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Résumé

La fusariose sur petit pois causée par Fusariumsp., est une maladie causant des pertes totales des
plants de pois. Dans le but de rechercher des méthodes de lutte respectucuse de 1’environnement, notre
travail vise a tester I’effet antifongique de 1’huile essentielle de Salvia officinalis, une plante aromatique et
médicinale de la famille des lamiacées.

Cette plante renferme des composes phénoliques naturels, lui conférant des propriétés antifongiques
remarquables. Pour cela on a évalué ’effet antifongique « in vitro » et « in vivo », de I’huile essentielle de
cette plante vis-a-vis de deux isolats de Fusarium sp., isolés a partir de plants de petit pois présentant des
flétrissements et des pourritures au collets.

On remarque que le Fusariumsp 1, a été particulierement sensible a la présence dans le milieu de
culture de I’huile essentielle, ou 100% d’inhibions a été noté. une absence totale de la sporulation nous a
empéché d’estimer le taux d’inhibition de la sporulation de Fusarium spl.

L’espece Fusariumsp 2, a démontré en comparaison avec la premiére une certaine résistance a I’HE,
avec un taux inhibition de 30% pour la concentration la plus élevée. On remarque aussi,que I’HE de la sauge
exerce un pouvoir inhibiteur moyen de la sporulation, avec un taux de 54,5%.

Lors de I’étude «in vivo», l'huile essentielle de Salvia officinalis a montré une efficacité
remarquable dans la prévention et la réduction des symptdmes causés par Fusariumspp. Les plantes témoins
ont subi des dommages sévéres, tandis que les plantes traitées n'ont pas été gravement affectees.

Mots clés :

Fusarium sp, Salvia officinalis, croissance mycélienne, sporulation, huileessentielle.



Abstract:
Fusarium wilt on peas, caused by Fusarium sp., is a disease-causing total loss of pea plants. With the aim of
researching environmentally friendly control methods, our work aims to test the antifungal effect of the

essential oil of Salvia officinalis, an aromatic and medicinal plant from the Lamiaceae family.

This plant contains natural phenolic compounds, giving it remarkable antifungal properties. For this, we
evaluated the antifungal effect “in vitro” and “in vivo” of the essential oil of this plant against two isolates of

Fusarium sp., isolated from pea plants presenting wilting and collar rot.

We note that Fusarium sp 1 was particularly sensitive to the presence of essential oil in the culture medium,
where 100% inhibition was noted. a total absence of sporulation prevented us from estimating the rate of
inhibition of sporulation of Fusarium spl.

The Fusarium sp 2 species, in comparison with the first, demonstrated a certain resistance to EO, with an
inhibition rate of 30% for the highest concentration. We also note that sage EO exerts an average inhibitory

power on sporulation, with a rate of 54.5%.

During the "in vivo" study, the essential oil of Salvia officinalis showed remarkable effectiveness in the
prevention and reduction of symptoms caused by Fusarium spp. Control plants suffered severe damage,

while treated plants were not seriously affected.

Keywords:

Fusarium sp, Salvia officinalis, mycelial growth, sporulation, essential oil.
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Introduction :

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille botanique

des fabacéesl, elle présente des nodules sur leur racines et sur les tiges dans lesquels se
trouvent les bactéries, fixant I’azote atmosphérique (Murielle et Daniel, 2004).
Le pois (Pisumsativum L.) couramment appelé « petit pois » est une culture importante de la
famille des légumineuses et occupent la troisiéme place parmi les cultures maraichéres riches
en valeur nutritionnelle. 11 est caractérisé par sa capacité a 1’adaptation a la fois aux régions
chaudes de la Méditerranée et aux régions tempérées. La production mondiale en pois a atteint
son optimum en 1990 avec une production qui avoisine 16,5 millions de tonnes (FAOSTAT-
Dat, 2004). A partir de ’année 2000, la production mondiale s’est stabilisée autour de 10
millions de tonnes.

En Algérie, le pois Pisumsativum, est une plante agronomique trés appréciée en

Algérie, elle s’adapte trés bien aux conditions climatiques. Elle offre un apport de protéines
végétales pour 1’alimentation humaine et animale et constitue un excellent précédent cultural
dans les systemes de production céréaliere.
sa culture s’étend sur une superficie de 21200 ha avec une production annuelle de 632900 gx,
soit un rendement de 29,9 gx/ha (DSASI, 2001).
La fusariose est parmi les maladies les plus importantes affectant les plantations des petits
pois en Algérie. Cette maladie attaque les racines et la base des tiges des plantes, entrainant
leur affaiblissement et leur mort. L’agent pathogéne Fusarium sp., est un parasite tellurique
qui se conserve et reste viable dans le sol pendant plus de 10 ans (Messiaen et Cassini, 1968 ;
UniProt Consortium, 2009).

La lutte contre ce champignon se base essentiellement sur des traitements chimiques,
malheureusement ces derniers représentent une toxicité non négligeable sur I’environnement
et surtout sur la santé humaine. D’ou la nécessité de rechercher des méthodes alternatives aux
pesticides. Les chercheurs s’intéressent ces dernicres années aux extraits des plantes
aromatiques.

L’Algérie de par sa situation géographique, offre une végetation riche et diverse. Un
grand nombre de plante aromatiques y pousse spontanément ; Il constitue une plateforme
géographique tres importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche des
molécules issues des végetaux, qui ont longtemps servi comme moyen incontournable de

médication.



Salvia officinalis, appartenant a la famille des Lamiacées est considérée comme 1’une
des plantes médicinales et aromatiques les plus couramment utilisées dans [l'industrie
pharmaceutique. En raison de sa teneur élevée en teneur composants bioactif (Quezel,1963
;Santa, S.(1963).

Le présent travail, a pour I’objectif de mettre en évidence 1’activité antifongique «in
vitro » ; «in vivo » de I’huile essentielle de la sauge. Il s’agit d’étudier sonaction sur la
croissance mycélienne du champignon phytopathogene, Fusarium sp.

Il est réparti en deux grandes parties :
La partie bibliographique divisée en trois chapitres/
e Le premier chapitre rapporte une étude détaillée sur le petit pois
e Le deuxiéme chapitre comprend une étude sur le champignon, ses évolutions et ses
symptémes sur les pois.
e Le troisieme chapitre nous expose des données sur la Sauge officinale, ainsi que ses
différents usages.
La deuxiéme partie qui est expérimentale, est divisée en deux chapitres
e Le premier chapitre précise le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail

e Le deuxieme chapitre expose les résultats obtenus et leur discussion



Chapitre | :

Donnees bibliographiques sur le petit
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Chapitre | : Généralité sur le petit pois
1.1.  Origine et historique de petit pois

Le petit pois (Pisum sativum L.), est I'une des Iégumineuses les plus anciennes. Les
origines primaires du pois se situent vraisemblablement dans le sud-ouest d’Asie (Zohary et
Hopf, 1988), d’Abyssinie en Afghanistan et des régions avoisinantes. La région
méditerranéenne constitue un centre secondaire. A partir de ces centres, le pois se serait

dispersé dans le reste de I'Europe et de I'Asie (Kay, 1979).

Figure N°01 :Le petit pois (Al-Shehabi, 2018)

1.2. La description de la plante

C'est une plante diploideannuelle de la famille des Iégumineuses (Fabacées), Le pois
préfére les climats tempérés, avec des températures moyennes comprises entre 10 et 20°C. Il
est sensible au gel et ne supporte pas les températures inférieures a -5°C, la graine de Pois ne
présente pas de dormance et peut se développer dans d’excellentes proportions dés qu’elle a
atteint sa maturité physiologique.
1.2.1. La partie souterraine :

La partie souterraine est formée, d’un systéme racinaire pivot peu développé avec des
racines secondaires, s'enfoncant profondément dans le sol pour y puiser l'eau et les
nutriments. Les racines secondaires sont assez nombreuses portant des nodosités abondantes

dans les 30 premiers centimetres (Weeden et al.,1998).



