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Introduction genérale

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est considéré comme l'arbre des régions
désertiqgue du globe connues pour leur climat chaud et sec. En raison de ses utilités
alimentaires, écologiques, sociales et économiques, il est considéré comme l'arbre fruitier le

plus apprécié par les populations des oasis (Tirichine, 2010).

Les dattes ont toujours été depuis les temps immémoriaux un élément important de
I’alimentation tant pour les humains que pour les animaux. Ce fruit constitue un excellent
aliment, de grande valeur nutritive et énergétique, sa production mondiale s’éleéve a plus de 58
millions de tonnes plagant ainsi 1’Algérie au 4éme rang des pays producteurs de dattes, dont
30% sont des dattes communes a faibles valeurs marchandes pour la plus part destinées a
I’alimentation du bétail (FAO, 2007).

Le palmier dattier est sensible a des attaques de déférents ravageurs et maladies tels que
. Pyrale de la datte (Ectomyelois ceratoniae), Boufaroua (Olygonychusa frasiaticus) et la
Cochenille blanche (Parlatoria blanchardi), Bayoud (Fusaruim oxysporum), Khamed]
(Mauginiella scaettae Cav) (Peyron, 2000).

La pourriture de I’inflorescence ou Khamed;j. C’est une maladie grave qui sévit dans les
régions de phoeniciculture les plus humides ou pendant les années trés humides. Elle est
causée par un champignon imparfait Mauginiella scaettae, qui affecte les inflorescences du
palmier dattier. Au moment de I’émergence des spathes au printemps (Bounaga et Djerbi,
1990).

La lutte chimique en utilisant des fongicides présente plusieurs inconvénients tels que
les problémes de pollution environnementale qui considérée comme un probleme sérieux
pour la santé humaine (Caron et Laverdiere, 2003 ; Kanda, 2003). C’est pourquoi de
nombreux chercheurs s’intéressent aux méthodes de lutte plus économiques, efficaces et

moins polluantes de I’environnement tel que 1’utilisation des plantes médicinales.

L’utilisation de composés naturels bioactifs offre une alternative de premier choix pour

les plantes a activité antifongique dans le contrdle des pathogénes de plusieurs produits. Les
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propriétés thérapeutiques et antimicrobiennes de plusieurs plantes ont été mises en
évidence pour traiter plusieurs affections de I’homme : coqueluche, asthme, dermatomycoses,
syphilis ... (Sattarian, 2006 ; Agyare et al., 2012).

L’objectif de notre travail est 1’étude de ’activité antifongique des extraits aqueux de
deux plantes médicinales (Mentha pulegium L et Eucalyptus globulus L) vis-a-vis de
champignon responsable de la pourriture de I’inflorescence de palmier dattier (EI khamed;).

Dans le but de rechercher de nouveaux produits bioactifs naturels pour traiter cette maladie.

Notre étude est devisée en deux parties principales : une partie théorique composée de
deux chapitres ; le premier est consacré aux généralités sur le palmier dattier, le deuxiéeme aux
généralités sur les plantes médicinales, et une partie expérimentale qui renferme le matériel et

méthodes puis les résultats et discussions. Nous terminerons par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Généralités sur le palmier dattier

1.1. Généralités sur le palmier dattier

Le nom scientifique du palmier dattier est Phoenix dactylifera L qui provient du mot
Phoenix qui signifie dattier chez les pheéniciens, et dactylifera, du terme grec dactulos
signifiant doigt, allusion faite a la forme du fruit (Djerbi, 1994). Phoenix dactylifera est une
espéce dioique, monocotylédone (Munier, 1973). C’est une plante des déserts chauds, dans le
microclimat oasien, inexistants dans les déserts froids (Allam, 2008), elle est cultivée dans la
partie sud du bassin méditerranéen, avec une extension marquée vers les pays du golf

persique (Bellabaci, 1988).
1.2. Position systématique (Taxonomie)

Selon Munier (1973), le palmier dattier occupe dans le regne végétal la position
suivante :

e Regne : végétale.

e Embranchement = Angiospermes.

¢ Classe = Monocotylédones.

¢ Ordre = Palmea.

e Famille = Arecacees (anciennement palmacees).

e Sous famille = Coryphoidees.

¢ Genre = Phoenix.

e Espéce = Phoenix dactylifera.L
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1.3. Morphologie du palmier dattier

roncaizon

Figure 1. Schéma représentant le palmier dattier (phoenix dactylifera) (Munier, 1973).

1.4. Importance économique de palmier dattier en Algérie

En Algérie la superficie occupée par la culture du palmier dattier couvre 160 000 ha qui
représentent actuellement plus de 18 millions de dattier, avec une production annuelle
moyenne de dattes de plus de 500 000 tonnes. En 2011/2012, la production de datte était de
700 000 tonnes avec plus de 30000 tonnes pour I’exportation. La superficie la plus
importante concerne les wilayas de Biskra et d’El-oued atteignant toutes les deux 53.533 ha
(Bensaada, 2015).

1.5. Exigences écologiques du palmier dattier
1.5.1. Exigences climatiques

Le palmier dattier est cultivé dans les régions arides et semi-arides, chaudes du globe.
Ces régions sont caractérisées par des étés chauds et longs, une pluviométrie faible ou nulle et
un degré hygrométrique faible (Djerbi, 1994). D'aprés Munier (1973), le dattier est une espece

thermophile, son activité végétative se manifeste a partir d'une température de +7 °C a +10
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°C, selon les variétés, les cultures et les conditions climatiques locales. La température de 10

°C est considérée comme le point 0 de végeétation (Djerbi, 1994).
1.5.2. Exigences édaphiques

Le palmier dattier est cultivé sur des sols ingrats, sur de bonnes terres, depuis les sables
presque purs jusqu'aux sols, a forte teneur en argile (Toutain, 1979). D'aprés Munier (1973),
les qualités physico-chimiques demandeées aux sols de palmeraies sont : La perméabilité : le
sol doit avoir une pénétration de 1’eau a une profondeur de 2 a 2.5m, Le sol doit avoir une
profondeur minimale de 1.5 a 2m, Topographie : pour une meilleure association d’irritation,

le sol doit avoir une pente de 1 a 6 %.
1.5.3 Exigences hydriques

Malgré que le palmier dattier soit cultivé dans les régions les plus chaudes et les plus
seches du globe, il est toujours localisé aux endroits ou les ressources hydriques du sol sont
suffisantes pour subvenir a ses besoins au niveau des racines (Bouguedoura, 1991). La dose
d’irrigation nécessaire est de 40 1/ min/ha soit 0,33 1/min/ pied, pour une moyenne de 120
pieds/ ha (Munier, 1973 ; Djerbi, 1994).

