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Introduction

Introduction

Depuis plus de 2000 ans, ’homme a eu recours a des produits naturels pour protéger
ses cultures ;
* Ainsi, en 460 av. J.C., Démocrite d’Abdéne conseillait de faire tremper les graines dans des
sucs de sédum (Calotropis procera) avant leur ensemencement afin de protéger les plantes de
maladies ;
« A Rome, Pine ’ancien (79 av. J.C.) suggérait d’utiliser des cendres de feuilles de cyprés
finement broyées pour lutter contre certaines maladies ;

C’est a partir du 19° siécle, lorsque I’Irlande fut frappée par une épidémie majeure qui
décima la totalité des récoltes de pomme de terre entrainant une famine considérable, que

I’utilisation des produits chimiques de synthese a pris son essor (BENHAMOU, 2012).

Les pesticides chimiques ont certes permis 1’amélioration des rendements en
agriculture. Cependant leur utilisation abusive pour lutter contre les organismes nuisibles
mine I'équilibre naturel de I'écosystéme agricole : elle perturbe les populations de parasitoides
et de prédateurs et provoque ainsi des infestations de ravageurs secondaires (LEWIS, 1997),
le développement fréquent de résistance des agents pathogenes aux doses préconisées,
I’accumulation de résidus toxiques dans la chaine alimentaire, qui agit directement sur la
santé du consommateur (BENHAMOU, 2012). Les implications a court et a long terme de ces

utilisations abusives restent encore difficiles a évaluer.

De ce fait, beaucoup de ces pesticides deviennent inefficaces, voir obsolctes ; la

recherche continue de nouveaux produits reste donc une nécessité a laquelle il faut répondre.

Depuis quelques années, la protection biologique connait un regain d’intérét, alimenté
par le souci croissant d’une meilleure protection de 1’environnement, et par le désir de qualité
des produits imposée par les consommateurs. L’utilisation d'agents de lutte biologique est
devenue une réalit¢ en agriculture en particulier pour le contréle des microorganismes
pathogeénes, avec I’emploi d'extraits de plantes. Le choix de lutte biologique a travers
I’utilisation de ces derniers ou bien de leurs produits majoritaires est une solution prometteuse

permettant d’éviter les effets secondaires causés par les produits chimiques (AJOUZ, 2009).




Introduction

L’ Algérie recele d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité¢ dans
les régions cotiéres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis

sahariennes : on y trouve plus de 3000 especes végétales (DURAFFOURD et al., 1997).

A Dinstar des autres régions d’Algérie, le Sahara dispose d’une biodiversité floristique
exceptionnelle, constitue de 500 espece, dont on dénombre 162 espéce endémiques dans le
Sahara Septentrional seul a la quelle s’ajoute une tradition séculaire de pharmacopée
traditionnelle (OZENDA, 1991 ; CHEHMA, 2006). Parmi ces ressources naturelles, les
plantes spontanées des zones arides sont considérées comme ['une des ressources
phytogénétiques qui présentent un intérét agronomique, économique, €cologique mais aussi

stratégique (UNESCO, 1960).

Par ailleurs, beaucoup de plantes sont connues pour leurs grandes potentialités
métabolites de substances dites secondaires. Ces composés sont synthétisés dans les

différentes parties de la plante (racines, feuilles, tige,...) (HOGAN et al., 2002).

L'utilisation des principes actifs des plantes, en tant qu'agents antimicrobiens présente
deux avantages principaux: le premier est leur origine naturelle qui signifie plus de sécurité
pour la population et I'environnement et la seconde est qu'elles ont €té considérées a faible
risque de développement de la résistance par des microorganismes pathogeénes

(TATSADIJIEU et al., 2010).

De notre coté, et dans le cadre de recherche sur les procédés de lutte biologique basée
sur I’utilisation des extraits de plantes, nous nous sommes intéressés a I’étude de 1’activité
antimicrobienne des extraits de quelque plantes sahariennes poussant dans la région de

Ghardaia.
Notre étude consiste a ce travail est divisé en trois parties :

» La premiére partie est une synthése bibliographique.

» La deuxiéme prendra en compte les matériels et les méthodes utilisées pour la
réalisation de ce travail.

> La troisiéme partie traitera les résultats obtenus lors de cette étude, et notre travail est

achevé par une conclusion et des perspectives.
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Les plantes synthétisent une gamme trés vaste de composés organiques qui sont
traditionnellement considérés comme métabolites primaires qui fournissent les molécules de
base (acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent,
en plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la
photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés

métabolites secondaires (MOHAMMEDI, 2013 ; BOUYANZER et al., 2010).

1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal. Ces métabolites secondaires exercent
cependant une action déterminante sur 1’adaptation des plantes a leur environnement. Ils
participent ainsi, de manicre trés efficace, a la tolérance des végétaux a des stress variés
(attaques de pathogenes, prédations d’insectes,..). D’un point de vue appliqué, ces molécules
constituent la base des principes actifs que 1’on retrouve chez les plantes médicinales (JUDD

etal., 2002 ; MANSOUR, 2009).

Les métabolites secondaires sont également d'un intérét en raison de leur utilisation
comme colorants, fibres, colles, huiles, cires, agents aromatisants, des médicaments et des
parfums, et ils sont considérés comme des sources potentielles de nouveaux médicaments
naturels, des antibiotiques, insecticides et les herbicides (EDDY et al., 2010 ; KUMPAWAT
etal., 2010).

Enfin, les métabolites secondaires constituent un groupe trés hétérogéne par sa nature
chimique comme par sa répartition systématique, sa localisation anatomique et leurs actions
physiologiques supposées. Parmi les familles chimiques les plus connues par ces effets
biologiques il y a: les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides (PETER,

2003).
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1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol C¢HsOH qui est un
monohydroxybenzéne. Les composés phénoliques sont fort répandus dans le régne végétal ;
on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. Dans la nature, ces
composés sont généralement dans un état lié sous forme d’esters ou plus généralement
d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeres naturels (tanins). Le groupe le

plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides (WALTON et al., 1999).

Le role des composés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de la

vie de la plante et dans utilisation que fait I’homme des végétaux. Il peut en effet intervenir :

e Dans certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, interaction avec
certains microorganismes symbiotiques ou parasite,...) ;

e Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(relation avec les bactéries, les champignons, les insectes,...) ;

e Dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leur

interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydantes

(MACHEIX et al., 2005).

1.1.1. Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui
sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (RICE-
EVANS et al., 1998). Dans la nature, les flavonoides sont généralement glycosylés, ces sucres
ainsi que les groupes hydroxyles augmentent leur solubilit¢ dans 1’eau, d’autres
substitutions tels les methyls et isopentyls, rendent les flavonoides lipophiles (CROZIER et
al., 2006).

Chez les plantes, les flavonoides (Fig. 1) jouent un role dans la protection de la plante
contre les UV et de défense contre les pathogénes et les insectes ravageurs. Elles sont aussi
impliquées dans la pigmentation, la stimulation de fixation de I'azote et la résistance aux

maladies (RUTHVEN, 1984 ; THOMAS, 1980).
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Figure 1 : Squelette de base des flavonoides (BRUNETON, 1999)

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont
les plus importantes sont : les flavones, les flavonols, les flavanones, les isoflavones et les

anthocyanidines (HARBONE, 1980) (Annexe 3).

1.1.2. Tanins

Les tanins sont une famille complexe de principes actifs qu'on trouve dans I'ensemble
des végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). Ils ont la capacité de
former des complexes avec des macromolécules (les protéines...) et des liaisons entre les
fibres de collagénes, d'ou leur viennent la plupart de leurs propriétés. Elles sont des
métabolites secondaires des plantes, leur conférant une protection contre les prédateurs

(herbivores et insectes) (PAOLINI et al., 2003).

En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien (BASSENE et al., 1995 ;

BABA MOUSSA,1998) et antiviral (POUSSET et al., 1993 ; HONG et al., 2000).

1.2.  Terpénoides (terpénes ou isoprénoides)

Les terpénes sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes, organismes
marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de 1’enchainement de plusieurs

unités isoprénique a 5 atomes de carbone CsHg (BHAT et al., 2005).