1.2.2. La partie aérienne :

e Les tiges du pois sont grimpantes, creuses et cylindriques, atteignant une hauteur de
50 cm a 1,20 m. Elles sont ramifiées et munies de vrilles qui leur permettent de
s'accrocher aux tuteurs ou aux plantes voisines.

e Les feuilles du pois sont composée de plusieurs folioles 4 a 5 ;qui sont disposées de
maniere pennée le long du rachis, ellessont entiéres plus ou moins dentées, de forme
ovale ou elliptique, leur extrémité est arrondie et crénelée, pointue ou tronquée selon
les variétés (McGee,2012)

e Lesfleurs du pois cultivé sont de type papilionacé, ce qui signifie qu'elles présentent
une symétrie bilatérale et sont composées de cing pétales. elles sont blanches, simples
ou doubles avec une taille de 3 a 4 cm de long, les pédoncules de longueur variable
supportent une a trois fleurs (Elzebroek et Wind, 2008).

e Les fruits sont des gousses droites et aplaties d'une longueur moyenne d'une dizaine de
centimetres. Elles sont de couleur verte en général. Elles sont ou moins effilée ou

tronquée. comprenant 5 a 10 graines Les graines sont globuleuses (Al-Shehabi,2018).

d Scarlet Runner.

Figure 2 :Plant de Petit pois (ALAMY)

1 : monographie : branche d’une plante portant fleur et des vrilles (A), fleur (B), jeune gousse

(C), jeune gousse ouverte montrant les graines (D),

2 : photo : les racines (E)



1.2. Taxonomie
La classification du petit pois selon (Sanford et al., 1997), est la suivante.

Régne : Plantae
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnolipsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Faboideae
Sous-Famille : Papilionoideae
Genre : Pisum

Espéce : Pisum sativum L

1.3. Exigences naturelles :

Le petit pois est cultivé en automne et en hiver. Sa culture nécessite un
climat relativement frais avec une température comprise entre 07° et 24°C. Les pois
sont légérement sensibles a la période de lumiére et, aprés quelques jours, ils
fleurissent dans un sol de taille moyenne, qui lui convient, a condition que I'eau
d'irrigation qu'il contient soit suffisante, entre 800 et 1000 mm par an (Al-
Shehabi,2018).

1.4.Cycle de développement du petit pois :

Le cycle développement du petit pois comprend deux périodes :période végétative et
périodes reproductrice

La période végétative, s’étende de la germination jusqu’a la ramification.La
germination du petit pois est hypogée (Les cotyledons restent dans le sol), sa durée est entre
15 et 25 jours (Camara,B.et al., 2018).

La periode reproductrice est marquée par 1’apparition est le développement des nceuds
pour la premiére fleur. Les fleurs naissent a 1’aisselle des feuilles, une, deux et parfois trois

fleurs au plus sur des pédoncules de longueur variable (Krawczak, 1999).
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Figure 3 :Cycle de développement du petit pois (Kartable)

1.5.Types de pois
L’espéce Pisumsativum fournit plusieurs types d’aliments tant pour 1’homme que
pour les animaux :
e Les pois secs, Ou les graines sont récoltées a maturité, constituent un légume sec, et
sont aussi donnée aux animaux domestiques.
e Les pois frais, soit sous forme de graines immatures, soit de gousses entiéres
également immatures, un légume frais, appelé petit pois.
e La plante entiére fournit un fourrage au ruminant, soit en sec, soit en vert, frais ou
ensilé, les pailles sont aussi utilisées, c’est-a-dire les fanes restant sur le terrain apres

la récolte des gousses ou des graines (Khairi et Lamani, 2008).

1.6. Les variétés de petit pois
e Petits pois ronds a grains lisses (pois a cosse lisse) :présente des grains ronds et lisses
et une texture farineuse. lls sont généralement de couleur vert clair et sont souvent
utilisés pour la congélation ou la mise en conserve(Martinez-Hernandez et al., 2008)
e Pois a grains ridés : Ces pois ont des grains ridés et une texture plus sucrée que les
pois a grains lisses. lls sont généralement de couleur vert foncé et sont souvent

consommes frais ou cuits a la vapeur (Muehlbauer et al., 2007).



1.6.Composition et intérét nutritionnel
Les petits pois sont une excellente source de nutriments. Elles présentent également

une digestibilité élevée et une bonne teneur en calcium. Les protéines contenues dans la

graine sont constituées par environ % de globulines et ¥4 d’albumines (Duc,1996)

Une portion de 100 grammes de petits pois cuits comble environ 10% des apports
journaliers recommandés en protéines. Ces protéines végétales jouent un role crucial dans la
construction et la réparation des tissus, la production d’hormones et d'enzymes, ainsi que le
maintien d'une masse musculaire saine (Uddin et al., 2018). Elles sont riches en fibres et sont
source de vitamines et minéraux : potassium, phosphore, calcium et fer ; ainsi qu’en vitamine
C et vitaminesB, notamment de folates et vitamine B9. Les petits pois sont plus riches en eau
(74 %) et ensucres solubles que les pois secs, lls sont aussi intéressants pour leurs apports en
fibres(Holwach et al., 1982).

Tableau 01 : valeur nutritionnelle moyenne pour 100g de pois (Tacques, 1985).

Glu/lipides/port Glucides 569
Lipides 1.79
Protides 239
Bl 0,7mg
o B2 0,2mg
Vitamines B3 3,1mg
C 3mg
K 93mg
Calcium 60mg
Chlore 50mg
Fer 5,5mg
Potassium 930mg
Sels Minéraux Magnésium 130mg
Sodium 40mg
Phosphore 380 mg
Soufre 219 mg
Zinc 3,5 mg
Acides aminés Isoleucine 930 mg
Essentiels Leucine 1480 mg
Lysine 1620 mg
Méthionine 210 mg
Phénylalanine 1000 mg
Thréonine 860 mg
Tryptophane 210 mg
Valine 1000mg
Eau 129
Divers Fibre 15¢
Cellulose 5¢




1.7.Importance agronomique de pois
1.7.1. Importance agronomique mondiale de pois :

La culture du pois occupe une place prépondérante dans I'agriculture mondiale, jouant
un role crucial dans la sécurité alimentaire, la durabilité des systémes de production et la
préservation de I'environnement (Zahara et al., 2021).

Le pois est une culture économe en eau et en intrants. Comme les légumineuses, les
pois sont capables de prélever 1’azote de 1’air grace aux nodosités de leurs racines. Autonome
en azote, elle est un trés bon précédent au colza et au blé dans les rotations de culture.

Les principaux pays producteurs sont le Canada, la Russie et la Chine, suivis par
I’Inde et la France.

H Allemagne

H France

N Lituanie

M Espagne.

B Royaume-Uni

¥ Rép. tchéque

HSuéde

¥ Estonie
Autres

32%

10%

Figure 4:Production UE de pois 2015(Terres Univia)



1.7.2. Importance agronomique de la culture du pois en Algérie :

La culture du pois en Algérie revét une importance agronomique majeure, contribuant
de maniere significative a la diversification des systémes de production agricole et a la
sécurité alimentaire du pays (Benmansour et al., 2020).

Souvent, D’agriculteur est intéressé par la culture du pois visant ses atouts
agronomiques. En effet, le pois est capable de fournir ses besoins en azote par une simple
fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique.

