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Résumé

Parmi les maladies inféodées a la feve (Vicia faba), la fusariose a présenté des dégats
tres important dans les cultures de cette année. L’isolement effectué sur des plants de féve
malades présentant des pourritures nous a permit de mettre en cause un isolat de Fusarium
oxysporum. Dans cette présente étude nous nous somme propos¢ d’étudier I’activité
antifongique de deux extraits méthanoiques de Salvia officinalis isolé par deux techniques
différentes, macération et Soxhlet, sur le champignon isolé.

Nos résultats ont révélé que les méthodes d'extraction et la concentration de I’extrait
avaient un effet significatif sur la croissance mycélienne et la sporulation du champignon avec
une efficacité certaine de I’extrait méthanoique par Soxhlet.

On a également testé 1’effet de trois milieux de culture a savoir: PDA, Czapeck et
FEA ; sur la croissance mycélienne et la sporulation de cet isolat. Les résultats obtenus
montrent que la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum est meilleure sur le milieu
Czapeck alors que la sporulation est favorisée par le milieu PDA.

Mot clés: Fusarium oxysporum, Vicia faba, Salvia officinalis, activité antifongique,

macération, soxhlet, milieu de culture.

Absract

Among the diseases associated with broad beans (Vicia faba), fusarios is particularly
damaging in this year's crop. Isolation carried out on diseased bean plants showing signs of
rot enabled us to identify an isolate of Fusarium oxysporum. In the present study, we set out
to investigate the antifungal activity of two methanoic extracts of Salvia officinalis isolated by
two different techniques, maceration and Soxhlet, on the isolated fungus.

Our results revealed that extraction methods and extract concentration had a
significant effect on mycelial growth and sporulation of the fungus, with a definite efficacy of
the methanoic extract by Soxhlet.

The effect of three culture media was also tested: PDA, Czapeck and FEA; on
mycelial growth and sporulation of this isolate. Results showed that Fusarium oxysporum
mycelial growth was best on Czapeck medium, while sporulation was favored by PDA
medium.

Key words: Fusarium oxysporum, Vicia faba, Salvia officinalis, antifungal activity,

macération, Soxhlet, culture medium.
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Figure 36: conservation de Fusarium oxysporum dans des les tubes (ORIGINALE ,2023) ...... Erreur!
Signet non défini.

Figure 37: L’effet «in vitro» des différentes concentrations de 1’extrait méthanoique par macération de
S. officinalis sur Fusarium oxysporum de la feve (ORIGINALE, 2023) ..... Erreur ! Signet non défini.
Figure 38: Effet de I’extrait méthanoique par macération sur la croissance mycélienne de
Fusariumoxysporum de la feve (ORIGINALE, 2023). .......cccccceevrviireieniene. Erreur ! Signet non défini.
Figure 39: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum sous 1’effet des
différentes concentrations de 1’extrait méthanoique (par macération) des feuilles de S. officinalis

(ORIGINALE, 2023).....c.eiiiieiieiisiisiesiesie et Erreur ! Signet non défini.
Figure 40: Effet de I'extrait par macération des feuilles de Salvia officinalis sur la vitesse de croissance
de Fusarium oxysporum (ORIGINALE, 2023). ........cccccvvininineneecie Erreur ! Signet non défini.

Figure 41:1’effet « in vitro » des différentes concentrations de 1’extrait méthanoique par Soxhlet de S.
officinalis sur Fusarium oxysporum de la feve (ORIGINALE, 2023). ..... Erreur ! Signet non défini.
Figure 42: Effet de 1’extrait par Soxhlet sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum de la
féve (ORIGINALE, 2023)......ccoiieieieee ettt st Erreur ! Signet non défini.
Figure 43: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum sous 1’effet des
différentes concentrations de I’extrait méthanoique (par Soxhlet) des feuilles de Salvia officinalis

(ORIGINALE, 2023).....cceciiitiiieie ettt st Erreur ! Signet non défini.
Figure 44: Effet de I'extrait méthanoique par Soxhlet des feuilles de Salvia officinalis sur la vitesse de
croissance de Fusarium oxysporum (ORIGINALE,2023) .........ccccccevvevenene Erreur ! Signet non défini.

Figure 45: Taux d’inhibition de la sporulation de F.oxysporum sous I’effet desdifférentes
concentrations de I’extrait méthanoique (macération) des feuilles de Salvia officinalis (Originale,
2023) .ttt e et e e be e et e rearaesresraerens Erreur ! Signet non défini.
Figure 46: Taux d’inhibition de la sporulation de F.oxysporum sous I’effet des différentes
concentrations de 1’extrait méthanoique (par Soxhlet) des feuilles de Salvia officinalis (Originale,

2023). bt Erreur ! Signet non défini.
Figure 47: Comparaison entre les taux d’inhibitions des deux extraits méthanoiques (Soxhlet et

L1 E IO L T0] ) RSP USR Erreur ! Signet non défini.
Figure 48: I’effet des trois milieux de culture sur Fusarium oxysporum de la feve (ORIGINALE,
2023) .t e e beahe et e reanaesresraerens Erreur ! Signet non défini.
Figure 49: effet de différents milieux de cultures sur la croissance mycélienne de 1’isolat de Fusarium
oxysporum (ORIGINALE, 2023) .......ccoiiiiirieieieeeiees et Erreur ! Signet non défini.
Figure 50: Vitesse de croissance de Fusarium oxysporum cultivés sur différents milieux
(ORIGINALE, 2023).....cuiieiieiiiiisiisie ettt Erreur ! Signet non défini.

Figure 51: Effet des milieux de culture sur la sporulation de F. oxysporum (ORIGINALE, 2023)
...................................................................................................................... Erreur ! Signet non défini.
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Tableau 6: Rendements des extraits méthanoiques de sauge (ORIGINALE, 2023).. Erreur ! Signet non
défini.

Liste des abréviations

% : Pourcentage

°C : dégrée Celsius

cm : centimetre

D : diamétre de la colonie.

d: diamétre de I’explant.

F.O : Fusarium oxysporum

FAO : food agriculture organisation

Fig : Figure

g : gramme

h : Heure

ha : hectare

J : Jour

gx : quintaux

R%: Rendement d’extrait en pourcentage
S : Salvia

Tab : Tableau

MS : Métabolite secondaire

INRA : Institut national de la recherche agronomique

f. sp. : Forma specialis



Introduction

Les légumineuses, source durable d'aliments riches en protéines, sont largement
cultivées dans le monde entier. Le développement de la culture des légumineuses est essentiel
pour diversifier les sources de protéines dans l'alimentation humaine afin de permettre un
apport en macroéléments, pour les populations n'ayant pas ou peu accés a 1’alimentation
carnee (DESSAUX, 2020). Parmi les Iégumineuses, la féeve (Vicia faba L.)est considéree
comme une culture importante du point de vue écologique, nutritionnel et économique
(MINGUEZ et RUBIALES, 2021 ; XIAO et al., 2021), c’est une alternative agronomique
viable aux céréales (SINGH et al., 2013). 1l s'agit d'une culture a usages multiples qui fournit
divers services écosystémiques, c'est-a-dire qu'elle est cultivée principalement comme source
alimentaire pour la population humaine résidant en Asie et en Afrique, comme alimentation
animale (ensilage) dans la région européenne et comme fixateur de l'azote atmosphérique
dans les sols agricoles, ce qui réduit considérablement I'application d'engrais synthétiques
(ZHOU et al., 2018 in DHULL et al., 2022).

La feve peut étre affectée par un large éventail de stresse biotiques, comme des virus,
des mauvaises herbes parasites, des nématodes, des insectes ravageurs, des maladies
fongiques foliaires et des agents pathogénes transmis par le sol, (MINGUEZ et RUBIALES,
2021), y compris Fusarium oxysporum (Mahmoud et Abd El-Fatah ,2020)

Les espéces de Fusarium, I'un des agents pathogenes les plus critiques transmis par le
sol, limitent la croissance et le rendement des cultures, et engendrent des pertes financieres
agricoles massives dans le monde entier (ZHENG et al., 2022).

Le Fusarium oxysporum est l'espéce de Fusarium la plus importante sur le plan
économique et la plus couramment rencontrée. 1l est également classe le cinquiéme sur une
liste des 10 principaux champignons pathogenes fongiques en fonction de leur importance
scientifique et économique (DEAN et al., 2012; GEISER et al., 2013 in LOMBARD, 2019).
La lutte chimique contre ces champignons engendrent un grand probléme environnemental tel
que I’érosion, la pollution des sols ou encore la sélection de maladies et de ravageurs
résistants aux traitements phytosanitaires. Face a ce constat, de nouvelles préoccupations liées
a la protection de 1’environnement, ont vu le jour, ce qui a lancé un débat passionné sur la
nécessité de mettre en ceuvre de nouvelles solutions alternatives (WAHBI, 2016).

Dans cet optique, ['utilisation de végétaux ou de matieres végétales comme

biopesticides revét une grande importance et mérite une plus grande attention; Parmi les



plantes riches en substance actives, on retrouve celles appartenant a la famille des Lamiacées.
Cette derniére regroupe environ 233 genres et 6000 espéces (MERGHANI, 2019).