Sur le plan économique, I’importance des terpenes des plantes ne cesse de croitre
(LANDOLT, 1993). La culture du matériel végétal spécifiquement pour sa teneur en terpenes

est maintenant une activité économique majeure (GABRIELLI et al., 1974).
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1.2.1. Alcaloides

Les alcaloides forment une grande famille hétérogéne de métabolites secondaires, qui
présentent un intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine
(MOHAMMEDI, 2013). Elles sont un groupe diversifi¢ de substances organiques azotés
d’origine végétale, a caractére alcalin, de faibles poids moléculaires et présentant des
structures complexes. La plus part des alcaloides sont issus des acides aminés et se trouvent

dans environ 20% des espéces végétales (JORCIN, 2007)

Comme métabolites secondaires, les alcaloides sont supposés jouer un role défensif
dans la plante contre les prédateurs (herbivores et carnivores) et a un degré moindre contre les

bactéries, les champignons et les virus (BAZZI et al., 2002).
1.2.2. Saponosides

On entend par saponosides (mot latin «sapon», savon ; «saponaire», I’herbe a savon),
des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpénique qui tiennent une grande

place parmi les substances d'origine végétale (ROBINET, 1951).

Les saponosides ont une activité expectorante, ils rendent un peu moussant la
muqueuse des bronches inflammatoires et facilitent 1’expectoration. De plus, ils sont de
puissants hémolysants, ils possedent également des propriétés édulcorantes, largement

utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire (BRUNETON, 1999).

D’autre part les travaux de STEINMETZ et al. (1993), ont mis en évidence l'activité
antifongique de saponosides triterpéniques extraits du lierre sur les levures et les

dermatophytes.

1.3. Les huiles essentielles

1.3.1. Généralités

L’origine des huiles essentielles remonte a 1’apparition des méthodes d’extraction,
mais ces dernieres étant compliquées et améliorées avec le temps, ne permettent pas de suivre
I’évolution de différentes découvertes. Il est ainsi difficile d’établir un historique précis

(GROSJEAN, 2007).
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Au début du XVlle siecle, Paracelse médecin Suisse, considéré comme le pere de la
pharmaco-chimie, étudia I’extraction de « I’ame » des végétaux sous forme de «cinqui¢me
essence » a laquelle on donnera le nom « d’esprit » puis « d’essence » et finalement « d’huile
essentielle ». Le terme huile provient du fait que les substances volatiles contenues dans le
végétal sont visqueuses et hydrophobes. Elles ont la propriété se solubiliser dans les huiles et
les graisses. La domination « essentielle » refléte le caractére principal des plantes a dégager

des odeurs agréables (KAMBOUCHE et al/., 2003).

1.3.2. Définition

En 1965, la pharmacopée francaise donne wune définition officielle des
HES : « Produits de composition généralement assez complexe renfermant les principes
volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation »

(PHARMACOPEE FRANCAISE, 1965).

Selon la monographie de la pharmacopée européenne, la matiére premiére végétale
peut étre fraiche, flétrie, seche, entiere, a I’exception des fruits du genre Citrus qui sont

toujours traités a 1’état frais (PHARMACOPEE EUROPEENNE, 2009).

En général les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes
qui sont sécrétées par les plantes aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont

I’entrainement a la vapeur d’eau et I’hydrodistillation (ISERIN, 2001).

D’aprés BRUNETON, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les
organes végétaux : fleur, des écorces, des bois, des racines, des rhizomes, des fruits et des
graines. Si tous les organes d’une méme espeéce peuvent renfermer une huile essentielle, la

composition de cette derniere peut varier selon sa localisation (BRUNETON, 1993).

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les 1
500 000 especes végeétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », ¢’est-a-dire qu’elles
synthétisent et sécretent des infimes quantités d’essence aromatique (BRUNETON, 1999 ;
DEGRYSE et al., 2008).

Les fonctions possibles des huiles essentielles sont multiples (protection contre les

prédateurs de la plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibition de la germination et de
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la croissance, inhibition de la multiplication des bactéries et des champignons). Il est souvent

difficile de les préciser pour chaque cas particulier (RICHTER, 1993).

Il semple donc que certaines huiles, dans la plantes, fassent parties d’un systéme de
protection non spécifique. Une agression peut alors engendrer la production plus importante

de I’huile essentielle (COUDERC, 2001).

Plusieurs études sont en cours pour évaluer 1’intérét des huiles essentielles dans la
protection des cultures. On peut citer par exemple celles menées par 'ITAB qui, en 2012, a
travaillé sur I’inscription de certaines plantes en tant que substances de base, mais aussi celles
menées par PO’N (Pesticides Organiques d’Origine Naturelle), association qui a pour but de
partager les connaissances et faire connaitre les différents travaux réalisés dans les pays

francophones sur les molécules ou extraits naturels a activité de type pesticide (ITEIPMALI,

2013).

L’utilité¢ des HES pour les plantes désertiques, a été rattachée a la conservation d’une
humidité indispensable a la vie des plantes, exposée a des climats désertiques (BELAICHE,

1979).

Les méthodes d’extractions des huiles essentielles obéissent a des normes comme celle
de PAFNOR NF T75-006 qui précise que seul ’entrainement a la vapeur, les procédés

mécaniques et la distillation a sec peuvent produire une huile essentielle.

Cependant I’AFNOR et I’'ISO ont donné une définition qui prend en compte le mode
d’obtention des HES : « sont des produits obtenus d’une mati¢re premiere végétal, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation a sec, I’huile essentielle est ensuite séparée

de la phase aqueuse par des procédées physiques » (ISO, 1997 ; AFNOR, 2000).

2. Activité biologique des plantes

Les vertus des plantes médicinales, aromatiques et de leurs huiles essentielles sont
connues et utilisées depuis longtemps, mais cette utilisation se basait sur des applications et
des pratiques traditionnelles sans aucunes bases scientifiques précises. Cependant, durant ces
derniéres décennies, elles sont devenues sources d’activités antimicrobiennes

(LAGHOUITER, 2012).
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On attribue aux extraits de plantes aromatiques et notamment aux HE un certain
nombre d'activités biologiques potentielles susceptibles de trouver des applications en

agroalimentaire (ALITONOU et al., 2008).

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et a leurs effets synergiques (DORMAN et al., 2000 ; ZHIRI, 2006). Ces HES ont
trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la
conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités

biologiques reconnues (AMARTI, 2009).

Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les
terpénoides qui possedent un réle écologique lors des interactions végétales, comme agents
allélopathiques, c’est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des interactions
Végétal-animal, comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes

(BEKHECHTI et al., 2008).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongiques (MOLEYAR et al.,
1986 ; BADEAA et al., 2002), antibactériens (BOURKHISS et al., 2007), antioxydants (BEN
HALIMA et al., 2008) et insecticides (BOUCHIKHI et al., 2012).

2.1. Phénomene d’allélopathie

L’allélopathie est un phénomene impliquant soit des effets directs ou indirects que ce
soit positif ou négatif, d’une plante (y compris les micro-organismes) sur une autre plante a
travers la libération des substances chimiques dans son environnement (RICE, 1984). Il est
donc un phénomene trés important quoiqu’elle permette a une plante de conquérir un territoire

et de s’y maintenir face a la concurrence des autres especes (ROBERT et CATESSON, 2000).

Les substances rejetées dans le milieu par les plantes supérieure sont des métabolites
secondaires (antibiotiques, toxines, inhibiteurs de germination ou de croissance) qui peuvent
étre synthétisé par les plantes vivantes ou étre issues de la décomposition en détritus toxiques

d’une plante morte (ROMARI, 2004).
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2.2. Activité antimicrobienne

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Toutefois, il aurait fallu attendre le début du 20™™ siécle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser (BOUAOUN et al., 2007). De nombreuses études
ont prouvé les activités antimicrobiennes de diverses plantes (DORMAN et al., 2000 ;

SCHELZ et al., 2006)

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement fonction de leur
composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs, elle est souvent
considérée comme caractéristique des huiles essentielles (BOUHADJERA, 2005 ;
YAKHLEF, 2010).

L’essor de la chimie a permis 1’apparition de nouvelles substances antimicrobiennes.
Ces derniéres sont définies comme étant des substances utilisées pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents

antibactériens et antifongiques (COMMISSION EUROPEENNE, 2001 in KECHKAR, 2008).

