et médicinale de la flore algérienne salvia officinalis.

L’huile essentielle a é€té extraite par hydrodistillation, elle a donné un rendement de 0.27%,
alors que I’extrait éthanolique a été obtenu par Ultrason avec un rendement de 11.98%.
L’activité antifongique a été testée in vitro, vis-a-vis de trois champignons
phytopathogeénes : Fusarium sp, Fusarium solani et Rhizoctonia solani par la méthode de
contact direct, en utilisant différentes concentrations de I’huile essentielle et I’extrait.

Les résultats obtenus montrent que la diminution de la croissance mycélienne synchronise
avec l'augmentation de la concentration de I’extrait et I’huile essentielle, plus la
concentration augmente plus I’effet inhibiteur augmente. Nous avons trouvé que les
souches testées présentent une sensibilité importante vis-a-vis les concentrations, se
traduisant par un pourcentage d’inhibition variant de 77.25 % a 92.94% pour I’extrait
éthanolique et de 30.58 % a 92.94% pour 1’huile essentielle, avec plus de sensibilité chez

la souche de Fusarium sp.

Mots clés : I’huile essentielle, extrait éthanolique, Fusarium sp, Fusarium solani,
Rhizoctonia solani, activité antifongique.



Study of the antifungal activity salvia officinalis on some
phytopathoginique fungi (in vitro)

abstract

In order to search of natural fungicide molecules, this work focused on the study of the
antifungal activity of essential oils and the ethanoic extract of aromatic and medicinal
plants of the Algerian flora salvia officinalis. The essential oil was obtained by
hydrodistillation and it was 0.27%and the Extraction by Ultrasound for the extract give us
11.98%. against three phytopathogenic fungi: Fusarium sp, Fusarium solani and
Rhizoctonia solani. withe direct contact method, using different oil and extract
concentrations.

The results obtained showed that the decrease in mycelial growth synchronizes with the

increase of the extract’s and essential oil concentrations.

We find that the test showed a high sensitivity towards the concentrations, resulting in a
percentage inhibition ranging from 77.25% to 92.94% for the ethanolic extract, and from

30.58% to 92.94) for the essential oil, with more sensitivity for the Fusarium sp.

Key words: essential oil, ethanolic extract, Fusarium sp, Fusarium solani, Rhizoctonia
solani, antifungal activity.



Lexique des abréviations

C ° : degre Celsius.

CMI : concentration minimal inhibitrice
Cm : centimetre,

g : gramme.

H.E : huile essentielle.

ml : millilitre.

mm : millimetre

Pdt : pomme de terre.

PDA : Potato Dextrose Agar

RHE : Rendement en huile essentielle

Sp : Sous espéce

Ti% : taux d’inhibition de la croissance mycélienne
ul : micro litre

% : pourcentage.
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Introduction
L’agriculture constitue la base de 1’économie. Malheureusement celle-Ci est
soumise a plusieurs contraintes, essentiellement d’ordres abiotique et biotique. Les
producteurs sont confrontés a diverses maladies qui s’attaquent aux cultures. De
nombreuses cultures vivriéres et de rente sont ravagées par des parasites, dont les plus

notoires sont les champignons phytopathogenes.

La lutte contre les champignons phytopathogenes, repose plus particulierement sur
L’utilisation des produits chimiques. Cependant, beaucoup d’effets non intentionnels ont
¢été associés a I’emploi intensif et non raisonné de ces produits, suite & une contamination
de la biosphere ou méme de la chaine alimentaire. Pour résoudre ce probléme, une
recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des meéthodes alternatives pour la
protection des végetaux, qui sont moins dépendantes des produits chimiques et plus
respectueuses a I'environnement (Prapagdee et al ., 2008). C’est pourquoi les scientifiques
sont a la recherche d’alternatives moins dangereuses. Ils se sont alors orientés vers la lutte
biologique par ’utilisation de substances naturelles antifongiques qui peuvent constituer
une alternative aux produits chimiques. Telle que les biopesticide d’origine végétal
(GRAINGE et AHMED., 1988).

Sur le plan économique, le genre Fusarium est Rhizoctonia solani sont des espéces
phytopathogenes, susceptibles d’induire des maladies chez de nombreuses plantes. Ils
s’attaquent aux cultures telles que les légumes, les plantes ornementales et beaucoup
d’arbres fruitiers, le blé (Lauzon et al ., 2007)) et la tomate, (Hibar et al ., 2007)

L’ Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un
grand nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément (Laib., 2013).

Salvia Officinalis est une plante annuelle d'origine méditerranéenne de la famille des
lamiacées , Connue pour ses activités antimicrobienne , antifongique et (DJERROUMI.,
2004).



Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est d’évaluer in vitro le pouvoir antifongique
des différents extraits de Salvia Officinalis sur la régression de trois especes fongiques
Fusarium sp, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, dans le but de les utiliser comme
substance naturelles de biocontrdle (biopesticides), alternatives a la lutte chimique utilisée
en agriculture.

Pour cela nous avons réalise les étapes suivantes :
> Extraction de la concrete éthanolique de salvia officinalis par la méthode
d’ultrason.
> Extraction de I’huile essentielle de salvia officinalis par hydrodistilation.

» Evaluation de leur effet antifongique par la méthode de contact direct.
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I. Présentation de la plante

I. 1. Généralités sur la plante Salvia officinalis

Salvia officinalis est une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne
de la famille des labiées (Khirddine., 2013). Le genre Salvia (Sauge) fait partie des genres
les plus importants, comprenant prés de 900 espéces réparties dans le monde entier.
L'Algérie compte 23 espéces du genre Salvia qui ont été déterminees par (Quezel., 1963)
ainsi plusieurs appellations ont été données a la sauge. Selon Ibn Beytar, les andalous la
nomment ’essalma’ ’, il ajoute qu’elle est appelée *’Salbia “’par les botanistes en Espagne.
El djzairi indique I’expression °’ souekennbi ** comme synonyme de Saleme. (MADI.,
2010).

|.2.Répartition géographique

Cette plante vivace est originaire des régions méditerranées orientales. Elle préfere
les terrains chauds et calcaires. Elle croit de maniere spontanée et en culture de long de tout
le bassin méditerranéen, depuis I’Espagne jusqu’ a la Turquie, et dans le dans le nord de
I’ Afrique (Khirddine., 2013) . Espéce Euro-méditerranéenne, assez commune en Algérie
(cultivée), elle est parmi Les plantes médicinales et aromatiques les plus demandées en

Algérie selon le Ministre de ’agriculture, 2015. (\Voir annexe).

Figure 1: Répartition géographique du genre Salvia dans le monde, (Walkeret al.,2004)
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1.3. Description botanique
C’est une plante annuelle et vivace qui appartient a la famille de Labiées

(GOUTIER., 2009), Elle forme un petit sous arbrisseau de 50 cm a 80 cm de haut a racine
ligneuse, brunatre, et fibreuse (AUG., 1833).

Figure 2 : Arbrisseau de Salvia officinalis (originale,2019).

La tige est ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 60 cm,

rameaux vert blanchatre quadrangulaire, et velue (VERBOIS., 2003)

Les feuilles sont opposeées, elliptiques, inférieures pétiolées, ovales, rugueuses,
épaisses, A bord dentelé, réticulées, pubescentes-grisatres ou vertes, a dessus blanchatre,
finement crénelées. Elles persistent 1’hiver grace au revétement de poils laineux qui les

protége (HANS., 2007)
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Figure 3:Feuille de Salvia officinalis(Originale.,2019)

Les fleurs de la sauge officinale sont bleu-violacé en épis terminaux laches,
disposées par 3 a 6 en verticilles espacés et visibles de mai a aout. Elles sont grandes,

groupées a la base des feuilles supérieures (BUSSER., 1997).

Le fruit en forme de tétrakénes brunitre, c’est-a-dire qu’il se compose de quatre
petites coques indéhiscentes, renferment chacune une graine, et environnées par le calice

persistant (cuiver et al., 1835) .

Figure 4:La fleur de salvia officinalis (BUSSER., 1997)
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I.4. Classification taxonomique

La sauge suit la classification suivante (HIPPOLYTE., 1993)

Régne

Plantae

Embranchement

Spermatophyta

Sous-embranchement

Angiospermae

Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales

Embranchement Spermatophyta

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéce Salvia officinalisL (HIPPOLYTE., 1993)

1.5.Composition chimique

Présentation de la plane

La sauge contient 5% de tanins, 5,5% de résine, 6% de gomme du mucilage, des

acides phosphoriques oxaliques, des nitrates, 9% de pétouane, des traces d’aparagone et de

1,5 a 2,5 % d’huiles essentielles dite huile de sauge, renfermant de la thuyone, du cinéol,

du camphre, des terpénes (Rydberg M., 1991).

La sauge officinale est riche en huile essentielle de 1.2 a 1.5% de son poids sec

selon Gildemeiter. Elle est constituée principalement de monoterpénes. Selon Guenther la

sauge Dalmatie est de 1.5 a 1.7% de sesquiterpénes, dont du viridiflorol, du

caryophyllene en pleine floraison. Elle a une huile dextrogyre (BOUGROW., 2009).
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Présentation de la plane

Les groupes de principes actifs a effet thérapeutique sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau Il :Composition chimique de I'huile essentielle de salvia officinalis.