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a I’une de ces espéces: la sauge (Salvia
officinalis L.). C’est une plante aromatique et médicinale d'origine mediterranéenne bien
connue pour ses propriétés antioxydants, principalement dues a sa composition en composés
phénoliques (LIMA et al., 2007).Ce travail a pour objectif, de pouvoir récupérer les
principaux constituants de cette plante par deux méthodes d’extractions (la macération et le
Soxhlet), afin de déterminer leurs activités antifongiques. Pour cela nous avons réparti cette
étude en deux parties:

- Une premicre partie relative a 1’étude bibliographique de: La féve Vicia faba, 1’agent
pathogéne Fusarium oxysporum, et la plante aromatique Salvia officinalis.

- Une autre partie réservée a I’étude expérimentale ou nous avons présenté:

> Les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail.

> Les différents résultats obtenus et leur discussion.

> Une conclusion générale qui résume I’ensemble de ces résultats.



Partie bibliographique



Partie bibliographique Chapitre | : Plante héte

Chapitre I: Plante hote, la féve (Vicia faba)

1. Généralité

Les Légumineuses alimentaires sont considéerées comme les plantes a graines les plus
cultivées par 1’homme, et occupent depuis longtemps une place importante, dans
I’alimentation humaine. Elles jouent un réle important dans le développement de
I’économie nationale, des pays du Maghreb (KHALDI et al., 2002). Vu leurs adaptation
faciles aux différents milieux, nous pouvons les rencontrer dans la plupart des régions du
monde (MEZANI, 2011)

La Féve ou féverole (Vicia faba L.) est I'une des légumineuses les plus anciennement
domestiquées (MANICKAVASAGAN et THIRUNATHAN, 2020 in BOULEHLIB et al.,
2020) et I’une des cultures les plus importantes dans le monde (Khursheed et al., 2018).Elle
est la quatrieme culture légumiere pratiquée dans le monde aprés les petits pois, les pois
chiches et les lentilles (YAHIA et al., 2012).

2. Origine et répartition géographique de la féve

Selon (CUBERO, 2011lin MAGHBOUNE et NEKAA, 2020), le centre d’origine de
Vicia faba. Serait le Proche-Orient, cette plante aurait été disséminée d’abord vers 1’Europe
centrale et la Russie puis vers I’est de la méditerranée et a partir de I’Egypte et les cotes
arabes vers 1’Abyssinie puis de la Mésopotamie vers 1’Inde et la Chine. Au cours du 16ieéme
siecle, la culture de la féve a été introduite en Amérique par les Espagnoles et vers la fin du
20iéme siecle, elle réussit a atteindre 1’ Australie.

En Algérie, elle est principalement cultivée dans les plaines cotiéres et dans les zones
sublittorales. C'est l'une des espéces les plus cultivées dans les régions montagneuses,
particulierement en Kabylie, pour I'alimentation humaine et animale (CHOUAKI et al., 2006
in BOULEHLIB et al., 2020)

Figure 1: Air de répartition de Vicia faba (origine en orange, surface agricole en vert (BERAUD,
2007)
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3. Caracteres taxonomiques de féve
WOJICIECHOWSKI et al. (2004) et SAADI(2014) in HABALLAH et al., (2018) ont
décrit la classification de la feve comme suit :

Régne: Plantae

Sous-régne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Sous-classe: Rosidae

Ordre: Fabales
Famille: Fabaceae
Genre: Vicia
Espéce: Vicia faba L.

Sa classification se base sur la taille des graines et des gousses; les formes a petites,
moyennes et grosses graines en constituent les catégories classiques (SMALL et al.,1998in
BESSAOUD et MAALAOUI 2021).

« La variété "minor" correspond aux types a petits grains.
* la variété botanique "équina’ aux types a grains moyens.
» la variété "major" représente les cultivars a gros grains.
Dans le langage courant V. faba major correspond a la féeve potagere, V. faba Minor et
V. faba equina représentent la feverole au sens large (LEGUEN et DUC, 1992).

Figure 2: Les différents types et cultivars de la feve (RABIA, 2019)

(a) : Graines de vicia faba major ;
(b): Graines de vicia faba equina ;
(c): Graines de vicia faba minor
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4. Les variétes de feves décrites en Algérie:
Les différentes variéteés de la féve qui se trouvent en Algérie sont:

4.1.Féve Aguadulce
D’aprés CHAUX et FOURY (1994), c’est une variété demie précoce, trés répandue en
culture. Les gousses sont volumineuses de couleur vert franc, trés longue pouvant atteindre 20

a 25 cm renfermant 7a 9 graines. C’est une variété trés productive.

4.2.Feve Séville
Selon LAUMONIER (1979), la variété Séville est tres proche de la variété Aguadulce
mais légérement plus courte sur pied et plus petite en gousse (5 graines contre 6), elle est

aussi légerement plus précoce, elle reste une variété standard de rendement moyen.

4.3.Feve Muchaniel
D’aprés CHAUX et FOURY (1994), la féve de variété Muchaniel est une variété
relativement tres précoce et productive, elle a des gousses de couleur vert clair de 20 cm de

longueur, renfermant de 5 & 6 graines blancs.

4.4.La Féverole
Elle possede un systéme racinaire trés repoussant et structurant, et de surcroit I’une des

plus performantes, en matiére de fixation de 1’azote (THOMAS, 2008).

Figure 3: Variété de la féeve (Vicia faba) (BESSAOUD et MAALAOUI, 2021)

a : Aguadulce, b : Séville, ¢ : Muchaniel, d :Extra précoce
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Figure 4: Variétés de la féve (V. faba major L.) et la féverole (V. faba minor)
présentent en Algérie (MEZANI, 2011).

a:Séville, b :Aguadulce, ¢ :Muchaniel, d :Févrole

5. Production de la féve séche

5.1.Production mondiale

La production mondiale de féveroles s'est élevée a 5,43 millions de tonnes métriques
en 2019. Au niveau régional, I'Asie est en téte avec 33,55 % de la production totale de
féveroles, suivie par I'Europe (UE) et I'Afrique, (FAO, 2020in DHULL et al., 2022). Les
pays producteurs, exportateurs et importateurs de féveroles sont présentés dans le tableau 1.

La Chine, I’Ethiopie représentaient environ 50 % de la production mondiale totale,
tandis que dans I'UE, le Royaume-Uni et la France figuraient parmi les cinq premiers
producteurs. En 2019, I'Australie était le premier exportateur de féve avec 265 543 tonnes
métriques, soit pres de 30 % des exportations totales, suivie par le Royaume-Uni, la
Lituanie, I'Egypte et la Latvia (FAO, 2020in DHULL et al., 2022). L'Egypte est en téte des
importateurs avec 309 355 tonnes métriques, soit 40,48 % des importations mondiales totales,
suivie par la Norvege, I'Allemagne, I'Arabie saoudite et la France (FAO, 2020in DHULL et
al., 2022).



Partie bibliographique Chapitre | : Plante héte

Tableau 1: Production, importation et exportation de feve/féverole (FAO 2020 in
DHULL et al., 2022)

Leading countries Quantity (metric tons)
China 1,740,945
Ethiopia 1,006,752
Producers UK 547,800
Australia 327,000
France 177,380
Australia 265,543
UK 119,071
Exporters Lithuania 92,445
Egypt 71,022
Latvia 66,860
Egypt 309,355
Norway 56,437
Importers Germany 46,707
Saudi Arabia 43,397
France 30,396

5.2.Production nationale
En Algérie, la féve est retenue notamment pour la consommation humaine sous forme
de gousses fraiches, ou en grains secs. La feéve est cultivée sur ’ensemble des zones
agro-écologiques d’Algérie. En effet, elle se trouve dans la zone littorale jusqu’aux hauts
plateaux et dans la zone sublittoral. A 1’ouest elle est cultivée dans les wilayas de Tlemcen,
Mascara, Chlef; a I’Est-elle est cultivée a Skikda, Bejaia, Guelma; dans la région de Biskra
la feve est également tres cultivée (FELIACHI, 2002)
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Tableau 2: Evaluation de la superficie et production de la féve en Algérie (FAO, 2016 in
BESSAOUD et MAALAQUI 2021)

Compagne agricole | Superficie (ha) Production (gx) | Rendement (qx/ha)
2006 - 2007 31284 279735 8,9
2007 - 2008 30688 235210 7,7
2008 - 2009 32278 364949 11,3
2009 - 2010 34210 366250 10,7
2010 - 2011 37090 379820 10,2
2011 - 2012 36835 405070 11
2012 - 2013 37668 423860 11,2
2013 - 2014 37499 413889 11
2014 - 2015 39977 448070 11,2
2015 - 2016 35147 375980 10,7
moyenne 35267,6 369283,3 10,39

D’apres le tableau 2, la superficie moyenne réservée pour la culture de la féeve en
Algérie est de 35267,6 ha. Elle présente des variations d’une année a une autre, ce qui influe
sur la production qui varie aussi, sur une moyenne de 10 années.