Cependant, en raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant de
tels additifs chimiques, la recherche des additifs naturels, particuliérement d’origine végétale,
a notamment augmenté ces derniéres années. Par conséquent, le développement des produits
naturels possédant une activité antibactérienne s’avére nécessaire et utile (ROZMAN et al.,

2009).

2.2.1. Action antibactérienne

Beaucoup d'¢tudes ont été réalisées au sujet de l'activité antimicrobienne des extraits
de plantes et de leurs huiles essentielles (BOUSBIA, 2004), ces activités sont liées
essentiellement a la composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés
majoritaires de ces extraits et a leurs effets synergiques (HERNANDEZ-OCHOA, 2005 ;
BOUBRIT et al., 2007).
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2.2.2. Activité antifongique

De nombreuses plantes, pour se protéger de I’attaque par des champignons, des
bactéries ou des virus, synthétisent des substances de défense. Ces dernicres peuvent présenter
non seulement un intérét pour I1’agrochimie mais ¢également pour la pharmacie
(HOSTETTMANN, 1986). Un grand nombre des plantes médicinales ont une action
antifongique. Certaines d'entre ces plantes ont fait leurs preuves au laboratoire, d'autres par
contre, restent dans les déclarations des utilisateurs, sans aucune vérifications scientifiques

(KONGO, 2009).

L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite

du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (MANN et al., 2000).
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Chapitre I1. Matériels et méthodes

L’ Algérie, de sa position géographique, bénéficie d’'une gamme trés variée de climats

et de sols favorisant le développement d’une flore riche et diversifice.

La flore saharienne connue par sa bio-résistance au climat aride est riche en espéces
qui poussent a 'état sauvage. A cette richesse naturelle s'oppose cependant une rareté¢ des
stratégies adoptées pour sa valorisation. En effet, la majorité des espéces sont encore mal

connues et largement sous exploitées (MAKHLOUFI, 2013).
1. Matériels utilisés

1.1. Matériel végétal
1.1.1. Choix des plantes

Les plantes constituent une source intéressante de nouveaux composés dans la
recherche de molécules bioactives. Ainsi, les qualités antimicrobiennes de ces derniéres
sont connues depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 201 siscle pour
que les scientifiques commencent a s’y intéresser (CAILLET et LACROIX, 2014). Notre
choix des plantes est basé sur : Leur toxicité et leur pouvoir allélopathique (ABIOLA et al.,
1993 ; MAMAN, 2003 ; TUCN, 2005), leur utilisation en pharmacopée traditionnelles
(OZENDA, 1977 ; BENCHELAH et al., 2000 ; CHEHMA, 2006 ; AMANI et al., 2010) et la
présence des substances bioactifs qu’ils sont les sources des activités antimicrobiennes

(UNESCO, 1960 ; SHINKAFTI, 2014).

1.1.2. Période de récolte

Les plantes ont été récoltées dans la région d’Oued Metlili (Ghardaia) durant le mois

de Février 2014.
Les caractéristiques géographiques d’Oued Metlili sont résumées dans le tableau 1

Tableau 1 : Coordonnées de la région de prélévement

Latitude 32° 14’ Nord
Longitude 3°47 Est
Altitude 428 m

12
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1.1.3. Pergularia tomentosa L.
1.1.3.1. Position systématique :

D’aprés OZENDA 1991, sa position systématique est comme suit :

Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Rosidae

Ordre Gentianales

Famille Asclepiadaceae

Genre Pergularia

Espece Pergularia tomentosa L. (OZANDA, 1991)

1.1.3.2. Description botanique :

C’est une plante herbacée vivace pouvant dépasser 1 m de hauteur. Les jeunes
rameaux volubiles s'enroulent fréquemment autour des plus anciens lui donnant un aspect

touffu (Fig. 2) (SITOUH, 1989):

- Tige : couverte de courts poils verdatres, grimpante ou volubile, tomenteuse a I'état
jeune;

- Feuilles: Opposées, vert amande, ovales ou arrondies, en cceur a la base;

- Inflorescence: En grappes abondantes au bout de longs pédoncules;

- Fruits: Composés de deux follicules, portent de petites pointes;

- Habitat: Lits d'oued et dépression a fond rocheux;

- Répartition: Assez commun dans tout le Sahara;

- Période de végétation: Floraison en avril (CHEHMA, 2006).
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Figure 2 : Pergularia tomentosa L. a Oued Metlili, Ghardaia (Février 2014)

1.1.3.3. Usages des plantes:

L’ingéniosité des populations a tiré profit des plantes spontanées par de multiples
usages qu’il serait trop long a énumérer ici. Leur importance dans 1’alimentation humaine est
négligeable, mais n’en va méme pour cella des animaux domestiques et notamment pour les
troupeaux de dromadaire. Pergularia tomentosa L., est une plante dite médicinale possédant
des propriétés médicamenteuses. Elle est utilisée en pharmacopée traditionnelle de

nombreuses populations (CHEHMA, 2006).

Pergularia tomentosa L. peut étre utilisé comme une source de substances nutritives et

antifongiques.

- Feuilles : Utilisation de la séve comme médicament dans le traitement pour les yeux.

- A I'état sec, elle est utile en médecine traditionnelle pour traiter les douleurs dentaires et la
fatigue générale et constitue aussi un palliatif alimentaire pour le bétail pendant les moments

difficiles de 'année.

- Elle est utilisée en tannerie en milieu rural (BENCHELAH et al., 2000 ; CHEHMA, 2006).

La présence des alcaloides, des glycosides, des saponines, des flavonoides, des tanins
et anthraquinones dans les extraits de cette plante du Sahara peut étre attribuée a des actions

antifongiques et antimicrobiennes de Pergularia tomentosa (UNESCO, 1960).
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1.1.4. Pituranthos chloranthus BENTH. & HOOK.

1.1.4.1. Position systématique :

Embranchement Phanérogames

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicotylédonnes

Sous-classe Melophyta Choripetalae

Ordre Apiales

Famille Apaiceae

Genre Pituranthos

Espéce Pituranthos chloranthus BENTH. & HOOK., 1894

1.1.4.2. Description botanique :

Selon OZENDA, est une plante dont les tiges sont ramifiées des la base, plus ou moins
dichotomes et portant des ombelles longuement pédonculées; pétales verdatres a nervures

dorsales pubescentes et larges, fruits poilus (Fig. 3) (OZENDA, 1977).
C’est une plante vivace, de 0,5 a 1 metre de haut :

- Tige : vert jaunatre, en forme de joncs, ramifiées des la base ;

- Feuille : petite (réduit a des écailles) rapidement caduque ;

- Inflorescence : en ombelles disposées aux sommets des tiges ;

- Fleur : verte, a pétale large portant des poils sur leur nervure dorsale ;

- Fruit : akéne ovoide, de 1 2 2 mm de diametre, poilues (CHEHMA, 2006).
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Figure 3 : Pituranthos chloranthus BENTH. & HOOK. a Oued Metlili, Ghardaia (Février
2014)

1.1.4.3. Usage des plantes:

Pituranthos chloranthus, appelée localement Guezzeh, est une plante aromatique dont
les feuilles et les fleurs utilisées en infusion ou en décoction pour soigner les indigestions, les
maux d’estomac ainsi que les maux du bas ventre, en cataplasme sur la téte, contre les
céphalées. Elle est commun dans tout le Sahara septentrional et occidental jusqu'a EL Golea

et au Tademait au sud (CHEHMA, 2006 et OZENDA, 1977).

1.1.4.4. Toxicité des plantes:

Les nomades connaissent le haut pouvoir allergisant des plantes du genre Pituranthos

pour les animaux, en période de leur floraison.

En effet, le pollen de I’espece P. chloranthus engendre des ophtalmies graves, quand il
pénetre dans les yeux des animaux. Le dromadaire en particulier y est trés sensible. Tres
allergisant, ce pollen rend les animaux aveugles pendant plusieurs jours. Les nomades traitent
ces ophtalmies en instillant dans les yeux du dromadaire, du jus de tabac ou en introduisant du

sel sous les paupieres (BELLAKHDAR, 1997 ; ITUCN, 2005).
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1.2. Matériel microbien

1.2.1. Origine et choix des souches microbiennes

Les souches fongiques choisies dans cette étude sont des champignons telluriques sur
la base de leurs implications fréquentes dans la contamination et 1’altération des denrées
alimentaires. Les souches testées sont : Alternaria spp., Penicillium spp. et une levure

Candida albicans

Les souches bactériennes choisis sont des bactéries pathogénes et impliquées
fréquemment dans la contamination des denrées alimentaires et donc sur le corps humain.
Deux bactéries ont été utilisées Staphylococcus spp. et Proteus spp., ces souches ont été
isolées par le service de microbiologie au laboratoire central de « 1’Hopital de SIDI ABBAZ »

(GHARDAIA).

