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Les plantes sont essentielles & notre environnement (Ducreux, 2002), de tres
nombreux variétés sont cultivées par I’Homme et sont largement utilisées d’abord comme
source alimentaire, mais aussi comme objets décoratifs et pour leurs effets pour la santé
(Potage et VVan Holt, 2008). Cependant, ces plantes cultivees se trouvent rarement dans des
conditions optimales, elles se trouvent souvent dans des conditions extrémes (Hopkins, 2003)
dans lesquels 1’équilibre climat-végeétation-sol peut étre altéré par les facteurs abiotiques
(potentiel hydrique, température, salinité...) et biotiques (bactéries, champignons, algues...)
(Grouzis et Le Flo’h, 2003). Ces conditions écologiques président le déroulement des
différents cycles de végétation : la germination des graines, la survie des plantules et le
métabolisme secondaire des plantes (Le Houérou, 1980). Ces derniers constituent également
un héte obligatoire pour les micro-organismes biotrophes et nécrotrophes (Roy, 2014), ils
sont donc exposées a de nombreuses maladies : viroses, bactériose et mycoses dont les
champignons sont parmi les principales causes de ces maladies. Ce sont des micro-
organismes hétérotrophes, sans chlorophylle, caractérisés par un mycélium formé de filament
qui s’appelle hyphe. IIs se nourrirent de matiere organique morte ou des tissus vivants. Les
champignons se reproduisent par les spores ; qui sont des corps extrémement petits de 4 a 5
milliemes de diametre, leur densité est moindre que celle de I’eau. Elles ont une structure
simple formée d’une petite vésicule trés mince contenant un fluide. Les spores ont une forme
ovale, elliptique ou sphérique selon I’espéce (Cordier, 1870). On distingue les spores sexuées
et les spores asexuees. Les premiers servent a maintenir I’espéce, ils apparaissent souvent a la
fin de la saison alors que la forme asexuée, dite imparfaite, assure la propagation (Corbaz,
1990).

Les champignons phyto-pathogénes sont des micro-organismes eucaryotes plus
complexes que les bactéries. Ils pénétrent dans 1’hote par différentes fagons, soit directement a
travers la cuticule des cellules végétales soit par des ouvertures existent naturellement dans la
plante comme par exemple les stomates, ou par I’intermédiaire de blessures des tissus présent
sur les organes végétaux. Apres la pénétration dans 1’hdte, commence la phase d’infection ou
le champignon préléve divers substances chez I’héte de fagons traumatisante, c’est-a-dire le
parasite dépend des cellules vivantes ou par une destruction rapide des tissus en utilisant des
enzymes pectino-lytiques. Cette phase se suit par la formation des structures spécialisées pour
produire des spores, la dissémination de ces derniers est assurée par le vent, par I’eau ou par

un vecteur tels que les insectes (Blancard et al., 2003).
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Lors de I’infection, les plantes reconnaissent les champignons pathogénes par les
éliciteures de la membrane de 1’hyphe qui conduit a une hypersensibilité caractérisée par
I’apparition des nécroses autour des points de pénétration. En cas ou le parasite pénetre dans
1I’hote, la plante résiste grace a son systeme immunitaire et réagit par deux vois ; soit par la
mobilisation des substances constitutives de la paroi juste en face de I’hyphe : on parle de
paille composé de callose et de cellulose, elle encapsule le parasite et échoue I’infection, soit
par la production des substances chimiques tels que les saponines qui forment des complexes
avec les stérols fongiques et 1’acide chlorogénique qui va étre oxydé en présence d’infection
et déplace la respiration vers la voie des pentoses conduisant a la production des phénols. En
plus de ces deux voies, la plante peut se défendre contre les parasites par la cutine, par les

poils ou par la disposition des stomates (Corbaz, 1990).

Dans le cas ou le parasite affecte la plante et elle ne peut pas se défendre, il faut aller a
d’autres moyens pour le combattre. Il y a deux méthodes de lutte. La premiére est la lutte
chimique qui consiste a utiliser des fongicides synthétiques, dont on distingue deux
catégories : les préventifs qui inhibent le systeme enzymatique et respiratoire du pathogene et
les fongicides systématiques qui ont une action curative, ils sont absorbés par la plante via les
racines et véhiculé par la séve (Corbaz, 1990). La lutte chimique est le moyen le plus utilisé :
78600 tonnes de fongicide et herbicides ont été épandues en France, elle est relativement
efficace mais présente des dangers pour I’environnement: destruction des insectes
pollinisateurs, accumulation des résidus toxiques, pollution de I’air, 1’eau et de sol et

apparition des souches résistantes (Asdrubal, 2010).

A cause de ces inconvénients, 1’efficacité des produits chimiques régresse et les
scientifiques orientent les recherches vers les méthodes qui permettent de protéger les cultures
en minimisant les risques pour I’environnement et les étres vivants, on parle de la lutte
biologique (Libbey, 2010), elle présente plusieurs avantages : absence de résistance, un
niveau de mortalité eleve, control rapide et un cout inférieur a ceux de la synthése (Bale et al.,
2008). La lutte biologique sert a protéger les cultures par des organismes vivants sous forme
de parasites, prédateurs ou agents pathogénes du parasite qui attaquent la plante. lls tuent le
parasite ou limitent son développement en s’en nourrissant (Ajouz, 2009). Les extraits des
plantes sont aussi utilisés dans la lutte biologique. 1ls représentent une pratique ancestrale en
Afrique, de nombreuses plantes sont utilisées pour leurs activités biocides vis-a-vis les bio
agresseurs, elles peuvent étre utilisées sous forme d’extraits aqueux ou phénolique, dans les

conditions des champs, I’efficacité des extraits est mesurée a travers l’abondance des
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populations des ravageurs ou la sévérité des dégats, a cet égard des travaux antérieures ont pu
démontrer que certains extraits ont la méme efficacité des fongicides de synthese, 1’action
biocide de ces extraits sur les champignons se manifeste par I’inhibition de la sporulation ou

par une réduction de la sévérité de la maladie (Yarou, 2017).