Le pois a éte cultivé avant 1830 dans les jardins et les champs en Kabylie (Laumont et
Chevassus, 1960). La culture a pris un développement important en 1945, elle a connu par la
suite un essor remarquable de 1947 a 1952,

En 1980, 10800 ha ont été consacrés a cette culture. C’est en 1993 qu’on a enregistré
la superficie la plus importante avec 20800 ha, alors que le rendement le plus important a été
enregistré en 2001 sur une superficie de 19970 ha (Faostat.2004). En 2016, cette superficie
passe a 28 724 ha avec une production annuelle de 1029707 gx, soit un rendement de 35.8
gx/ha (MADR, 2016).

Les principales wilayas productrices du petit pois sont Mascara, Boumerdes, Biskra,

Mostaganem et Tlemcen.

Tableau 02 : Représentation de la superficie et de la production de petit pois par rapportaux

autres légumineuses alimentaires en Algérie en 2016 (ITGC,2016).

Cultures Superficie (Ha) Production (T) /an | Rendement (T/Ha)
Feéve/féverole 39977 44807,4 1,12

Pois chiche 25497 24903,3 0,98

Petit pois 11213 11050,3 0,98
Lentille 6330 49454 0,78
Haricot-sec 1788 1420,7 0,79

Gesse 265 265.0 1

Total 85070 87392.2
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1.8. Maladies et principaux insectes ravageurs du petit pois
1.8.1. Les maladies du pois
La culture du pois est constamment menacée par un large éventail des maladies
cryptogamique les plus importantes sont :
a) Le mildiou
Cette maladie est causée par le champignon Péronospora sp., il se manifeste en
période de temps frais et humide et se distingue par l'apparition de taches jaunatres sur les
feuilles, accompagnées d’un duvet blanc puis violacé a leur face inférieure.
Pour lutter contre le mildiou, il est essentiel de prévenir son développement et sa
propagation en :
e Respectant une rotation culturale d'au moins cing ans entre les cultures de pois
e Optant pour l'utilisation de variétés peu sensibles a cette maladie

e Broyant et enfouissantles fanes de pois aussitot aprés la récolte pour faciliter la

Figure 5 : Symptomes du mildiou sur feuille du petit pois (Terresinovia.2023)

b) Botrytis sp.

La pourriture grise, causée par le champignon Botrytis cinerea, apparait sous forme de
taches sur les feuilles, les tiges et les gousses, Il pénétre dans les plantes a partir de taches de
mildiou, de blessures (gréle, piqures d’insectes...)

Dans des conditions humides la maladie se propage tres rapidement a toute la plante,
puis a toue la parcelle. L’optimum thermique se situe autour de 15-20 C°.

Parmi les méthodes de lutte contre la pourriture grise, il faut

e Eviter les exces de végétation en limitant la fourniture d’azote par le sol (fumure

organique).
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o Préférer les variétés a portléger et dressé.

e Eviter des peuplements tropdenses (semis de précision).

e Soigner le désherbage.

e Protection fongicidepréventive des la floraison en alternant les matiéres actives pour
éviter I'apparition de souches résistantes.

Figure 6 : Botrytis sp. sur petit pois (Terres Inovia)

c¢) Anthracnoses
C’est une maladie causée par un complexede trois champignons du genre Ascochyta, a
savoir :Ascochyta pinodes, Ascochyta pinodella et Ascochyta pisi. Elle se manifeste dans
toutes les régions de culture du pois, en particulier dans les zones tempérées. Les dégats
peuvent étre considérables, pouvant atteindre jusqu'a 50% de pertes sur les cultures destinées
surtout pour la conservation. Les symptomes varient selon I'agent pathogéne impliqué :
» Ascochyta pinodes ou Mycospherella pinodes (teleomorphe) ; cause des nécroses
violacées voire brunes a la base des tiges.
» Ascochyta pisi, donne des lésions beiges a bordures foncees, avec au centre de
nombreuses ponctuation noires (pycnides).
» Ascochyta pinodella, cause des petites ponctuations de couleur noir a la base de la tige
et au niveau du collet.
Les moyens utilisés pour lutter contre cette maladiesont :
e Ultilisation des semences saines.
e Eviter les semis trop précoces et surtout les densités de semis trop élevées.

e Protection fongicide a partir de la floraison (Ali et al., 1978).
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Figure 7 :Ascochytose sur feuille et sur gousse de pois (Terres Inovia)

d) Fusarium sp.

Le Fusarium sp. causant la pourriture des racines du pois est souvent considérée
comme un obstacle majeur a la production de pois dans le monde, il est favorisé par des
conditions chaudes et humides, les sols mal drainés et provoquent des maladies qui entrainent
des pertes économiquement importantes comme le flétrissement vasculaire ou la pourriture
racinaire du collet chez des plantes cultivées aux champs et en serres(Fravel et al., 2003).

La lutte contre Fusariumsp. nécessite une approche intégrée combinant :
e Le choix de variétés résistantes
e Semis en sol sain

e Ultilisation des fongicides homologués

Figure 8: La pourriture des racines du pois(Ephytia., 2017)
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1.8.2. Les ravageurs du pois
a) Lasitone du petit pois
C’est un insecte ravageur qui affecte principalement les cultures du pois. Il s'agit d'un
petit coléoptére de couleur brun rougeatre mesurant environ 3 a 4 millimétres de long. Les
adultes et les larves se nourrissent des feuilles, des tiges et des gousses de pois, causant des
dommages importants aux cultures (Basf, 2020).
Cet insecte provoque des dégats de deux natures:
e Les adultes attaquent les jeunes feuilles de pois, provoquant sur les feuilles des
encoches circulaires caractéristiques qui peuvent limiter la densité des jeunes semis
(basf, 2020)
e Les larves s’attaquent ensuite aux nodosités et aux jeunes racines. Elles entrainent
ainsi une mauvaise alimentation de la culture et des chutes de rendement et de qualité
(basf, 2020)

Figure 9:la sitone de petit pois (Ephytia.2018)

b) Le thrips:

Le thrips du petit pois, aussiconnu sous le nom du thrips de I'oignon (Thrips tabaci)
est un autre ravageur courant des cultures de pois et d'autres plantes légumiéres. Ce sont de
petits insectes de couleur jaune a brunatre mesurant environ 1 a 2 millimetres de long. Les
adultes et les larves se nourrissent des feuilles, des fleurs et des gousses de pois en aspirant le
contenu cellulaire des plantes, ce qui peut entrainer un jaunissement, un desséchement et une
déformation des tissus végétaux (Nigel, 2020).

Les dégats sont dus directement aux pigdres des adultes et des larves sur les jeunes
folioles, qui deviennent dur, se déforment et prennent une coloration jaunatre marbrées. C’est

souvent le premier symptéme repéré par les agriculteurs.
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En cas de graves attaques, d’autres symptomes sont observés a partir du stade deux
feuilles
e Les plantes initient de nombreuses ramifications, restent chétives et souvent naines
e Les feuilles sont gaufrées avec des taches jaunes ou brunes

e Les dégats sont d’autant plus importants que le pois est peu poussant (Nigel,2020)

Figure 10 : Le thrips du petit pois(Syngenta,2024)
c)La tordeuse du pois
La tordeuse du pois (Cydianigricana) est une espece de lépidoptére nuisible qui attaque
principalement les cultures de pois. C'est la chenille de ce papillon qui cause les dommages en
se nourrissant des gousses de pois. Les chenilles de la tordeuse du pois peuvent perforer les
gousses et se nourrir des graines a l'intérieur, ce qui entraine des pertes de rendement
importantes (Basf, 2020)

e La consommation des grains par les chenilles (jusqu’a 6 grains par chenille) est
responsable de pertes de rendement et de qualité importantes.

e De I’extérieur, les plantes ne montrent pas de symptomes visibles. Les points de
pénétration des chenilles peuvent cependant favoriser le développement de certains
champignons.

e Le niveau de dégats dépend de I’importance du vol et du stade des pois au moment de

I’arrivée des tordeuses dans les parcelles (la période la plus sensible est la floraison
(Nigel, 2020)

Figure 11 : la tordeuse du pois (Jardiner malin .2018)
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Chapitre 11 :Geénéralités sur le Fusarium sp.