1.2.1.1. Candida albicans

» Position systématique

Regne Fungi
Division Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida
Espece Candida albicans

> Habitat

Candida albicans est une levure ovoide cosmopolite. Chez 1’homme, elle est
rencontrée en nombre limité comme commensal des muqueuses de la bouche, du pharynx, des
intestins et du vagin. C. albicans n’est présent que sporadiquement dans 1’environnement (sol,

fruit, légumes, etc) (GOUBAU et al., 2000).
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» Caractéres principaux

Candida albicas est 1'espéce de levure la plus connue. Au laboratoire médical, la
culture en boite pétri donne des colonies qui sont grandes, rondes, de couleur blanche ou

créme, elles poussent bien sur milieu de sabouraud ou sur gélose au sang (Fig. 4) (CHAKOU
et BASSOU, 2005).
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Figure 4 : Observation macroscopique de Candida albicans

> Pouvoir pathogéne

Le principal agent pathogene est Candida albicans responsable d'infections
superficielles aussi bien que systémiques. Ces dernicres ne sont souvent que chez des
individus immunodéprimés. Il fait partie de la flore normale de l'intestin, les infections
superficielles comprennent le muguet (sur la muqueuse buccale), des vulvo-vaginites. La
pathogénisit¢ de Candida albicans est liée a la phase filamenteuse. Cette levure peut

provoquer des infections du vagin, de la bouche ou des poumons (CHAKOU et al., 2005).

18



Chapitre 1. Matériels et methodes

1.2.1.2. Penicillium sp.

» Position systématique

Regne Fungi
Division Ascomycota
Classe Euascomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichomaceae
Genre Penicillium
Espece Penicillium sp.
> Habitats

Les Penicilliums sont largement répandus dans les sols, sur les végétaux en
décomposition et dans 1’air. Ils sont également utilisés comme ferments dans la fabrication de

certains fromages (CRIQUET et CALVERT, 2008).
» Aspect macroscopique

Les colonies de Penicillium spp. ont une croissance rapide. Le mycélium a un port
aplati et une texture poudreuse. La couleur des colonies peut étre blanche (mycélium
immature), verte (reproduction anamorphe) ou rose (reproduction téléomorphe) (Fig. 5)

(CRIQUET et CALVERT, 2008).

Figure 5 : Observation macroscopique de Penicillium spp. (CRIQUET et CALVERT, 2008)
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» Aspect microscopique

Les hyphes sont septées et les deux types de reproduction peuvent étre observés. La
reproduction asexuée (anamorphe) est caractérisée par la présence de « penicilli » constitués
de conidiophores, de métules, de phialides et de conidies. La reproduction sexuée
(téléomorphe) différencie dans asques des ascospores. Les asques sont contenues dans des

ascocarpes appelés cléistothéces (Fig. 6) (CRIQUET et CALVERT, 2008).

&L

Cléistothéce

Figure 6 : Observation microscopique de Penicillium spp. (CRIQUET et CALVERT, 2008)

1.2.1.3.Alternaria spp.

> Position systématique

Regne Fungi

Division Ascomycota
Classe Dothideomycetes
Ordre Pleosporales
Famille Pleosporaceae
Genre Alternaria
Espece Alternaria spp.
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> Habitat

Les Alternaria spp. peuvent étre isolés toute 1’année et partout, entre autres sur : les

plantes, les produits alimentaires (fruits, Iégumes, céréales, etc.) et le sol (KONIG, 2013).

» Pouvoir pathogéne

Plusieurs especes d'Alternaria (Fig. 7) sont responsables de maladies de plantes
cultivées ou non, ces maladies sont parfois regroupées sous le terme d'alternariose (KONIG,
2004 ; ANAISSIE et al., 1989). Se sont parmi les moisissures qui peuvent également étre
responsables de mycoses opportunistes, a 1’origine d’infections localisées ou invasives,

d’allergies ou de mycotoxicoses (ANONYME, 2014).

» Aspect microscopique

Les hyphes sont septées, les conidiophores sont bruns, septés et ont souvent 1’aspect
de « zigzags ». Ils portent des conidies simples ou ramifiées. Ces derniers présentent des
cloisonnements transversaux et longitudinaux et sont caractéristiques du genre Alternaria. Des
tubes germinateurs peuvent également étre observés a la surface des conidies (CRIQUET et

CALVERT, 2008 ; COLLIER et al., 1998).

Figure 7 : Observation microscopique d’Alternaria spp. (KONIG, 2004)
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» Aspect macroscopique

Les colonies d’Alternaria (Fig. 8) ont une croissance rapide et un aspect cotonneux. La
surface des colonies est souvent hétérogene, présentant des zones blanches constituées
exclusivement d’hyphes aériennes et des zones sombres rasantes renfermant les spores

asexuées mélanisées (CRIQUET et CALVERT, 2008).

Figure 8 : Observation macroscopique d’Alternaria spp. (CRIQUET et CALVERT,
2008)

1.2.1.4.8taphylococcus spp.

> Position systématique

Reégne Bacteria

Division Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus spp.
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> Habitat
Elles sont largement disséminés dans 1’environnement, retrouvés dans le sol, les

poussieres (I’air), I’eau et dans certains produits alimentaires (laitages, conserves salées)

(SHIMELD et al., 1999).

»> Pouvoir pathogéne
IT s'agit de germes ubiquitaires (Fig. 9), les staphylocoques sont des bactéries gram
positif, commensales de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux. Chez
I’homme, les staphylocoques en particulier les especes S. aureus et S. epidermidis font partie
de la flore résidente cutanée de nombreux individus qui sont des «porteurs asymptomatiques»

(NAGASE et al., 2002 ; QUINN et al., 2011).

B ol

Figure 9 : Observation microscopique de Staphylococcus spp. (KELHI, 2013)

1.2.1.5.Proteus spp.

» Position systématique

Reégne Bacteria

Division Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Proteus

Espece Proteus spp.
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> Habitat

Les especes du genre Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont
isolées du sol, de I’eau, de I'intestin de ’homme et de l'intestin de nombreuses especes
animales (souris, chiens,...). Dans le milieu extérieur, ces bactéries jouent un role important

dans la dégradation des maticres organiques d'origine animale (MURRAY, 2007).
» Pouvoir pathogéne

Les proteus sont souvent en cause dans des infections urinaires, infections de plaie,

surinfections diverses : (tumeurs, voies respiratoires,...) (DONGYOU, 2009).

» Caractéres principaux

Les Proteus spp. sont des bacilles a Gram négatif, tres généralement mobiles,
polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diamétre sur 1,0 um a 80 pm de longueur (Fig.
10).
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Figure 10 : Observation microscopique de Proteus sp. (KELHI, 2013)

1.2.2. Choix de milieu de culture

Les milieux utilisés pour cette étude sont le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) qui
est un milieu de culture propice pour la croissance d'une large gamme des champignons

phytopathogenes a étudier (SINGH et al., 2006 ; CHENG et al., 2006) et I’Agar Mueller
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Hinton pour étudier 1’activité antibactérienne parce que c’est le milieu le plus employé pour

les tests de sensibilité aux agents antibactériens .

L’extraction et I’étude de P’activité antimicrobienne des extraits ont été réalisées aux

niveaux des laboratoires de ’université de Ghardaia.

2. Méthodes

2.1. Extraction des principes actifs

Les différentes parties des plantes utilisées pour 1’extraction des principes actifs sont

représentés dans le tableau (2).