Parmi les plantes utilisée dans la lutte biologique, le Zizyphus lotus qui est un arbuste
épineux (Chehma, 2006) appartenant a la famille des Rhamnaceae. Connu, dans nos régions,
sous le nom « Sedra », ou « Azar djerdjer » pour I’arbuste et « N’beg » pour le fruit. Le
jujubier sauvage fait partic de 1’alimentation traditionnelle et des pratiques médicales des
maghrébins (Souleymane, 2016). Le genre Zizyphus est dérivé du nom de I’arbre « Zizouf »
(Paquereau, 2013).

Cet arbuste est tres ramifié, de 2 a 2,5 métres de diamétre, composé de tige a long
rameau en zigzag et des feuilles simples, ovales et épineux de couleur vert clair, les fleurs
sont petites et en grappe axillaire, généralement de couleur vert jaunatre, elles apparaissent
entre avril et mai et se transforme en un fruit sphérique de la grosseur d’un olive (Chehma,
2006) de couleur rousse, il renferme un noyau osseux arrondie et biloculaire recouvert d’une
pulpe douce et agréable (Couverchel, 1839). Il joue un rdle important dans la conservation
des sols grace a son systeme racinaire profond et vigoureux qui stabilisent les substrats et les
protége de 1’érosion (Amara et Benabdeli, 2017).

Il se multiplie par voie végétative avec une faible propagation par semis, son optimum
thermique est de 35°C, sa germination est rare car le semis nécessite le traitement des noyaux

par les sucs digestif des animaux (Zouaoui et al., 2013).

Le Zizyphus lotus pousse dans les zones rocailleuses, les falaises, et les pieds des
collines (Chehma, 2006). C’est une plante de soleil réservée au climat chaud et sec
(Paquereau, 2013), elle pousse donc dans les pays arides et semi-arides : Chine, Iran, la
Corée du sud (Souleymane, 2016), I’ Afrique dont la Libye, Le Maroc, 1’Algérie et le sud de
I’Europe dont I’Espagne, le Sicile, la Gréce et le Chypre (Benammar et al. 2010). En
Algérie, elle est présente dans toutes les régions sauf le tell algéro-constantinois (Quizel et
Santa, 1963).

Le jujubier sauvage contient des quantités substantielles d’acide gallique, maticre
minerale, stérols, vitamines, fibres, acides aminées, triacylglycérol et des composés
antioxydants. A cet égard, le fruit de Zizyphus lotus est une source précieuse de nutriments

ainsi que d’antioxydant, antimicrobiens et antifongiques. Les feuilles contiennent les
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saponines notamment le jujuboside B. Les racines contiennent une grande quantité de
polyphénol, d’acide gras essentiels et de vitamine C. La pulpe contient une quantité

importante de glucides, phénol, flavonoides et de tanins (Souleymane, 2016).

La médecine traditionnelle utilise plusieurs parties de Zizyphus lotus. Les propriétés
médicales de cette plante dépendent de la partie de la plante concernée (racines, feuilles,
fruits) et de type de I’extrait utilisé (éthanolique, butanolique). En Afrique du nord et le
Moyen-Orient, elle est utilisée pour traiter les troubles digestifs, la faiblesse, les troubles
hépatiques, les troubles urinaires, le diabete, les infections cutanées, la fievre, la diarrhée et
I’insomnie tandis qu’en Algérie, elle est utilisée comme antibiotique, sédatif et
hypoglycémiant (Benammar et al. 2010). Des rapports scientifiques ont montré que Zizyphus
lotus contient des molécules biologiquement actives (phénol et flavonoides) qui sont

responsables de ces effets bénéfiques (Souleymane, 2016).

Les extraits des plantes y compris I’extrait de Zizyphus lotus peuvent étre utilisés
seuls ou mixtes en association avec des fongicides synthétiques, ils offrent des perspectives
nouvelles pour la protection des végétaux en raison de leur nombreux avantages ecologiques,
cependant la production des extraits en grande quantité est trés difficile, d’une part, et la
plante utilisée pour la production est souvent liée par les conditions de 1’environnement,
d’autre part (Ajouz, 2009).

Le jujubier sauvage est souvent développé dans des sols marginaux soumis a de
longue période de sécheresse donc le stress hydrique est la plus importante contrainte
environnementale qui peut perturber son développement (Rais et al. 2017). De ce fait, la
composition biochimique des organes de la plante, la production et I’accumulation des
métabolites primaires et secondaires sont influencés par les facteurs environnementaux (la
température, la disponibilité de I’eau, le rayonnement solaire et le gel) ce qui entraine une
modification de ’activité antimicrobienne de la plante (Sampaio et al. 2015), et comme le
Zizyphus lotus pousse dans toutes les régions de 1’Algérie qui dispose de plusieurs étages
climatiques (sub-humide, humide, semi-aride, aride et aride sec) et que chaque étage a des
caractéristiques qui le distingue des autres en terme de température, humidité et de conditions

du sol; le jujubier est donc influencé par ces variations environnementales qui sont variables.