1.6. Maladies du palmier dattier
1.6.1. Pathologie a Insectes et Arcariens

1.6.1.1. Boufaroua (Oligonychus Afrasiaficus)

Appelé localement Boufaroua ou Ghobar au Maghreb, Takar en Mauritanie, Goubar en
Irak. Ces termes désignent souvent le terme « poussiere » du fait de la présence de toiles
soyeuses blanches ou grisatres qui retiennent le sable et la poussiere rendant les dattes
immangeables (Bounaga et Djerbi, 1990).

1.6.1.2. Cochenille blanche (Parlatoria Blanchardi Targ)

Est le nom latin de la Cochenille blanche. L‘insecte se nourrit de la séve de la plante et
injecte une toxine qui altére le métabolisme ; de plus, I’encrolitement des feuilles diminue la
respiration et la photosynthése. Il se trouve aussi sur les fruits dont le développement est
arrété. La cochenille peut entrainer une réduction de plus de la moitié de la production

dattiére, et rend les fruits inconsommables (Bounaga et Djerbi, 1990).
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1.6.1.3. Pyrale de datte (Myelois Ceratoniae zell)

Est le nom du ver de la datte, appelée aussi Pyrale de la datte. Les larves, qui déprécient
les dattes, sont aussi connues pour se rencontrer dans les autres fruits ou sur des plantes

spontanées, ce qui favorise 1’extension de ’espéce (Bounaga et Djerbi, 1990).
1.6.2. Maladies fongiques du palmier dattier

1.6.2.1. Pourriture de I’inflorescence ou Khamed;

C’est une maladie grave qui sévit dans les régions de phoeniciculture les plus humides
ou pendant les années tres humides. Dans ce cas, elle peut prendre des allures épidémiques.
Elle est causée par un champignon imparfait de I’ordre des Hyphales, a chaines de conidies
hyalines, fragmentés en articles mono ou bicellulaires Mauginiella scaetae (Bounaga et
Djerbi, 1990).

1.6.2.2. Pourriture du Coeur a Thielaviopsis

Ou le desséchement noir des palmes (Bounaga et Djerbi, 1990). Ce parasite peut
envahir aussi bien les parties aériennes que les racines des palmiers ; lorsqu’il s’attaque au
bourgeon, il provoque une pourriture humide, se développant rapidement, de couleur initiale

brun jaune, puis brun foncé et noir (Munier, 1973).
1.6.2.3. Pourriture du bourgeon a Phytophthora sp.

Ou Belaat, c’est une maladie peu fréquente, surtout signalée en Afrique du Nord. Elle
est souvent liée a de mauvaises conditions de drainage. Elle est due a un Phycomycéte,

champignon a thalle siphonné (Bounaga et Djerbi, 1990).
1.6.2.4. Bayoud ou Tracheomycose

Ou Trachéomycose du palmier dattier, c’est la plus grave des maladies du palmier
dattier. L’agent causal fait partie la mycoflore du sol, dénommé : Fusarium oxysporium. Les
symptomes externes sont connus sur un arbre a ’origine sain, une palme de la couronne
moyenne se desséche et blanchit, les folioles se dessechent de bas en haut et se replient vers le
rachis. La palme prend d’aspect caractéristique d’une plume mouillée (Bounaga et Djerbi,
1990).
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2.1. Généralités sur les plantes utilisees
2.1.1. Mentha pulegium L

2.1.1.1. Classification

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Mentha

Espéce : Mentha pulegium L

Sous espece: Mentha pulegium ssp. Pulegium (Guignard et Dupont, 2004).

Figure 2. Mentha pulegium L (EI Bakkali, 2016).
2.1.1.2. Description

Herbe vivace a tiges feuillées et fleuries presque a partir de la base, jusqu’au sommet;

feuilles opposées, ovales lancéolées et munies d'un court pétiole; inflorescences en petits
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groupes de verticilles presque globuleux, plus ou moins espaces le long de la tige. Les fleurs,
qui apparaissent I'éte, de juillet a fin septembre sont de couleur bleu violace claire, rose ou
mauve (Bouhaddouda, 2016).

2.1.1.3. Répartition géographique

Mentha pulegium est trés répandue dans le nord de I’Afrique, dans la région
méditerranéenne et dans 1’Asie (Chalchat et al., 2000 ; Bouhaddouda, 2016). En Algérie,
Mentha pulegium est trés abondante et pousse spontanément (Bouhaddouda, 2016). Elle se
rencontre dans les zones humides et généralement marécageuses, pres des routes, et elle est

plus abondante dans les paturages de montagnes (Chalchat et al., 2000).
2.1.1.4. Composition

- Huile essentielle : Elle contient de la pulegone, de l'isopulegone, du menthol, du
limonene...(Tamert, 2016). Le composant majoritaire de 1’huile essentielle de Mentha
pulegium de 1’Algerie est la pulegone (87,3%) (Beghidja et al., 2007), avec les principaux
composants de I’huile : (1) la pulegone, (2) piperitenone et/ou piperitone et (3)

isomenthone/neoisomenthol (Topalov et Dimitrov, 1969 ; cook et al., 2007).

- Dérivés d’acides hydroxycinnamiques : =5%, composes surtout d’acide rosmarinique

(= 3%) (Lamison et al., 1990).
- Flavonoides : diosmine, hesperidine (Tamert, 2016).