Le genre Fusarium, décrit par Link en 1809 (Booth, 1984), est largement reconnu pour
son importance en phytopathologie. Il englobe une multitude d'especes (Messiaen et Cassini,
1968), chacune ayant une spécificité parasitaire envers diverses plantes hotes (Ozenda,
1990).Ces especes sont responsables de maladies telles que le flétrissement vasculaire ou la
pourriture racinaire et/ou du collet (Lepoivre, 2003), regroupées sous le terme de fusarioses

Ce champignon destructeur cible principalement le systéme racinaire il peut affaiblir
la plante et la rendre plus susceptible de se casser. La base de la tige peut présenter des lésions
brunes ou noires.

La fusariose vasculaire, provoquée par le pathogéne Fusarium oxysporum, est une
maladie courante de flétrissement fongique qui constitue un facteur limitant majeur pour de
nombreuses cultures agricoles et horticoles telles que le pois, le palmier dattier, le lin, la
tomate, le coton, etc. (Mac Hardy et Beckman, 1981).

La fréquence d'apparition de certaines races de ce champignon est élevée et peut
entrainer la destruction de 1 a 3% des plantes dans les champs infectés. Les températures
chaudes du sol favorisent la propagation de l'inoculum, les dommages peuvent varier
considérablement d'une année a l'autre et les pertes les plus graves surviennent généralement

sur les cultures de pois tardives (Baugus, 2000).

2.1. Historique

Les premieres mentions de maladies causées par Fusarium sp. datent du 16éme siécle,
lorsque des descriptions de flétrissements et de pourritures sur des céréales et d'autres plantes
ont été publiées.Cependant, c'est au 19eme siecle que le genre Fusarium a été officiellement
établi par le mycologue « allemand Heinrich Anton de Bary». Il a décrit plusieurs espéces de
Fusarium, dont certaines sont aujourd'hui encore considérées comme des agents pathogénes
majeurs pour l'agriculture (Leslie et al., 2006).

Lafusariose du pois quant a elle a été observée en Europe au début des années 1900,
avec plusieurs dénominations différentes pour lI'agent pathogéne (Buxton, 1957). Il y avait
également une certaine confusion entre le "flétrissement™ causé par Fusarium oxysporumf.sp.
pisi et la fusariose du pied causée par F. solanif.sp. pisi.La maladie étant due a une
combinaison de ces deux agents pathogénes (Buxton, 1955).

En 1916-17, une maladie de pois décrite comme la fusariose s'est manifestée dans le
Minnesota, aux Etats-Unis, dans les champs plantés avec des semences importées du

Royaume-Uni, bien que I'identité de I'agent pathogéne n'ait pas été identifiée (Haglund, 1984).
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2.2. Caractéristiques morphologiques duFusarium sp.

La classification originelle des Fusarium est comme pour tous les champignons, basée
essentiellement sur les critéres morphologiques (pigmentation, aspect du mycélium,présence
ou absence des spores, taille, forme, nombre de cloisons,) (Bouhot, 1981).

Le Fusarium sp. n’est actuellement connu que sous sa forme asexuée
(anamorphe)(Fourie et al., 2011). Cette forme imparfaite (anamorphe) est caractérisée par un
myceélium septé et ramifié (Belabid, 2003).

Le Fusarium produit trois types de spores :

e des microconidies unicellulaires non-cloisonnées arrondies ou ellipsoidales formées
dans de monophialides courts ;

e des macroconidies a 3 cloisons formées a partir des monophialides sur des
conidiophores embranchés dans des sporodochia.

e Et des chlamydospores a paroi lisse ou rugueuse formées séparément ou en paires

(Figure 12) (Nasraoui, 2000 ;Fourie et al., 2011).

Son identification est repose sur des caractéristiques culturales (texture de colonie,
couleur et aspect de la culture)et se base principalement sur la structure, la présence ou
absence et l'abondance de macroconidies, microconidies etchlamydospores ainsi que la

disposition de ces derniers. (Nasraoui, 2000).

‘ ~

';‘ =i - ’

Figure 12:Mycélium, sporodochia et spores de Fusarium sp. (Champion, 1997).
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Figure 13 : Caractéristiques morphologiques de Fusarium sp. (Fourie et al.,2011).

(A) Microconidies;

(B) macroconidies;

(C) microconidies germées sur des monophialides
(D) chlamydospore.

2.3.Classification du genre Fusarium
Selon Debourgogne (2013), la nouvelle classification taxonomique basée sur la

phylogénie moléculaire classe le Fusarium sp. comme suit :

Régne : Fungi

Division: Ascomycota
Classe: Sordariomycetes
Sous classe: Hypocreomycetidae
Ordre: Hypocreales
Famille: Nectriaceae

Genre: Fusarium
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2.4. Symptomatologie

Les fusarioses vasculaires sont des maladies trés graves et courantes, qui peuvent
affecter toutes les parties de la plante a n'importe quel stade de sa croissance. Les symptémes
de cette maladie sont nombreux et se manifestent de différentes manieres, avec une intensité
variable. Selon (Roger1953), les symptomes de la fusariose vasculaire apparaissent
généralement entre 20 et 25 jours aprés la levée de la plante. Les souches de
Fusariumspentrainent le curling des feuilles et des stipules vers le bas, I'épaississement de la
base de I'entre-nceud, le jaunissement et la nécrose des feuilles, ainsi que la fragilité accrue
des tiges (Fig.). Les racines semblent indemnes, mais une coupe longitudinale de la tige révele
une coloration anormale (brunissement) qui se propage dans les tissus vasculaires de la racine
jusqu'a la tige (Bencheima, 1991). La fusariose se développe rapidement entrainant la mort
des plantes (Bani, 2015).

Figure 14: Symptdmes de la fusariose vasculaire de petit pois (Hagedorn, 1991; Bani, 2015).
(A) jaunissemnt unilatéral des feuilles(B) Coloration des tissus vasculaire.

2.5. Cycle épidémiologique de Fusarium sp.

Le Fusarium sp.est un parasite du sol qui posséde également la capacité de vivre en
tant que saprophyte. Grace a ses organes de résistance, les chlamydospores, il peut survivre
pendant de nombreuses années dans des conditions défavorables, méme en I'absence de plante
hote. Il est capable de coloniser méme les zones les plus profondes du sol cultivé (Haware et
al., 1982).
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Le cycle de Fusarium sp. peut étre composé d'une seule période de reproduction
asexuée qui se renouvelle et se perpétue sous forme de conidies (Walker, 1971). Le Fusarium
sp. produit trois types de spores asexuées : les microconidies, les macroconidies et les
chlamydospores (Nelson et al., 1983;Agrios, 2005). Le processus d'infection, debute par la
germination des spores et leur croissance dirigée vers les racines de la plante hote en réponse
a des signaux spécifiques émis par la plante (Nelson, 1991 ; Turra et al., 2015). Par la suite,
les hyphes infectieux en expansion se fixent aux racines de I'nGte et y pénétrent a travers des
lésions ou en perforant I'épiderme (Nelson, 1981 ; Bishop et Cooper, 1983; Benhamou et
Garand, 2001; Zvirin et al., 2010). Le mycélium progresse ensuite de maniére intercellulaire
dans le cortex racinaire jusqu'a atteindre les vaisseaux du xyléme et les coloniser par les
plasmodesmes (Bishop et Cooper, 1983b; Beckman, 1987). L'entrée dans les vaisseaux du
xyléme se fait par les plasmodesmes, et le champignon subit une transformation vers une
phase vasculaire distincte ou il reste confiné dans les vaisseaux du xyléme. A ce stade, le
champignon se multiplie dans le xyleme, se propage en produisant des microconidies qui
migrent vers le haut avec la seve (Chakrabarti, 2013). Lors des stades avancés de I'infection,
lorsque la plante est morte, le champignon passe d'un mode biotrophe a un mode nécrotrophe,
en envahissant le parenchyme de I'n6te et en produisant abondamment des conidies et des
chlamydospores (Chakrabarti, 2013). Une température du sol comprise entre 21 et 25°C est
généralement plus propice a la propagation de la maladie (Hagedorn, 1984 ; Kraft et Pfleger,
2001).