Notre travail vise a étudier si les conditions de I’environnement ont un impact sur les
métabolites secondaires du jujubier sauvage a travers 1’étude du pouvoir antifongique des

extraits aqueux des fruits de cette espéce vis-a-vis des champignons phytopathogénes.
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Chapitre | : Matériel et méthodes

1. Le matériel végétal et la zones d’étude

Le matériel végétal utilisé est la pulpe des fruits de jujubier sauvage. Le travail porte
sur six populations de jujubier sauvage appartenant a six wilayas Algériennes (Ain Defla,
Chlef, El-Bayad, Ghardaia, Laghouat et Tiaret). Les fruits en provenance de Tiaret ont été
récoltés a maturité au mois de septembre 2017, les fruits en provenance des autres régions ont
été récoltés a maturité au mois de septembre et octobre 2016. Les fruits récoltés ont été séchés
a I’abri de la lumiére, puis décortiqués pour récupérer les pulpes. La pulpe été conservées a
I’obscurité a une température ambiante jusqu’au jour de son utilisation. La Figure 1 illustre

les fruits de jujubier sauvage et la Figure 2 représente les différentes parties du fruit.

Fruits
} )
~ Pulpe
Ll
# LLL
| [ ] :
‘ Endocarpe
Graines
Figure 01 : Les fruits de jujubier sauvage Figure 02 : Les différentes parties du fruit

(Sources : photos originales prises en février 2018 pour la figure 1 et Avril 2017 pour la
figure 2).
La Figure 03 illustre les différentes localités des points de collecte des fruits de
jujubier sauvage. Les cordonnés géographiques et les caractéristiques de chacune des zones

d’étude sont présentées dans le Tableau 1.
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Figure 03: Les différentes zones d’étude

(Source:http://d-maps.com/cartephpnumcar=192340lang=fr)
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Tableau 1:

Cordonnées et caractéristiques des zones d’étude

Pop. Région Localisation Climat (https:/fr.climate-data.org)
Djeméa, Ouled | Se situe au centre de | Méditerranéen semi-aride : la
Chikh I'Algérie  a 145 km au | température moyenne a ain defla est de
Long.:2° 1’ E | sud ouest d'Alger dans | 14.4°C. la moyenne des précipitations
Ain Defla Lat.:36°6’ N | une zone relais entre | annuelles atteints 735 mm.
Alt. : 516 m I’Est et 1’Ouest du
pays.
Ouled Ziad, Situee dans le Tell | Mediterraneen sub-humide : En
Boukadir occidental a 200 km a | moyenne la tempéreature a chlef est de
Chlef Long.: 1°6” E | l'ouest d'Alger. 18.6°C. il tombe en moyenne 394 mm
Lat.:36°6’ N de pluie par an.
Alt. : 106 m
Bougtoub La wilaya d'El-Bayad | Climat de steppe rude : Les
Long.: 0° 7 E | fait partie intégrante de | précipitations sont faibles. EI Bayadh
Lat.:33°59°N | la région des Haute | affiche une tempeérature annuelle
El-Bayad Alt. : 1038 m plaines steppiques du | moyenne de 14.2°C. la moyenne des
Sud-Ouest algérien. précipitations annuelles atteints 271
mm.
Metlili Ghardaia est situéau | Le climat est dit désertique: sue
Long. : 3°33’E | centre de I'Algérie dans | I’année, la température moyenne a
Ghardaia | Lat.:32°18’N | le  Nord du Sahara | Ghardaia est de 21.0, il tombe en
Alt. : 526 m algérien, a 600 km au | moyenne 68 mm de pluie par an.
sud d'Alger.
Oued Nogued, | Laghouat est une ville | Le climat est continental aride: la
Kheneg d'Algeérie située a 400 | température moyenne a Laghouat est de
Laghouat Long. : 2°59°E | km au sud d'Alger. 17.4°C. chaque annee, les précipitations
Lat. : 33°49°N sont en moyenne de 176 mm.
Alt.: 772 m
Tidda Oued Lili | La wilaya de Tiaretest | Le climat est de type continental : la
Long.:2°1’E | située a l'ouest du | température moyenne a Tiaret est de
_ Lat.:36°6’ N | pays dans la région | 14.7°C. chaque annee, les précipitations
Tiaret Alt. 1516 m des hauts plateaux. sont en moyenne de 529 mm.
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2. Preéparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux ont été préparés, a partir des pulpes des fruits de jujubier sauvage
(Zizyphus lotus), par macération a froid pendant 72 heures selon la méthode décrite par
Housseinzadeh et Younssi (1995). La pulpe a été séchée a 80°C pendant 48 heures, puis
broyée a I’aide des mortiers en porcelaine a fin d’obtenir une poudre fine a partir de laquelle
une solution aqueuse a été préparée (macération). 25 grammes de I’échantillon a été
mélangée avec 250 millilitres d’eau distillée stérile dans des Erlenmayer recouverte du papier
aluminium, cette solution a été agitée ensuite pendent 72 heures successives. Aprés la
récupération de I’extrait, une premicre filtration a éte effectuée en utilisant des bas fins et une
deuxieme fois par le papier filtre. Apres, la solution a été versée dans des verres a montre
propres et a été condensée a une température de 40°C dans une étuve ventilée jusqu’a
I’évaporation totale de 1’eau et 1’obtention d’une poudre seche (Figure 4). Cette derniére a été

mise dans un dessicateur et puis conservée a 1’obscurité dans un endroit sec.