Cétones Pourcentage
Campher 41a27.4%
a—thuyone 1.5a44.2%
—thuyone 1a36.7%
Hydrocarbures terpénique Pourcentage
Myrcéne 0.3a3%
Limonene Trace a 7.6%
Humuléne Trace a 18.
a-pinene 1.7a13.1%
b-pinene 0.5a17.90%
Champhéne 1.1410.30 %
b-cymeéne Tracea 1.1 %
Ester Pourcentage
Acétate de bornyle 0.1a3.5%
Oxydes terpénique Pourcentage
1.8-cinéole 0.7 220.8%
Alcools Pourcentage
Linalol Trace a 1.8%
Bornéol 0.7 26.2%
Viridiflorol 0a9.9%

1.6. Activité biologique de la plante

Depuis ’antiquité, les plantes aromatiques furent utilisees le plus souvent par les

parfumeries. Cependant, durant ces derniéres décennies, elles sont devenues sources

d’antioxydants naturels et d’agents antimicrobiens (Bandoniene et al., 2000).

La sauge contient essentiellement de nombreux polyphénols : flavonoides et acides-

phenols (acide caféique, acide chlorogénique, acide rosmarinique, etc.). Elle contient

également un acide diterpénique (la salvine) qui lui donne ses vertus bactéricides, (la
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picrosalvine), une huile essentielle contenant une cétone terpénique (la thuyone) (GILLY..,
2005).

1.5.1. Activité antioxydant

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est déeveloppé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont
responsables de ce pouvoir (Richard., 1998). Lorsque 1’on parle d’activité antioxydante,
on distingue deux sortes de propriétés selon le niveau de leur action : une activité primaire
et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont
interrompus dans la chaine auto-catalytique de 1’oxydation (Multon, 2002). En revanche,
les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder 1’oxydation par des

mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygeéne (Madhavi et al., 1996).

Parmi les chercheures qui ont travaillé sur I’activité antioxydante de salvia
officinalis (Dragan et al., 2011), dans le but de faire une comparaison entre les activités
antioxydante et antimicrobienne des extraits obtenus de la Salvia officinalis.

1.5.2. Activité antibactériennes

Les I’huile essentielle les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes
appartiennent aux Labiatae : sauge, origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont
d’autant de plantes aromatiques a HE riches en composés phénoliques comme 1’eugénol,
le thymol et le carvacrol. Ces composés possedent une forte activité antibactérienne. Le
carvacrol est le plus actif de tous, reconnu pour étre non toxique, il est utilisé comme agent
de conservation et ardbme alimentaire dans les boissons, friandises et autre préparations. Le
thymol et I’eugénol sont utilisés dans les produits cosmétiques et, alimentaires. Ces
composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries. E-coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp,

Helicobacter pylori (Pauli, 2001).
1.5.3. Activité antifongique

Les huiles essentielles sont les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés

antifongiques et antibactérienne appartiennent a la famille des Labiatae : sauge, thym,
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origan, lavande, menthe, romarin. Etant donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs
préférent étudier 1’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité
globale de I’huile. Ainsi I’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée

a la présence de certaines fonctions chimiques (Voukou et al., 1988).

Il a été démontré que 1’activité antifongique augmente selon le type de fonction
chimique : Phénols> Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures. Parmi les
aldéhydes, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actifs Hydrocarbures (De Billerbeck .,
2007)

Les résultats de (RGUEZ et al ., 2013) ont montré que I’huile essentielle de S.
officinalis est efficace contre deux agents phytopathogénes (B. cinerea et Fusarium.
sambucinum) et que I’inhibition de la croissance enregistrée est proportionnelle a la dose

utilisée, ce qui prouve leur activité antifongique.

Ces composés ont un effet antimicrobien aussi contre un large spectre de bacteéries.
E-coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium sp,
Helicobacter pylori(Pauli, 2001).

En Algérie Djahra (2015)ont fait des études qui portaient principalement sur
I’activité antibactérienne de Salvia officinalis récoltés au niveau du Parc National d'El-Kala
au nord-est algérien, cette étude prouve que les huiles essentielles obtenues ont un pouvoir

antibactérien.
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I1. Les champignons phytopatogene

11.1. Les champignons phytopathogenes

Les champignons sont la principale cause de maladies chez les plantes et sont
responsables d'environ 70 % des maladies des plantes cultivées (Jim Deacon., 2014). On
estime entre dix mille et quinze mille especes le nombre d'organismes du type champignons
ou pseudo-champignons susceptibles d'infecter les plantes (Francisco et al., 2014). Les
pertes économiques annuelles dues aux maladies fongiques dans l'agriculture mondiale,
avant et apres la récolte, étaient estimées en 2003 a plus de 200 milliards d'euros (Dilip K.
Arora., 2003). L'infection des plantes par un champignon phytopatogene se déroule selon
un processus, appelé « cycle de la maladie », dont la complexité varie selon les espéces,
mais qui comprend toujours un certain nombre d'étapes obligatoires (inoculation,

adhérence, germination, pénétration et invasion) (Francisco et al., 2014)

11.2. La fusariose

Parmi les champignons agents de maladie vasculaires, ceux appartenant au genre
Fusarium sont les plus fréquents et les plus dommageables pour les cultures (Nelson et al.,
1981).Les infections dues aux Fusarium sp sont collectivement regroupées sous le terme
de « fusariose ». Les fusarioses sont des maladies redoutables, le champignon qui se
présent dans le sol peut pénétrer tres tét dans la plante et provoquer des fontes de semis, si
la plantule résiste, il envahit les vaisseaux et finit par provoquer la mort de la plante suite
a la production des mycotoxines (Merouane et Hammou, 2005).Le nom donné de

fusariose est reli¢ a I’allure fusiforme de ses spores (Pageau D., 2009).

11.2.1. Généralité sur Fusarium sp :

D’aprés Galinas (1995), le nom Fusarium vient de « fusus » qui signifie fuseau
d’apres la forme de ces macroconidies fusiforme et cloisonnées. Ce sont des champignons
cosmopolites, on distingue pres de 40 especes largement répondues dans la nature et
vivants en saprophytes. Certains sont des phytopathogénes et beaucoup produisent des
mycotoxines contaminants les denrées alimentaires et provoquant alors des maladies

graves chez les herbivores (mycotoxicoses) (Chabasse et al ., 2002).
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Le genre Fusarium appartient a la classe des Deutéromycétes (champignons
imparfaits), car la plupart des especes étaient d’abord décrites sur la base de caractéres
morphologiques et sur le fait que la reproduction sexuée n’a pas été observée. Ces formes
imparfaites sont caractérisées par un mycelium septé et la production des microconidies
géneralement unicellulaires sur des conidiophores libres, elles sont classées dans le groupe
des Moniliales (LEPOIVRE P., 2003), maintenant des formes sexuées (téléomorphes) ont
été observees pour certaines especes de Fusarium. Elle font partie des Ascomycetes, de la
famille des Nectriaceaeet notamment des genres Gibberellaet Nectria (Zhang et al.,
2006).

11.2.2. Classification
Les Fusarium sont les formes asexuées de plusieurs especes d’Ascomyceétes. Leur

position systémique est :

Reégne..................... Fungi
Division.................. Ascomycota
Subdivision............. Pezizomycotina
Classe ......ccceven vennnn Sordariomycetes
Sous classe ............ Hypocreales
Ordre.......c.c.c.c..... Nectriaceae
Genre ..........oeoenen Fusarium

Le classement actuel utilisé pour le genre Fusarium, dérive de celui de (Nelson et
al., 1981), lesquels regroupent les Fusarium dans 15 sections. Ce classement a été corrigé
par (Burgess et al, 1994), puis par d’autres chercheurs grace a I’utilisation des techniques

de biologie moléculaire (Leslie, 2006).
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11.2.3. Cycle biologique de Fusarium :

Le Fusarium est responsable d’importants dégats durant tout le cycle vital de la
plante hote, il est transmis essentiellement par les semences récoltées de plantes infectées,
mais peut aussi provenir du sol. Le Fusarium est un parasite tellurique doué d'une vie
saprophytique ou il croit sur des débris de plantes ou il survit en forme de chlamydospores,
il est capable de survivre pendant plusieurs années dans les conditions les plus défavorables
(Haware et al., 1978); (Beckman., 1987)).

L’infection des plantes se fait au moyen des chlamydospores qui restent dormantes
jusqu’'a la stimulation de leur germination par des substrats organiques ou des exsudats
racinaires. Suite a la germination, il y a formation d’'un mycélium. Si les conditions sont
favorables, le thalle produit des conidies ( (Beckman etRoberts, 1995);(Agrios., 2005)).
En présence d’une plante hote, le mycélium envahit tout d’abord les racines suite a la
pénétration de | épiderme dans la zone d’¢élongation ou par des blessures (Agrios., 2005);
(Beckman etRoberts, 1995)).