Nous constatons egalement des fluctuations de rendement, qui présente une moyenne
de 10,39gx/ha.Le rendement maximal a été noté durant la compagne agricole 2008- 2009 avec
11,3gx/ha, par contre le rendement minimal est enregistré durant 1’année 2007 /2008 avec
7,7gx/ha.Ces variations de rendement peuvent étre expliquées, par la mauvaise conduite des
cultures,ainsi que les conditions climatiques défavorables (BESSAOUD et MAALAOUI,
2021)

6. Intérét de la culture de la féve

6.1. Intérét nutritionnelle

La féeve (V. faba) est I’une des Iégumineuses a grains les plus communes, utilisée pour
la consommation humaine et animale (GOYOAGA et al., 2011). Elle constitue un aliment
nutritif trés important surtout pour les populations a faible revenus, qui ne peuvent pas
toujours s’approvisionner en protéine d’origine animale (DAQOUI, 2007).

La valeur nutritive de la feve a été traditionnellement attribuée a un contenu a haute
valeur protéique, qui varie de 25 a 35% malgré le desequilibre en acides aminés soufrés. La
plupart de ces protéines sont les globulines, les albumines, la glutiline et les prolamines. C’est

aussi une bonne source de glucides, minéraux
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notamment calcium et fer; vitamines; fibres. Aussi, 1’analyse chimique de cette
Iégumineuse reléve sa richesse en acide gras linoléique (LARRALDE et MARTINEZ, 1991).

Hydrate de carbone '+ Globuline Albumine
Glutiline et prolaline ~ Sucre et vitamine

504 11%
7% >

19% 8%

Figure 5: Composition chimique de la feve (LARRALDE et MARTINEZ,
1991 in LOUDARENE et BOUZEBOUDJA, 2022)
6.2. Intérét agronomique de la féeve
Jensen et al. (2010) rapportent que la féeve améliore la teneur du sol en azote, Selon
HAMADACHE (2003), elle améliore aussi sa structure par son systeme racinaire puissant et

dense. Les résidus des récoltes enrichissent le sol en matiere organique.

7. Caracteres botanique de la féeve

La feve est une plante annuelle, herbacée érigée et vigoureuse; diploide
(2n=12chromosomes) et partiellement allogame (WANG et al., 2012). Elle est formée d’un
appareil végetal et d’un appareil reproducteur (LOUDARENE et BOUZEBOUDJA 2022).

Les tiges sont simples, creuses, carrées et dressées, tandis que les feuilles sont
composées, ovales, charnues, terminées par une pointe, de couleur vert pale a grise. Les
folioles sont larges, de couleur verte plus terne, sans vrille. L'inflorescence est en raceme de
deux a cing fleurs (parfois les fleurs sont solitaires), a corolle blanche ou rosée, avec des
taches noires sur les ailes inserées aux nceuds. Il n'y a pas d'inflorescence terminale ce qui fait
que la floraison est en principe indéfinie. Le fruit est une gousse dressée de 15 a 25 cm de
long contenant 5 a 10 graines de forme ovale et aplatie avec une peau épaisse : les féves. Elles
sont protégées par une couche duveteuse blanchéatre . Les racines sont pivotantes avec de tres

nombreuses radicelles portant des nodosités (BERAUD, 2007)
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Figure 6: Différentes parties de la feve (MARDY, 2017)

a : pieds de la plante, b : fleure, ¢ : racine, d : gousses

8. Cycle biologique ou stades phrénologiques

La feve est une plante annuelle, son cycle complet, de la graine a la graine est
d’environ 5 mois (CHAUX et FOURY, 1994). D’aprés BRINK et BELAY (2006) in
LOUDARENE et BOUZEBOUDJA (2022),le développement de la féve est caractérisé par
cing stades principaux (Tab3): germination et levée, développement végétatif, sénescence de

la gousse et sénescence de la tige.
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Tableau 3: Les stades phénologiques de la feve (LOUDARENE et BOUZEBOUDJA, 2022)

Stades de développement | Définitions Périodes

) correspond & la sortie de la premiere
Stade de levée ) ) Novembre
paire de feuilles.

) apparition de deux paires de ]
Stade deux feuilles ) Décembre
folioles.

) _ ce stade correspond a I’apparition o
Début de floraison Février-Mars
des bouquets floraux

) ) c’est le début de la formation )
Stade de pleine floraison Mars-Awvri
des gousses

Maturité c’est le grossissement des gousses | Mai

La récolte c’est la récolte des gousses séches. | Début Juin

9. Exigences de la culture de féve

9.1.Exigences edaphiques et climatiques
Culture peu épuisante, elle préfere les terrains argilo-limoneux aux sols calcaires. Elle
préfere les sols profonds, bien drainés et presque neutres (pH de 6,5 a 7,5) avec une
alimentation hydrique réguliére (Sibennacheur, 2007 in DEBBAKH, 2021). Une température
quotidienne moyenne aux alentours de 13 °C est optimale pour sa croissance La résistance au
froid est trés variable pour la féeve (Vicia faba L.)Suivant les types variétaux (de printemps ou
d’hiver).Vicia faba L. est tolérante aux exces d’eau .En revanche. Elle est sensible a la

sécheresse et aux fortes chaleurs au moment de la floraison (DEBBAKH, 2021)

9.2.Exigences agronomiques
Afin d’assurer a la plante une bonne autonomie vis-a-vis de ses besoins en eau, et en
raison de son enracinement pivotant, une bonne préparation du sol avec un labour profond est
conseillé (CHAUX et FOURY, 1994). Selon ANONYME (1977) in AMARA et
BOUARROUDJ (2020), un labour d’été¢ de 30 a 35cm de profondeur suivit d’un désherbage
est recommandé.ll est déconseillé de faire revenir la féve avant 4 ou 5 ans sur la méme

parcelle de méme, les autres légumineuses (pois chiche, lentille, haricot......) sont également

9
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déconseillées en raison du risque de développement des maladies, des ravageurs et autres
parasites (orobanches, nématodes...) (MAOUI et al. 1990).

Selon LAUMONIER (1979), d’apreés les régions et les variétés, le semis de la féve
peut s’effectuer a partir du mois d’octobre jusqu'a la fin du mois de février et début du mois
de mars; dans certains cas nous pouvons aller jusqu’au début du mois de mai; en Algérie, le
semis est réalisé au mois de novembre afin d’éviter la sécheresse printaniére et le

développement de 1’orobanche.

10. Probléme phytosanitaire de la féeve

10.1. Adventices
La féve est une culture sensible a la compétition des adventices. Des pertes de
rendement en grain de 18% ont été obtenues quand les adventices n'ont pas été contrblés
durant les 40 premiers jours aprés le semis de la culture (Zemrag, 1998 in TANJI , 2001 ).
Dailleurs, les pertes dues aux adventices dépendent de plusieurs facteurs, en particulier la

variété, le peuplement, I ‘espéce adventice et sa densité (TANJI, 2001).

10.1.1. Plantes parasites " I’Orobanche "

La féve peut étre parasitée par 3 especes d’orobanche : Orobanche crenata (Figure 7
b), Orobanche foetida (Figure 7 a) et Phelipanche aegyptiaca (PEREZ-DE-LUQUE et al.,
2010).

C’est une plante holoparasite sans chlorophylle, qui dépend entierement de son hote,
pour réaliser son cycle biologiqgue (KHARRAT, 2002). Elle occasionne des pertes
considérables, pouvant entrainer la destruction totale de la feve (ABBES et al., 2010). D’aprés
HAMADACHE (2003), I’espéce la plus connue en Algérie est 1’Orobanche spécieuse

(Orobanche crenata Forsk)

Figure 7: Espéces d’oranbanche(K_HAIRI_ et TEMANI, 2009)

Orobanche crenata (a), Orobanche foetida (b)

10
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10.2.

Les ravageurs

La féve est attaquée par plusieurs ravageurs, le tableau 4, regroupe les principaux

insectes et ravageurs de cette espece.

Tableau 4: Les principaux ravageurs de la feve.

Ravageur Dégats Références
Sitone du pois Les adultes mordent les feuilles, mais ce sont les | (DOSDAL Letal.,
(Sitona lineatus) larves qui occasionnent le plus de dégats en | 2009).

détruisant les nodosités.
'
|

(BOUTTET etal.,
2009)

Nématodes des Sur les plantes, D. dipsaci provoque des (BOIZET et
tiges gonflements et des lésions qui virent au marron | VANNETZEL
(Ditylenchus dispaci) | rougeatre puis noir. Les plantes infestées sont 2013).
chétives, tordues et épaissies.
Le bruche de la féve L’adulte pond sur les gousses ; la larve y pénetre | BOUGHDAD,
Bruchus rufimanus) | puis dans les graines ot elle termine son 1994)
développement, en dépréciant la qualité des (BOUTTET et al.,
graines 2009)
!
Pucerons de la féve Il provoque le dessechement ,les dégats se
(Aphisfabae) manifeste par : (GODIN et
Une moindre croissance, Mauvaise fructification, BOIVIN, 2002).
I’enroulement et chute précose des feuilles, (DEDRYVER
ir}stallation du fumagine et transmission des 2010 in AR AB’ ot
VITS. FEDDI, 2018)
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10.3.  Les maladies
La feve peut étre aussi attaquée par diverses maladies bactériennes, virales et

fongiques.