- Tanins (Tamert, 2016).
2.1.1.5. Utilisation

Les feuilles et les sommites fleuries de Mentha pulegium L, sont des antiseptiques, elles
sont aussi des antioxydants (EL-Ghorab, 2006). Cette espéce est trés utilisée pour soigner les
rhumes, les maux de gorge, la toux et les infections pulmonaires L’odeur agréable du pouliot

semble déplaire a certains parasites, et son pouvoir insecticide est bien établi (Tamert, 2016).
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2.1.2. Eucalyptus globulus L

2.1.2.1. Classification

Regne : Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida - Dicotylédones
Sous —classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espece : globulus

Nom botanique : Eucalyptus globulus, Labill (Daroui-Mokkadem, 2012).

Figure 3. Eucalyptus globulus L (Daroui-Mokkadem, 2012).
2.1.2.2. Description

L’Eucalyptus globulus mesure 30 a 60 métres de haut et il peut atteindre jusqu’a 100

meétres dans certains cas. Son tronc est lisse et sa couleur varie du blanc au gris. Son écorce se



Chapitre 2 Généralités sur les plantes utilisées

détache facilement en longues bandes. Les jeunes feuilles sont cireuses, ovales, claires,
opposeées et sessiles. Les fleurs, visibles au printemps, naissent a l'aisselle des feuilles. Le fruit

est la capsule anguleuse du calice, il renferme deux types de graines (Koziol, 2015).
2.1.2.3. Répartition géographique

Originaire d'Australie, notamment de la province de Tasmanie ; I'Eucalyptus fut
rapidement planté dans les régions subtropicales de I'Asie et du bassin méditerranéen.

L’Eucalyptus asseche rapidement les marais qu'il colonise (Daroui-Mokkadem, 2012).
2.1.2.4. Composition

. Huile essentielle De : 1,8 cineole (eucalyptol) terpenes : alpha-pinene, b-pinéne, a-
limonéne, para-cymeéne, camphréne, alpha-phellandrene, alpha-fenchene, b-terpinéne,
aromadendréne... (Ghedira et al., 2008).

. Alcools : eudesmol, alpha-terpinéol, globulol, pinocarveol... (Ghedira et al., 2008).

. Aldéhydes : citral, myrténal (Ghedira et al., 2008).

. Cétones : carvone,pinocarvone, verbénone acétate de géranyl (Ghedira et al., 2008).

. Acides Amino-acides, acides organiques, acides caféique,... (Ghedira et al., 2008).

. Flavonoides Flavones : eucalyptine, 8 déméthyleucalyptine,... (Ghedira et al., 2008).

. Divers n-triacontane 16,18-dione (dicétone aliphatique) dérivés du phloroglucinol
(Ghedira et al., 2008).

. Tannins. (Ghedira et al., 2008).

. Cire (Ghedira et al., 2008).
2.1.2.5. Utilisation

De nos jours, 1I’Huile essentiel entre dans la fabrication de rince-bouche et de
dentifrices. On s’en sert aussi comme dégraissant industriel. L’Organisation Mondiale de la
Santé reconnait 1’usage traditionnel des feuilles d’Eucalyptus, de I’huile essentiel (Eucalyptus
globulus) pour soulager la fiévre et les symptomes de 1’asthme, pour traiter 1’inflammation
des voies respiratoires, de la gorge ou des muqueuses de la bouche ainsi que pour soulager les
douleurs rhumatismales (Ghedira et al., 2008).
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3.1. Présentation de la région d’étude

La wilaya de Biskra est située dans le Sud-Est d’Algérie, au piémont Sud de I'Atlas
saharien. Elle s'étend sur 21.671,20 Km2. Elle se trouve a une altitude de 87 meétres, sa
latitude est de 34° 48’ N et sa longitude est de plus de 5° 44’E Administrativement, elle est
limitée au Nord par la wilaya de Batna, a I'Est par la wilaya de Khenchela, au Sud par la
wilaya de Ouargla et EI-Oued et & I'Ouest par la wilaya de M'Sila et Djelfa. Issue du
découpage administratif 1974, Avec le récent découpage administratif de 1984, la Wilaya de

Biskra se composait de douze daira et trente-trois communes (Sadou et Assoumane, 2007).

M'sila__ S _ Khanchela

® Biskra

Figure 4. Situation géographique de la wilaya de Biskra (site web 1).
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3.2. Synthése climatiques

D’aprés les valeurs des températures de Biskra durant (2007-2018) (voir annexe 1), les
température minimales sont enregistrées pendant les mois Janvier et Février (12.7°C et
13.4°C), jusqu’a maximum dans les mois Juin , Juillet et Aout (31.2°C ,34.8°C et 34.1°C)
(Cherifi et Guezout, 2019).

D’aprés les valeurs de vitesses moyennes mensuelles de Biskra durant (2007-2018)
(voir annexe 2), la vitesse moyenne mensuelle la plus basse est enregistrée pendant le mois
d’Aout (3,2 m/s), et la plus haut pendant le mois de Mars (5,1m/s) (Cherifi et Guezout,
2019).

D’apres les valeurs de la pluviométrie moyenne de Biskra durant la période (2007-
2018) (voir annexe 3), la précipitation moyenne la plus élevé est enregistré pendant le mois d’
Octobre (26,8 mm), et la plus faible pendant le mois de Juillet (0,6 mm), avec une moyenne
annuelle de (135 mm) (Cherifi et Guezout, 2019).

D’aprés les valeurs de 1’humidité moyennes mensuelles de Biskra durant la période
(2007-2018) (Voir annexe 4), une valeur minimale d’humidité est enregistrée pendant le mois
de Juillet (27,3 %), et une valeur maximale pendant le mois de Décembre (58,7 %) (Cherifi
et Guezout, 2019).

3.3. Matériel végétal
Les plantes utilisées dans ce travail sont, Mentha pulegium L et Eucalyptus globulus L.

Le choix de ces plantes est basé sur une recherche bibliographique, la disponibilité dans

notre région et la curiosité.
Les deux plantes ont été identifiées a partir de la littérature.

Nous avons utilisé les feuilles pour extraire leurs extraits aqueux, et les testées sur

quelques champignons phytopathogenes des inflorescences du palmier dattier (tab. 1).
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Tableau 1. Plantes étudiées

Espece

Mentha
pulegium L

Etat sec

Eucalyptus
globulus L

Région
de récolte

Date de
récolte

A été
collecté
dans leur
habitat
naturel de
la région
de Besbés
(Biskra).

09/02/2020

Figure 6. Eucalyptus globulus L (photo originale).