Figure 04 : Etapes de la préparation des extraits aqueux
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3. Evaluation quantitative et qualitative des extraits aqueux
3.1. La teneur en polyphénols totaux

Le dosage est réalisé selon la méthode de folin ciocalteu. Le réactif est formé d’acide
phosphomolybdique H3PMo0,0, et d’acide phosphotungstique H3PWO1,04. Il se réduit par
I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstene WgO,3 et de molybdene MogOs.
(Ollivier et al., 2004).

Une quantité de 0.5 ml de I’extrait est mélangée avec 2.5 millilitres du réactif folin
ciocalteu dilué 10 fois et 1 millilitres de carbonate de sodium Na,COs a 20%. L’ensemble est
incubé a la température ambiante pendant 15 minutes. Un standard de calibration a été préparé
en utilisant des solutions de différentes concentrations d’acide gallique et la lecture est

effectuée contre un blanc a 1’aide de spectrophotometre a 760 nm.

3.2. La teneur en flavonoides
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la
formation d’un complexe trés stable entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne

présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Ali-Rachedi et al., 2018).

1.5 Millilitre de D’extrait est mélangé avec 1 ml de la solution de chlorure
d’aluminium(AICl3) (2% dans méthanol), apres une incubation de 10 minutes. Un standard de
calibration a été préparé en utilisant des solutions de différentes concentrations de quercétrine

et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide de spectrophotométre a 430 nanometres.

3.3. La teneur en tanins condenses (Proanthocyanides)

Le dosage a été realisé par la méthode de n-butanol/HCL, une fois le n-butanol/HCL chauffé,
il scindait les liaisons C,4 et Cg qui liaient les monomeéres tanniques entre eux libérant ainsi des

anthocyanes (Akroum, 2011).

250 pl de I’extrait est mélangé avec 2.5 ml de la solution de sulfate ferreux. Apres une
incubation de 50 minutes a 95°C. Un standard de calibration a été préparé en utilisant des
solutions de différentes concentrations d’acide gallique et la lecture est effectuée contre un
blanc a 1’aide de spectrophotometre a 530 nm.
4. Test antifongique

4.1. Champignons phytopathogénes utilisés

Afin d’évaluer I’activité antifongique des extraits aqueux de Zizyphus lotus, quatre

souches des champignons phytopathogenes ont été utilisées. Elles appartiennent aux genres
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Fusarium (blé, tomate), Penicillium (de citronnier) et Botrytis (de pomme de terre). Le

tableau 2 montre les caractéristiques de chaque genre. Ces souches sont considérés comme

phyto-pathogénes. L’inoculum a été isolée de plantes hotes de chagque souche. Le tableau 3 et

la figure 5 représentent les symptémes qui apparaitront sur chaque plante infectée.

Tableau 2: Aspect macro et microscopique des genres fongiques étudiés (Guillaume, 2006)

Genres Aspects macroscopiques Aspects microscopiques
Fusarium e Colonies cotonneuse a e Conodiophores isolés ou accolés
laiteuse ; en paquets ;
e Couleur blanche puis se e mycélium septé ;
transforme en rose violet ou e micro-conidies ovales ;
jaune. e macro-conidies incurvés.
Penicillium e Surface poudreuse ; e Mycelium septé ;
e Couleur blanche au début puis | ¢ Conidiophore plus ou moins
bleu vert. ramifiés ;
e Conidies rendes ou ovoides en
longue chaine
Botrytis e Surface cotonneuse ; e Long conidiophore irrégulierement

(Rousselle et
al., 1996).

e Couleur blanchétre puis grise

ramifiés
Conidies monocellulaire, ovoides

Iégerement pigmentés
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Fusarium de tomate

Penicillium de citron

Boutrytis de pomme de terre

Figure 05 : Les symptdmes des plantes infectées par les souches étudiées

Tableau 3 : Les symptdmes des plantes infectées par les souches étudiées

Genre Plante infectée Symptdmes
Blé e Nécrose de la base des tiges et des racines
(Simon et al., 1989) détruites ;
e Font de semis.
e Réduction de la croissance ;
Fusarium e jaunissement des vieilles feuilles ;
Tomate e mort des jeunes plantes;
(Blancard, 2009) e Une teinte brune des vaisseaux ;
o Flétrissement sur les folioles et sur les feuilles de
la tige.
Citron e Décomposition et ramollissement du fruit ;
Penicillium | (Hernandez-Montiel | e Le fruit se recouvre du mycélium blanc et spores
et Ochoa, 2007) bleu.
Pomme de terre | ¢ Nécrose noire entouré d’un halo vert trés pale sur
Boutrytis | (Rousselle et al. la face supérieur des feuilles