10.3.1. Bactéries
La féve est susceptible d’étre attaquée par des bactéries, telles que Bacterium phaseoli,
Bacterium vicia, Pseusodomonas viciae (MUEHLBAUER et al., 1997).

10.3.2. Virus

Les virus sont pour la plupart disséminés par des vecteurs (pucerons, nématodes,
coléopteres) et certains d’entre eux sont transmis par semence. Les travaux menés en Algérie
ont permis de mettre en évidence 1’existence de huit virus dont les plus importants sont : Bean
yellowmosaic virus (BYMV) (Figure 8 a), Broad Bean Mottle Virus (BBMV) (Figure 8 b),
Bean LeafRoll Virus (BLRV) (Figure 8 c¢), Pea EnationMosaic Virus (PEMV) (Figure 8d) et
Afalfamosaic virus (AMV) (OUFFROUKH et AGGAD, 1996). Le Faba Bean Necrotic
Yellow Virus(FBNYV) est I'un des premiers virus identifi¢ dans I’Est de I’Algérie. Il
provogue une mosaique,une jaunisse et des nécroses sur les feuilles (ALLALA et al., 2001in
BOURKAIB, 2015).

PEMV
Figure 8: Symptomes de quelques maladies virales sur feve (a, b, c)
(TIFFRENT, 2009 et d ; THORBEN, 2007 in BOURKAIB, 2015).

12
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10.3.3. Champignons
Parmi les maladies fongiques qui peuvent attaquer la féve nous pouvons citer :

10.3.3.1. Anthracnose
L’anthracnose causée par Ascochyta fabae, se manifeste par des petites taches claires,

qui évoluent en grosses taches sur les feuilles (Figure 9 a). Cette maladie entraine des dégats

dés la levée de la végétation et provoque 1’éclatement des tiges et des gousses (Figure 9 b)

&

(PLANQUAERT, 1987et GIRARD, 2014 in BOURKAIB,2015).

Figure 9: Symptomes de 1’anthracnose (BOUTTET et al., 2009)

a: sur feuille b: sur grains

10.3.3.2.  Mildiou
Le Mildiou (Peronospora viciae) se manifeste par un jaunissement des plantes,
déformation des tiges et des pétioles, apparition d’un feutrage blanchatre sur la face inférieure
de la feuille (TIVOLI et al., 1986 in DJERIBIAI, L 2016).

i -)/
iFigure 10: Mildiou infestant les
feuilles de feve (INRA, 2015)

10.3.3.3.  Rouille
Causée par Uromyces viciae- fabae, la rouille est une maladie grave de la feve
(Fig.11). Au Moyen-Orient et Afrique Orientale, elle cause des attaques séveres qui atteignent

13
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jusqua 70% des cultures. Selon MESSIAEN et al. (1991), la rouille conduit a
I’affaiblissement des plantes, la diminution du nombre et du remplissage des gousses, et a des
desseéchements sprématurés dans les cas les plus graves (LOUDARENE et BOUZEBOUDJA,
2022)

el

Figure 11: Taches brunes rougeatre de la rouille
sur une feuille de feve (ABRAS et al.,2016)

10.3.3.4. Taches chocolat (Botrytis fabae)

Les études menées durant ces derniére années en Algérie ont montré que Botrytis
fabae et botrytis cinerea causent des symptdmes similaires sur leur plante héte, la féeve
(BOUZNAD et al. 2011).

Ce sont des champignons nécrotrophes connus, comme la principale cause de la
maladie dite «taches chocolat » de la féve dans le champ, ou le champignon forme des
Iésions bruns foncés (COLE et al., 1998).

Lt

Figure 12: Des taches rouges brunes sur les
feuilles causées par Botrytis sp. (ABRAS et al.,
2016)
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Chapitre 11 : La fusariose de la féve

1. Généralités sur le genre Fusarium

L’origine de I’appellation Fusarium est liee au mot latin fusus, du fait que les spores
des champignons de ce genre sont en forme de fuseau. (BOOTH, 1984).

Les espéces de Fusarium sont des champignons filamenteux cosmopolites,
comprenant des pathogeénes opportunistes infectant les plantes du monde entier, mais pouvant
également se développer en tant que saprophytes dans diverses zones climatiques (STEPIEN
et al., 2019). On distingue prés de 40 especes largement répandues dans la nature, et dans les
sols cultivés, et sont actives dans la décomposition de matieres végétales cellulosiques. Elles
sont généralement associées aux céréales et aux légumineuses, qu'elles envahissent
généralement avant la récolte comme F. solani et F. oxysporum (PITT et al., 2009; STEPIEN
et al., 2019 in BOUTABA et CHAOUCHE, 2019) . Elles sont responsables de nombreuses
maladies connues sous le terme de fusarioses, telles que le flétrissement vasculaire ou la
pourriture racinaire et du collet (LEPOIVRE, 2003 in LALIBI, 2022)

2. Conditions environnementales
Les champignons du genre Fusarium sont surtout présents dans les régions
subtropicales du monde (MCGOVERN et al., 2001 in AJILOGBA et al., 2013). La
température optimale pour l'infection se situe entre 27 et 31°C, mais la maladie peut se
développer a une température plus basse.
Les niveaux d’humidité du sol favorable au développement du Fusarium sont compris
entre 28 et 75 %, avec un pH compris entre 6 et 8 (GLEN et al., 2003)

Le flétrissement fusarien peut rester viable dans le sol jusqua 30 ans (

THANGAVELU et al., 2003). Il est destructeur pour les plantes et progresse rapidement.
(AJILOGBA et al., 2013).

3. Fusarium oxysporum

3.1.Généralités

Fusarium oxysporum est un micromycéte cosmopolite, pathogene, responsable des
dommages causés a plus de 100 cultures a travers le monde économiquement importantes
(LALIBI, 2022). F. oxysporum est une espece anamorphe qui comprend des souches

pathogénes et non pathogenes. Les formes pathogenes des plantes provoquent une maladie de
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flétrissement et sont regroupées en formae speciales en fonction de leur gamme d'hétes
(GORDON, 1997).

3.2. Position taxonomique
Fusarium oxysporum a plus de 120 formes spéciales. La position systématique de
Fusarium oxysporum est comme suit (SOLTANE, 2022):

Régne : Fungi
Division : Ascomycota
Classe : Ascomycetes

Sous-classe :  Sordariomycetes

Ordre : Hypocreales
Famille : Nectriaceae

Genre : Fusarium

Espeéce : Fusarium oxysporum

3.3.Les symptomes

Chez la féverole, le flétrissement fusarien est I'une des principales maladies
dévastatrices qui menacent les cultures a haut rendement et a grande surface, et qui est
principalement causée par un champignon pathogéne F. oxysporum f. sp. fabae (FOF)
transmis par le sol (GUO et al., 2021 in ZHANG et al.,2022)

Les symptébmes du flétrissement fusarien de la féve causé par F. oxysporum
comprennent le jaunissement et le flétrissement des feuilles, qui finissent par noircir et
mourir. Le systeme de faisceaux vasculaires du systéme racinaire et des tiges devient brun a
noir, avec une décoloration et une décomposition a la base du systéme racinaire et des tiges
(ZHANG et al.,2022)

16



Partie bibliographique Chapitre 11 : La fusariose de la féeve

Figure 13: Pourriture fusarienne des racines et
Iésions de la tige (PEGG et MANNERS, 2014)

3.4.Cycle de vie de F. oxysporum

Les exsudats racinaires sécretés par la plante dans la rhizosphére provoquent la
germination des spores de F. oxysporum. Le mycélium du champignon se développe dans le
sol jusqu'a atteindre la racine de la plante héte. Le champignon sécréte alors des enzymes de
dégradation de la paroi (CWDEs, Cell Wall-Degrading Enzymes)(LIONETTI et al., 2012). Le
champignon se développe jusqu'au cylindre central puis commence a envahir les vaisseaux du
xyleme en produisant des spores. Afin de limiter le développement du champignon, la plante
développe des bouchons vasculaires », comme les tyloses qui résultent d'une expansion des
cellules du xyleme (GONZALEZ et al., 2001in PLANCHON, 2018).

L'ensemble de spores, mycélium et bouchons développés par la plante va provoquer
une obstruction des vaisseaux du xyléeme, empéchant l'apport d'eau. C'est alors que se
développent les premiers symptémes de la fusariose qui se traduisent par un desséchement
acropéte de la plante et un recourbement en crosse de I'apex. En fin de cycle, le champignon
développe des spores a la surface des feuilles et graines infectées qui, au moment du
rouissage, retourneront au sol pour effectuer un nouveau cycle infectieux (PLANCHON,
2018)
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Figure 14: Cycle infectieux de F. oxysporum (PEREZ-NADALES et al.,2014 in
PLANCHON, 2018)

3.5. Identification de Fusarium oxysporum

3.5.1. Aspect macroscopique
En culture, les colonies des isolats de Fusarium présentent souvent des nuances roses,
jaunes, rouges ou violettes souvent avec une teinte pourpre, et sont clairsemés a abondants.

Leur mycélium est septé et incolore (BOOTH, 1984).