A été
collecté
dans leur
habitat
naturel de
la région
de Sidi
Okba
(Biskra).

03/02/2020

3.3.1. Origine géographique et période de récolte

Mentha pulegium L a été collecté le 09/02/2020 dans leur habitat naturel de la région de

Besbés (Biskra). Cette derniére est une commune de la wilaya de Biskra (fig. 7).
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Figure 7. Situation géographique de la commune Besbés (site web 2).

Eucalyptus globulus L a été collecté le 03/02/2020 dans leur habitat naturel de la région
de Sidi Okba (Biskra). Cette derniere est une commune de la wilaya de Biskra qui situé a 18
km a I’est de la ville de Biskra, s’étend sur 254 km2 et compte 33 121 habitants en 2008
(Hamamouche et al.,. 2015).
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Figure 8. Situation géographique de la commune Sidi Okba (site web 2).

14



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

3.3.2. Préparations du matériel végétal
3.3.2.1. Séchage

Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par deux plantes
médicinales (Mentha pulegium L et Eucalyptus globulus L) fraichement récoltées et séchées
pendant plusieurs jours a I’ombre dans un endroit sec et aéré. Les plantes sont broyés en
poudre fine a I’aide d’un broyeur ¢€lectrique, et conservée a 1’abri de ’air, de I’humidité et de
la lumiere afin d’éviter tout risque de dégradation ou de dénaturation. Son stockage se fait
dans un flacon en verre hermétiquement fermé a une température de 4°C (Riguet et Mezroua,
2019).

3.3.2.2. Préparation de ’extrais aqueux via la méthode d'infusion

Une quantité de 100 g de poudre de chaque plante est diluée dans 1 litre d’eau distillée
préalablement portée a ébullition, puis laissée refroidir sous agitation magnétique pendant 30
minutes. Le mélange obtenu est filtré a 1’aide du papier Whatman (ou papier filtre). Le filtrat

récupéreé represente une solution stock initiale (10%) (Daoudi et al., 2017).

Figure 9. Montage de la préparation des extraits aqueux par la méthode d'infusion (photo
originale).

3.3.2.3. Conservation des extraits agueux

Les extraits aqueux sont conserves a une température de 4°C, dans des flacons en verre
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fumé, fermé hermétiquement pour les conserver de 1’air, de la lumiére et des variations de
température qui sont des principaux agents de dégradation, 1’extrait aqueux altéré perde son
activité biologique (Riguet et Mezroua, 2019).

3.4. Matériels fongique
3.4.1. Choix du site d’échantillonnage

Au cours de notre expérimentation, on a adopté la méthode d’échantillonnage dirigé. Ce

dernier repose sur le choix des pieds qui présentent des symptomes d’infections.
3.4.1.1. Présentation de site

L’échantillon a été prélevé a partir des spathes présentant des symptdmes sur
I'inflorescence du palmier dattier de la région de Biskra centre ville (Hai ras el gueria) qui

dispose d’un patrimoine phoenicicole non négligeable de palmiers.
3.4.2. Echantillonnage et la mise en culture

Des spathes présentant des symptdmes ont été prélevées de la région de Biskra centre
ville (Hai ras el gueria), le mois de septembre 2019, sur un palmier male variété Ghars, dont
la partic endommagée caractérisées par 1’apparition des pourritures au niveau de
I’inflorescence male a cause des attaques fongiques. Aprés I’échantillonnage, nous allons au

laboratoire pour la mise en culture.

Figure 10. Symptomes sur l'inflorescence du palmier dattier (photo originale).
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3.4.2.1. Isolement des champignons phytopathogenes
a. Isolement sur le milieu PDA (Potatos Dextrose Agar)

Pour assurer la croissance des microorganismes au laboratoire, nous avons utilisé un
milieu de routine (PDA) (voir annexe 5) sa composition sert a 1’isolement des moisissures, a

I’entretien des souches et a la culture d’especes dont ils favorisent la croissance mycéliennes
(Botton et al., 1990).

b. Préparation des échantillons

Pour assurer cette étape il faut prélever des petits fragments a partir des parties
infectées (spathes), puis les laver dans 1’eau de javel 2% pendant 3-5 minutes, puis les rincer
trois fois pendant 3 minutes dans 1’eau distillée, et séchées a 1’aide d’une compresse stérile.
Les fragments sont placés dans les boites de pétri préparées. Toutes les opérations se font

dans des conditions aseptiques (a proximité du bec benzene) (Riguet et Mezroua, 2019).

Figure 11. Ringage des échantillons (photo originale).

¢. Ensemencement et incubation

On dépose 4-5 fragments pour chaque boite, puis I’incubation dans I’étuve a 25°C
pendant 5-15 jours. Chaque essai est fait 3fois avec un témoin qui témoigne le non

contamination de nos boites lors de 1’incubation (Reguet et Mezroua, 2019).
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Figure 12. Ensemencement et incubation (photo originale).

d. Purification

Aprés I’incubation des boites pétries, on a obtenu plusieurs colonies de champignons
différentes. Et pour faciliter I’étude et 1'examinassions de chaqu’une a part, on doit purifiés
les isolats obtenus par un repiquage successif, qui consiste a transférer aseptiqguement le
microorganisme sur un milieu stérile pour I’isoler ou le maintenir en culture pure, il convient
de prélever avec une anse stérile quelques spores ou un fragment mycélien et le transférer
dans un milieu neuf puis le incuber 5 jours (Botton et al., 1990).

Figure 13. L'étape de purification (photo originale).
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e. Identification des isolats fongiques

L’identification est réalisée dans le but de classer les souches fongiques par genres et

especes selon les critéres d’identification. Elle est basée sur deux aspects:

A) Aspects macroscopiques

L’analyse des boites s’effectue a 1’ceil nu, on se basant sur des caracteres

morphologiques des colonies. On a :

La Vitesse de croissance : en mesurant le diametre de la colonie.

La Texture de colonie : velouté, laineux, poudreuse,.....etc.

La Couleur : du recto et du verso de la boite de pétrie.

La Pigmentation : présence ou I’absence d’un pigment diffusible dans le milieu.

La forme de colonie : régulier, irrégulier, dentelé, filamenteux,.....etc.