Le tube germinatif qui s'introduit a travers I'épiderme du systeme radiculaire
envahit les vaisseaux conducteurs, dans lesquels les microconidies sonttransportées
de fagon passive par le flux du xyléme et peuvent ainsi infecter des parties aériennes. La
plante présente un stress hydrique qui provient soit des vaisseaux qui se bouchent ,soit de
toxines produites par le champignon, comme 1’acide fusarique, soit de ces causes

combinées ( (Toyoda et al., 1988); (KleinK etCorrell, 2001).
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Figure 5 : Cycle infectieux du Fusarium sp (Raynal, 1988).

11.2.4. Les symptomes et degat de Fusarium :

La maladie se manifeste uniformément dans toutes les catégories du sol. Les dégats
les plus importants sont observés sur des sols lourds, mal drainés et peu profonds. De plus,
la maladie est favorisée par 1’acidité du sol ainsi que par une fumure ammoniacale
excessive et par tout facteur provoquant des blessures au niveau du collet ou des racines
(Bebderet al ., 1982).

Les lésions causées par Fusarium apparaissent souvent a la base de la tige, dans la gaine
des feuilles, une propagation qui se manifeste par la présence de longues stries brunes a
la base de la tige. Le symptome le plus fréquent est la coloration brune foncé des noeuds
inférieurs. Sur les plants plus anciens, I’infection par Fusarium peut générer un véritable
pourridié, la base de la tige devient alors brune et pourrie, ce qui entraine une verse et la

formation d’épis argentés.

Les épillets perdent leur chlorophylle commencent a se décolorer et finissent par
donner a I’épi une couleur blanchatre. Ce symptéme observé aux premiers stades de
floraison. (BASF, 2015).
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Fusarium solani est un champignon du sol qui provoque selon la plante infestée
un dépérissement racinaire, la formation de chancres mous brun foncé a noirs sur les tiges,
soit au niveau des nceuds soit aux niveaux de plaies. Une section transversale de la tige
montre au ceeur une tache noire qui peut s'étendre sur une grande longueur. A des stades
avancés, il peut apparaitre sur les zones de chancre de minuscules structures orangées ou

brun clair : les péritheces (fructifications du champignon) ou un mycelium blanc.

Ces chancres au niveau des tiges perturbent la circulation de la séve et entrainent le

flétrissement des organes touchés ou le flétrissement complet de l'individu.

Sur fruits, les symptdmes peuvent étre la présence au niveau du calice de taches

aqueuses noires ou bien le développement de mycéliums dans le fruit.

Figure 6 : Les symptdme de Fusarium solani.

(A) Brunissement diffus des tiges, (B) Nceud brun violacé,(C) Attaque superficielle de la
tige, (D) Tache brune sous forme de trait de plume, (E) Brunissement diffus de la
gaine.(Avaris., 2015) .
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11.3. Rhizoctonia brun

11.3.1. Géneralité sur Rhizoctonia brun :

Cette maladie est causée par Rhizoctonia solani (Kihn), constitue une menace
assez sérieuse sur la récolte de pomme de terre (AIT OUADA., 2008). Ce champignon
infecte les tubercules, les tiges et les stolons, causant des lésions brunatres ou noires qui
cernent souvent la partie infectée et entrainent des pertes de rendements. Les sclérotes
noirs qui se forment sur la peau des tubercules peuvent également réduire la qualite de la
récolte. L’infection peut provoquer un rosissement des feuilles, un rabougrissement des
plants, une chlorose, un enroulement de I’extrémité des feuilles, Le rhizoctone brun peut

aussi provoquer la malformation et la fissuration des tubercules.

11.3.2. La Position systématique de Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani est classé comme suit :

Reégne......ooovviiiii Fungi
Division.......oceviiiiiiiiiiiieeene Basidiomycota .
ClassSe....oovvveiiiiie i Basidiomycetes.
Sous-classe........cevviiiiiiiinnnn.. Agaricomycetidae.
Ordre....ovveiiiiii Cantharellales.
Famille.....................cl. Ceratobasidiaceae
GeNIC...eniiiieeeeie e Rhizoctonia
Espece....covviiiiiiiiiie Rhizoctonia sp

11.3.3. Le genre Rhizoctonia :

Rhizoctonia solani est omnipresents avec une large gamme d'hotes ( (Sneh.,
1991),ils survivent en formant des structures de repos qui restent libres ou intégrés dans les
débris végétaux (Shlevin et al., 2003). Mycélium développées a partir de sclérotes initie

une infection causant un dumping off (Bedendo, 1995 ; Rivera et al., 2013).
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11.3.4. Caracteres morphologiques :

Thalle blanc @ marron foncé de croissance rapide, de segments 100-250 um x 7-12
um, mycélium sclérotique et moniliforme de diamétre 30 um. On trouve de fréquentes
constrictions au niveau des septa, et des ramifications. Les ramifications forment des angles
de 45° & 90°, et sont souvent coenocytiques.

Rhizoctonia est un genre de champignons anamorphes de I'ordre des
Cantharellales. Ces especes ne produisent pas de spores, mais sont constituées d'hyphes et
de sclérotes Parmeter et Whitney (1970) ont défini un certain nombre de critéres
morphologiques pour déterminer R. solani. Cette forme végétative stérile correspond a un
basidiomycéte Thanatephorus cucumeris (Frank-Donk). Les souches qui lui sont rattaché,

possedent plus de deux noyaux par article mycélien (Camporota et al., 1984).

Figure7 : caracteres morphologiques de R. Solani (Tredway, 2001).

A :Mycélium cloisonné montrant une ramification selon un angle droit avec une
constriction suivre par une cloison transversale (fleche).B : compartiment mycélien
montrant plusieurs noyaux(Sneh., 1991)C : culture agées de couleur marron montrant des
sclérotes D :cellule moniloides (Tredway, 2001).
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11.3.5. Le Cycle biologique Rhizoctonia solani :

Le cycle biologique des affections causé par R. solani est illustré par la figure 8.
Une humidité élevee et des températures du sol de 15 et 18c° sont les conditions optimales
a I’initiation des infections de R. solani (Werner., 2008) Les infections sont initiees quand
un hyphe issu de germination d’un sclérote présent dans le sol ou sur tubercule infecté un
mycélium qui gagne d’abord les germe ensuite les racine et les premiéres stolon (Jegeret
al., 1996) .a la surface de ces organes, les mycéliums développe une masse de cellule renflé
appelée manche, cette structure sera a 1’origine des 1ésions sur les germe, les tiges et les
stolons (Hofman., 1988) Enfin de cycle végétatif de la pomme de terre, le champignon
forme des sclérotes a la surface des tubercules se semence peuvent servir d’inoculum initial
pour la saison suivant (Frank., 1980) et Lorsque les conditions sont favorable, le
téléomorphe se développe a la base des tige. Le réle de celui-ci dans le développement de
la maladie n’est pas trés bien compris. Cependant, lorsque ’il est observé, les I¢sions

deviennent plus importantes sur les organes souterrains (Gosselin., 2009).

Invashon des thsus au dessous
Dewelcppesment cu mypee du manchon gar it mycilium
ke snrface de Fogane staque

W\ =g S
Neorosc dos tissus
/ infectis sar le myeklium

Chancre e [ tige

Hibernztion ou myseiam ot des ilerotes
dant bt 5o €F S les debits des vegdtau

Figure8 : cycle des affections causées par Rhizoctonia solani sur pdt
(www.bayercropscience.com.mX).

11.3.6. Les symptdmes causés par Rhizoctonia brun :
Les premiers symptdmes se manifestent sur les germe qui montrent des Iésions de

couleur marron —rougeétre a noir et des taches incolores déprimée. Ces lésions provoquent
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le plus souvent la mort des extrémités des germes . (Banville., 1989)Les germes ainsi
perdus seront compensée par la plante qui développe avant 1’émergence, de nouveaux
germe qui seront plus vulnérable aux attaque de R. solani (EIBakali., 2006)Ces attaque
provoquent un retard de 1’émergence des plants se traduisant par une levée irrégulicére
(Wharton et al.,2007)

Par ailleurs, le symptdme le plus caractéristique des affections de la pomme de
terre par R. solani consiste en la formation de sclérotes sur la surface des tubercules
fil(Banville.,1989) Ces sclerote de dimension variable se présentent sou forme de taches
plus ou moins grandes ou sous forme de nodules saillants fortement adhérés a la surface
du tubercule(Wharton et al., 2007)

Figure 9 : Symptomologie du chancre des tiges et du Rhizoctonia solani de pomme de
terre (Wharton etal.,2007).

A :Mort des extrémité des germe(fleche)avant leur émergence du sol, B : Tige montrant
des chancres(fleche) C :Bouquettes foliaire terminal dont les feuille de coloration
rougedtre a violacée au voisinage de la surface de sol ,E :stade sexuée de Solani se

forment a la base des tige, (fleche), F :Tubercules montrant des sclérotes de couleur
foncé(Wharton et al., 2007).
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11.4. Les Moyen de Lutte

11.4.1. Lutte culturales et préventive :

> |l est conseiller d'éliminer les plants malades et ceux a proximité.