1996).
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4.2. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture PDA est favorable pour la croissance des champignons phyto -
pathogénes. Pour préparer ce milieu, 300 grammes de pomme de terre bien épluchée et
découpée en petit morceaux ont été bouillit dans 1 litre d’eau distillée, a 100°C. Aprés 25
minutes 1’eau de pomme de terre est récupérée (environ 300 millilitres) et ajouté a 300
millilitres d’eau distillée contenant 20 grammes d’agar-agar et 20 grammes de dextrose, puis
ajusté au volume de 1 litre par ’eau distillée. Le milieu est ensuite versé dans des flacons et
passé a ’autoclave & une température de 121 °C pendant 15 minutes sous pression de 1 bar
(Figure 6)

Ebulition Dextrose

A

=3

Agar agar Remplissage des flacons

Autoclavage

Figure 06 : Etapes de la préparation du milieu de culture

4.3. Purification des souches

La purification a été effectuée avec un matériel stérile et sur une paillasse bien
désinfectée autour du bec bensén (figure 7). Avant d’entamer la purification, le milieu de
culture PDA a été coulé dans les boites de Pétri et laissé se solidifier. La purification a été
procédé a I’aide d’une série de repiquage. Un prélevement, au bord de la colonie, d’un
fragment du mycélium du champignon phytopathogéne a été effectue a I’aide d’une pipette

Pasteur stérile et a été déposé au centre de la nouvelle boite de Pétrie. Les boites sont
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recouvertes par un film alimentaire pour éviter la contamination et incubées a 28°C pendant 7

jours.

Figure 07: Etapes de la purification des souches
4.4, Test antifongique

Des boites de Pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées en surface: nous
avons prélevé un disque (morceau de champignon) et le déposé au centre de la boite. Ensuite
4 puits sont creusés dans chaque boite Pétrie a 1’aide des pipettes Pasteur stériles, chaque puit
est rempli par 30 ul de I’extrait aqueux de chaque population a une concentration de 0,05
g/ml. Le diamétre d’inhibition qui traduit I’activité antifongique est déterminé aprés une

incubation de 7 jours a 28°C.

La lecture s’effectue en comparaison avec une boite de témoin négatif qui contient
I’eau distillée a la place de I’extrait. Cette boite est ensemencée en méme temps que les autres

boites et dans les mémes conditions. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule

Dc-D
%100 ( Leroux et Creder, 1978)

Dc

suivante: 1% =
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Avec : | % : Pourcentage d’inhibition.
Dc : Diametre des colonies dans les boites témoins.

De : Diamétre des colonies dans les boites qui contiennent 1’extrait.

Figure 08 : Quelques étapes du test antifongique
5. Analyse statistique

La partition de la variance, pour les caracteres biochimique est estimée entre les
extraits et pour I’activité antifongique entre, extraits, entre souches fongiques et entre
concentrations des extraits, par I’analyse statistique de la variance (ANOVA) en utilisant le
Type 111 (SPSS V. 16) pour le calcul de la sommes des carrees. Les groupes homogénes de
provenances concernant chaque trait mesure sont séparés par le test de Tukey.
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Chapitre 11 : Résultats et discussions
1. Evaluation quantitative et qualitative des extraits aqueux

Afin de caractériser les différents extraits aqueux préparés a partir de la pulpe des
fruits du jujubier sauvage (Zizyphus lotus), des dosages des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins condensés ont été effectués.

1.1 Lateneur en polyphénols totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que la pulpe des fruits de
Zizyphus lotus est riche en polyphénols. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau
04 et la figure 10.

L’analyse de variance montre qu’il y a une déférence treés hautement significative entre
les extraits aqueux de jujubier sauvage (P<0,01), cela veut dire que la quantité des

polyphénols totaux différe d’une population a I’autre.

Tableau 04: Tableau d’analyse de la variance pour la teneur en polyphénols totaux des
différents extraits aqueux étudiés.

Sources de variation ddl SCE CM F P
Extraits 5 3307422,4 | 661484,48 | 50,696 Q***
Résiduelle 24 313148,39 | 13047,85

Total 29 3620570,8

*** - Tres hautement significatif

La concentration en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été calculée a
partir de 1’équation de la droite de régression de courbe d'étalonnage d’acide gallique
(y=0,0056x+1,0519) et la teneur en polyphénols est exprimée en milligrammes équivalent
d’acide gallique par gramme de la matiére végétale séche (mg Eq AG/g MS) selon la formule

suivante :

T=[(C xV x D) / P)]x100

Avec :
T : Teneur en polyphénols
C : Concentration en polyphénols déduite de la courbe d’étalonnage ;
V : Le volume de la prise d’essai ;

D : nombre de dilution (20 fois) ;
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P : Prise d’essai initiale (1gramme).

Les teneurs en polyphénols varient considérablement entre les différents extraits. Elles
oscillent entre 1228,400+209,714 et 436,250+97,03 mg EAG/g MS. La teneur la plus élevée
des phénols a ét¢ mesurée dans 1’extrait aqueux des fruits de la population en provenance de
Chlef suivie par ’extrait aqueux des fruits de la population en provenance de Laghouat avec

1228,5+209,715 et 1094,1+53,222 mg EAG/g MS respectivement.

1600,000
1400,000

1200,000

b
b
1000,000
800,000
a a

600,000 a a
400,000
200,000
0,000

Ain defla Chlef El-Bayad Ghardaia Laghouat Tiaret

Teneur en Polyphénols totaux (mg Eq
AG/g MS)

Extraits

Figure 09: Variation de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits aqueux de la

pulpe des fruits de Zizyphus lotus

D’une autre part les extraits aqueux des fruits en provenance de Tiaret et d’El Bayadh
présentent les teneurs les plus faibles en polyphénols totaux avec 436,250+97,033 et
439,46+85,434 respectivement.