L’exsudat : présence ou absence des gouttelettes.

La surface : plane, plissée, cerébriforme (Riguet et Mezroua, 2019).
B) Aspects microscopiques

L’examen microscopique est basé sur des caractéres plus loin de 1 aspect
morphologique, on mentionne les organes de reproduction, aspect du thalle (cloisonné ou non
cloisonne), types de spores, disposition des spores,...etc. On a utilisé la technique « Slide
culture » (fig. 18) pour la préparation du matériel fongique pour 1’observation microscopique.
C’est une technique qui consiste a déposer une portion d’'un cm2 de milieu PDA déja préparer
entre une lame et lamelle, puis on I’a mis dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre
contenant un papier filtre imbibé d’eau distillé stérile pour assurer ’humidité, et a 1’aide
d’une anse stérile, on a prélevé une fragment de mycélium agée de 7 jours et en injecte les
bords du milieu PDA, fermer la boite de Pétri et incuber dans un étuve a 25°C pendant 2 jours
(Yuan-Ying Su et al., 2012).

Apreés deux jours, on a pris la lamelle de la surface intérieure ou le mycélium et les

conidies sont bien développés ; et sur une lame on ajoute une goutte de lactophénol puis on

19



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

dispose la lamelle, puis la mise a I’observation sous le microscope optique (Yuan-Ying Su et
al., 2012).

Les souches isolées ont été identifiées en se basant sur une bibliographie spécialisées a
I’identification des moisissures qui établit des clés de détermination complétes a partir des

caracteres culturaux et morphologiques (Botton et al., 1990).

Figure 14. Etapes de micro culture (slide culture) (Yuan-Ying Su et al., 2012).

3.5. Tests antifongiques

3.5.1. Souches fongiques testées

Dans notre travail, nous avons choisi la maladie pourriture de I’inflorescence (El

khamedj) pour la traiter.
3.5.2. Méthode de contact direct

La méthodologie qu’on a suivie pour I’évaluation de I’effet antifongique des extraits
aqueux, est la méthode de contact direct qui permet la mise en évidence de I’activité
antifongique.

3.5.2.1. Principe de la méthode

L’extrait aqueux a tester est incorporée a des concentrations variables dans le milieu de
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culture PDA. Apreés solidification, le milieu est ensemencé et incubé (Riguet et Mezroua,
2019).

3.5.2.2. Protocole expérimental

a. Préparation des milieux de cultures contenant différentes concentrations
d’extrait aqueux

On va utiliser six concentrations différentes d’extrait aqueux a savoir : 20%, 40% ,50%,
60%, 70% et 80% pour cela, on a préleve des différentes quantités d’extrait aqueux (EA) des
plantes étudiées (10, 20, 25, 30, 35 et 40 ml) qu’ on a ajusté jusqu’a 50 ml avec le milieu de
culture PDA et agité pendant 5 minutes afin d’homogénéiser (Chaque essai est en 3
répétitions). En paralléle des témoins composés de PDA sans extrait aqueux servent de
contréle (Alem et Amrouche, 2016).

Tableau 2. Différentes concentrations des extraits aqueux pour chaque plante

PDA ml 40 30 25 20 15 10
EA ml/50ml PDA 10 20 25 30 35 40
Concentration d’EA (%) | 20 40 50 60 70 80

Donc les concentrations sont préparéees de la fagon suivante :

- Milieu 1: 50 ml PDA + sans EA. (Témoin)
- Milieu 2: 40 ml PDA + 10 ml EA
- Milieu 3: 30 ml PDA + 20 ml EA
- Milieu 4: 25 ml PDA + 25 ml EA
- Milieu 5: 20 ml PDA + 30 ml EA
- Milieu 6: 15 ml PDA + 35 ml EA

- Milieu 7: 10 ml PDA + 40 ml EA
b. Confrontation direct sur milieu de culture

Chague volume de mélange de PDA et extrait aqueux est coulé dans des boites de Pétri

sous une hotte, apres le refroidissement et la solidification de ce mélange, des disques
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mycéliens d’une culture jeune (10 jours) de Mauginiella scaettae de 5mm de diamétre sont
mis au centre de chaque boite a raison d’un disque par boite. Chaque concentration est répétée
trois fois. Les boites sont incubées a température de 25 °C. Le témoin est réalisé dans les
mémes conditions sans extrait aqueux et les notations ont été enregistrées apres chaque 24 h
pendant 7 jours (Alem et Amrouche, 2016).

Figure 15. Confrontation direct sur milieu de culture (photo originale).

3.5.3. Parametres étudiés
3.5.3.1. Evaluation de la croissance mycélienne

D’apres Brewer (1960) et Leach (1962), la technique utilisée consiste a mesurer la

croissance linéaire et diamétrale en utilisant la formule suivante :
L=D-d /2

L : Croissance mycelienne ;
D : Diamétre de la colonie ;

d : Diamétre de I’explant
3.5.3.2. Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

D’aprés (Kolai et al., 2012)., I’action antifongique a été déterminée par la mesure de

I’inhibition de la croissance de la colonie fongique, en utilisant la formule :
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T%-=L-1/L X 100

T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage ;
L : Diametre de la colonie mycélienne témoin, en centimetre ;

| : Diamétre de la colonie mycélienne dans I’expérience

3.5.3.3. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

VC = [D1/T1]+ [(D2-D1)/T2]+ [(D3-D2)/T3]+... + [(Dn-Dn-1)/Tn] (Alem et
Amrouche, 2016).

D = Diamétre de la zone de croissance du chaque jour (mm).

T = Temps d’incubation (jour)
3.5.3.4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Cette valeur correspond a la concentration minimale qui permet I’inhibition de la
croissance fongique observée a l’oeil nu par 1’absence de croissance mycélienne. Sa
détermination a été faite par observation de 1’absence totale de la croissance des souches dans
les différentes concentrations utilisées. Ainsi, plus la valeur de CMI est faible, plus la capacité

antifongique de I’huile essentielle est élevée (Kolai et al., 2012).
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4.1. Extraction aqueuse de Mentha pulegium L et Eucalyptus globulus L

Apres l'extraction, on a obtenu un filtrat représente une solution stock initiale (10%)

pour les deux plantes.
4.2. ldentification des isolats fongiques
4.2.1. Isolement des isolats fongiques

Aprés I’incubation pendant 7 jours a température de 25°C, on a obtenu plusieurs

colonies de différents champignons (fig. 16).