Tableau 2 : Différentes parties utilisées pour 1’extraction

Espéces familles Parties utilisées
Pergularia tomentosa L. Asclepiadaceae - feuilles
- tiges
- graines
Pituranthos chloranthus Ombelliferes - feuilles
- tiges
- graines

2.2. Protocole d'extraction
2.2.1. Macération a ’acétone

L'extraction des huiles par macération est une extraction a froid. C'est un simple
contact entre le support solide et solvant, la séparation se fait par filtration (BOUDJEMAA et
al., 2010). Elle consiste a prendre 50 g de poudre des grains, on les macérés dans 100 ml
d'acétone pendant 2 heures. A l'aide d'un entonnoir on fait la filtration ensuite on met le
mélange a la congélation pendant 1 h ou plus, apres la congélation on observe une couche

blanchatre en dessous du mélange. On conserve cette couche et on élimine 1'acétone.
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2.2.2. Préparation des extraits aqueux

Une fois que la matiére végétale est récoltée, la partie aérienne de la plante est
récupérée, trice et nettoyée, ensuite séchée a 1’air libre et ensuite broyées, avant d'étre réduits

en poudre fine, puis tamisée dans un tamis de @=Imm (DISADILA, 2013).

L’extraction a été répétée 4 fois. Pour chaque extraction, cent grammes de poudre de
la partie aérienne ont été portés a reflux pendant 6 heures dans un mélange méthanol-eau (2:1)
(Fig. 11), puis filtrés. Ce filtrat a ensuite été évaporé a sec sous pression réduite a 60°C au

Rotorvapor (Fig. 12).

HOUARI, 2014

Figure 11 : Montage d’extraction par reflux

HOUART, 2014

Figure 12 : Montage de Rotorvapor
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2.2.3. Choix des concentrations

Dans 1’objectif de trouver la concentration efficace, nous avons choisis six (06)

concentrations pour chaque extrait aqueux soient a 100%, 90%, 80%, 70%, 60% et 50%.

HOUARI, 2014

Figure 13 : Différentes concentrations d’extrait végétal obtenues par dilution.
A : Concentrations de P. chloranthus ; B : Concentrations de P. tomentosa

2.3. Méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne
2.3.1. Test en milieu solide (méthode de la diffusion sur milieu gélosé)

Un ou plusieurs disques (3 disques/ boite) de papier sont imprégnés par une quantité
connue de substances a analyser et disposés sur un milieu gélosé (boite de Pétri). La gélose est
ensemencée par suspension de champignon. Ces boites sont alors incubées pendant plusieurs
jours. Les substances antifongiques diffusent dans la gélose créant une zone d’inhibition de
croissance du champignon autour du disque dont le diametre d’inhibition de la pousse du
champignon permet de calculer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et d’évaluer le

pourcentage par rapport a I’activité d’un antifongique de référence (DELAHOUSSE, 2003).
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Figure 14 : Principe de la méthode de diffusion par disque (GUINOISEAU, 2010)

Généralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la concentration

d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est faible.

La mesure manuelle des zones d’inhibition peut prendre du temps. Les dispositifs automatisés

avec une zone de lecture sont disponibles et peuvent étre intégrés avec le rapport de

laboratoire et les systémes de manipulation de données. Les disques devraient étre distribués

¢galement de sorte que les zones d’inhibition autour des disques antimicrobiens dans 1’essai

de diffusion en disque ne se chevauchent pas et qu’ainsi la zone d’inhibition puisse étre

déterminée (EL KALAMOUNT, 2010).

2.4. Techniques d’étude
2.4.1. Préparation du milieu de culture

» Préparation du milieu PDA
- 39 g de poudre de PDA par 1 litre d’eau distillée.

- Stérilisation a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

- Verser aseptiquement une premicre couche de milieu dans des boites de Pétri de

90 mm de diametre a raison de 20 ml par boite.

- Laisser les refroidir et solidifier sur la paillasse.

> Préparation de I’Agar Mueller Hinton
- 37 g de poudre de MH par 1 litre d’eau distillée.

- Stérilisation a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

- Verser aseptiquement une premicre couche de milieu dans des boites de Pétri de

90 mm de diamétre a raison de 20 ml par boite.
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- Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

2.4.2. Préparation de ’'inoculum

On préléve a l'aide d’une pipette pasteur des colonies pures et bien isolées qu'on

décharge dans un tube contenant 10 ml d'eau distillée stérile.

2.4.3. Ensemencement

Sur des boites contenant le milieu PDA, on introduit 2 a 3 ml de I’inoculum. On
obtient ainsi, un étalement uniforme en nappe et I’exceés du liquide est rejeté dans un bac

d’eau de javel ; les boites sont mises a sécher quelque minute.

On a trempé un écouvillon dans la suspension bactérienne et on a étalé la surface
entiére avec la gélose MH a trois reprises. Apreés chaque application, on a tourné la boite de
60° en vue d’assurer une distribution homogéne de I’inoculum. Enfin, on a écouvillonné

partout autour du bord de la surface de la gélose.

2.4.4. Dépot des disques

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques (3
disques/boite) imbibés de I’extrait aqueux des deux plantes ont été¢ déposés sur l'agar, qui a été
précédemment inoculé avec les souches a tester. Les mémes étapes ont été répétées pour les
huiles fixes. On a considéré les boites traitées par des disques imprégnées dans I’eau distillée

comme témoin négative.

2.4.5. Incubation

Les boites sont incubées pendant 24 a 48 heures a 37°C.

2.4.6. Lecture

L’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide autour du
disque dont le diametre est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse (y compris le diamétre de

disque), les résultats sont exprimés en mm (RASOOLI et al., 2008).
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2.5. Pourcentage d’efficacité

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’efficacité¢ (PE) (PRESCOTT et
al.,2003) :

PE A—B 100
= X
A

A : Diametre moyen de la zone d’inhibition en présence de 1’extrait a tester.

B : Diameétre moyen de la zone d’inhibition sur milieu témoin.

2.6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont portés sur les statistiques descriptives et 1’analyse de
variance (ANOVA). Les analyses statistiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel « MINITAB,
13.31.FR- copyright 2000»

La valeur p<0.001 est considérée trés hautement significative.
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Chapitre I11. Résultats et discutions

L’activité¢ fongicide des extraits de P. tomentosa et P. chloranthus sur les souches
fongiques a été étudiée via ’estimation du diamétre de la zone d’inhibition observée et le

calcul du taux d’efficacité avec la réalisation d’une analyse de variance.
1. Effet antifongique des extraits aqueux

Les résultats obtenus dans le cas d’utilisation des différentes concentrations des extraits

aqueux des deux plantes sont indiqués en moyenne dans le tableau (3).

Tableau 3 : Diamétre des zones d’inhibition a différentes concentrations

Alternaria spp. | Penicillium spp. Candida
albicans
Témoin 0 0 0
Pergularia | C1 (100%) 11,33+0,58 11,00+0,00 10,67+0,58
tomentosa
C2 (90%) 10,67+0,58 8,67+0,58 0
C3 (80%) 10,00+0,00 0 0
C4 (70%) 9,33+0,58 0 0
C5 (60%) 0 0 0
C6 (50%) 0 0 0
Pituranthos | C1 (100%) 11,33+0,58 0 11,00+0,00
chloranthus
C2 (90%) 6,67+5,77 0 10,67+0,58
C3 (80%) 0 0 10,67+0,58
C4 (70%) 0 0 9,00+0,00
C5 (60%) 0 0 0
C6 (50%) 0 0 0

D’apres le tableau 3, nous constatons facilement que les extraits aqueux de P.

tomentosa et P. chloranthus agissent différemment sur les souches testées.
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Figure 15 : Diamétre des zones d’inhibition de P. tomentosa relatif aux différentes

souches fongiques

La figure (15), montre que I’extrait aqueux de P. tomentosa est efficace sur les trois
souches mais a des concentrations différentes ; son impact sur 1’Alternaria spp. commence a
partir d’une concentration de 70 % avec une augmentation progressive de la zone d’inhibition
en fonction des doses. L’efficacité de I’extrait sur le Penicillium spp. commence a partir de la
concentration 90% avec un effet progressive en fonction des doses. En ce qui concerne

Candida albicans, 1’extrait n’est efficace qu’a une dose de 100%.

Le pouvoir inhibiteur de 1’extrait aqueux de P. fomentosa sur Alternaria spp. est trés
hautement significative (F=648,44 ; P=0,000), il est de 100% pour les concentrations de
100%, 90%, 80%, 70% avec des zones d’inhibition de 11,33+0,58 a 9,33+0,58 mm et 0%

pour les concentrations de 60% et 50%.