Vaisseaux du bois
secondaire brunis

: o S
i - e )
2N Mok
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et par des gommes qui se forment aussi dans
Ies cellules voisines

Pénétration des tubes > Pénétration dans les ‘L

germinatifs des spores e vaisseaux des racines
au niveau de \%‘ W]} par les blessures
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Figure 15: Cycle infectieux de Fusarium sp. (Agriose, 2005).
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2.6Controle de la maladie
Le controle des agents phytopathogenes est principalement base sur trois stratégies: les
pratiques culturales, l'application des produits agrochimiques et I'utilisation de variétés

résistantes (Guimaraes et al., 2007).

2.6.1. Lutte culturale:

La rotation des cultures présente un petit effet et ne fait aucune différence dans le cas
de la fusariose vasculaire du pois. La persistance prolongée des chlamydospores de
Fusariumsp. dans le sol et lamultiplication de I’inoculum sur les racines des hétes porteurs

réduisent considérablement I'impact de cette stratégie(Keiko et Nagisa, 2005).

2.6.2. Lutte chimique:

L’une des bonnes méthodes du controle préventif est la fumigation du sol avec un
fongicide a large spectre, bien que la recolonisation du sol par le champignon se déroule trés
rapidement (Keiko et Nagisa, 2005). La fumigation des sols est couteuse pour I'application
aux champs et en raison de I'impact négatif des produits chimiques sur les organismes non-
cibles et le potentiel de risque pour I'environnement et la santé, la gamme et le taux de
fongicides utilisée a été progressivement limitée et certains d'entre eux ont été éliminées, tels

que le bromure de méthyle (Duniway, 2002).

2.6. 3. Lutte génétique:

La lutte génétique est I’un des moyens les plus sdres, les plus économiques et les plus
écologiques pour combattre les maladies. Elle est la plus facilement adoptable par les
agriculteurs. Elle repose sur la création des variétés génétiqguement résistantes aux parasites.

L'utilisation des variétés résistantes du pois a été envisagée comme la seule solution
pratique et économique pour contrdler la maladie en plein champ. Lorsque le potentiel de la
maladie est éleve, les cultivars meurent ou marissent plus tot que les plantes non infectées, ce
qui entraine une perte de rendement et de qualité lors de la congélation ou de la mise en

conserve des graines de pois (Hagedorn, 1984 ; Kraft et Pfleger, 2001).

2.6.4. La lutte biologique
C’est une méthode prometteuse pour contréler les maladies du sol. Différents types de
microorganismes ont été utilisés pour réduire la gravité de la fusariose du petit pois.

Actuellement, les souches non pathogenes duFusarium sont parmi les microorganismes les
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plus utilisés et les plus proches d'une application pratique. Leur efficacité a été prouvée a
plusieurs reprises (Rouxel et al., 1979 ; Alabouvette, 1986).

Au cours des derniéres années, le contrdle biologique de la fusariose a montré des
résultats encourageants en utilisant des champignons antagonistes tels que Trichoderma, des
bactéries comme Pseudomonas fluorescens et Burkholderia cepacia (Benchabane et al., 2000
; Pal et Gardener, 2006; Toua et al., 2013).

Malgré leur potentiel, aucun de ces microorganismes n'a encore été utilisé en pratique

pour contréler la fusariose (Bani, 2015).
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Chapitre 111 : géenéralités sur la sauge

La sauge est un aromate réputé et une des principales plantes médicinales. Le nom
scientifique de la sauge indique clairement I’importance de cette plante en phytothérapie; la
sauge vient de salvare qui en latin, signifie « guérir » selon un dicton « qui a la sauge dans son
jardin n’a pas besoin de médecin » (Beloued, 2009).

La sauge officinale, ou Salvia officinalis, est une plante herbacée vivace originaire de
la région méditerranéenne. Elle appartient a la famille des Lamiacées (Abderraba, 2006)et est
largement cultivée pour ses utilisations culinaires et medicinales.

Elle a une longue histoire d'utilisation dans la médecine traditionnelle, ou elle aété
utilisée pour ses propriétés médicinales et ses bienfaits pour la santé.

Cette plante et surtout ses huiles essentielles sont utilisées par les industries de la
parfumerie et de la cosmétologie, par l’industrie alimentaire et enfin par 1’industrie

pharmaceutique (Fellah et al., 2006).

Figure 16:Salvia officinalis L.(Pixta)

3.1.Historique :

La sauge officinale est originaire de la région méditerranéenne, ou elle pousse a I'état
sauvage depuis des millénaires. Elle a été largement utilisée par les anciennes civilisations
méditerranéennes, notamment les Grecs, les Romains et les Egyptiens, tant pour ses qualités
culinaires que medicinales. Elle fait partie des plantes dont la culture était recommandée par
charlemagne dans I’ordonnancement rural « Capitulaire de villis» (Brieskorn, et al., 1991;
Laux et al., 1993; Ruegg et al.,1997).

Elle était une des plantes salvatrices du moyen age. Elle est reconnue par les Chinois.

Ces derniers n'hésitaient pas a échanger leurs feuilles de thé les plus précieuses contre des
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feuilles de sauge. D’apres ’histoire, une variété de sauge appelait « Chia » était cultivée par
les mexicains (Madi, 2010). 1l existe environ 900 especes de Salvia identifiées autour du
monde (Maksimovic et al., 2007 ; Longaray et al., 2007).

Figure 17: Carte de répartition géographique mondiale de Salviaofficinalis (Prado, 2012).

En Algérie les espéces qui ont été déterminées sont dans I’ordre d’une trentaine.
Plusieurs appellations ont été données a la sauge. Selon Ibn El Beytar, les andalous la

nomment « essalma» qui ajoute qu’elle est appelée « salbia » par les botanistes en Espagne.

N.S: Salvia officin

Risen:

Figure 18: Aspect de Salvia officcinalis (originale, 2024)

26



Données bibliographique Salvia officinalis

3.2. Description morphologique

La sauge officinale (Salvia officinalis L.), est un sous-arbrisseau de 20 a 70 cm, a tige
et rameau ligneux a la base, de couleur vert-blanchatre. Les feuilles sont assez grandes,
épaisses, vert-blanchatres et opposees. La floraison a lieu en Juin/Juillet, avec de grandes
fleurs d'un bleu violacé, plus rarement d'un bleu-violet clair en épis terminaux laches,
disposées par trois a six en verticilles espacés (Belkamel, 2020).