Figure 16. Souches fongiques isolées des inflorescences (A)-(B) : différents champignons
selon l'aspect.

4.2.2. Purification

Apreés incubation et purification des souches, on a isolé et identifié I'agent causal de la
pourriture de 1’inflorescence : le champignon Mauginiella scaettae Cav; déterminées selon les
critéres macroscopiques et microscopiques (fig. 17).
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Figure 17. Purification de la souche fongique isolée (A: recto, B: verso)

4.2.3. Aspect macroscopique

Tableau 3. Aspect micro et macroscopique d'isolat fongique

Aspect macroscopique Aspect microscopique
Champignon | Texture | Couleur Forme de | Mycélium | Conidies et Hyphe
de de colonie | colonie spores
colonie
Mauginiella | Laineux | Blanche Irrégulier | Cloisonné | uni, bi, tri Septe
ascaettae recto et ou
Cav crémeux a pluricellulaires
pale brun
VErso
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Figure 18. Observation microscopique de Mauginiella scaettae (x40) (photo originale
zoomée)

4.3. Résultats d’activités antifongiques
4.3.1. Activité antifongique de I'extrait aqueux de Mentha pulegium L

Rappelons que I’activité antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la
croissance mycélienne de Mauginiella scaettae sur le milieu PDA additionné des différentes

concentrations de deux extraits.

En premier temps, la croissance mycélienne des souches fongiques était normale

(témoin), ce qu’il se différe en présence des extraits aqueux de deux plantes.
Ce parameétre évolue avec le temps, durant I’incubation.

L’utilisation des témoins a favorisé une comparaison juste et fiable de I’effet des

extraits végétaux contre ces champignons.

Les résultats d’activités antifongiques sont obtenus apres 3 jours de teste antifongique

avec les extraits aqueux de deux plantes.

4.3.1.1. Evaluation de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus dans la figure 19 révelent que la croissance mycélienne a été
diminuée par des valeurs variables, et remarquables aprés trois jours (0.39cm, 0.2cm,
0.125cm, 0.155cm, 0.165cm) en termes de déférentes doses respectivement (20ml, 40ml,

26



Chapitre 4 Résultats et discussions

50ml, 60ml, 70ml) par rapport au témoin (0.47cm) (Voir l'annexe 6).

La croissance mycélienne (cm)

m24h
m48h
m72h

La croissance mycélienne

témoin 20 ml 40 ml 50 ml 60 ml 70 ml
Les doses (ml)

Figure 19. Evaluation de la croissance mycélienne (cm) de Mauginiella scaettae en fonction
du temps et les doses (ml) d'extrait aqueux de la Mentha pulegium L.

4.3.1.2. Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus dans la figure 20 montrent que ’extrait aqueux de la Mentha
pulegium L, présente une activité inhibitrice (11.11%, 37.5%, 47.91%) proportionnelle avec
les doses respectivement (20ml, 40ml, 50ml). On observe une diminution du taux
d’inhibition (43.75%) a partir de la dose (60ml) (Voir annexe 7).
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Figure 20. Evaluation du taux d'inhibition de la croissance mycélienne de Mauginiella

scaettae en fonction de temps et les doses (ml) d'extrait aqueux de la Mentha pulegium L.
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4.3.1.3. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

Selon les résultats représentés dans la figure 21 on observe une vitesse maximale de la
croissance mycélienne (9.75mm/j) pour la dose (20ml), par la suite la vitesse est diminuée
avec 1’augmentation de la concentration d’extrait aqueux, on a enregistré une valeur plus
basse (6.95mm/j) pour la concentration (50ml), puis la vitesse est augmentée et atteint une

valeur de (7.75mm/j) pour la dose (70ml) (Voir I’annexe 8).

La vitesse de croissance mycélienne (mm/j)

12

[y
o

00}

[op}

La vitesse (mm/j)

mycélienne (mm/j)
N

N

La vitesse de croissance

o

Témoin 20 ml 40 mi 50 ml 60 ml 70 ml
Les doses (ml)

Figure 21. La vitesse de croissance mycélienne (mm/j) de Mauginiella scaettae en fonction
des doses (ml) de I'extrait aqueux de la Mentha pulegium L.

4.3.1.4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)
D'apres les résultats obtenus nous n‘avons enregistré aucune CMI.

L’activité antifongique d’extrait aqueux de la Mentha pulegium L a été démontrée dans
plusieurs recherches (Hajlaoui et al., 2009 ; Matos et al., 2011 ; d’Aouadhi et al., 2013 ;
Ghazghazi et al., 2013 ; Pali¢ et al., 2015).

Les résultats d’Aouadhi et al. (2013) ; Ghazghazi et al. (2013) montrent que 1’extrait
méthanolique des feuilles de Mentha pulegium n’était pas actif contre les souches fongiques

testées (Aspergillus Niger, Aspergillus flavus) donc n’avait pas d’effet antifongique.
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4.3.2. Activité antifongique de I'extrait aqueux d’Eucaltptus globulus L
4.3.2.1. Evaluation de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus dans la figure 22 révelent que la croissance mycélienne a été
diminuée par des valeurs variables, et remarquables aprés trois jours (0.4cm, 0.415cm,
0.35cm, 0.24cm, 0.1375cm) en termes de déférentes doses respectivement (20ml, 40ml, 50ml,

60ml, 70ml) par rapport au témoin (0.56cm) (Voir I'annexe 9).
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Figure 22. Evaluation de la croissance mycélienne (cm) de Mauginiella scaettae en fonction
de temps et les doses (ml) d'extrait aqueux d'Eucalyptus globulus L.

4.3.2.2. Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus dans la figure 23 montrent que I’extrait aqueux d’Eucalyptus
globulus L, présente une activité inhibitrice (19.75%, 17.9%, 25.92%, 39.5%, 52.16%)
proportionnelle avec les doses (20ml, 40ml, 50ml, 60ml, 70ml) respectivement (Voir annexe
10).
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Le taux d'inhibition de la croissance mycélienne (%)
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Figure 23. Evaluation du taux d'inhibition (%) de la croissance myceélienne de Mauginiella
scaettae en fonction de temps et les doses (ml) de I'extrait aqueux d'Eucalyptus globulus L.