L’analyse de variance a montré que les valeurs enregistrées aux niveaux des boites de
Pétri traitées par I’extrait aqueux de P. tomentosa sur Penicillium spp. avec les doses 100% et
90% sont tres hautement significative (F=1479,00 ; P=0,000) comparativement a celles
enregistrées aux niveaux des boites de Pétri témoins avec des diametre de zone d’inhibition de

11,00+0,00 et 8,67+0,58 mm respectivement.
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L’effet I’extrait aqueux de P. tomentosa sur C. albicans a montré une activité
antifongique seulement pour la dose 100% avec un diamétre d’inhibition de 10,67+0,58 mm
et ’analyse de variance a 1 facteur contr6lé a montré que les valeurs enregistrées au tableau
(3) sont trés hautement significative (F=1024,00; P=0,000) comparativement a celles

enregistrées aux niveaux des boites de Pétri témoins.

12 7 11,33 11
- 10,67 10,67
10 + 9
~ ] - L~
g 6,67
% 6 1 m Alternaria sp.
E 4 - B Penicillium sp.
a C. albicans
2 .
O B R R e
T ém01'n| 100% | 90% | 80% 70% | 60% | 50%
Pituranthos chloranthus

Figure 16 : Diameétre des zones d’inhibition de P. chloranthus relatif aux différentes souches

fongiques

D’apres la figure (16), ’extrait aqueux de P. chloranthus est efficace sur les deux
souches mais a des concentrations différentes ; sont impact sur I’Alternaria spp. commence a
partir d’une concentration de 90 % avec un effet progressive de la zone d’inhibition en
fonction des doses. L’efficacité de 1’extrait sur Candida albicans commence a partir de la
concentration de 70 % avec une augmentation progressive en fonction des doses. En ce qui

concerne Penicillium spp., I’extrait n’a montré aucune efficacité.
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L’analyse de la variance a 1 facteur contr6lé¢ a montré que le pouvoir inhibiteur de
I’extrait aqueux de P. chloranthus sur Alternaria spp. est trés hautement significative
(F=13,16 ; P=0,000). 11 est de 100% pour les concentrations 100% et 90% avec des diamétres
de la zone d’inhibition de 11,33+0,58 et 6,67+5,77 mm respectivement; les autres

concentrations n’ont mentionné aucune activité sur la souche.

Aucune activité n’est par ailleurs notée sur Penicillium spp. traité par 1’extrait aqueux

de P. chloranthus.

L’analyse de variance a 1 facteur contr6lé a montré que les valeurs enregistrées aux
niveaux des boites de Pétri traitées par 1’extrait aqueux de P. chloranthus avec les doses a
100%, 90%, 80% et 70% sur la levure C. albicans sont trés hautement significative
(F=1905,00; P=0,000) comparativement a celles enregistrées aux niveaux des boites de Pétri
témoins, le pourcentage d’efficacité de 1’extrait est de 100% avec des diametres des zones
d’inhibition de 11,00+£0,00 a 9,00+0,00 mm, par rapport aux doses 60% et 50% dont le taux
d’efficacité est de 0%.

2. Effet antifongique des huiles fixes

Le tableau 4, présente les diamétres d’inhibition des souches traité par les huiles fixes
des deux plantes.

Tableau 4 : Diamétre des zones d’inhibition

Alternaria spp. | Penicillium spp. | C. albicans

Témoin 0 0 0
Pergularia 12,67+0,58 10,33+1,15 4,67+4,04
tomentosa
Pituranthos 11,33+0,58 7,33+0,58 0
chloranthus

Les résultats enregistrés dans le tableau 4, ont montré que les huiles fixes de P.

tomentosa et P. chloranthus agissent différemment sur les souches testées.
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Figure 17 : Diametre des zones d’inhibition de I’HF de P. tomentosa relatif aux différentes

souches fongiques

D’apres la figure (17), I’huile fixe de P. fomentosa semble avoir une action inhibitrice

sur la croissance de toutes les souches testées.

Le taux d’efficacité d’HF de P. tomentosa sur les souches Alternaria spp., Penicillium
spp. et C. albicans est 100% avec des diamétre d’inhibition de 12,67+0,58, 10,33+1,15 et

4,67+4,04 mm respectivement.

L’analyse de variance a 1 facteur contrdlé a montré que les valeurs enregistrées aux
niveaux des boites de Pétri des souches Alternaria spp. et Penicillium spp. traitées par ’HF de
P. tomentosa sont trés hautement significative (F=1444,00 ; P=0,000) et (F=240,25 ; P=0,000)
respectivement. Cependant, L’analyse de variance a 1 facteur contr6lé a montré que les

valeurs enregistrées pour la souche C. albicans sont non significative.
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Figure 18 : Diamétre des zones d’inhibition de I’'HF de P. chloranthus relatif aux différentes

souches fongiques

D’apres la figure (18), on remarque que I’HF de P. chloranthus a un effet antifongique
sur les deux souches Alternaria spp. et Penicillium spp. ; Tandis que 'HF de P. chloranthus

n’a montré aucun effet sur C. albicans.

Le taux d’efficacit¢ d’HF de P. chloranthus sur les souches Alternaria spp. et
Penicillium spp. est de 100% avec respectivement 11,33+0,58 et 7,33+0,58 mm de diametre
d’inhibition. L’analyse de variance a 1 facteur controlé a montré que cet effet est tres
hautement significative avec (F=1156,00 ; P=0,000) et (F=484,00 ; P=0,000) respectivement.

Aucune activité n’a enregistré sur la levure C. albicans.
3. Discussion

A la lumiére des résultats trouvés, I’extrait aqueux de P. fomentosa a un effet
antifongique sur les différentes souches testés, cela confirme les résultats obtenus par
BOULENOUAR et al. (2009) qui ont montré que I’extrait hexanique de P. tomentosa et
I’extrait méthanolique de Citrullus colocynthis L. (Cucurbitaceae) et Nerium oleander L.
(Apocynaceae) sur Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis sont les plus important avec une zone
d’inhibition (@ = 20 mm); les résultats de HASSAN et al. (2007) ont montré 1’effet
antifongique de D’extrait aqueux et les solvants organiques de différentes parties de P.
tomentosa sur Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Aspergillus niger et Aspergillus

flavus avec des pourcentages d’inhibition de 41,9045,63 4 97,52+0,28%.
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Dans la méme optique, SCHMELZER et al. (2013) ont prouvé que les extraits aqueux
de P. tomentosa et a plusieurs solvants organiques des feuilles, des tiges et des racines ont
montré une activité antifongique contre plusieurs souches de champignons pathogéne ; des

effets bactéricides ont également été répertoriés.

Selon les résultats de BELYAGOUBI (2006), le Penicillium est sensible aux huiles
essentielles de Thymus capitatus (80%) que celui d’Origanum glandulosum L. (Lamiaceae)
(37,78%) avec une concentration fongicide de 0,625 pl/ml. Par contre I’ Eucalyptus globulus
Labill. (Myrtaceae) représente 1’huile la moins inhibitrice de la croissance avec 72,68% pour
une concentration de 2,5ul/ml. Les huiles d’O. glandulosum et de T. capitatus L. (Lamiaceae)
ont presque la méme action sur Alternaria et a faible concentration (4 pul/20ml), il apparait un
effet fongicide. Pour E. globulus, elle est la moins efficace et a SOul/ml I’indice antifongique
est de 67,28%. On outre, les résultats de MOHAMMADI et al., (2001) ont montré que le
pouvoir antifongique de I’huile essentielle de Lavandula stoechas L. (Lamiaceae) sur
Penicillium et Alternaria est efficace avec les concentrations 4 pg/ml et 4.5 pg/ml

respectivement.

Plusieurs études ont montrés la résistance de la levure C. albicans a des huiles
essentielles tels : huile essentielle de Ruta chalepensis L. (Rutaceae) (ATTOU, 2011),
Securidaca longepedonculata Fres. (Polygalaceae) et Guiera senegalensis J.F.
(Combretaceae) (SOUZA et al., 1995). D’autre travaux ont montré la sensibilité de la souche
vis-a-vis les différentes extraits Cassia alata L. (Fabaceae), Piliostigma thonningii Schum.
(Fabaceae) et Maranthochloa cuspidata R. (Mrantaceae) (AGBAN et al., 2013) Terminalia
ivorensis A. (Combretaceae) (ZIRIHI et al., 2008).