3.5.2. Aspect microscopique

L'espece est caractérisée par la présence de Macroconidies abondantes, incurvées, avec
une cellule basale bien marquée; elles contiennent 3 a 5 septa (23 a 54 um de long sur 3 a 4.5
pm de large). Ainsi que des microconidies abondantes, fusiformes ou en forme de reins,
produites dans de fausses tétes a partir de monophialides courtes, robustes et solitaires (8 a
20um de long sur 3 a 5 um de large). Et de nombreuses chlamydospores produites isolées ou
par paire (CHABASSE et al.,, 2002; PITT et HOCHING, 2009 in BOUTABA et
CHAOUCHE, 2019)
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Figure 15: Caractéristiques microscopiques de Fusarium oxysporum (BOTTON et al., 1990 in
LAKHEL et ZEGHLOUL, 2013)
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3.6. Les moyens de lutte

Le contrble des fusarioses est difficile a cause de leur pouvoir saprophyte, leur
aptitude a coloniser les plantes non hotes et de survivre a des conditions défavorables, ainsi
que leur capacité de persister de longues périodes dans le sol en I’absence de la plante.
(BENHAMOU et al., 1997 in BELHOUAN et BOUSSAHA, 2017).

3.6.1. Lalutte culturale
Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent la maladie, comme la destruction
des débris de récolte des plantes fusariees. La jachere de longue durée, la rotation culturale

avec des cultures non- hotes, peuvent agir sur la densité de I’inoculum présent dans le sol

(EDEL et al., 1995; SCOTT et al., 2012 in BELHOUAN et BOUSSAHA, 2017).

3.6.2. La lutte génétique
Elle consiste a introduire des genes de résistance au niveau des plantes appelées

plantes trans-génétiques. Ces genes sont responsables de la synthése de protéines capables
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d’¢liminer le parasite. Cependant, cette technique fut inefficace car elle a été a 1’origine de

I’apparition de races plus virulentes (HENNI, 1998)

3.6.3. La lutte biologique

Le control biologique se base sur I’exploitation des potentialités microbiennes
antagonistes ont fait I’objet de plusieurs études. Parmi les microorganismes expérimentés
avec succes, a 1I’égard des maladies d’origine tellurique, les Pseudomonas spp. fluorescents et
les Fusarium non pathogenes occupent une place de choix (ARMSTRONG et
ARMSTRONG, 1981) .

De méme, il a été démontré que des souches de F. oxysporum non-pathogénes pour
une espece végétale peuvent entrer en compétition pour les nutriments ou la colonisation
racinaire avec des souches de F. oxysporum pathogenes (ALABOUVETTE et al., 1998 in
HOADJLI,2022). Ainsi, I’activité infecticuse des formes spéciales de F. oxysporum peut étre

limitée par cette compétition.

3.6.4. Lalutte physique
Elle consiste a stériliser le sol par la chaleur avant toute transplantation par la
solarisation ou le traitement des racines avec de l'eau chaude entre 48 et 49°C pendant 30
secondes (ANCHISI et al ., 1985 in BELHOUAN et BOUSSAHA,2017).
Mais généralement, ni le traitement a 1’eau chaude ni la solarisation ne sont des
solutions efficaces a long terme (CORBAZ, 1990 in BELHOUAN et BOUSSAHA,2017).

3.6.5. La lutte chimique
Elle est efficace mais présente beaucoup d’effets néfastes, elle se fait par une
désinfection du sol a I’aide de fongicides. Les fongicides les plus usités reste le triazole et ces
dérivés qui sont des composés tres actifs grace a leur noyau qui posséde une activité
pharmacologique, antibactérienne, antifongique (HAMOIR et al, 2001 in HOADJLI, 2022).

3.6.6. La lutte intégrée
C’est la combinaison de toutes les techniques précédentes afin de lutter contre les
phytopathogénes pour une longue durée. Ces méthodes ne sont efficaces que si I’on a une
meilleure connaissance des mécanismes qui sont a 1’origine des interactions entre la plante et
I’agent pathogéne (CORBAZ, 1990 in HOADJLI, 2022) .
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Chapitre I11: Les métabolites secondaires et Salvia officinalis

1. Les métabolites secondaires

1.1. Genéralités

Les plantes produisent desmétabolites primaires (les sucres, les acides gras, les acides
aminés et nucléiques) utilisés pour leurcroissance et leur développement.Les produitsdérivés
des métabolites primaires, non directement impliqués dans la croissance et ledéveloppement,
sont considérés comme des métabolites secondaires (MS).

En général, les MSsont synthétisés a partir de modification de la biosynthése,
notamment la méthylation, glycosylation et I’hydroxylation (FIGUEREDOet al., 2008;
EHRLICHet al.,1971inTWAIJ et HASAN, 2022).

Les MS ayant une répartition spécifiques dans les organes, souvent ben faible
concentration. IIs jouent un rdle important dans I’interaction de plante avec son
environnement, particulierement dans la défense, la compétition, la symbiose ou la
pollinisation(HARTMANN,2007;LATTANZIO, 2013;0KSMAN-CALDENTEY et INZE,
2004 in MKONGWA,2022).

Il existe trois groupes chimiquement distincts des MS: les terpenes et stéroides, les
composésphénoliques, les composés contenant du N (azote) et du S (soufre) (CROZIER et al.,
2006).

1.2.Propriétés biologiques

Les métabolites secondaires ont pour role principale d’assurer des fonctions clés dans
la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores, etc.) et abiotiques (UV,
température, etc.) (BOURGAUD et al., 2001 in IDER et al., 2017).

Ils sont généralement connus pour leurs activités antioxydantes, anti-cancérigénes, anti
inflammatoire et antimicrobiennes. 11 sont également utilisés depuis bien longtemps, comme
arbme, parfums, colorants, produits pharmaceutiques et pesticides (OKSMANCALDENTEY
etINZE, 2004; PAGARE et al., 2015 inTWAIJ et HASAN, 2022).
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1.3. Composés phénoliques

1.3.1. Généralités

Parmi les métabolites secondaires, les composés phénolique constitue le groupe le plus
important avec plus de 8000 structures phénoliques connues, les composés phénoliques
constituent 1’'une des grandes familles de molécules largement répandues dans le régne
végétal (BETA et al., 2005 in KABRAN et al, 2014).Le terme phénolique est utilisé pour
définir des substances qui possedent au moins un groupement hydroxyle (OH) substitué surun
cycle aromatique. Ce nom provient du composé parent le plus simple: le phénol.
(FLEURIETet al., 2005 in KABRAN et al, 2014).

Ces composés ont une application thérapeutique contre les microorganismes
pathogénes (les bactéries, les champignons et les virus), les radicaux libres et I'inflammation
(OKIGBO et OMODAMIRO, 2006 in IDER et al.,2017).

1.3.2. Classifications des composes phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre classés sur la base; de leur structure chimique
(la nature de leur squelette carboné, le nombre, I’arrangementdes atomes de carbone et la
longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique); de Composition (contenant de
I'azote, de sucres ou non); de solubilité dans divers solvants; et de la voie par laquelle ils sont
synthétisés. Mais ils sont généralement classés enfonction de cette derniere (TIWARI et
RANA,2015).Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de
structures différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur
le squelette de base. (MUANDA, 2010).
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Tableau 5: Principales classes des composés phénoliques (REZAIRE, 2012).

Squelette carboné | Classe Structure de base
C6 Phénols simples : O3
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques : COOH
C6-C3 Acides hydroxycinnamique N COOH

coumarines ©/\(
C6-C4 Naphtoquinones o
C6-C2-C6 Stilbenes

O~

C6-C3-C6 Flavonoides
(C6-C3)2 Lignanes
(C6-C3)n Lignines
(C6-C3-C6)n Tanins condensés

1.3.2.1.Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides

phenoliques, les stilbenes, les lignanes, les coumarines et les xanthones..(MUANDA, 2010).

» Les acides phénoliques

On distingue deux principales classes d’acide phénolique; les dérivés de I’acide

benzoique(a) et les dérivés de I’acide cinnamique (b) (FLEURIETet al., 2005 ).
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Figure 16: Les pricipales classe d’acides phénolique (FLEURIET et al., 2005 )

a : Dérivés de I’acide benzoique ; b : Dérivés de I’acide cinnamique

> Les tanins

Les tanins sont isolés dans les vacuoles (RAVENET al., 2014 in MERABET et
BAOUALLI, 2020).

Selon BRUNETON (1999),0n distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs,
deux groupes de tanins différents par leur structure aussi bien que par leur origine
biogénétique. On note les tanins hydrolysables et les tanins condensés (MERABET et
BAOUALLI,2020).

Figure 17: Structure des tanins (KIHELI et al., 2016).