Les tiges sont de section carrée et ligneuse a la base mesurent. Elles mesurent de 20 a
30 centimetres, elles sont trés rameuses avec des rameaux verts

Les feuilles sont opposées, elliptiques, inférieures, pétiolées, ovales, rugueuses, et
épaisses. Elles sont a bord dentelé, réticulées, pubescentes-grisatres ou vertes, a dessus
blanchétre, finement crénelées. Elles persistent I’hiver grace au revétement de poils laineux
qui les protége (Hans et al., 2007).La texture des feuilles est feltrosa au toucher et d'une
couleur vert grisatre et une odeur caractéristique de fraicheur sa taille est de 1 cm de largeur et
2 a 3 cm de longueur (Bruneton, 2009).Elles ont une saveur légérement ameére et aromatique,
qui est souvent utilisée en cuisine et en médecine traditionnelle

Les fleurs de la sauge officinale sont bleu-violacé en épis terminaux laches, disposées
par 3 a 6 en verticilles espacés et visibles de Mai a Aout. Elles sont grandes, groupées a la
base des feuilles supérieures. La longueur des fleurs est de 17 a 30 mm (Bruneton, 2009).

Le fruit en forme de tétrakene brunatre, c'est-a-dire qu’il se compose de quatre petites
coques indéhissantes, renferment chacune une graine, et entourées par le calice persistant
(Cuvier et al., 1835).

La sauge a un systéme racinaire peu profond mais bien développé, avec des racines
fibreuses qui s'étendent dans le sol. (Aug et al., 1833).

La sauge dégage un aréme distinctif et agréable, souvent décrit comme étant a la fois

boisé et camphré (Cuvier et al., 1835).
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Figure 21: Les racines de la sauge officinale (Alamy)
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Figure 22 : Représentation schématique d’une fleur de sauge.(Boufeker.D.2022)

3.4. Classification de Salvia officinalis

Selon Hippolyte et al., (1993), la sauge officinale est classée comme suit :

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : lamiales
Famille: lamiaceae
Embranchement: Spermatophyta

Sous-embranchement:  Angiospermae
Genre : Salvia

Espeéce : Salvia officinalis L.

Les noms vernaculaires francais de la sauge sont : Herbe sacrée, thé de Greéce, herbe
sage, calamenthe vulgare (Fabre et al., 1992). En arabe on 1’appelle Salmiya et Marimiya; en

anglais on I’a nommé Garden sage (Ghourri et al., 2013).

3.5. Composition chimique :

La sauge officinale est riche en huile essentielle de 1.2 a 1.5% de son poids sec. Elle
est constituée principalement de monoterpenes. Selon Guenther la sauge renferme de 1.5 a
1.7% de sesquiterpénes, dont du viridiflorol, du caryophylléne. En pleine floraison, elle
ferme, une huile dextrogyre (Bogrow, 2009).Les feuilles de Salvia officinalis renferment
également de nombreux composés polyphénoliques qui sont les acides phénoliques, les
flavonoides et les tanins, qui sont les meilleurs antioxydants (Gérard et Francois, 2008 ;

2009). Les groupes de principes actifs a effet thérapeutique sont présentés dans le tableau 4:
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Tableau 3:Compositions chimiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis (Bouzaoui in

Haridi, 2013)
Hydrocarbures Pourcentage Structure
terpéniques
Myrcéne 0.333% iaog CHs
H C\)J\/\/I\
ok Z e,
Limonene Trace a 7.6%
Humuléne Trace a 18.9% i@ cH,
a-pinene 1.7a13.1%
B-pinéne 0.5a17.9% i%
Camphene 1.1210.3% ! i f
™
B-caryophyllene Trace a 9.4% A \
H
H5C Hs
p-cymene Trace a 1.1% :
H-
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Cétones
Camphre 4.1a27.7% | 0
e
a-thuyone 1.5444.2% %&‘:’
‘ O

B-thuyone 1436.7% g
Ester

0.1a3.5%
Acétate de bornyle
Oxydes terpénique

0.7 220.8%
1.8-cinéole '

Q

Alcools
Linalol OH

Trace a 1.8% I

I

Bornéol

0.7 26.2%

H

Viridiflorol i

029.9%
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3.6. Les propriétés de la sauge
3.6.1. Les propriétés thérapeutiques

La sauge officinale est connue pour ses vertus medicinales depuis I'époque antique.
Elle est célebre pour ses effets antioxydants, anti-inflammatoires, antiseptiques et
antimicrobienset anti-tumorales. On l'utilise fréquemment comme remede naturel pour apaiser
les maux de gorge, les inflammations buccales et les problémes digestifs (Iserin, 2001).

Les feuilles de Salvia officinalis L., sont frequemment employées dans la médecine
traditionnelle en raison de leurs vertus digestives, carminatives, antispasmodiques, sédatives,
analgeésiques, toniques et diurétiques et contre les maladies cardiovasculaires.

De plus, la sauge est réputée pour ses propriétés anti-stress et antidépressives,
améliorant la mémoire et la concentration, elle est conseilléepour les étudiants en période
d'examen (Djerroumi et Nacef 2004). Elle est considérée comme un stimulant pour les gens
anémiques. On lui attribuait également des bienfaits pour lI'insomnie et la dyssomnie (Miraj et
Kiani, 2016).

Elle a une activité antispasmodique qui permet de 1’utilisé lors des troubles digestifs :
digestion difficile, renvois d’air, ballonnements (gaz intestinaux). Elle a une action relaxante
sur les muscles de 1’estomac et des intestins. Cholérétique, en agissant sur la sécrétion de la
bile, elle facilite la digestion des aliments gras (Bogrow, 2009).

Elle posséde une propriété apaisante qui peut apaiser les crises de la maladie
d'Alzheimer en combattant la diminution du taux d'acétylcholine. Elle est indiquée en cas
d'infection virale accompagnée de fatigue, apres des chocs émotionnels; c'est un excellent
tonifiant aprés une fausse couche. Elle est recommandée pour les troubles menstruels, la
ménopause (comme les bouffées de chaleur et les vertiges). Elle soulage les sueurs nerveuses

en cas de transpiration excessive (Funiel, 2002).

3.6. 2. Les propriétés culinaires :

La sauge est utilisée comme herbe aromatique dans de nombreux plats, en particulier
dans la cuisineméditerranéenne. Ses feuilles dégagent un parfum distinctif et sont souvent
ajoutées aux plats de viande, de volaille, de poisson, de pates et de soupes (Nilson et al.,
2008).

Les fleurs sont utilisées dans I’industrie alimentaire pour la confection de confitures,

du vinaigre odorants et de la biere aromatisée a la sauge (Bhar et al., 2011).
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3.6.3.Les propriétés cosmétologiques :
3.6.3.1. Propriétés astringentes :

La sauge officinale contient des tanins qui ont des propriétés astringentes, ce qui
signifie qu'elle peut aider a resserrer les pores de la peau et a réduire I'exces de sebum. Cela
en fait un ingrédient utile dans les produits destinés aux peaux grasses et sujettes aux
imperfections (Wilson, 2008).
3.6.3.2. Propriétésantiseptiques :

Les composés présents dans la sauge, tels que I'acide rosmarinique, ont des propriétés
antiseptiques qui peuvent aider a combattre les bactéries et a prévenir les infections cutanées.
Cette propriété en fait un ingrédient précieux dans les produits destinés a lutter contre I'acné et
les affections cutanées inflammatoires Gotz et al., 2007).

3.7. Toxicité

L'huile essentielle de S. officinalis peut contenir jusqu'a 50% de thuyone, une
substance pouvant avoir des effets épileptogénes et neurotoxiques(Iserin, 2001). L’ingestion
de thuyone peut entrainer non seulement une irritation locale, mais aussi des effets psycho
mimétiques centraux apres son absorption. Une consommation prolongée de thuyone peut
donc causer des dommages irréversibles au systeme nerveux central, ainsi que des
perturbations des fonctions hépatiques, rénales et cardiaques (Rice et al., 1976; Lewin et al.,
1992; Teuscher et al., 1994).