» Maitriser au maximum le climat afin d'éviter les exces d’humidité et de température.

> L'irrigation des plants sera optimale. Elle ne devra pas étre excessive et permettra
un bon ressuyage du substrat.

> Parmi les pratiques culturales utilisé contre les affections peut citer la rotation qui
vis a la réduction de la densité d’inoculum dans le sol (ashref., 2011)

» La plantation a faible profondeur et dans des sole sec et chaud pour réduire la
durée de contacts entre les jeune organe et pathogene ainsi que la récolte rapide des
tubercule fille une fois mure pour empéche la formation de sclérotes(Wharton
etal., 2007)

» Une fertilisation raisonnée peut réduire 1’incidence des affections.

11.4.2. Lutte génétique :

» La création de variétés résistantes semble la méthode la plus économique et la plus
favorable pour la protection de I’environnement.

» La recherche de telle résistance fait depuis longtemps 1’objet de plusieurs travaux.
Mais étant donné que 1’action parasitaire de I’agent pathogéne est peu spécifique il
ne faut pas s’attendre a I’obtention de variétés completement résistantes (résistance
verticale) mais plut6t a des variétés a résistance variables (résistance horizontale).

11.4.3. Lutte chimique :

> |l existe un large éventail de fongicide appartenant a diverses familles chimiques
qui ont démontré leur efficacité on traitement de semences, de sol et on post-récolte,
tres répandue car elle s’est révélée efficace de 50 a 70% dans la réduction de la
maladie une fois appliqué aux temps appropriés.

» Parmi les matiére active largement utilisé on peut citer : le pencycuron, le flutolanil,
fludioxonil, le thiophanate -—méthyle, [1’azoxystrobine, chlorothalonil,
lethiabendazole, I’inprodione, le moncozebe, le tolclofos-méthyle.

» Parmi les fongicides utilisés contre la fusariose du blé on peut citer :
fludioxonilbenomyl, le tubuconazole, 1’azoxystrobine et le mancozeb, il se peut que
le tubuconazole et 1’azoxystrobin pourraient augmenter la production de

17



Les champignons phytopathogénes
Chapitre 11

mycotoxines (DON) ce qui représente I’inconvénient de I’utilisation de ces
fongicides (Dammer et al., 2011).
11.4.4. Lutte biologique :
La lutte biologique connait ces dernieres années une popularité due en partie a un certain
échec de la lutte chimique qui constitue un danger sur I’environnement et sur I’homme. En
fait, I’utilisation des moyens de lutte biologique contre les agents phytopathogenes
antagonistes a connu un essor considérable durant les deux derniéres décades (MOURIA
et al., 2013). Selon I’OILB, la lutte biologique utilise un ensemble de méthodes
satisfaisant  les exigences a la fois économiques, écologiques et toxicologiques, en
réservant la priorité a la mise en ceuvre délibérée des éléments naturels de limitation et en
respectant les seuils de tolérance.
> Lutte biologique par I’utilisation des champignons antagonistes En fait, Plusieurs
genres de champignons appartenant a différents groupes sont antagonistes de
champignons phytopathogénes. En phytopathologie, I'antagonisme se réfere a
I'action d'un organisme vivant qui supprime la croissance normale et I'activité d'un
agent phytopathogénes des plantes ou méme interfére avec celle-ci. Ce phénomene
se manifeste généralement soit par une compétition, un mycoparasitisme, ou une
antibiose (SOUFIANE, 1998).

» La définition adoptée par 1’organisation internationale de lutte biologique
(OILB) est : « utilisation par I’homme d’ennemis naturels tels que des
prédateurs, des parasitoides ou des agents pathogénes pour contrler des
populations d’espéces nuisibles et les maintenir en dessous d’un seuil de
nuisibilité » (Suty., 2010).

» Bio pesticides : Ce sont des préparations contenant les agents de lutte
biologique, agissent en réduisant I’inoculum et /ou interférant avec une ou

plusieurs étapes du cycle infectieux du phytopathogenes (Jijakly., 2003).
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Notre eétude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie 1 du
Halle technologique de l'universit¢é de Médéa YAHIA FARES, et du laboratoire de
mycologie de I’Institut National de Protection des Végétaux (I.N.P.V) a El Harrach

Alger. Depuis le mois de Janvier 2019 jusqu’au mois de Juin 2019.

I. Matériel et méthodes :

I.1. Matériel
I.1.1. Matériel végétal

Le matériel végetal est constitué par la partie aérienne (feuilles et tiges) de Salvia
officinalis (Figurel0). Il a été récolté, durant le mois de janvier 2019 avant la période de
floraison, au niveau de la région de Médéa : une ville de montagne de I'Atlas tellien,
située dans une dépression entre le massif de I'Ouarsenis au sud et I'Atlas blidéen au nord

s’étend sur une superficie de 8866 km. (\Voir annexe3).

La partie aérienne récoltée a été séchée pendant 15 jours a I’abri de la lumiére et

I’humidité.

- Une partie a été broyée en poudre fine par un mixeur a hélice et criblée a I’aide d’un

tamis, pour la préparation de I’extrait alcoolique.

-Une autre partie coupée en petits morceaux de 4 cm, pour I’extraction de I’huile

essentielle.

-Le tout a été conservé dans des sacs en papiers jusqu’a leur utilisation.

Figure 10:Matériel végétal apres sechage (originale 2019).
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1.1.2. Especes fongiques :

Les especes fongiques sont représentée par trois isolats fongiques (Figure 4),
provenant de la mycothéque du laboratoire de mycologie de I’Institut National de la
Protection des Végétaux (I.N.P.V) El Harrach Alger. Leur identification a été basée sur
la caractérisation culturale et morphologique de cultures monospores purifiées. Cette
identification nous a été communiquée par Mme K. BOUAKAZ et Y. OUSSAID du
laboratoire de mycologie de I’'INPV.

Figure 11 : Les espéce fongique(QOriginale,2019).
A: Fusarium sp
B: Fusarium solani C: Rhizoctonia solani.
Tableaux Il : Origine des agents pathogeénes utilisés. (INPV.,2019)
Lieu de Partie de la
L’espéce L’isolat Pisolement plan,te La plante hote
isolée
i . . Ourmess, Pomme de terre
Rhizoctonia solani RS El Oued Tubercule (Spunta)
Ouled
les age\nts Fusarium solani FP Moussa, Tubercule Pomme de terre
pathogenes Boumerdes
: Hadjout, . Ble
Fusarium sp FB . Tige
Tipaza
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» Culture et conservation des souches

Les souches fongiques ont été cultivees sur le milieu nutritif PDA, incubées pendant 06
jours a I’étuve a une température de 24° C, puis conservées a + 4° C jusqu’a leur usage,
et ceci conformément a la méthode décrite par(Sasidharan et al., 2012) qui signalent que
le milieu PDA est le milieu adéquat pour tester les activités des extraits de plantes a

I’égard des champignons.

I. 2. Méthodes

1.2.1. Préparation de ’extrait éthanolique

Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits présents dans les plantes, ces
techniques peuvent étre conventionnelles ou nouvelles, pour la présente étude nous avons

adopté la méthode d’extraction par ultrason pour la préparation de 1’extrait :
> Principe :

Les ondes sonores génerent des vibrations mécaniques dans un solide, un liquide ou
un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores peuvent se
propager dans une matiere et elles impliquent des cycles d'expansion et de compression

lors de la propagation dans le milieu (Benamor., 2008).

Plusieurs facteurs gouvernent I’action des ultrasons comme la fréquence, la pression, la
température et le temps de sonication. Il faut prendre en considération les caractéristiques
de la plante comme 1I’humidité, les dimensions des particules et les solvants utilisés pour

avoir un bon rendement (Wang et al., 2006).
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» Mode Opératoire :

Le protocole utilisé est décrit par (Veli¢kovié et al., 2011)

-10 g de matiére végétale est melangée avec 100 ml du solvant (éthanol aqueux & 70 %

v/v) dans un erlenmeyer de 250 ml.

-Une sonication a été effectuée a 1’aide d’un bain de nettoyage a ultrasons (ultra-
turrax)(230 v~ ; 50/60 HZ ; 500 W ; température : 60 °C) pendant 60min. (au moins 5

cycles sont nécessaires pour un épuisement total de poudre).
-L’extrait liquide obtenu a été filtré par papier filtre Wathman (N°1) plusieurs fois.

-Le filtrat a été placé dans un évaporateur rotatif a une température de 75 °C, jusqu’a

évaporation compléte du solvant et récupération du résidu.

-L’extrait obtenue a été conservé a 4 c°. (Figure 13).

Figure 12 : Protocole d’extraction et évaporation du solvant. (Originale 2019).

A : extraction par ultrason, B : récupération du résidu.
» Calcul du rendement

Selon (Clémence et Dongmo ., 2009), Le rendement est exprimé en pourcentage par
rapport au poids du matériel de départ, il est déterminé selon la formule suivante :

R (%) = (Mext) X 100/Méch
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R : Rendement (en %)
M ext : est la masse de I’extrait en g.
M ¢ch : est la masse de I’échantillon végétal en g.