1.3.2.2.Les flavonoides

Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes (STOCKIGT
et al., 2002) et leur nombre ne cesse d’accroitre. Par définition, les flavonoides sont des
composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane (C6-C3-C6), les trois carbones
servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un
hétérocycle oxygéne.Les les flavonoides ont été classés en 6 familles qui impliquent les
flavonols, les flavones, les flavanes, les isoflavones, les anthocyanines et les flavanols .
(DE RIJKE et al.,2006)
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Figure 18: Structure générale des flavonoides
(DE RIJKE et al., 2006)

2. Lasauge:

2.1.Généralité

La sauge officinale, ou Salvia officinalis du nom latin Salvia « salvare», qui signifie
sauver, guérir;officinalis signifie médicinal (GHEZELBASH et al., 2015)est une plante
médicinale (JEDIDI et al., 2021) et aromatique(STANOJEVIC et al., 2010 in ACHIR et
SMAINE, 2020).Ce nom a été corrompu populairement Sauja et Sauge (la forme francaise),
en vieil anglais 'Sawge' qui est devenu le nom actuel de Sage (GRIEVE, 1984 in ACHIR et
SMAINE, 2020).

La sauge est une plante annuelle et bisannuelle d'origine méditerranéenne de la famille
des labiées (DJERROUMI et NACEF, 2004 in KHIREDDINE, 2014), qui regroupe environ
900 espéces identifiees autour du monde (MAKSIMOVIC et al., 2007;,LONGARAY
DELMARE et al., 2007in KHIREDDINE,2014).

Dans la langue arabe, lasaugeaplusieursnoms.Selon Ibn El Beytar, les andalous la
nomment "essalma" alors que les botanistes espagnols 1’appelle « salbia ». El djazairi indique
I'expression "souek ennebi” comme synonyme de Saleme (KHIREDDINE, 2014). Elle est
appelée aussi « Merremia » (KIHELI et MAKHLOUFI,2016).

La sauge a une longue histoire d'utilisation en médicine et en cuisine, d’ailleurs un
dicton médiéval affirme « pour quelle raison un homme devrait-il mourir alors que la sauge
pousse dans son jardin ? » (CALLERY, 1998; ISERIN, 2001 in ABED, 2021). Dans les
temps modernes elle est une plante indispensable dans un jardin ornemental (MIRAJ et
KIANI, 2016).
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2.2.Classification botanique

Selon BRIESKORN et al, (2019) in ABED(2021), la sauge appartient a:
Régne : Plantae

Sous-régne :  Tracheobionta

Division :  Magnoliophyta

Classe : Magnolipsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiale

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espéce : Salvia officinalis L.

2.3.Répartition géographique

Cette plante vivace est originaire de la Méditerranée orientale. Elle Préfére les terrains
chauds et calcaires (ROMBI et ROBERT, 2015 in ABED, 2021). Il existe environ 1000
especes de sauge a travers le monde. Ce genre est distribué dans trois régions principales dans
le monde: 530 espéces a I’Amérique centrale et latine, 250 espéces en Asie centrale et en
régions méditerranéennes, 30 en Afrique du Sud et 90 espéces en Asie de I’Est (WALKER et
al., 2004 ).

En Algérie les espéces qui ont été¢ déterminées sont de 1’ordre d’une trentaine

(MAKSIMOVIC et al., 2007 in BELABBAS et RIAD, 2019).
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Figure 19: Répartition geographique du genre Salvia dans le monde (WALKER et al.,2004)

2.4.Morphologie

Cette plante vivace posséde une tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant
parfois 80cm avec des rameaux vert-blanchatre.

Les feuilles sont assez grandes, épaisses et opposées, d’une couleur gris-vert.

Les fleurs sont bleu-violacé clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6, en
verticilles espacés. Le calice est campanulé a5 dents longues. la corolle avec la levre
supérieure bilabiée en casque et la levre inférieure trilobée (HANS, 2007in  ACHIR et
SMAINE, 2020) .

Le fruit est un tetrakene de couleur brun foncé a noir (BRUNTON,1993), la graine est
exalbaminée (BOTINREAU, 2010 in ANNANE et BOUALILI, 2014). Selon BELOUED
(2001), 1a floraison s’étend entre Mars et Mai. La racine de la sauge est brunatre et fibreuse
(MAATOUG, 1990in BELABBAS et Riad, 2019).
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Figure 20: Principaux constituants de Salvia
officinalis(BENCHACHOUA et SIMOUD, 2021)

a: fleurs ;b :Tige ;c: feuille ; d : graines

2.5.Propriétés biologique et utilisation de la sauge

La sauge renferme des huiles essentielles, des composés phénoliques dont l'acide
rosmancinique, destanins et des flavonoides. Aussi, la plante est riche en cestrogénes
(hormones féminines) et enSalvéne (TEUSCHERet al, 2005 in MERABET et BAOUALLI,
2020). lls possédent un certain nombre d'activités biologiques telles qu’antiseptique, anti-
inflammatoire, antiviral, antitumoral cytotoxique, anticonvulsivant (BACHIRRAHOet al.,
2016), antimicrobien et antioxydant (FU et al., 2013) , cardioprotecteur (KHIYA et al.,
2019in  MEKNI et RAHMOUNI 2021), antifongique (CUTILLAS et al., 2017),
antidiabétique (BEN KHEDHER et al., 2017in MEKNI et RAHMOUNI 2021), contr6le de la
maladie d’Alzheimer (JEDIDI et al., 2021;),etc

Cette a éteé utilisée pour réduire la transpiration, comme gargarisme pour les maux de
gorge, pour améliorer la régularité du cycle menstruel et réduire les bouffées de chaleur a la
ménopause, pour combattre la gastro-entérite et d'autres infections, pour améliorer le statut
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lipidique et la fonction hépatique en général, pour ameliorer I'appétit et la digestion, et pour
améliorer la capacité mentale ( Jakovljevicet al., 2019).

Elle est exploitée comme épices et agents aromatiques dans le domaine de la
parfumerie et des cosmétiques (SENATORE et al., 2006 in FU et al., 2013).

2.6. Toxicologie de la sauge

L’huile essentielle de la sauge, renferme trois composants assez toxiques (a, —thujone
et camphre)qui sont a 1’origine d’accidents survenus lors d’ingestion de trop fortes doses de
ce produit. Il est donc nécessaire de consommer avec modération cette plante. Pour cette
raison la réglementation dans certains pays limite les possibilités d’utilisation de la sauge
officinale (CATIONE et al., 1986; BEIER, 1990;STARY et al.,1977 in FELLAH,
ROMDHANE etABDERRABA, 2006).
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Chapitre I: Matériels et méthodes

1. Objectif du travail

Le présent travail a été réalisé au laboratoire de protection des végétaux, département
d’agronomie, de la facult¢ des sciences de la nature et de la vie, a I’Université¢ de
Mostaganem.

Le but de notre travail expérimental est I’évaluation de I’effet antifongique des extraits
de Salvia officinalis sur Fusarium oxysporum agent de la fusariose sur la féve. Les
expériences rapportées dans ce mémoire sont réalisées comme suit:

e Isolement et identification des isolats fongiques.
e Préparation des extraits de la plante medicinale Salvia officinalis

e Evaluation de I’activité antifongique des extraits de la sauge sur Fusarium oxysporum

2. Matériel biologiques

2.1. Matériel fongique

2.1.1. Prélévements des échantillons
La collecte des échantillons de la féve pour I’isolement du champignon responsable de
fusariose, s’est faite dans une ferme située a Bouguirat en mois de février, 2023.
L’échantillonnage est réalisé selon la procédure classique du choix aléatoire des

racines attaquées présentant des symptdmes de la maladie.
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Figure 22: Echantillon de féve infecté par
Fusarium oxysporum (Originale, 2023)

2.1.2. Isolement

L’isolement du champignon responsable de la fusariose sur féve, nécessite un lavage
de I’échantillon portant les symptomes de la maladie a 1’eau de robinet pour éliminer les
poussieres du terrain qui s’y déposent. Des fragments des racines malades sont alors découpés
et déposés pendant 30 a 60 secondes dans une solution d’hypochlorite de sodium (titré a 1 %)
afin d’éliminer les saprophytes. Ils sont rincés a 1’eau distillée stérile (3fois) séchés pendant 5
minutes sur du papier wattman stérilisé, puis placés dans les boites de Petri contenant le
milieu de culture PDA (Annexe), a raison de quatre par boite. Aprés 7 jours d’incubation a la

température de 25 °C, les colonies intéressantes sont repiquées. (MAHIOUT, 2017).

Figure 23: Les étapes de 1’isolement de Fusarium oxysporum (Originale, 2023).
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2.1.3. Purification de I’agent pathogéne Fusarium oxysporum de la feve

2.1.3.1.Repiquage
A T’aide d’une Anse de platine stérile, un disque fongique a été placé au centre de
nouvelles boites de Pétri contenant 15 ml du milieu de culture PDA. Les boites ont été par la

suite incubées 7 jours a une température de 25°C.

2.1.3.2.Culture monospore

Le but de cette technique est d’obtenir un matériel fongique génétiquement homogéne.
La purification a été réalisée par culture monospore selon la méthode de HENNI et al. (1994).
Cette technique repose sur la préparation de dilutions décimales. Les cultures monospores ont
été obtenues dans des conditions stériles.Un fragment de mycélium a été introduit dans 9 ml
d’cau distillée stérilisée, que nous avons agité vigoureusement manuellement. Des dilutions
décimales ont été réalisées par la suite de 10-1 & 10-4, seules les dilutions, 10-*, ont été
retenues et un volume de 0,1ml de cette suspension a été déposé et étalé en surface sur le
milieu PDA coulé dans boit Pétri, ’incubation a été réalisee a une température de 25C°
pendant 72h. Aprés ce temps d'incubation, on a réalisé un autre repiquage a partir des souches

de clture monospore, puis un microscope optique a été utilisé pour observer les colonies.