4.3.2.3. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

Selon les résultats représentés dans la figure 24 on remarque une vitesse maximale de
la croissance myceélienne (10.435 mm/j) pour le témoin. Puis une déstabilisation de la vitesse
(8.76mm/j, 9.41mm/j, 8.15mm/j, 9.01mm/j) pour les doses (20ml, 40ml, 50ml, 60ml)

respectivement, et atteint une valeur de (7.81 mm/j) pour la dose (70ml) (Voir I'annexe 11).
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Figure 24. La vitesse de croissance mycélienne (mm/j) du Mauginiella scaettae en fonction
des doses (ml) de I'extrait aqueux d’Eucaltptus globulus L.
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4.3.2.4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

D'apreés les résultats obtenus nous n'avons enregistré aucune CMI.

L’activité antifongique d’extrait d’Eucalyptus globulus L a été démontrée dans plusieurs
recherches; (Sundari et al., 2015 ; Ahmed et al., 2016 ; Khan et al., 2017).

Les résultats de Khan et al. (2017) montrent que 1’extrait méthanolique d’Eucalyptus
globulus inhibé de maniere significative la croissance mycélienne des souches fongiques

testées (Aspergillus Niger, Aspergillus flavus).

Tous nos résultats précédents nous permettent de dire que les extraits aqueux des deux
plantes diminuent la croissance mycélienne du pathogéne testée mais pas une inhibition

totale.

Ces résultats pourraient étre attribués aux concentrations utilisees, d’aprés Lhoste et al.
(1993), Ling et al. (2003) et Pamo et al. (2003), les extraits végétaux d’un certain nombre de
plantes contiennent des composés tels que les tanins, les flavonoides et les alcaloides qui sont
dotés de propriétés fongicides. Les différentes concentrations d’extraits ont influencé de fagon
significative la croissance radiale du champignon; les concentrations élevées étant plus
inhibitrices (Tsopmbeng et al., 2014). Taylor et al. (1996) ont indiqué que l'augmentation de
la concentration de l'extrait affecte soit la membrane plasmique, car les substances actives
décomposent la membrane ou inhibent les réactions métaboliques nécessaires a la croissance

des micro-organismes.

Aussi, pourraient étre attribuée a une différence de la concentration des composés
chimiques lors du processus d’extraction. Selon Bougandoura et Bendimerad (2012), le
méthanol permet une meilleure extraction des composés tels que les flavonoides et les
terpénoides qui sont des molécules reconnues pour leur activité antifongique. En outre, ’eau
agirait beaucoup plus sur des substances inactives qu’actives, alors que le méthanol plus
sélectif agirait plus sur des substances actives contre le pathogene. Cette hypothese corrobore
avec les travaux d’Akhilesh et al. (2010) qui ont rapporté que I’extraction au méthanol était

plus efficace sur I’activité antimicrobienne que celle a I’eau.

En plus, Cela peut étre dii au manque de stabilite des composés actifs de I'extrait dans
une courte période de traitement, Salih AL-Asadi (2008), Il a indiqué que des extraits aqueux
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de certaines plantes, conservés pendant un mois, perdaient la capacité d'inhiber la croissance
de F. oxysporum donc, nous pouvons dire que la période de traitement affecte le taux

d'inhibition du champignon.
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Conclusion

Notre étude a été réalisée pour I’évaluation de ’effet des extraits aqueux de deux
plantes (Mentha pulegium L et Eucalyptus globulus L) contre le champignon Mauginiella

scaetta Cav, 1’agent causal de la pourriture de I’inflorescence qui affecte le palmier dattier.

La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir

antifongique de nos extraits vis-a-vis la souche Mauginiella scaetae.

Le traitement par L’extraits aqueux de Mentha pulegium L montre que ce dernier est
inhibé la croissance de Mauginiella scaetae, le taux d’inhibition de ce dernier est arrivée a la
valeur de (47.91%) pour la dose (50 ml), tandis que a I'état dautre doses (60ml, 70ml) nous

avons enregistré une diminution de taux d’inhibition.

Le traitement par L’extraits aqueux de Eucalyptus globulus L montre que ce dernier est
inhibé la croissance de Mauginiella scaetae, le taux d’inhibition de ce dernier est arrivée a la
valeur de (52.16%) a partir de la dose (70 ml).

Ces résultats de pouvoir antifongique de deux plantes peut étre attribuée aux
concentrations utilisées ; a une différence de concentration des composés chimiques lors du
processus d’extraction ; ou bien la période de traitement était insuffisante pour inhibé

totalement la croissance du pathogene.

Comme perspective de notre travail on suggére de :
Augmenter les doses correspondant les deux extraits.
L'utilisation d’autres méthodes d'extraction.

Appliquer les travaux de notre lutte in vivo.
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Annexe 1. Temperatures mensuelles de Biskra (c°) pour la période (2007-2018).

Mois | Jan | Fév | Mars | Avr | Mai | Juin | Juil | Aout | Sept | Oct | Nov | Déc | \jqy
annuelle

T [181)19,1] 229 |27,8|32,8|37,8|41,2| 403 |351|295|227|181| 288

max

T | 71|97 | 11,4 1152|199 24,7|28,2| 27,9 | 236 18,4144 | 9,4 17,5

min

T [12,7]13/4] 17,3 |21,0|26,2|31,2|34,8| 341 |29,0(239|173|128| 228

moy

Annexe 2. Les vitesses moyennes mensuelles des vents (m/s) de Biskra durant I’année (2007-

2018).
Mois | Jan | Fév | Mars | Avr | Mai | Juin | Juil | Aout | Sept | Oct | Nov | Déc Moy
annuelle
Vent | 3.9
(m/s) 49 | 51 |47 47|41 34|32 |33 |34[40|34| 40

Annexe 3. Précipitation moyennes mensuelles (mm) de la région de Biskra durant I’année
(2007- 2018).