Le test de classification des moyennes de Tukey sépare deux groupes homogénes. Le
groupe homogene (a) regroupe des extraits aqueux des fruits de Zizyphus lotus qui
contiennent les teneurs les plus faibles en polyphénols totaux. Ces extraits aqueux sont ceux
en provenance d’Ain Defla, El Bayadh, Ghardaia et Tiaret. Les deux extraits aqueux des fruits
de jujubier sauvage qui proviennent de Chlef et Laghouat sont groupés ensemble dans le

groupe homogeéne (b) et ils représentent les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux.
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1.2 La teneur en flavonoides

Les résultats de dosage montrent la présence des flavonoides dans tous les extraits
aqueux testés (six populations). Cela confirme la richesse du fruit de Zizyphus lotus par les

flavonoides.

D’aprés le tableau d’analyses de la variance (tableau 05), les résultats obtenus pour la
teneur en flavonoides montrent qu’il n’y a pas une différence significative entre les extraits

(P>0,05), donc les six populations contiennent des quantités similaires de flavonoides.

Tableau 05 : Tableau d’analyse de la variance pour la teneur en flavonoides des différents

extraits

Sources de variation ddl SCE CM F P
Extraits 5 613,746 122,749 1,291 0,3 ns
Résiduelle 24 2281,22 95,051

Total 29 247604,9

ns: non significatif

La concentration en flavonoides de chaque extrait de plante a été calculée a partir de
I’équation de la droite de régression de courbe d'étalonnage de Quercitine (y=75,13x-0,10475)
et la teneur en flavonoides est exprimée en milligrammes équivalent de Quercitine par

gramme de la matiére végétale seche (mg Eq AG/g MS) selon la formule suivante :

T=[(C xV x D) / P)]x100

Avec : T : Teneur en flavonoides
: Concentration en polyphénols déduite de la courbe d’étalonnage ;
: Le volume de la prise d’essai ;

: nombre de dilution (20 fois) ;

T O < O

: Prise d’essai initiale (1g).

Les résultats présentes dans la figure 11 montrent que les teneurs en flavonoides sont
trés proches. L’extrait aqueux des fruits de la population de Ghardaia enregistre un maximum
de flavonoides (98,260 1,444 mg Eq Q/g MS), suivi par I’extrait aqueux des fruits de la
population de Tiaret et de Chlef avec un taux de 92,605+4,903 mg Eq Q/g MS et
91,879+3.972 mg Eq Q/g MS respectivement. Tandis que la plus basse teneur en flavonoides
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a été mesurée dans I’extrait aqueux des fruits de la population d’El Bayadh avec 85,011

+12,258 mg Eq Q/g MS.
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Figure 10: Variation de la teneur en flavonoides des différents extraits aqueux de la pulpe des

1.3 La teneur en tanins condensés (Proanthocyanides)

fruits de Zizyphus lotus

Il ressort de 1’analyse phytochimique que les extraits aqueux de la pulpe des fruits de

jujubier sauvage contiennent des tanins. Le tableau d’analyse de la variance (Tableau 06)

révéle un effet significatif (P=0,05) entres les différents extraits analyses. Cette variation

explique que les quantités en tanins différent d’une population a I’autre.

Tableau 06: Tableau d’analyse de la variance pour la teneur en tanins des différents extraits

Sources de variation ddl SCE CM F Sig.
Extraits 5 51583,964 | 10316,793 2,615 0,05*
Résiduelle 24 94682,997 | 3945,125
Total 29 146266,961

* . significatif

La concentration en tanins condensés de chaque extrait de plante a été calculée a partir

de D’équation de la droite de régression de courbe d'étalonnage d’acide gallique

(y=0,0056x+1,0519) et la teneur en tanin condensée est exprimée en milligrammes équivalent
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d’acide gallique par gramme de la matiere végétale séche (mg Eq AG/g MS) selon la formule
suivante :

T=[(C xV x D) / P)]x100

La figure 12 illustre la variation de la teneur en tanins condensés des extraits aqueux
de la pulpe de jujubier sauvage. Le dosage des tanins condensée révele que I’extrait aqueux
des fruit de la population en provenance de Laghouat renferme les plus importantes teneurs en
tanins condensés, avec une valeur de 223,215 +27.889 mg Eq AG/g MS. En revanche, les
extraits aqueux des fruits des populations en provenance de Ghardaia et de Tiaret ont
enregistré les teneurs les plus faibles en tanins condensés avec 122,768+24,817 et
86,696+23,440 respectivement.
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( |
150,000
a

100,000
50,000
0,000

Ain defla Chlef El-Bayad Ghardaia Laghouat Tiaret

Teneur en Tanins (mg Eq AG/g MS)

Extraits aqueux

Figure 11 : Variation de la teneur en tanins condenseés des différents extraits aqueux de la

pulpe des fruits de Zizyphus lotus

Le test de classification des moyennes de Tukey sépare deux groupes homogeénes (a) et
(b) et un groupe intermediaire (ab). L’extrait aqueux des fruits de Zizyphus lotus de la
population en provenance de Tiaret est qui représente la teneur la plus faible en tanins
condenseés, caractérise le groupe homogéne (a). Alors que le groupe homogene (b) renferme
uniquement 1’extrait aqueux des fruits de Zizyphus lotus de la population en provenance de
Laghouat et qui est caractérisé par la teneur la plus élevée en tanins condensés. Le reste des

extraits aqueux des fruits de Zizyphus lotus en provenance d’Ain Defla, Chlef, El Bayadh et
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Ghardaia sont classés dans le groupe chevauchant (ab). Ces extraits aqueux présentent des

teneurs proches en tanins condenseés.