— s 1ml 1ml iml

—
7y

Fragment de -
mycebum

ZIN I ZTs #Tx
Figure 24: Schéma démonstratif des étapes de la culture monospore
(BRAHIM et al., 2021)
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2.2.La plante aromatique (Salvia officinalis)

2.2.1. La préparation de la plante aromatique pour I’extraction
La partie aérienne de Salvia officinalis (feuilles), a été collectée en janvier 2023 dans
la région de Mostaganem (site 3 de I’université de Mostaganem), qui est située a 104m de la

mer.

La matiere végétale a éte debarrassé des éventuels contaminants (terre, débris
végétaux...etc), et séchée a I’air libre, a 1’ombre jusqu’a la stabilisation de son
poids (15 jours).

Les feuilles de la sauge séchées sont réduits en poudre par broyage manuel, a fin de

favoriser I’extraction des composés.

Figure 25: Feuilles séchées et poudre de la sauge (ORIGINALE,
2023)

2.2.2. Détermination du taux d’humidité
Le poids des feuilles séchées, a été mesuré a 1’aide d’une balance de précision, la
mesure de ’humidité relative permet de connaitre 1’extrait sec du produit selon la formule
suivante (MAKHLOUFI, 2010) :
TH%=(Pa - PB) /Pa.

TH% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
Pa: Poids végétale de matiere fraiche.

Pp: Poids végétale de matiére séche.
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2.2.3. Le solvant d’extraction

L’extraction par solvant reste la méthode la plus pratique. Les solvants les plus utilisés
a I’heure actuelle sont le méthanol, I’hexane, le cyclohexane, I’éthanol et 1’acétone. Ces
solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que 1’eau si bien que les extraits contiennent
un nombre important de composés non volatiles tels que des cires, des pigments des acides
gras mais également des composés volatiles et bien d’autre substances (El HAIB, 2011 in
KHDIM et MERROUCHE, 2022).
Plusieurs résultats confirment la fiabilit¢ du méthanol ainsi que sa disponibilité, c’est ce
quinous a poussés a le choisir comme un solvant extracteur dans cette expérimentation
(KHDIM et MERROUCHE, 2022)

2.2.4. Préparation des extraits

2.2.4.1.Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté
dans la matiere premiére.

Dans le Montage, I’extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction.
Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le
solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant
a liquéfier les vapeurs du solvant (MERABET et BAOUALLI, 2020).

Les composees phénoliques sont extraites par la méthode d’extraction directe au
Soxhlet avec le méthanol comme solvant. Une petite quantité du broyat précédent est prise
puis broyée finement a 1’aide d’un broyeur jusqu’a obtention d’une fine poudre. On pese une
cartouche vide puis on y introduit 40 g de la fine poudre. La cartouche est installée dans le
Soxhlet et I’ensemble est adapté a un ballon préalablement sechée pesé. 600 ml de méthanol
(80%) avec 162,06 d’eau sont introduits dans le ballon. La circulation d’eau dans la colonne
réfrigérante est mise en marche, ce qui permet le retour du méthanol évaporé dans le ballon .

L’extraction se fait pendant 2h30 min (au moins 5 cycles sont nécessaires pour un
épuisement total) (LALIBI, 2022)
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Figure 26: Montage Soxhlet (ORIGINALE, 2023)

2.2.4.2 Extraction par maceération

L'extraction des polyphénols par macération a été inspirée par la méthode utilisée par
MOUSSAOUI et al. (2019).L'extraction a été réalisée selon les étapes suivantes:

Pour 40g de feuilles séches et broyées, on ajoute 1000 ml de solvant en raison de
20/80 ; (20% eau distillée et 80% de méthanol) et 200ml de I'eau distillée stérile. On couvre le
mélange avec du papier aluminium pour éviter la dégradation des polyphénols par la lumiere
et on le place sous agitation a froid pendant 24 heures. On filtre le mélange pour obtenir le
premier filtrat.

Apres on récupere le filtrat et on lui ajoute le méme volume de solvant ajouté
la premiere fois et on laisse sous agitation a froid pendant 24 heures. On filtre le mélange pour
obtenir le deuxiéme filtrat.

On répete l'opération pour une troisieme fois, a la fin de cette opération on obtient trois
(03) litre d'extrait. Les trois solutions sont mélangées pour étre passe au Rotavapeur a 40°C
afin de séparer les polyphénols du solvant.

La filtration a était effectuée sous vide. En principe c’est un tamisage ou la différence

de pression force le liquide a passer a travers le filtre pendant que les particules solides sont
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retenues a la surface. Les produits peuvent étre retenus bien que leurs dimensions permettent
leur passage a travers les pores du filtre.

Figure 27: La filtration de I'extrait méthanoique
obtenu par macération

2.2.4.3.Rotavapeur
Le principe de cet appareil est basé sur la distillation simple sous vide, qui permet

d'éliminer rapidement de grandes quantités de solvant, tel que les alcools.

Figure 28 : Passage de ’extrait au
Rotavapeur (ORIGINALE, 2023).

2.2.4.4 Calcul du rendement de I’extraction
Les rendements des extractions sont calculés suivant la formule ci-dessous
(MOHAMMEDI, 2006) :
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Rendement d’extraction (%) = :—;* 100

Sachant que:
Ps : poids de I’extrait sec en gramme (g).

Pp : poids de la poudre en gramme (g)..

2.3.Evaluation de I’activité antifongique de I’extrait méthanoique de la sauge (Salvia

officinalis) vis-a-vis du Fusarium oxysporum de la féve.

2.3.1. Préparation des dilutions des composés phénoliques

L’extrait de Soxhlet est solubilisé¢ dans des volumes variables d’eau distillée stérile en
vue d’obtenir un mélange homogeéne a différentes concentrations 12 ,5%, 25%, 50%, 75%,
100% , un témoin et un témoin + tween . La méme technique est utilisée pour la préparation

des dilutions de I’extrait de macération.

Figure 29: Les différentes dilutions du composé phénolique des extraits
(ORIGINALE, 2023)

a : par soxhelt b : par macération

2.3.2. Conduite de I’essai de I’évaluation de P’activité antifongique «invitro» de I’extrait
méthanoique de Salvia officinalis vis-a-vis de Fusarium oxysporum
1,5 ml de chaque dilution de I’extrait méthanoique sont ajoutés aseptiquement a 13,5
ml de milieu de culture PDA. Aprés solidification, chaque boite est inoculée a 1’aide d’un
disque mycélien de 5mm de diametre provenant du front de croissance des cultures agés
d’une semaine. Les boites sont incubées a 25°C; trois répétitions pour chaque concentration.
La méme technique est utilisée pour la préparation des dilutions de 1’extrait de

macération).
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Figure 30: Essai de 1’évaluation de ’activité antifongique de 1’extrait
méthanoique de la sauge vis-a-vis le Fusarium oxysporum (ORIGINALE,
2023)

a : extrait de Soxhlet b : extrait de macération

> Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycelienne est estimée en calculant la moyenne des deux
diametresmesurés sur les deux axes perpendiculaires, en utilisant la formule suivante
(RAPILLY , 1968):

L=24

2

L = croissance mycélienne
D = diametre de la colonie

d = diamétre de I'explant

» Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne
Elle est obtenue a partir de laformule de DOUMBOUYA et al., (2012).
Ti% =[(DT-D)/DT] *100
Ti% : taux d’inhibition de la croissance mycélienne.
DT : diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon (en cm) dans la boite témoin
D : diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon (en cm) dans la boite Pétri qui

contient 1’extrait.

39



Partie expérimentale Chapitre I: Matériel et méthodes

» Lavitesse de croissance (mm /j)
Elle est calculée en appliquant la formulesuivante, qui a était citée par (BETTOUATI,
2011).

_ (L2-L1)+(L3-1L2) + (L4-L3) ++..(Ln—1—Ln)
n-1

\Y

V = Vitesse de croissance (mm/j).

L = Croissance mycélienne (mm).

L1= Croissance mycélienne au ler jour.
Ln= Croissance mycélienne du dernier jour.

n = Nombre de jours durant le test

» Lasporulation
Elle est estimée selon la méthode décrite par KAISER (1972) in SAIAH (1994),
qui consiste a broyer et a macérer dans 10 ml d’eau distillée stérile, une culture, le dernier jour
du test de D’évaluation de la croissance mycélienne. Apres agitation et filtration sur
mousseline fine stérile, afin de retenir les fragments mycéliens, la numération des spores se
fait a I’aide d’une cellule de Mallassez.
Le pourcentage d’inhibition de la sporulation (Pis%) par rapport au témoin, est calculé

comme suit:

P1s% = [(NO — NC) /NO] * 100
Pls : pourcentage d’inhibition de la sporulation (%)
NO : nombre de spores estimées chez le témoin

NC : nombre de spores estimées en présence de I’extrait

2.4.Essai de ’effet de différents milieux de culture sur la croissance mycélienne et la

sporulation de Fusarium oxysporum

2.4.1. Choix des milieux de culture
Le choix des milieux de culture pour tout parasite dépend de ses exigences
nutritionnelles (RAPILLY, 1968). Nous avons testé 1’isolat de Fusarium oxysporum sur

différents milieux, afin de déterminer le milieu nutritif le plus favorable a la croissance
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mycélienne et a la sporulation. Trois milieux sont retenus: P.D.A, F.E.A, et Czapeck. Les

compositions respectives de ces milieux sont présentées en annexe.