L’extrait éthanolique de Salvia officinalis a été préservé aseptiquement dans un flacon

opaque et conservé a 4°C, jusqu’au moment de son utilisation.

—)

Préparation de
solution

Solution alcoclique

Peser 10g de ;
matiére végétale (ethanol)
Filtration Exrachion par Ethanol+ poudre
ultrason
1 l l
Evaporation I extrait

Figure 13 : protocole expérimental des extractions éthanoliques.
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1.2.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation. L’opération
s'accomplit grace a un appareil de type Clevenger. Cette méthode est parmi les procédés
d'extraction ou de séparation de certaines substances organiques, les plus anciennes,
apportées par les arabes au IXéme siécle (Sutour S, 2011).Laghchimi et al en 2014,
signale que cette méthode est décrite par la pharmacopée européenne.

> Principe

Cette méthode consiste en une distillation classique réalisée avec un Clevenger
(Figure 15), dans le quelle la matiére végétale est plongée dans de 1’eau, et I’ensemble
est porté¢ a ébullition. La vapeur d’eau chargée de substances volatiles se condense a
I’intérieur d’un réfrigérant. Les essences, moins denses que 1’eau, sont recueillies par
simple décantation a la surface de celle-ci (Camara B., 2010). Cette méthode est
généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants chimiques sont
thermorésistants (Nedjai 1., 2017).

» Mode Opératoire

- Mélanger 50 g de matériel végétal avec500 ml d’eau distillée.

- Immerger directement dans un ballon en verre d’un litre, surmonté d’une colonne de 60
cm de longueur, reliée a un réfrigérant. L’ eau distillée est portée a 1’ébullition durant trois

heures.

- On remarque que deux phases franches caractérisent le distillat, I'une est organique
(huile essentielle) chargée de constituants volatils contenus dans la plante et l'autre est

aqueuse (ou hydrolat) ayant une densité plus élevée.

- A la fin de la distillation, et aprés quelques minutes de repos, le volume de I'huile
essentielle obtenu est récupéré et stocké a une température de 4°C a 1’abri de la lumiére

dans un flacon en verre, sombre jusqu’au moment de son usage. (Figure 14)
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Figure 14 : Extraction des huiles essentielles par hydrosistillation (Originale2019).

» Détermination du rendement :

Le rendement en huile essentielle a été déterminé, et exprimé en pourcentage,

selon la formule ci-dessous décrite par (Laib., 2012) et (Adjou., 2012).

RHE (%) = (mn / my) X 100

Ou:
RHE : Rendement en huile essentielle (%).
My : Masse de I’huile essentielle (g).

my : Masse de la matiere végetale séche (g).
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1.2.3. Etude macroscopique et microscopique des isolats fongiques

Les méthodes d’identification des champignons utilisées en routine sont
essentiellement basées sur 1’analyse des caractéristiques morphologiques macroscopiques
et microscopiques.

» Analyse macroscopique

Lors de I’analyse macroscopique des colonies obtenues apres culture des
champignons, plusieurs aspects de 1’appareil végétatif sont observés :
- L’aspect : duveteux, laineux, cotonneux, velouté, poudreux, granuleux ou glabre.
- Le relief : plat, plissé ou cérébriforme.
- La taille : petite, étendue ou envahissante.
- La couleur : blanche, creme ou colorée (verte, brune, orangée, violette, grises...).
La présence d’un pigment diffusant dans la gélose ainsi que certains parametres telle la
Vitesse de la pousse des colonies ou la température de développement peuvent étre de
bonsindicateurs pour ’identification d’une moisissure.

» Analyse microscopique

Lors de I’analyse microscopique des colonies, plusieurs structures sont observées comme
I’appareil végétatif, les organes de fructification et les spores :
- Le thalle végétatif : septé (diametre étroit et régulier de 2 a 5 pum) ou siphonné
(filaments peu ou pas ramifiés, diamétre large et irrégulier de 5 a 15 um), paroi
pigmentée (mélanisée) ou non (hyaline).
- Les organes de fructifications : présence ou non d’organes protecteurs des conidies,
modes de formation des conidies, modes d’implantation des cellules conidiogenes
(indifférenciée ou peu indifférenciée, différenciées sur le filament végeétatif, porté sur les
conidiophores dispersés ou groupés).
- Les spores : endogenes (endospores) ou exogénes (conidiospores ou conidies), I’aspect
des spores [amérospores (unicellulaires et de petite taille), didymospores (bicellulaires),
phragmospsores (pluricellulaires a cloisons transversales), dictyospores (pluricellulaires a
Cloisons transversales et longitudinales), scolécospores (étroites et effilées)], présence ou

non de chlamydospores.
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1.2.4. Evaluation de I’activité antifongique in vitro des extraits de Salvia

officinalis
L’étude du pouvoir antifongique de 1’extrait et I’huile essentielle a été évaluée in vitro,
par la méthode de contacte directe sur milieu P.D.A, vis-a-vis de trois isolats fongiques

Fusarium sp, Fusarium solani et Rhizoctonia solani.
» Principe

Cette méthode est I’'une des plus utilisées dans la détermination du taux d’inhibition
d’un agent antifongique et antimicrobien(Wiegand et al ., 2008). Quand ce dernier est
soluble, il est mélangé et dilué dans de 1’agar, puis le champignon est inoculé sur ce
milieu. Si I’agent est insoluble ou faiblement soluble, il est mis sur 1’agar et une

suspension de spores du champignon étudié est pulvérisée.

» Préparation des dilutions de I’extrait éthanolique
Différentes dilutions de I’extrait éthanolique de Salvia officinalis ont été préparées
afin de pouvoir tester leur effet antifongique. En se basant sur des essais préalables, on a

choisi une gamme de concentration qui varie de 5mg/ml a 25mg/ml.

Dose mg/mi
D1 5mg/ml
D2 10mg/ml
D3 25mg/mi

> Préparation des concentrations de I’huile essentielle

On a choisi trois différents volumes d’huile essentielle correspondant a différentes

concentrations, (le choix des volumes était en fonction de la quantité initiale de I’huile

essentielle)
Concentration | mg/ml Volume(ul) (ul)
C1 0.67mg/ml | V1 10 ul
C2 1.67mg/ml | V2 20 ul
C3 3.34mg/ml | V3 50 ul
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> Protocole

- Chaque dilution de I’extrait éthanolique ou (I’huile essentielle) est ajouté aseptiquement

a 15 ml de milieu de culture P.D.A.

-Les boites de Pétri ainsi préparées ont été légerement agitées pour assurer

I’homogénéisation du milieu avec les extraits.

-Les cultures témoins ont été préparées avec 15 ml de milieu PDA seulement pour
I’évaluation de I’effet de HE, et 15 ml milieu PDA additionné d’éthanol pour I’évaluation

de I’effet d’extrait.

-Aprés solidification, a I’aide d’une pipette pasteur stérile le repiquage a été fait par
dépot d’un disque mycélien de 6 mm de diamétre de chaque isolat fongique étudié, issu

du périphérique des cultures jeunes développées sur milieu PDA.

- Les boites de Pétri préparées ont été scellées par du para film et incubées a 1’obscurité

pendant 6 jours dans une étuve réglée a 24 °C.

- Pour chaque concentration trois repétitions ont été effectuées. (Figure 15).
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Préparation des boites Repiquage
pétri (PDA+ L"extrait)
1
Boites pétri Préparés Dépét d un disque
et scellées mycélien
Incubées a
1"obscurite

Figure 15 : Protocole d’évaluation de 1’effet antifongique (in vitro).

> Lecture des resultants
La lecture des résultats est basée sur la mesure de diamétre de croissance
Radiale mycélienne on fonction de temps afin de calculer le taux d’inhibition.

» Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Le taux d’inhibition de la croissance est évalué par le calcul du pourcentage de
réduction de la croissance mycélienne, par rapport au témoin, (Doumbouyaet al.,
2012)selon la formule suivante:
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T1% = [(DT - D) / DT] x 100

T1% : taux d’inhibition de la croissance mycélienne.

DT : diamétre moyenne de la croissance myceélienne du champignon (en cm) dans la

boite de Pétri (ttémoin).

D : diametre moyenne de la croissance myceélienne du champignon dans la boite Pétri qui

contient 1’extrait.

1.2.5. Analyse statistique

Afin de vérifier une éventuelle efficacité des extraits de salvia officinalis, vis-a-vis des
isolats étudiés de Fusarium sp, Fusarium solani, Rhizoctonia Solani, et de comparer
leur pouvoir antifongique in vitro sur les différents parametres biologiques de 1’agent
pathogéne a savoir, la croissance mycélienne, tout en considérant les isolats fongiques
étudiés et les deux extraits de sauge officinalis. Les analyses statistiques ont été

effectuées au moyen du I’application du modele SYSTAT 12
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I1. Résultats et Discussion

I1.1. Résultat de I’extraction

Résultats et Discussion

> L’extrait éthanolique de salvia officinalis :

La préparation de 1’extrait éthanolique a partir des parties aériennes de la plante

¢tudiée a été effectuée par une extraction a ultrason. La couleur, 1’aspect de I’extrait sont

représentés dans le tableau ci-dessous. (La détermination des caractéres a été fait a I’aide

de notre encadreur Mm Dif S.)