2. Test antifongique

L’activité antifongique des extraits aqueux de la pulpe des fruits du jujubier sauvage
(Zizyphus lotus) a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé, en mesurant les
diamétres des zones d’inhibition de la croissance des différentes souches utilisées. Les
résultats de I’activité antifongique des extraits, estimée par le diameétre de la zone d’inhibition,

autour des puits, sont présentés dans le Tableau N° 7 et dans les Figures 13 et 14.

Les résultats d’analyse des variances révelent un effet significatif (P<0,05) entres les
extraits aqueux et un effet trés hautement significatif (P<0,01) entres les souches fongiques
testées. La différence significative entre les extraits aqueux des fruits de jujubier sauvage
confirme que le pourcentage d’inhibition de la croissance fongique différe d’un extrait a
I’autre. De leurs parts, les différents champignons phytopathogenes testé, ne répondent pas de
la méme facon aux différent extraits aqueux utilisés, d’ou la différence trés hautement

significative entre les souches fongiques.

Tableau 07: Tableau d’analyse de la variance pour I’activité antifongique

Sources de variation ddl SCE CM F Sig.
Extraits 5 1312,749 | 262,55 2,47 0,049*
Champignons phytopathogenes 3 14872,598 | 4957,533 | 46,632 0
Résiduelle 39 4146,154 | 106,312
Total 47 135004,47

* . significatif

D’apres les résultats obtenus, il apparait que toutes les souches fongiques testées sont
inhibées par les différents extraits aqueux des fruits des différentes provenances, ce qui
confirme le spectre large de 1’activité antifongique de ces extraits. L’extrait aqueux des fruits
de Zizyphus lotus est révélé actif avec des degrés différents selon la souche testée et en

fonction de la population de 1’extrait utilisé.

Le Fusarium de blé se révele le plus sensible pour quatre extraits aqueux des fruits de
jujubier sauvage: Ain Defla, EI-Bayadh, Chlef et Tiaret. Le Penicillium de citron est le plus

sensible pour les deux autres extraits aqueux : Ghardaia et Laghouat. Par contre, le Fusarium
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de tomate se montre plus résistant, par rapport aux autres souches étudiées. Ainsi, les résultats
obtenus, montrent que I’extrait de Ghardaia semble étre le plus puissant au niveau de
I’activité antifongique contrairement a 1’extrait d’Ain Defla qui montre la plus faible activité

antifongique.
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Figure 12 : Variation du pourcentage d’inhibition des extraits aqueux

L’eau distillée a été utilisée, en tant que contréle négatif et n’a montré aucun effet

néfaste sur la croissance fongique.
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Fusarium de tomate Botrytis de pomme de terre

Figure 13 : La zone d’inhibition sur boite Pétri

Les tableaux 08 et 09 montrent la classification des moyennes, par le test de Tukey,
des pourcentages d’inhibition de la croissance fongique pour les différents extraits aqueux et
pour les souches fongiques respectivement. Deux groupes homogénes et un groupe
chevauchant sont séparés pour les extraits aqueux. Le groupe (a) contient I’extrait aqueux des
fruits de la population d’Ain Defla. Ce dernier présente une inhibition faible par rapport aux
différents champignons phytopathogenes testés. L’extrait aqueux des fruits de la population
de Ghardaia, qui présente une inhibition élevée par rapport aux différents champignons
phytopathogeénes testés, est classé dans le groupe (b). Les autres extraits aqueux des fruits des
différentes populations de jujubier sauvage, sont classés dans le groupe intermédiaire (ab)

parce qu’ils présentent des pourcentages d’inhibition proches.
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Tableau 08 : Classification des moyennes des pourcentages d’inhibition de la croissance
fongique pour les différents extraits aqueux des fruits de jujubier sauvage testés.

Extraits a b
Ain Defla 38,698

Chlef 47,469 47,469
Laghouat 49,709 49,709
Tiaret 50,429 50,429
El Bayadh 50,930 50,930
Ghardaia 56,031

Trois groupes homogenes (a), (b) et (c) sont séparés pour les champignons
phytopathogéne testés. Le Fusarium de tomate qui, est le plus résistant aux différents extraits
aqueux des fruits de jujubier sauvage des différentes populations, est classé dans le groupe
homogeéne (a). Le groupe homogéne (b) renferme le Botrytis de pomme de terre. Ce
champignon est moins résistant que le Fusarium de la tomate parce qu’il présente un
pourcentage d’inhibition de la croissance fongique plus élevé. Dans le troisiéme groupe
homogene (c) sont groupés a la fois les champignons Penicillium de citronnier et le Fusarium
de blé dur. Ces deux derniers sont les plus sensibles a I’action des différents extraits aqueux

des fruits des différentes populations testées.

Tableau 09 : Classification des moyennes des pourcentages d’inhibition de la croissance

fongique pour les différents champignons phytopathogénes testes.