Cependant, aucune toxicité aigué ou chronique n'a été rapportée suite a I'utilisation des
feuilles de sauge et de son huile essentielle a des doses normales (jusqu'a 15 gouttes par jour)
(Iserin, 2001).Carla quantité de drogue utilisée a des fins culinaires reste faible pour les
consommateurs (Bruneton, 1996). Par conséquent, des quantités importantes de drogues (dose
supérieure a 15g de drogue séche) peuvent entrainer une sécheresse de la bouche, I'apparition
de sueurs, de tachycardies et de vertiges.ll est méme possible de déclencher des convulsions

épileptiques (Teuscher et al., 2005).
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Chapitre | :Matériels et méthodes
I.1. Objectif du travail
L’objectif principale de notre travail consiste a étudier I’effet antifongique de 1’huile

essentiellede Salviaofficinalis « in vitro » et « in vivo » sur la croissance et la sporulation de
I’agent pathogéne Fusariumsp agent de la fusariose sur le petit pois. Pour cela nous avons
suivi les étapes suivantes :

e Isolement et identification des isolats fongiques.

e Extraction de I’huile essentielle de la plante aromatiqueSalviaofficinalis

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

1.2. Matériel fongique
Les isolats ayant servi a 1’étude antifongique ont été isolés a partir d’échantillons de
petit pois présentant des symptdmes de fusariose. La collecte, s’est faite dans une ferme

située a Oued El kheir douar Slamnia, le 9 décembre 2024.

1.2.1. Préparation de milieux de culture PDA (Potatoes dextrose agar) :

La gélose glucosée a I'extrait de pomme de terre est préconisée pour le comptage des
levures et des moisissures dans les denrées alimentaires. Pour préparer 11 de milieu, il faut
bouillir 200grammes de pomme de terre. On récupére par la suite le filtrat, on lui ajoute 20g
de glucose et 20g d’agar agar. On compléte avec de I’eau distillée jusqu'a atteindre 1l de
milieu. On porte le tout a ébullition sous agitation continu. Le milieu ainsi préparer est
autoclavé a 120°C pendant 20 minutes. Par la suite le milieu est réparti dans des boites de
Petri (Emanfo et al., 2013).

1.2.2. Isolement de I’agent pathogene

Pour isoler le champignon responsable de la fusariose sur le petit pois en I’occurrence
Fusariumsp, ila été nécessaire de laver I'échantillon portant les symptdmes de la maladie a
I'eau de robinet afin d'éliminer les poussieres du terrain qui s'y déposent. Ensuite, des
fragments des racines malades sont découpes et plongés pendant 5minutes dans une solution
d'’hypochlorite de sodium (titré a 1 %) pour éliminer les saprophytes. lls sont ensuite rincés
trois fois a I'eau distillée stérile, séchés sur du papier wattman stérilisé, puis placés dans des
boites de Petri contenant le milieu de culture PDA (Annexe), a raison de quatre fragments par
boite. Apres 7 jours d'incubation a une température de 25 °C, les colonies intéressantes sont
repiquees (MAHIOUT, 2017).
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1.2.3. Purification de I’agent pathogéne Fusarium sp.

La purification se fait par des repiquages successifs, qui consistent a prélever une
partie d’'une culture de champignon afin de la transplanter sur un nouveau milieu ou elle
pourra poursuivre sa croissance. Le choix des milieux de culture pour tous les parasites
dépend de leurs besoins nutritionnels (Rappily, 1969).

L'ensemencement est réalisé avec des explants de 5 mm de diamétre, prélevés sur la
périphérie d'une culture agée de 7 jours a l'aide d'un emporte-piéce stérile. Ces explants sont
placés au centre de la boite de Pétri dans des conditions de travail strictes, incluant la
stérilisation du matériel et du manipulateur pour éviter toute contamination de la souche. Les

boites sont incubées a 25°C.

1.2.4. Identification de I’agent pathogéne
Selon (Botton et al.,, 1985), Les isolats sont identifiés en fonction des
observationsglobales sur les caractéristiques macroscopiques et microscopiques; elle
s’effectue apres §j de culture.
a) Observation macroscopique
L’observation macroscopique a été effectuée a I’ceil nu, en observant les caractéres
suivants :
e Lavitesse de croissance,
e Lacouleur et I’aspect de la colonie fongique.
b) Observation microscopique
L'observation microscopique fait essentiellement appel aux caractéres morphologiques
de mycélium et des structures de reproduction (la présence ou non de cloisons, structure et
disposition des spores couleur, forme, cloisons et taille, I'observation consiste a prelever un
fragment de culture qui sera déposé sur une lamelle, I’observation a été réalisée avec I’objectif

40 en utilisant un microscopeoptique.

1.2.5. Culture monospore

L'objectif de cette technique est d'obtenir un matériau fongique génétiquement
homogeéne. La purification a été effectuée en utilisant la méthode de culture monospore selon
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 place dans 9 ml d'eau distillée stérilisée et agité vigoureusement manuellement. Des

dilutions décimales ont ensuite été réalisées de 10 a 10, seules les dilutions 107 et 10™ ont

37



Données expérimentales Matériel et méthodes |

été retenues et un volume de 0,1 ml de cette suspension a été déposé et étalé en surface sur le
milieu PDA coulé dans des boites de Pétri. L'incubation a été réalisée a une température de
25°C pendant 72 heures. Aprés cette période d'incubation, un autre repiquage a été réalisé a

partir des souches de culture monospore. Un microscope optique a utilisé pour observer les

colonies.
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Figure N° 24: schéma montrant des étapes de la culture monospore (Brahim et al., 2021)

1.3.Matériel végétale

Pour tester ’effet antifongique de I’huile essentielle des feuilles deSalviaofficinalis.
Nous avons récoltéles feuilles du jardin du site 3 (ex : ITA) de I’Université de Mostaganem.

Les échantillons ont été mis dans 1’étuve a la température de35°C (pendant 4 jours) et
ensuite conserver a l'abri de la lumieére et de I'humidité. 600 g de feuilles ontservi a
I'extraction de I'huile essentielle.
1.3.1. Extraction par hydro-distillation

L'hydrodistillation repose sur un principe simple : la matiere végétale est immergée
dans l'eau, puis portée a ébullition sous pression atmosphérique. Cette augmentation de
température provoque I'éclatement des cellules végétales et la libération des molécules
odorantes qu'elles contiennent. L'eau bouillante pénétre ensuite dans ces cellules et solubilise
une partie de I'nuile essentielle, créant une solution aqueuse chargée de composés volatils.
Cette solution diffuse ensuite a travers le tissu végétal vers la surface, ou I'huile essentielle se

vaporise (Mnayer,2014).
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Figure N° 26: Dispositif de I’extraction par hydrodistillation
(A-shéma,) (Mnayer, 2014)

1.3.2. Calcul du rendement d’huile essentielle
Selon la norme Afnor (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme étant
le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la matiére
végétale utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
RHE = M’/M % 100

RHE : Rendement en huile essentielle en %.
M’: Masse d’huile essentielle en gramme.
M : Masse de la plante en gramme.
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1.4 Evaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle sur les champignons isolés
a partir du pois

1.4.1. Evaluation in vitro de P’activité antifongique de I’huile essentielle de Salvia

officinalis vis-a-vis des deux especes de Fusarium sp

Pour mettre en évidence ’activité La méthode fongicide de I’huile essenticlle des
feuilles de Salvia officinalis sur la croissance et la sporulation des deux espéces de Fusarium
sp. isolé a partir des racines du petit pois, nous appliqué la méthode de contact directe. La
technique consiste a additionner 1’huile essentielle a différentes concentrations (1%, 0.5%,
0.25 %, 0.125%, 0.06%, 0.03 %) au milieu de culture encore liquide.