Des ¢tudes sur la composition chimique de P. fomentosa ont montré la présence des
alcaloides, des glycosides, des saponines, des flavonoides, des tanins et anthraquinones dans
les extraits de cette plante qui peuvent é&tre des sources d’action antifongique et

antimicrobienne (UNESCO, 1960 ; SHINKAFI, 2014).
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4. Effet antibactérien des extraits aqueux

Les résultats obtenus dans le cas d’utilisation des différentes concentrations des

extraits aqueux des deux plantes sont indiqués en moyenne dans le tableau (5).

Tableau 5 : Diamétre des zones d’inhibition a différentes concentrations

Staphylococcus spp. Proteus spp.
Témoin 4,67+4,04 0
Pergularia C1 (100%) 12,33+1,15 11,33+0,58
fomentosa
C2 (90%) 11+0,00 10,67+0,58
C3 (80%) 10,67+0,58 10,33+1,15
C4 (70%) 9,67+0,58 10+0,00
C5 (60%) 0 9,67+0,58
C6 (50%) 0 6+5,20
Pituranthos C1 (100%) 11,33£1,15 10,33£1,15
chloranthus
C2 (90%) 10+0,00 9,67+0,58
C3 (80%) 9,33+0,58 9+0,00
C4 (70%) 7,67+0,58 8,67+0,58
C5 (60%) 6,67+5,77 6,67+5,77
C6 (50%) 0 6+5,20
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La figure (19) rapporte les résultats du pouvoir bactéricide des extraits aqueux de P.

tomentosa vis-a-vis les trois souches bactériennes
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Figure 19 : Diametre des zones d’inhibition de P. tomentosa relatif aux différentes souches

bactériennes

Les résultats obtenus dans la figure (19), ont montré I’efficacité de I’extrait aqueux de

P. tomentosa sur les deux souches bactériennes mais a différentes concentrations. Son effet

sur Staphylococcus spp. commence a partir d’une concentration de 70 % avec une

augmentation progressive de la zone d’inhibition en fonction des doses. L’extrait est efficace

sur Proteus spp. a toutes les concentrations avec une augmentation progressive des zones

d’inhibition.
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Figure 20 : Diamétre des zones d’inhibition de P. chloranthus relatif aux différentes

souches bactériennes

La figure (20), montre que 1’extrait aqueux de P. chloranthus est efficace sur les deux
souches mais a des concentrations différentes; sont impact sur Staphylococcus spp.
commence a partir d’une concentration de 60 % avec une augmentation progressive de la
zone d’inhibition en fonction des doses. L’extrait est efficace sur Proteus spp. a toutes les

concentrations avec une augmentation progressive des zones d’inhibition.

Les résultats révelent que 1’extrait aqueux de P. fomentosa et P. chloranthus a
différente concentration exerce un effet antibactérien sur Proteus spp. L’analyse de variance
a 1 facteur a montré que les valeurs enregistrées aux niveaux des boites de Pétri de Proteus
spp. sont trés hautement significative (F=11,68 ; P=0,000) comparativement a celles
enregistrées aux niveaux des boites de Pétri témoins, avec des diamétres des zones
d’inhibition de 10,67+0,58 a 65,20 mm et hautement significative (F=4,20; P=0,01) avec des

diameétres de la zone d’inhibition de 10,33+1,15 a 8,67+0,58 mm successivement.
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L’extrait aqueux de P. tomentosa a révélé une activité antibactérienne élevé dans les
concentrations 100%, 90%, 80% et 70% sur Staphylococcus spp. avec des diamétres des
zones d’inhibition de 12,33+1,15 a 11+0,00 mm respectivement par rapport aux diametres de
la zone d’inhibition enregistrées aux niveaux des boites de Pétri témoins 4,67+4,04 mm.
L’analyse de variance a 1 facteur contr6lé a montré que les valeurs enregistrées aux niveaux
des boites de Pétri traitées par l’extrait aqueux de P. tomentosa sont trés hautement

significative (F=32,15 ; P=0,000).

L’extrait aqueux de P. chloranthus a montré une activité antibactérienne ¢levé dans les
concentrations 100%, 90%, 80%, 70% et 60% sur Staphylococcus spp. avec des diamétres de
la zone d’inhibition de 11,33+1,15 a 7,67+0,58 mm respectivement par rapport a celles
enregistrées aux niveaux des boites témoin (4,67+4,04 mm). L’analyse de variance a 1 facteur
contrdlé a montré que les valeurs enregistrées aux niveaux des boites de Pétri traitées par
I’extrait aqueux de P. chloranthus sont trés hautement significative (F=12,83 ; P=0,000) par

rapport a celles enregistrées aux niveaux des boites de Pétri témoins.

5. Discussion
Selon les résultats obtenus, P. tomentosa a un effet antibactérien sur les souches
testées. Cependant, trés peu de recherches se sont intéressées a I’étude de 1’activité
antimicrobienne de P. chloranthus. Une seule a été trouvée en littérature a ce sujet réalisé par
YANGUI et al. (2009), ont évalué I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de P.
chloranthus sur des souches bactériennes et fongiques et les concentrations 1.87-3.75 et 7.5

mg/] respectivement ont montré une activité bactéricide et fongicide de I’'HE.

Plusieurs études ont montré 1’efficacité d’autres extraits de plantes sur les souches
bactériennes tel que 1’extrait aqueux de Zea mays L. (Poaceae), Allium sativum L. (Liliaceae),
Zingiber officinale R. (Zingiberaceae) et Eugenia aromatica L. (Myrtaceae) sur la souche de

référence Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SOUZA et al., 1995).

Certains travaux ont prouvés la résistance de Proteus et Staphylococcus aureus vis-a-
vis les huiles essentielles de menthe (Lamiaceae) dilué, tandis que ’'HE de menthe pur a
montré une bonne activité contre Proteus (40 mm) (LAGHOUITER, 2012), d’autres travaux
(KIZIL et al., 2010 ; SINGH et al., 2011 ; JEYAKUMAR et al., 2011 ; HUSSAIN, 2009)

affirment I’inefficacité d’HE de menthe ; et ¢a tout dépend des composés d’HE de chaque un
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plutot le composé majeur de chaque HE et la méthode utilis¢é pour 1’évaluation de cette

activité en plus des conditions de travail (LAGHOUITER, 2012).

En revanche, ALI-SHTAYEH et al. (1998) ont montré que la résistance des souches
est due a la différence de la structure de la paroi cellulaire entre les bactéries Gram positif et
les bactéries Gram négatif. Ainsi les travaux de SOUZA et al., (1995), ont montré la
résistance de la souche S. aureus vis-a-vis Spondias mombin L. (Anacardiaceae), Guiera
senegalensis J.F. (Cobretaceae), Cassia siamea Lam. (Fabaceae) et Gomphrena celosioides
Mart. (Amaranthaceae), ils ont prouvé que I’intensité des effets bactéricide et/ou fongicide sur
la croissance des germes étudiés parmi (Staphylococcus aureus, C. albicans, Penicillium sp.
etc) varie en fonction de la plante et du type de microorganisme ; Une relation dose-effet a été
observée dans tous les cas. Ces résultats sont similaires a celles de YAMEOGO (2003) qu’il a

expliqué que I’activité antibactérienne varie d’une plante a une autre et d’'un germe a ’autre.
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Conclusion

Conclusion

L’activité antimicrobienne des extraits de Pergularia tomentosa et Pituranthos chloranthus,
sujet de notre travail, a été effectuée en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé. Ce test
est réalisé sur cinq souches microbiennes dont trois souches fongiques (4Alternaria spp., Penicillium

spp. et Candida albicans) et deux souches bactériennes (Staphylococcus spp. et Proteus spp.).

Par ailleurs, 1’étude du pouvoir fongicide des extraits aqueux de P. fomentosa vis-a-vis les
trois souches fongiques a permis de visualiser une action inhibitrice sur Alternaria spp. (11,33+0,58

mm), Penicillium spp. (11 mm) et C. albicans (10,67+£0,58 mm)

Les résultats ont montré aussi que I’huile fixe de P. tomentosa a une activité antifongique
sur Alternaria spp. (12,67+0,58 mm), Penicillium spp. (10,33+1,15 mm) et C. albicans (4,67+4,04

mm).

L’extrait aqueux de P. chloranthus a aussi une activité antifongique mais seulement sur
deux souches fongiques Alternaria spp. (11,33+0,58 mm) et C. albicans (11 mm), tandis que sur

Penicillium spp. aucune activité n’est mentionnée.