Mois ) ) ) . Moy
Jan | Fév | Mars | Avr | Mai | Juin | Juil | Aout | Sept | Oct | Nov | Déc
annuelle
P
85(12,0| 13,9 |173|11,4| 47 |06 | 2,3 [218|268| 9,1 | 6,6 | 1350

(mm)




Annexes

Annexe 4. L’humidité moyenne mensuelle (%) de la région de Biskra durant 1’année (2007-

2018).
Mois | Jan | Fév | Mars | Avr | Mai | Juin | Juil | Aout | Sept | Oct | Nov | Déc | Moy
annuelle
H(%)|56-8 | 49.3| 45.1 |41.6|34.3)30.0 | 27.3| 32.1 | 40.9 | 49.3|53.3|58.7 | 43,225
Annexe 5

La composition du milieu de culture PDA (Potatos Dextrose Agar) :

- Pomme de terre 200g

- Glucose 20g

- Agar- Agar 17g

- Eau distillée 1000ml

Préparation du milieu de culture (PDA). Selon la méthode de (Larpent, 1997) :

- Laver et couper (200) g de pommes de terre en petits cubes.

- Les mettre dans 1 litre d’eau distillée et porter & ébullitions pendant 20 minutes et

filtrer.

- Dissoudre 17g d’agar a chaud dans I’extrait puis ajouter le 20g glucose et Compléter a

1 litre.

- Couler le milieu de culture dans des flacons et le Stériliser dans ’autoclave a 110°c

pendant 30 minutes.

- Le PH de milieu de culture est 5.

- Aprés la preparation de milieu de culture, ce dernier doit étre coulé dans des boites de

pétri pour étre ensemencées par la suite (20 ml de milieu de culture dans chaque boite de

pétri).



Annexes

Annexe 6. Moyenne de croissance mycelienne (cm) de Mauginiella scaetae en effet de temps
et les doses (ml) d’EA de la Menthe pulegium L.

T (h)

D (ml) 24h 48h 72h
témoin 0.65 1 1.44
20ml 0.76 1.01 1.28
40ml 0.73 0.83 0.9
50ml 0.63 0.78 0.75
60ml 0.7 0.79 0.81
70ml 0.73 0.80 0.83

Annexe 7. Croissance mycélienne (cm) de Mauginiella scaetae en fonction de temps et les
doses (ml) d’EA de la Mentha pulegium L.

T(h)
D (ml) 24h 48h 72h

témoin 0.075 0.25 0.47
20ml 0.13 0.255 0.39
40m| 0.115 0.165 0.2
50ml 0.065 0.14 0.125
60m 0.1 0.145 0.155
70ml 0.115 0.15 0.165

Annexe 8. Taux d'inhibition de la croissance mycélienne (%) de Mauginiella scaetae en effet

de temps et les doses (ml) d'EA de la Menthe pulegium L.

" T(h) )

D (m 72
20ml 11.11%
40ml 37.5%
50ml 47.91%
60ml 43.75%
70ml 42.36%

Annexe 9. La vitesse de la croissance mycélienne (mm/j) de Mauginiella scaetae en effet des
doses (ml) de I'EA de la Menthe pulegium L.

Les doses (ml)

Les vitesses (mm/j)

témoin 9.71
20 9.75
40 8.03
50 6.95
60 7.51
70 1.75
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Annexe 10. Moyenne de croissance mécylienne (cm) de Mauginiella scaetae en effet de
temps et les doses (ml) d'EA de I'Eucaluptus globulus L.

T (h)
D (ml) 24h 48h 72h
témoin 0.65 1.075 162
20ml 0.6 0.86 13
40ml 0.66 1.01 133
50ml 0.63 0.60 1.2
60ml 0.85 0.9 0.98
70ml 0.8 0.74 0.775

Annexe 11. La croissance mycélienne (cm) de Mauginiella scaetae en effet de temps et les
doses (ml) d'EA de I'Eucaluptus globulus L.

T (h)
D (ml) 24h 48h 72h
témoin 0.075 0.2875 0.56
20ml 0.05 0.18 0.4
40ml 0.08 0.255 0.415
50ml 0.065 0.05 0.35
60ml 0.175 0.2 0.24
70ml 0.15 0.12 0.1375

Annexe 12. Taux d'inhibition de la croissance mécylienne (%) en effet de temps et les doses
(ml) d'EA de I'Eucaluptus globulus L.

T (h)
D (ml) 72h
20ml 19.75%
40ml 17.90%
50ml 25.92%
60ml 39.50%
70ml 52.16%

Annexe 13. La vitesse de la croissance mécylienne de Mauginiella scaetae (mm/j) en effet de
temps et les doses (ml) d'EA de I'Eucaluptus globulus L.

Les doses (ml)

Les vitesses (mm/j)

témoin 10.435
20 8.76
40 9.41
50 8.15
60 9.01
70 7.81
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Résumé

Dans le but de rechercher des moyens de lutte biologique contre les champignons
responsables de la pourriture de I’inflorescence de palmier dattier, des tests de l'activité
antifongique des extraits aqueux de Mentha pulegium L, et Eucalyptus globulus L ont été
réalisés. Les extraits aqueux, obtenues par la méthode d’infusion. Le pouvoir antifongique de
ces extraits a été étudié vis-a-vis Mauginiella scaetae par la technique de contact direct. Nos
résultats montrent que les extraits aqueux des deux plantes possedent une faible activité
inhibitrice (47.91%, 52.16%) a partir des doses (50 ml, 70ml) respectivement.

Mots clés: Mentha pulegium L, Eucalyptus globulus L, Extrait aqueux, Activité antifongique,

Mauginiella scaetae.

Abstract

In order to find ways of biocontrol against the fungi responsible for the rot of the date
palm inflorescence, tests of the antifungal activity of aqueous extracts of Mentha pulegium L,
and Eucalyptus globulus L have been made. The aqueous extracts, obtained by the infusion
method. The Antifungal activity of these extracts was studied against Mauginiella scaetae by
the direct contact technique. Our results show that the aqueous extracts of the two plants have

a low inhibitory activity (47.91%, 52.16%) from the doses (50 ml, 70ml) respectively.

Keywords: Mentha pulegium L, Eucalyptus globulus L, aqueous extract, antifungal activity,

Mauginiella scaetae.