Tableau I11 : Caractéres de I’extrait éthanolique de la plante étudiée.

L’extrait

éthanolique de | Vert noiratre
Salvia officinalis

La couleur

L’aspect

Visqueux

L’extraction par ultrason des parties aériennes de salvia officinalis a donné un

rendement de 11.98% (13.18 g) a partir d’un poids initial de 110g de plante seche, ce

résultat est proche de celui trouvé par (Dragan T et al., 2011), a partir de la sauge

officinale de Serbie (2011), avec les mémes conditions expérimentales. Une autre étude

entreprise par (Kanyonga et al., 2011)réalisé sur I’extrait méthanolique de la partie

aérienne de Salvia officinalis récoltée en Maroc a donné un rendement de 39,2%.Ce

pourcentage nettement supérieur au notre.

Tableau VI : Rendement de I’extrait éthanolique.

Quantité de Matiére Quantité d’extrait en( g) | Rendement (%)
végétale seche en poudre (g)
110g 13.18 ¢ 11.98 %

D’une maniére générale, les rendements en extraits varient non seulement d’une

Plante a une autre de la méme famille mais egalement en fonction des parametres de

I’extraction solide-liquide notamment : la température, le solvant d’extraction, la taille des
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particules et le coefficient de diffusion de solvant((Penchev., 2010) ; (Michel., 2011)).
La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin.
Par ailleurs, la collecte, le séchage, le stockage-tributaires a I’extraction influencent

largement sur le rendement ainsi que la qualité des extraits (Benjilali., 2005).

> Huile essentielle de salvia officinalis

Les caractéres organoleptiques des huiles essentielles de Salvia officinalis obtenu
par hydrodistillation sont présentés dans le tableau V (les caractéres de notre I’huile

essentielle déterminée par notre encadreur Mm Dif S)

Tableau V : Caractéres organoleptique de 1’huile essentielle

Caractéristiques Aspect Couleur Odeur
H.E de Liquide Jaune claire Camphrée, un peu
Salvia Officinalis épicee
AFNOR 2000 Liquide Incolore a jaune | Camphrée, un peu
épicée

Les paramétres organoleptiques de notre échantillon d’HE du salvia officinalis

sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes (AFNOR., 2000) .

Tableau V : Rendement de 1’huile essentielle.

Quantité de Matiere vegétale | Quantité de le H.E (g) | Rendement(%b)

séche en (g)

600g 1.69 0.27%

Le rendement d’huile essentielle de salvia officinalis & partir des (feuille et tige)
est de 0.27%.Ce rendement est inférieur a celui de (AMIROUCHE et BELKOLALI .,
2013) , qui ont travaillé sur deux régions algeriennes Amizour et Ghardaia . 1ls ont trouvé

un rendement de 0.98% et 0,52 % respectivement.
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Ce rendement est aussi inferieur par rapport a ceux trouvés dans plusieurs régions
dans le monde notamment celui de (FELLAH et al ., 2006) , qui a travaillé sur deux
régions Tunisiennes : Marsa et Djebel et (Chalchat et al ., 1998) qui ont travaillé sur la
sauge officinale originaire de France , Hongrie, Portugal , Roumanie avec des
rendements(2.05%), (2.50%), (2.90%), (2.30%)respectivement.

Cette variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement a 1’origine de
la plante et a la technique d’extraction mais également a la période de la cueillette de la
matiére végétale. En effet, dans cette étude, la sauge a été cueillie au mois de janvier alors
que celle utilisée par exemple par (FELLAH et al ., 2006) a été réalisée au mois de Mars.
Dans d’autres études la technique d’extraction et le cycle végetatif, influe sur le rendement
et la qualité de I’huile essentielle (Fellah., 2001).
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11.2. Etude macroscopique et microscopique des isolats

Résultats et Discussion

Notre étude macroscopique et microscopique des isolats a été réalisée a 1’aide de

I’ingénieure de laboratoire de mycologie de I’INPV (Goumghar H).

11.2.1. Etude macroscopique des isolats

LES
CHAMPIGNON

Observation macroscopiques

Caracteres
macroscopiques

Fusarium
solani

de pomme de
terre

-Colonie des Fusarium solani
en culture sur milieu PDA ont
un aspect laineux, blanche a
bordure rose.

-Revers rose.

Fusarium sp

de blé

Rhizoctonia
solani

-Colonie des Fusarium en
culture sur milieu PDA ont un
aspect laineuse d’une couleur

blanchatre.

-Revers blanc a centre jaune.

-Colonie des Rhisoctonia
Solani sur le milieux PDA est
de couleur brune, a croissance

rapide.
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11.2.2. L’étude microscopique des isolats

Les
champignon

observation microscopique

Fusarium
solani

De pomme
de terre

Caracteres microscopiques

Fusarium sp

de ble

L’observation microscopique nous a montré la
présence de :

- D’hyphes mycéliens cloisonnés, ramifiés, Les
conidiophores portent des courtes phialides.

-Les phalides portent a leurs extrémités des
macroconidies et des microconidies pluricellulaire

en forme croissant.

-Des chlamédospore arrondies entourées d’une

paroi épaisse plus ou moins pigmentée.

Rhizoctonia

Solani

L’observation microscopique nous a montré la
présence de :

-Les cellules conidiogénes se forment sur des hyphes
aériens ou sur des conidiophores courts et densément
branchés.

-Les macroconidies falciformes, avec plusieurs septa
transverses. Les microconidies sont ellipsoides,

ovoides, généralement unicellulaires.

-Des chlamydospores, sont présentes, sont hyalines ou
pales, intercalaires ou terminales et possédent une paroi

épaisse

-L’observation microscopique laisse apparaitre un
mycélium abondant, de couleur brunatre a brun
foncé. Il est constitué¢ d’hyphes de couleur grisatre

relativement épais
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» Les légendes :
1.Le mycélium 3. Les microconidies

2.Les macroconidies 4. Les chlamydospores

I1.3. Evaluation de I’activité antifongique des extraits de salvia
officinalis

I1.3.1. Evaluation de ’activité antifongique d’extrait éthanolique
L’activité antifongique se traduit par le diameétre radical de la zone d’inhibition,
dans les boites pétries qui contient le milieux PDA mélangée avec 1’extrait, ces diamétres

sont différenciés selon les doses utilisées et I’espéce fongique étudiée.

L'activité antifongique a été calculée en une moyenne de trois répétitions, pour chaque

Dose.

11.3.1.1. L’activité antifongique de Fusarium sp

Figure 17 : Effet « in vitro » des différentes doses de I’extrait sur 1’isolat de Fusarium sp.
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Tamx d'inhibition de Fusarinm sp
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Figurel8 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium sp sous I’effet des

différentes doses de I’extrait de Salvia officinalis.

Les résultats représentés dans la figure 17 et 18 démontrent que la croissance
mycélienne de Fusarium sp diminue avec I’augmentation des concentrations de 1’extrait
de sauge, on a obtenu des taux d’inhibition de 82.38% ,85.72%,91.42.83% pour les

différentes concentrations : 5mg/ml,10mg/ml,25mg/ml respectivement.
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11.3.1.2. L activité sur Fusarium solani de pdt

Figure 18 : Effet « in vitro » des différentes doses d’extrait sur Fusarium solani.

Taux d'inhibiyion de Fusarium solani

F

5

906

T8
B0

L1 = Srmgfml
40%
10vrig/ml

3006
208 W 25mg/mil

1086

Taux d'inhibition (%)

Syl TCamig il Tomg
Concentration d'extrait (mg/ml)

Figurel9 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium solani sous 1’effet

des différentes Dose de I’extrait de Salvia officinalis.
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Les résultats de I’effet de I’extrait sur la croissance mycélienne de Fusarium solani
de pomme de terre apreés 6 jours d’incubation sont représentés sur les figures 18 et 19. Ces
derniers démontrent la capacité de 1’extrait éthanolique de la sauge a inhiber La croissance
du pathogéne. En effet, ’extrait de salvia officinalis exerce une réduction importante de la
croissance, ce qui est proportionnelle avec la concentration. On note également que les taux
d’inhibition sont élevés et convergents 77.25%, 84.30%, 87.83%.

11.3.1.3. L’activité sur ’isolat de Rhizoctonia Solani

y J.--"*"'"""n PDA+ éthanol
5 [ I'!i'_

Figure 20 : Effet « in vitro » des différentes doses d’extrait sur Fusarium solani.
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A Taux d'nhibition de Rhbizoctonia solani
1209
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Figure 21 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Rhizoctonia solani sous

I’effet des différentes Dose de 1’extrait de Salvia officinalis.