2.4.2. Méthode

Apres stérilisation et répartition des milieux de cultures dans des boites de Pétri a
raison de 15ml par boite, I’ensemencement se réalise avec des explants de 5 mm de diamétre,
prélevés de la périphérie d’une culture agée de 7 jours, a I’aide d’un emporte-piece stérile.

Ces explants sont déposés au centre de la boite de Pétri. Trois répétitions sont retenues
pour chaque isolat et chaque milieu. Les 24 boites sont déposées a 1’obscurité dans

I’incubateur a 25°C.

fo

\
!

Figure 31: Essai des différents milieux de culture (Originale, 2023)

L’expérience s’achéve lorsque 1’'une des boites est completement recouverte. Des
observations sur les caracteres culturaux sont effectuées parallelement aux
mensurations(MOHAMED BEN KOIBICH et OMARI, 2017). Les méthodes de calcule de la
croissance mycélienne, de la vitesse de croissance et du pourcentage de sporulation sont citées

précédemment.

2.5.Analyse statistique

Le traitement de toutes les données a été réalisé a 1’aide de Microsoft Office Excel
pour le classement des données brutes et pour I’élaboration des graphes. L’analyse de
variance et la comparaison des moyennes (test de Newman-Keuls) ont été effectuées par

I’utilisation du logiciel Stat box version6.4.
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Discussion

Nous avons entamé notre étude par I’isolement de Fusarium oxysporuma partir de
plants de feve présentant des plants de pourritures racinaires. L’étude microscopique de
I’isolat a montré que le mycélium est cloisonné avec la présence de microconidies
unicellulaires ellipsoidales, des macroconidies falciformes,des chlamydospores globuleuses a
sub-globuleuses, des fausse tétes et des monophialide. Ces caractéristiques microscopique
fournissent des indices sur I’identité du pathogéne comme étant Fusarium oxysporum. Ces
résultats s’accordent avec ceux signalés dans la littérature par (KLECZEWSKI et
EGEL, 2011; LOMBARD, 2019 et ZHENG et al., 2022).Ces résultats rejoignent les travaux
de HADDOUDI et al., (2021) qui ont confirmé que 67% de la collection des champignons
isolés de la féve représente les différentes espéces de Fusarium sp.De plus Mahmoud et Abd
El-Fatah (2020)ont pu isoler le F. oxysporum a partir de plants de la féve naturellement
malades, Alors que LAMARI et BERNIER (1985) indiquent que le Fusarium sp.était associés
a la pourriture des racines des féves. D’autre part KHALEIL et al.,(2021) ont pu isoler
Fusarium solani a partir des racines des feves.

Nous avons étudié par la suite, I'effet in vitro des extraits méthanoiques de Salvia
officinalis L.(par macération et Soxhlet) sur le comportement in vitro du Fusarium oxysporum
isolé a partir de la feve. Nous avons établi que certaines des concentrations testées peuvent
affecter positivement la croissance mycelienne, la sporulation de ce champignon. Ces résultats
sont similaires aux travaux de (YILAR et KADIOGLU (2016)et BOUDERBA et al., 2022)
qui ont montré quel ‘extrait végétal de Salvia officinalis se révele significativement efficace
sur le développement mycéliende F. oxysporum, ou une augmentation de I'effet d’inhibition
de F. oxysporum a été observée en fonction de l'accroissement du dosage mais aussi de
I'extrait utilise.

D’autre part, nous avons remarqué que 1’extrait Soxhlet a été plus efficace vis-a-vis de
Fusarium oxysporum, que celui extrait par macération. Ce résultat a été noté précédemment
par IKEGBUNAM etal.,(2016) et NEGGAZ et al., (2018) qui ont indiqué que l'extraction
Soxhlet s'est avérée étre une technique plus efficace que la macération.

Nous avons terminé notre travail par testé trois différent milieux de culture a savoir:
(PDA), Czapeck et FEA, les résultats obtenus montrent que F. oxysporumse développe mieux
sur PDA. Cependant, la sporulation est plus importante sur le milieu Czapeck ce qui confirme
les travaux de MECHTA et al, (2015); BANI, (2011) qui indiquent que la diversification des
éléments nutritifs influe sur la croissance mycélienne et la sporulation des différents isolats

testés.



Conclusion

Pour remédier aux problémes résultant de [’utilisation des pesticides de synthése
considérés comme polluants et impactant la santé, les métabolites secondaires des plantes
aromatiques se présentent comme une alternative prometteuse.

La présente ¢étude s’intéresse a tester 1’effet antifongique de deux extraits
méthanoiques des feuilles de S. officinalis vis-a-vis du Fusarium oxysporum gue nous avons
isolé a partir de plants de féve présentant des pourritures racinaires.

Les résultats obtenus ont démontré D’effet significatif des extraits testés sur la
multiplication de F. oxysporum. De ce fait, ces derniers semblent riches en substances actives.
En effet, le choix du dosage et des techniques d'extraction doit étre soigneusement étudié car
ils influencent la bioactivité et la toxicité des extraits obtenus.

Une étude comparative entre les deux procédés d’extraction a été réalisée. La
technique d'extraction par la méthode Soxhlet s’est avérait plus efficace par rapport a
I'extraction par macération vis-a-vis:

e du rendement obtenu.
e du temps d’extraction qui est plus court pour I’extraction par Soxhlet.
e du taux d’inhibition.

Bien que les taux d'inhibition soient considérables, nous n‘avons pas pu atteindre la
CMI (concentration minimale inhibitrice), effet fongicide provoquant I’arrét presque complet
de la croissance de la population fongique.

La composition du milieu de culture est un facteur important pour la croissance
mycélienne et la sporulation de Fusarium oxysporum.Le milieu PDA s’avére plus favorable a
la sporulation, alors que le milieu Czapeck s’avere favorable a la croissance mycélienne. Ces
résultats indiquent également que la croissance mycélienne et la sporulation, n’ont pas les
mémes exigences nutritionnelles.

En perspectives, D’autres ¢tudes approfondies sont nécessaires pour:

e Optimiser les conditions d'extraction des métabolites secondaires par d’autres techniques
d'extraction.

e determiner spécifiquement quels composés présents dans les extraits de S. officinalis
peuvent réellement contribuer a I’activité antifongique.

e Evaluation d’un essai au champ «in plantay.

e poursuivre cette étude par d’autres recherches sur ’activité antifongique des extraits de

cette plante (sauge) sur d’autres agents phytopathogenes
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Annexes



ANNEXE 1
Milieux de culture

1. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) : Selon Rapilly (1968) :

a. Composition

Tableau 6: Composition du milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

Ingrédient Quantité Ingrédient Quantité
Pomme de terre 200g Agar agar 209
Glucose 209 Eau distillée 1000ml

b. Préparation
Peler, laver, couper en tranche la pomme de terre. Cuire 15 & 20 minutes dans
200ml d’eau, filtrer sur mousseline et presser. Ajouter le glucose au filtrat, compléter
le volume a 1000ml, ajouter 1’agar agar, la bien dissoudre en agitant. Autoclaver

pendant 30 minutes a 121° C.

2. Milieu FEA (Faba Extract Agar) :

a. Composition

Tableau 7: Composition du milieu FEA (Faba Extract Agar)

Ingrédient Quantité Ingrédient Quantité
Extrait de feve 2009 Agar agar 20g
Glucose 209 Eau distillée 1000ml

b. Preparation
Laver 200g des graines de féeve .Les mettre dans 500ml d’eau distillée et
porter a I’ébullition pendant 20min. filtrer et prendre I'extrait, Ajouter le glucose au
filtrat, compléter le volume a un litre, ajouter agar-agar. Stériliser le milieu 20minutes
a120°C.



3. Milieu CZ (Czapek Dox Agar) : Selon Rapilly (1968) :

a. Composition

Tableau 8: Composition du milieu CZ (Gzapek Dox Agar)

Ingrédient Quantité Ingrédient Quantité
) NaNO3 29 FeSO4 0.01g
K2HPO4 19 Saccharose 30g
MgSO4 0.5¢ Agar agar 209
KCI 0.59 Eau distillée 1000ml

b. Préparation

Dans un volume d’eau distillée faire dissoudre séparément les substances minérales,
une fois dissoutes mélanger I’ensemble des solutions. Ajouter le saccharose .Chauffer toute en
agitant, ajouter I’agar agar, agiter pour la bien dissoudre, compléter le volume a 1000ml.

Autoclaver pendant 30 minutes a 121° C.