Pour chaque concentration, 3 répétitions sont préparées de la méme facon afin de
minimiser 1’erreur expérimentale. Apres solidification du milieu de culture, pour chaque
champignon, un disque mycélien de 5 mm de diamétre est déposé aseptiquement a la surface
du milieu gélosé au centre de la boite de Pétri.

Le volume du milieu utilisé est approximativement de 15 ml/boite de Pétri. En
paralléle des témoins composés de PDA sans huile servent de contrdle. L’incubation a été

effectuée dans une étuve a la température de 25°C pendant 7 jours.

Des mensurations quotidiennes du diamétre des colonies ont été réalisé, le test s’arrété

lorsque ’une des boites est recouverte par le mycélium.

1.4.1.1. Evaluation de la croissance mycélienne
La croissance mycélienne est estimée en calculant la moyenne des deux diameétres

mesurés sur les deux axes perpendiculaires, en utilisant la formule suivante :

L= (D-d) /2

L = croissance mycélienne /
D = diametre de la colonie /

d = diametre de I'explant

L’évaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne est obtenue a partir de la

formule de Doumbouya et al., (2012).

Ti% = [(DT-D) / DT] *100
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Ti% : taux d’inhibition de la croissance mycélienne.

DT : diametre moyen de la croissance mycelienne du champignon (en cm) dans la boite Pétri sans
extrait (témoin)

D : diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon (en cm) dans la boite Pétri qui
contient la dilution préparée

1.4.1.2. Evaluation de la sporulation
Lorsque est boite de Petri est recouverte de mycélium, le test de croissance s’arréte, les méme
boite vont servir a 1’évaluation de la sporulation et par conséquent le taux d’inhibition de la
sporulation, pour ce faire on doit préparer une solution sporale a partir de chaque boite, en
suivant les étapes suivantes:

e Déposer 10 ml d'eau stérile sur la surface de la culture fongique

e Gratter délicatement le mycélium a I'aide d'une lame pour récolter les spores.

e Récupérer la suspension dans un tube a essai stérile.

e Charger la cellule de Malassez avec une goutte de la suspension diluée pour

dénombrer les spores.

e dénombrerr le nombre de spores contenu dans 1ml de solution sporale

L’¢évaluation du taux d’inhibition de la sporulation des deux champignons est
réaliséepar lacomptabilisation du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne en

utilisant la formule de Boughendjioua(2019).

P.1.c (%) = (dt — dT/dt) x100

P.l.c : pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (%)
dt : la croissance diamétrale du témoin (-).

Dt : la croissance diamétrale du champignon en présence d’une concentration (C) d’huile essentielle.
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1.4.1. Evaluation «in vivo » de P’activité antifongique de I’huile essentielle de Salvia
officinalis vis-a-vis des deux espéces de Fusarium sp.
Ce test a pour but de vérifier I’effet préventif de I’huile essentielle de Salvia officinalis.
Contre I’attaque des deux espéces de Fusarium sp. sur les racines de petits pois.
1.4.1.1.Matériel vegétal
Les plants de petit pois de variété Utrillo ont été rapportés de la région d'Abdel Malek
Ramadan la wilaya de Mostaganem.
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Chapitre I

Reésultats et interprétations
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I11. Discussion :

Les études obtenues confirment ceux présenté par Grainge et Ahmed (1988), qui ont
montrés que les lamiacées possédent une activité antifongique gréce a la multitude de
composés phénoliques qu’ils contiennent.

L’évaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle deSalviaofficinalis par la
méthode de contact direct montre 1’efficacité de cette 1’huile vis-a-vis des champignons
phytopathogénesFusarium sp.1 et Fusariumsp.2.

On remarque que le Fusariumsp 1, a été particulierement sensible a la présence dans le
milieu de culture de I’huile essentielle. La concentration d’huile influence 1’activité
inhibitrice, plus la concentration de 1’extrait augmente plus les diamétres d’inhibitions sont
importants. Ces résultats s’accordent avec ceux d’Emiroglu et al., (2010).Hadji et al. (2020),
ont expliqué ce phénomene par la détérioration de la paroi et la membrane cytoplasmique de
la cellule fongique ce qui permet le passage de I’huile essentielle et fragilisé¢ la structure
cellulaire.

Malheureusement une absence totale de la sporulation nous a empéché d’estimer le
taux d’inhibition de la sporulation de Fusarium sp1.

Par ailleurs, I’espéce Fusariumsp 2, a déemontré en comparaison avec la premiére
espéce une certaine résistance a I’HE. En effet, nous n’avons enregistré qu’une inhibition de
30% pour la concentration la plus élevée. On remarque aussi,que le ’HE de sauge exerce un
pouvoir inhibiteur de la sporulation, moyen avec un taux de 54,5%.

Cet effet inhibiteur exercé par I’'HE a été attribuée a la présence de COMpOSES
chimiques qui présente une grande efficacité et unplus large spectre tel que les phénols
(Dorman et Deans, 2000). Contre les champignons, lesphénols provoquent plusieurs dégats
tels que des perturbations morphologiques des hyphemycéliens, la rupture de la membrane
plasmique et I’altération de la structure desmitochondries (Arras et al., 2001) ; De Billerbeck
etal., 2001).

Parallelement, L'huile essentielle de Salviaofficinalis a montré une efficacité
remarquable dans la prévention et la réduction des symptémes causés par Fusariumspp. Les
plantes témoins ont subi des dommages sévéres, tandis que les plantes traitées n'ont pas été
gravement affectées. Cela démontre le potentiel antifongique et protecteur de [I'huile
essentielle de sauge et son utilisation possible comme alternative ou complément aux

fongicides chimiques dans la gestion des maladies causées par Fusariumsp.
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Conclusion

Concluions :

Notre travail a pour but d’évaluer I’effet antifongique de Salviaofficinalis sur la
croissance « in vitro » et le développement « in vivo » de Fusarium sp., isolé a partir du petit
pois. Cette étude a permis de mettre en évidence 1’effet antifongique de I’huile essentielle « in
vitro » et permit de montrer la relation inversement proportionnelle entre la dose de I’HE et la
croissance mycélienne des champignons étudiés.

L’étude in vivo nous a permis de révélée I’activité antifongique de I’huile essentielle
de sauge, sur la sévérité de I’attaque suite a I’inoculation des racines de pois préalablement
trempé dans I’HE, par Fusarium sp..

Salvia officinaliss’est révélée étre une plante ayant une activité antifongique trés
importantes, contre leFusarium spl., avec un taux d’inhibition de la croissance mycélienne de
100%. L’inhibition de Fusariumsp.2 a été beaucoup moins importante avec un taux de 30%.
L’inhibition de la sporulation a était plus prononcé avec un taux de 60%.

La qualité antifongique de I’huile essentielle de la sauge, fait d’elle une candidate, tres
intéressante pour la lutte biologique contre la fusariose du pois, grace a sa composition en
molécules actives. Ces résultats ont des implications importantes pour les applications
phytosanitaires telles que les procédés de lutte biologique basés sur 1’utilisation de substances
naturelles pour combattre les maladies fongiques tout préservant la sécurité de
I’environnement et de la santé humaine.

Afin de mieux valorisercette plante, il serait donc, intéressant de poursuivre cette etude
et de révéler d’une maniére précise, les molécules actives qui ont un effet direct sur ce

champignon.
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AnNnexes

Tableaul: Les ingrédients de la solution Knop

Ingrédients Quantite(g)
Eau distillé 1000 g
Nitrate de Ca 1g
Nitrate de K 0.25¢g
Phosphate de K 0.25¢
Sulfate de Mg 0.25¢
Phosphate de fer 0.1g

TABLEAU 2 : LES INGREDIENTS DE MILIEU PDA

Ingrédients Quantité(g)
Pommes de terre 200g
Agar agar 20g
Glucose 15¢g
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