Les résultats obtenus pour le test in vitro de I’activité de I’extrait étudiée sur la
Croissance mycélienne de Rhizoctonia Solani (Figure 20), montrent que I’effet de I’extrait
testé sur la croissance mycélienne du champignon, varie considérablement en fonction de
la concentration d’extrait, il est clair que le développement mycélien du champignon
ralentit, lorsque les concentrations de 1’extrait augmentent, D’autre part on remarque que,
comparativement au témoin cet extrait a démontré une réelle efficacité sur le
développement mycélien.

La figure 21, illustre les taux d’inhibition de I’extrait éthanolique de Salvia
officinalis vis-a-vis la souche de Rhizoctonia solani. Elle démontre clairement que I’extrait
réussi a inhiber complétement la croissance mycélienne (92.94%) pour les trois
concentrations, pour cela on a utilisé une 4eme concentration de 0.5mg/ml qui a donné un

pourcentage d’inhibition de 38.42%.
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I1.3.2. Evaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle
11.3.2.1. L’activité antifongique sur I’isolat de Fusarium sp de bleé :
Aprés 6 jours d’incubation le témoin de 1’isolats de Fusarium sp de blé, montre une

croissance mycélienne tres importante par rapport aux autres isolats traités par H.E selon
la technique de contact directe.

%

1.67 me/ml

Figure22 : Effet « in vitro » des différentes doses de I’huile essentielle sur 1’isolat de

Fusarium sp. (Originale, 2019).
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Croiassance mycelienne deFusarium spde blé
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Figure 23 : Evaluation de croissance mycélienne de Fusarium sp on présence de I’huile
essentielle de salvia officinalis.

Selon la figure 23, nous remarquons que le taux de la croissance mycélienne de
Fusarium sp de blé est estimé & 8.5 cm au 6°™ jour pour I’échantillon témoin. Aprés avoir
ajouté une dose d’huile essentielle de 0.67mg/ml, la croissance mycélienne n’a pas dépassé
2.12 cm, nous constatons également que plus la dose augmente plus la croissance diminue,
en effet elle est estimée a seulement 1.46cm et 0.7 cm respectivement avec les doses
1.67mg/l et 3.34mg/l. L’analyse des résultats a démontré 1’effet significatif des doses et du

temps sur la croissance myceélienne du champignon.
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Les taux d’inhibition de I’huile essentielle de Salvia officinalis sont consignés dans les

Figure ci-dessous :

4 Taux dinhibition de Fusarium sp

1 20%

8

-
=

=
—

o

Pl
[}
x-]

Taux d'inhibition{ %

0,67 mg/mil 1.67mg/ml 3, 34mg/ml

Concentration de HE(mg/ml)

Figure 24 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium sp sous 1’effet

des différentes Dose de I’huile essentielle de Salvia officinalis.

Les résultats des taux d’inhibition de I’huile essentielle de partie aérienne de Salvia
officinalis vis-a-vis la souche fongique de Fusarium sp de blé sont illustrés dans La figure
24. Elle démontre clairement 1’action inhibitrice de H.E sur la croissance de ce champignon
avec un taux d’inhibitions depassant les 60 % pour la plus faible concentration 0.67mg/ml,
I’inhibition le plus élevée a été obtenue avec la concentration 3,34 mg/ml par un taux
d’inhibition de 90.58%. On remarque aussi que la diminution du taux d’inhibition

synchronise avec I’augmentation de la dose de 1’huile essentielle.
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11.3.2.2. L’activité antifongique sur I’isolat de Fusarium solani de pdt

Figure 25 : Effet « in vitro » des différentes doses de 1’huile essentielle sur I’isolat de

Fusarium solani. (Originale, 2019).
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Figure 26 : Evaluation de croissance mycélienne de Fusarium solani on présence de
I’huile essentielle de salvia officinalis.
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La figure ci-dessus, représente 1’effet des différentes doses de 1’huile essentielle de
sauge Sur la croissance mycélienne de Fusarium solani, on remarque que le témoin est
significativement supérieur aux différents traitements, avec un diamétre de 8.5 cm au 6°™
jour. Pour la concentration de 0.67mg/ml, nous remarquons que des le troisieme jour la
croissance mycélienne augmente rapidement jusqu’a 6.5cm et s’approche de la courbe
témoin. Pour les deux derniéres concentrations 1.67mg/ml et 3.34mg/ml la croissance du
champignon est assez moyenne vu qu’elle ne dépasse pas 3.43 cm et 2.30 cm

respectivement.
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Figure 27 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium solani sous

I’effet des différentes Dose de 1’huile essentielle de Salvia officinalis.

Les résultats des taux d’inhibitions de la croissance mycélienne de Fusarium solani,
Sous I’effet des différentes concentrations de I’huile essentielle de Salvia officinalis sont
présentés dans la figure 27. On remarque que le taux d’inhibition maximum soit 69.01%
a été enregistré dans les boites contenant la concentration 3.34mg/ml, alors que la

concentration 0.67mg/ml a engendré un taux beaucoup moins importants23.52%.les taux

46



Chapitre 1V Résultats et Discussion

d’inhibition sont proportionnels a la concentration de HE, en effet, plus la concentration

augmente plus I’effet d’inhibiteur augmente.

I1.3.2.3. L’activité antifongique sur I’isolat Rhizoctonia solani

Figure 28 : Effet « in vitro » des différentes doses de 1’huile essentielle sur I’isolat de

Rhizoctonia solani. (Originale, 2019).
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Figure 29 : Evaluation de croissance mycélienne de Fusarium solani on présence de

I’huile essentielle de salvia officinalis.
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Les résultats de la croissance mycélienne montrés dans la figure 29, en I'absence

de I’huile essentielle on remarque un diameétre de croissance de 8.5 cm pour Fusarium

solani. Pour les concentrations de 0.67mg/ml et 1.67mg/ml la croissance mycélienne
commence apres le deuxieme jours d’incubation, cette croissance n’est pas totale car elle

n’atteint que 5.4 cm et 4.03 cm. Concernant la concentration de 3.34mg/ml nous constatons

une croissance quasiment stable mais trés faible puisqu’elle ne dépasse pas 0.8 cm.
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Figure 30 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Rhizoctonia solani sous

P’effet des différentes doses de 1’huile essentielle de Salvia officinalis.

Les taux d’inhibition de I’isolat de Rhizoctonia solani traité par des différentes
concentrations de I’huile essentielle de salvia officinalis sont présentés dans la figure 30.
On remarque que I’huile essentielle a démontré un effet inhibiteur important de la
concentration 3.34 mg/ml sur la croissance mycélienne de champignon par un pourcentage
égale a 92.94%, et un effet inhibiteur moyen pour les concentration 0.67mg/ml et
1.67mg/ml. Ces résultats confirment que plus la concentration augmente plus 1’effet de

I’inhibition augmente.
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I1.4. Discussion

L’étude de la croissance mycélienne des isolats fongiques testés (Fusarium sp,
Fusarium solani, Rhizoctonia solani) en présence de l'extrait éthanolique et 1’huile
essentielle de la partie aérienne de Salvia officinalis, montre une diminution de la
croissance mycélienne synchronisée avec l'augmentation de la concentration des extraits
avec une différence significative (p<0.05) entre les pourcentages engendrés par les trois

doses utilisées aussi pour 1’extrait que I’huile essentielle figure 1(annexe 4)

On remarque que sous l’effet de I’extrait plus la concentration augmente,
I'inhibition est importante par rapports aux témoins. Ces résultats montrent clairement que
les deux paramétres étudiés (la croissance mycélienne, taux d’inhibition) sont fortement
influencés par 1'ajout d’un extrait riche en substances actives dans le milieu de culture, en
outre la croissance des trois isolats fongiques étudiés a était inhibée par les différents
extraits testés avec plus de sensibilité chez la souche Fusarium sp qui a présenté un

pourcentage d’inhibition moyen dépassant les 80% figure 2(annexe 4)

Nos résultats sont conformes a ceux obtenus par(BOULADJERAF.) en 2017 qui
a évalué I’effet antifongique de 1’extrait méthanolique de la méme plante salvia officinalis
sur deux champignons phytopathogenes Botrytis cinerea et Rhizoctonia solani. D’autre
travaux ont confirmés 1’effet antifongique de Salvia comme celui fait par(K FLITI ET
MAMAD) en 2018 par I’utilisation de 1’extrait méthanolique sur deux espéce biologiques

du Fusarium sp, agent de la pourriture séche des agrumes.

Les résultats obtenus confirment également ceux présentés par (GRAINGE et
AHMED., 1988), qui ont montrés que les lamiacées possédent une activité antifongique et
antibactérienne gréace a la multitude de composés phénoliques qu’ils contiennent, d’apres
(Cowan., 1999), la toxicité des composés phénoliques envers les champignons est basée

sur I’inactivation des enzymes fongiques.
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Donc d’une maniére générale, le degré d’activité antifongique est proportionnel a
la concentration de I’extrait. Les composés chimiques qui présente la plus grande efficacité
et a plus large spectre sont les phénols (DEANS ET DORMAN ., 2000).