Concernant I'huile fixe de P. chloranthus, les résultats obtenus rapportent un effet
antifongique sur Alternaria spp. (11,33+0,58 mm), Penicillium spp. (7,33+0,58 mm) et aucune

activité n’est enregistrée sur la levure C. albicans.

L’étude du pouvoir antibactérien de I’extrait aqueux de P. tomentosa a révélé un effet
antibactérien sur les souches Staphylococcus spp. et Proteus spp. avec des diameétres d’inhibition de

12,33£1,15 mm et 11,33%£1,15 mm respectivement.

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien de ’extrait aqueux de P. chloranthus, nos
résultats montrent un effet antibactérien sur les mémes souches a savoir Staphylococcus spp. et

Proteus spp. avec des diamétres d’inhibition de 11,33+0,58 mm et 10,33+1,15 respectivement.
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Conclusion

Cette étude peut étre considérée comme une premicre source d’information sur les
propriétés antimicrobiennes des extraits de plantes étudiées. En perspective, pour une meilleure
poursuite de la recherche des molécules actives des deux plantes du Sahara septentrional, de la

présente étude, il est souhaitable de :
- Tester leurs efficacités sur d’autres microorganismes phytopathogeénes.

- Poursuivre les tests biologiques par des tests de caractérisation et d’identification
phytochimique des extraits végétaux ou bien des huiles essentielles pour identifier les principes

actifs et pour comprendre I’évaluation des composés présentant 1’activité antimicrobienne.

- Une recherche supplémentaire sur d’autres propriétés (antivirale, antiparasitaires,
insecticides, ...) des extraits aqueux et des huiles fixes des plantes pour répondre aux exigences de

I’agriculture biologique en développement des biopesticides d’origine végétale.
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Annexes

Annexes

Annexe (1) : Sélection de photos des plantes étudiées

Figure 21 : Fruits de Pergularia tomentosa L. (Anonyme, 2002)

Photo 22 : Fleurs de Pergularia tomentosa L. (Anonyme, 2005)
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Annexe (2) : Les différentes classes des composés phénoliques (DAAYF et al., 2008).

Squelette carbonée

Classes de composés phénoliques

Cs Phénols simples et benzoquinones
Ce-C4 Acides phénoliques
Ce-C, Acétophénones et les acides phenylacétiques
Ce-Cs5 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropénes, chromons
Ce-C4 Naphthoquinones
Cs-C1-Cs Xanthones
Ce-Cy-Cg Stilbénes et anthraquinones
Ce-C3-Cs Flavonoides et isoflavonoides
(C6-C )2 Tannins hydrolysables
(C6-Cs3)2 Lignanes et néolignanes
(C6-C5-Cs)2 Biflavonoides
(C6-C3)n Lignines
(Co) n Catéchols
(C6-C3-Cg) n Tannins condensés

Annexe (3) : Les différentes classes des flavonoides (LAKHANPAL et al., 2007)

oH

CH

Flavonol Flavone Flavanone

Flavanol (Catechins)

OH

oH

oH
Isoflavone

Anthocyanidine
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Annexe (4) : Matériel végétal utilisé

Figure 23 : Différentes étapes de préparation des grains des plantes

A. Poudre des grains de p. tomentosa
B. Poudre des grains de p. chloranthus

Figure 24 : Macération des grains a I’acétone
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Annexe (5) : Matériel biologique utilisé

Figure 25 : Boites de Pétri de Candida albicans traitée par 1’extrait aqueux de P. tomentosa et
P. chloranthus a différentes concentrations

i

HOUARI. 2014

Figure 26 : Boites de Pétri de Alternaria sp. traitée par I’extrait aqueux de P. fomentosa et P.
chloranthus a différentes concentrations

Figure 27 : Boites de Pétri de Penicillium sp. traitée par I’extrait aqueux de P. tomentosa et
P. chloranthus a différentes concentrations
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Figure 28 : Différentes zones d’inhibition

Figure 29 : Boites de Pétri de Staphylococcus sp. traitée par 1’extrait aqueux des plantes a
différentes concentrations
A : Traitée par I’extrait de P. tomentosa ; B : Traitée par I’extrait de P. chloranthus

HOUARI, 2014

Figure 30 : Boites de Pétri de Staphylococcus sp. traitée par 1’extrait aqueux des plantes a
différentes concentrations
A : Traitée par ’extrait de P. tomentosa ; B : Traitée par I’extrait de P. chloranthus
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Annexe (6) : Préparation de milieu de culture

Figure 31 : Préparation de milieu de culture
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Résumé : Recherche de activité antimicrobienne des extraits de quelques plantes sahariennes
Notre étude porte sur la recherche de I’activité antimicrobienne des extraits de deux plantes présentent au Sahara
septentrional Pergularia tomentosa L. (Asclepiadaceae) et Pituranthos chloranthus Benth. (Apiaceae). Deux extraits ont été
préparés a partir de ces deux espéces 1’un aqueux et I’autre huile fixe. Afin de tester son effet antifongique et antibactérien sur

les souches microbiennes en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé.

Les résultats ont montré I’effet antifongique de I’extrait aqueux de P. fomentosa sur les souches testées a un taux
d’efficacité de 100% avec des diamétres d’inhibition d’Alternaria spp. (11,33+0,58 mm), Penicillium spp. (11 mm) et C.
albicans (10,67+£0,58 mm). Par ailleurs, nous avons constaté que 1’extrait aqueux de P. chloranthus a montré une activité

antifongique seulement sur deux souches Alternaria spp. (11,33+0,58 mm) et C. albicans (11 mm).

Selon les résultats obtenus, les huiles fixes des deux plantes ont montré une activité antifongique sur les souches testées
Alternaria spp. (12,67+£0,58 mm), Penicillium spp. (10,33£1,15 mm) et C. albicans (4,67+4,04 mm) traitées par 1’huile fixe de

P. tomentosa.

Un effet antifongique de I'huile fixe de P. chloranthus, a été montré sur Alternaria spp. (11,33£0,58 mm) et
Penicillium spp. (7,33+£0,58 mm).

En outre, le pouvoir antibactérien de P. fomentosa est important sur les souches Staphylococcus spp. (12,33+1,15 mm) et
Proteus spp. (11,33%1,15 mm). Ainsi, que pour ’extrait de P. chloranthus sur Staphylococcus spp. (11,33+0,58 mm) et Proteus
spp. (10,331,115 mm).

Mots clés : Antifongique, antibactérien, extraits, Pergularia tomentosa L., Pituranthos chloranthus Benth.

shawall (e Al giadl (B Glsall i Galiiual il Saall sliaal) L5 e daldl :oadls
ehanall o dladll gjall 3 olsait (i Galiiuad cils Kaall sliadll a0 e Gl 6 Jias Wi ()

Pergularia tomentosa L. (Asclepiadaceae) s Pituranthos chloranthus Benth. (Apiaceae)

sk oy B

« (~0,58+11,33) Alternaria spp. < S = 100 % 4wz P. tomentosa J Sl saliiwall B 5l mibul cogl
(#<0,58+10,67) C. albicans s (s 11) Penicillium spp.

(0,58+11,33) Alternaria spp. e his S Alsaia Helal P. chloranthus s Sl paliingl o WaaY gal dea e s
(p= 11) C. albicans s

«(<0,58+12,33) Alternaria spp e S8 5\ OIS 38 P, fomentosa J At cipll Jlaxind die lgle Joasall bl (ady Leg Ul
(74,04+4,67) C. albicans s (a1,15+10,33) Penicillium spp.

Penicillium spp« (~=0,58+11,33) Alternaria spp. e 4sxis P. chloranthus J <) cuill el 5,
(~0,58+7,33)

(#=1,15£11,33) Proteus spp. s (m1,15+12,33) Staphylococcus spp. = »b P. tomentosa e JS Jsaia old S ) 28l
(#1,15£10,33) Proteus spp. s (~0,58+11,33) Staphylococcus spp. = P. chloranthus & sk XS

Pergularia tomentosa L.« Pituranthos chloranthus Benth. ¢ aliiie ¢ 55 alias ¢(gyhad alias dpalidal) culalSl)



Introduction




PARTIE I :
Synthese bibliographique




PARTIE II:

Materiel et methodes




PARTIE III:

Resultats et discussions




Conclusion




Réferences bibliographiques




Annexe