En effet, les phénols provoquent plusieurs dégats sur la croissance des
champignons tels que des perturbations morphologiques des hyphes mycéliens, la rupture
de la membrane plasmique et I’altération de la structure des mitochondries (Arras et al.,

2001) .

L’étude de I’activité antifongique de I’huile essentielle de salvia officinalis par la
méthode de contact direct (in vitro) vis a vis trois souches fongiques (Fusarium sp,
Fusarium solani, Rhizoctonia solani), montre que HE est efficace contre les trois agents
phytopathogenes testés et que 1’inhibition de la croissance enregistrée est proportionnelle
a la dose utilisée. Une forte inhibition est enregistrée sur 1’isolat de Fusarium sp et
Rhizoctonia solani avec un pourcentage d’inhibitions de 90.58 % et 92.94% pour la
concentration de 3.34mg/ml (50ul), et une inhibition moyenne pour les deux

concentrations restantes.

Ce travail a fait I’objet de plusieurs travaux de recherche similaires au notre
comme celui de (K FLITI ET MAMAD, 2018), qui trouve que cette huile s’est montrée
trés efficace a réduire la croissance mycélienne de 1’isolat de Fusarium sp agent de la
pourriture séche des racines des agrumes, un autre travail publié en 2013 étudie la
composition chimique et I’activité antifongique de 1’huile essentielle de Salvia officinalis
a I’aide de la méthode de diffusion sur disques, les résultats trouvés ont démontré que
cette huile est plus efficace a 10 pl a inhiber la croissance contre deux agents
phytopathogénes (B. cinerea et Fusarium. sambucinum) et que I’inhibition de la croissance
enregistrée est proportionnelle a la dose utilisée, ce qui prouve leur activité
antifongique. (RGUEZ et al., 2013) .

L’analyse statistique a montré une différence significative (p<0.05) entre 1’effet
antifongique de I’huile essenticlle et celui de I’extrait éthanolique ; en effet I’huile
essentielle donne un pourcentage d’inhibition global sur I’ensemble des souches testés plus

important que celui de 1’extrait éthanolique. Figure 3 (annexe4).
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Les propriétés antifongiques des huiles essentielles sont étroitement liées a la
nature de leurs constituants et des groupements ou fonctions chimiques qu’ils possédent,
I’activité antifongique décroit selon le type de fonctions chimiques :

Phénols >Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers>Hydrocarbures (De Billerbeck ., 2007).
Les propriétés biologiques des huiles essentielles sont associées a la prédominance des
fonctions chimiques. Etant donné la grande complexité de la composition chémotypique
des huiles essentielles, et malgré de possibles synergies, certains auteurs préferent étudier
I’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de 1’huile

( (Chaumont et Leger., 1989) ; De Billerbeck, 2007).

Les résultats obtenus par (Filipowiez et al., 2003) qui ont montrés que Le 1,8-
cinéole qui est un monoterpene oxygéné fortement concentré dans I’huile essentielle de
sauge (5,79%) qui actif contre les souches de dermatophytes, de candidoses et
d’aspergillose (Dulger et Hacioglu .), des chercheures relié la sensibilité des différentes
especes étudiées a la fraction des terpénes oxygénés. Certains autres auteurs, tel que
(Bouaziz et al ., 2009) et (Juven et al., 1994).

L’huile essentielle de sauge parmi les plants les plus étudiées pour leurs propriétés
antifongiques et anti bactérienne qui donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles. Ainsi ’activité fongistatique des composés
aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques (Voukou et
al., 1988)

Les composes chimiques qui présente la plus grande efficacité et a plus large
spectre sont les phénols ( (DORMAN et DEANS., 2000).

Selon (Arras et al.,2001), les phénols provoquent contre les champignons plusieurs
dégats tels que des perturbations morphologiques des hyphes mycéliens, la rupture de la
membrane plasmique et I'altération de la structure des mitochondries. (BOULADJERAF.,
2017).
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Chapitre V Conclusion

La plante est un organisme vivant qui existe depuis 1’antiquité. Elle constitue un
maillon, tres important et fondamental dans le cycle biologique de vie des autres
organismes vivants tel que les animaux aussi bien les étres humains.

11 est actuellement prouvé qu’environ 20% des espéces végétales poussant dans le monde
entier possédent des vertus thérapeutiques, car elles contiennent des molécules ou des
principes actifs a différentes propriétés biologiques, qui trouvent leur application dans

divers domaines (agriculture, pharmacie, et cosmétologie etc.).

Le présent travail a été consacre a la détermination de rendement et de propriétés
Antifongique de I’huile essentielle et de I’extraites éthanolique du plant Salvia officinalis

Sur trois souche fongique (Fusarium sp, Fusarium solani, Rhizoctonia solani.).

L’extraction a ultrason de I’extrait éthanolique est de 11.89 %, est pour 1’huile

essentielle on a obtenu un rendement de 0.27% par hydrodistillation.

Les résultats obtenus a partir du test « in vitro » de I’extrait éthanolique de la partie
aérienne de Salvia officinalis sur la croissance mycélienne, montre une corrélation entre les doses
de I’extrait et les taux d’inhibition, est nous enregistrons la sensibilité des trois souches fongique

par des pourcentage d’inhibition dépassant les 60%.

Les résultats de test (in vitro) par la méthode de contact on direct de I’huile
essentielle (Salvia officinalis) a montré une activité antifongique importante sur I’inhibition
des trois souches, proportionnelle a la concentration. En effet, plus la dose de I’huile

essentielle est élevée plus les taux d’inhibitions sont importants.

Ces résultats sont trés encourageants quant a la possibilité d’utiliser ces composés
comme moyen de lutte biologique contre ces champignons phytopathogenes, pour éviter
le traitement par les pesticides chimiques dont I’utilisation présente des effets néfastes pour

I’homme et I’environnement.
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Chapitre VV Conclusion

N¢ au moi ce travaille nécessite d’étre complétée par d’autre travaux vivant on peut
citer La détermination de ’effet fongistatique et fongicide et la concentration inhibitrice
minimale (CMI). L’évaluation de I’activité antifongique (in vitro) du plant salvia
officinalis, et testé I’activité antifongique de plant sur d’autres souches phytopathogénes.

Testée d’autre activité de notre plante salvia officinalis.
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Annexe

Annexe 1:

Tableau : Principales plantes aromatiques consommées en Algérie (Ministére de

P’agriculture, 2015)
Especes Noms scientifiques Parties Importance

utilisées

Fenugrec Tvigonnella foenum groecum. L | Graines XXX
Verveine Verbena citriodora HB et K Feuilles XXX
Queue de cerise | Prunus cerasus . L Queues XXX
Globulaire Gilobularia alypum. L Sommités fleuries XXX
Menthe verte Mentha veridis . L Feuilles XXX
Origan Majorana hortentis Moeneli Sonmumnités fleuries XXX
Nigelle Nigella sativa . L Graines XXX
Cumin Cuminuny Cyvminum L Graines XXX
Réglisse Glveyrrhiza globra, L Racines XX
Eomarin Rosmarinus officinalis . L Somumités fleuries XX
Tyum Thymus vulgaris Sommites tleuries XX
Bigaradier Citrus aurantium Fewilles et fleurs XX
Sauge Salvia officinalis L Sommités fleuries XX
Lavande Lavandula officinalis L fleurs XX
Noyer Juglans regia L Feuilles et ecorce XX
Myrte Myrtus communis . L Feuilles et fruits XX
Alaterne Rhammus alaternus. L Feulles ). 6.4
Menthe pouliot | Menta pulegium. L Somumites fleuries XX
Tym serpolet Dvymus serpillum . L Somumites fleuries XX
Aubepine Carataegus monogyna Jacq Fleurs XX
Camomille Matricaria camomilla. L Fleurs XX
Anms vet Pimpinella anisum. L Graines ). 6.4
Ortie Urtica urens L Sommuités fleurnes X
Frene Faxinus exelsior L Feuilles X
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ANNEXE 2: le materiel utilisé

Pipette numérique Un bec bunsen.

Ultr-torax (I’appareille de I’extraction
par ultrason)




Etuve

Autoclave
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La hotte
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Annexe 3 : les informations sur la zone de collecte de salvia officinalis
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Figure 1 : Courbe représente la répartition mensuelle des valeurs de température

(Max, min, Moy) durant la période d’étude (2006-2015).
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Figure 2 : Histogramme de précipitation moyenne de région de Médéa mensuelle durant
la période D’étude (2006-2016).



Annexe 4 : Analyse de variance

Analyels of Variance

Annexe

Source Type Il 85 ot Mean Sguares F-ratia pialus
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Tableau : analyse de variance des facteurs
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Figure 1 : Comparaison entre les pourcentages d’inhibition des différentes doses
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Figure32 : Comparaison entre les pourcentages d’inhibition chez les trois souches

étudiées
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Figure 3 : Comparaison entre les pourcentages d’inhibition des deux extraits testés

Annexe 5 : Milieu de culture utilisée

Milieu PDA :
La composition du milieu :

-200g de pomme de terre.
-20g de Glucose.

-20g de Gélose.

-1000 d’eau distillée