Champignons a b C

Fusarium de Tomate 22,055

Boutrytis de Pomme de Terre 44,248

Penicillium de Citron 63,209

Fusarium de Blé 65,999
Discussion

Les résultats obtenus montrent la présence des polyphénols totaux, des flavonoides et
des tanins condensés dans les extraits aqueux étudiés, et d’apres ces résultats, une variabilité

des teneurs est constatée.

Nos extraits appariaient plus riches en polyphénols par comparaison avec les résultats
obtenus par Bakhtaoui et al. (2014) et Rsaissi et al. (2013) qui ont trouve 36,30 mg Eq AG/g
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MS et 24,89 mg Eq AG/g MS respectivement a partir des extraits méthanoliques des fruits de
Zizyphus lotus.

Les résultats de la teneur en flavonoides sont supérieurs a ceux obtenus par El-
Khateeb et al. (2013) a partir des extraits méthanoliques de fruit de Zizyphus lotus (16.35 mg
Eq Q/mg MS), de méme, Rsaissi et al. (2013) ont trouvé 17.67 mg Eq AG/g MS de tanins

condensés ce qui est inférieur a nos résultats.

Les variations des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condenseés peuvent s’expliquer par le fait que la quantité des composés phénoliques des
extraits de jujubier sauvage dépend essentiellement : de son origine (Ebrahimzadeh et al.,
2008), de la saison de culture, de la saison de récolte, des conditions climatiques et
environnementales, de la localisation géographique, des différentes maladies qui peuvent

affecter la plante et de la maturité de la plante (Park et Cha, 2003).

Cette étude nous a permis aussi d’évaluer I’activité antifongique des extraits aqueux
des pulpes des fruit de jujubier sauvage sur la croissance in vitro des souches de champignons
phytopathogeénes. Les six populations ont réagi positivement sur les souches fongiques ce qui
confirme que la pulpe de Zizyphus lotus est doutée des propriétés antifongiques. Cela est lié a
la présence des substances actifs que contient la plante (Rojas et al., 1992). Ces constituants
comprennent les composés phénoliques, les flavonoides et les tanins condensés, et ce qui est
confirmé par Aziz et al. (1998) qui ont démontré que I’activité antibactérienne et antifongique
du Zizyphus lotus semble étre méditée par la teneur en composées phénoliques. Sisti et al.
(2008) ont montré que les composés phénoliques sont actifs contre les micro-organismes
pathogenes pour les humains et les animaux. Brown et Morra, (1997) et Nita-Lazar et al.
(2004) ont suggeré que la synthése des polyphénols est connue dans la physiologie de la
plante pour faire défendre contre les micro-organismes phytopathogénes. Galvan et al.
(2008) ont mentionné que les métabolites secondaires des plantes ont un grand potentiel
comme agents antifongiques efficaces par l'altération des processus enzymatiques impliqués
dans la production d'énergie et la synthése des composants structuraux, cette destruction a été
suggérée par l'affaiblissement ou la destruction de la barriere de perméabilité de la membrane
cellulaire en modifiant I'état physiologique des cellules ou affectant la synthese des acides

nucléiques.

Tous les extraits étudiés ont montré une activité antifongique étendue contre tous les

champignons testés. Cependant, 1’extrait de Ghardaia apparait le plus puissant suivi par
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I’extrait d’El-Bayadh. En revanche 1’extrait d’Ain Defla montre le pouvoir antifongique le
plus faible. Comme ce dernier contient presque les mémes quantités des polyphénols, des
flavonoides et des tanins que les extraits de Ghardaia et d’El-Bayadh, on déduit que le
pouvoir puissant des deux derniers extrait est li¢ aux conditions de I’environnement sachant
que Ghardara et El-Bayadh se caractérisent par le climat désertiques et de steppes ou les
conditions de I’environnement sont défavorables au développement de jujubier sauvage en
provoquant un stress pour la plante. Ce genre de climat est caractérisé principalement par la
secheresse. Selon Matos et al. (2014), les composes phénoliques sont synthétises par la plante
lors d’un signal ou un stress abiotique. Il est bien établi que I'accumulation des polyphénols
dépend fortement des conditions de croissance, telles que la température. Un potentiel
hydrique réduit affecte la transpiration et donc I'utilisation de I'eau dans la plante (Selmar et
Kleinwéachter, 2013) et par conséquence, les polyphénols seront concentrés et présentant une

meilleure activité antifongique.
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Conclusion

Conclusion

L’étude des activités biologiques in vitro des extraits aqueux des pulpes des fruits de

Zizyphus lotus, nous a permis d’extraire des résultats curieux.

Les analyses qualitatives effectuées ont mis en évidence la présence des composés
phénoliques, des flavonoides et des tanins condensés dans ces extraits. Quantitativement,
I’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de Folin ciocalteu réveéle
que nos extraits contiennent principalement des polyphénols a des concentrations dominantes.
De méme nous avons dosé les tanins par la méthode de n-butanol/HCI, et les flavonoides par
la méthode d’AICI3 se qui nous méne a remarquer leur présence dans les six extraits en

proportions différentes.

Le test de I’activité antifongique des extraits, par la méthode de diffusion en milieu
gélosé, a montré que les extraits testés sont actifs vis-a-vis toutes les souches fongiques.
Cependant, il est a noter que la souche la plus sensible aux composés actifs était le Fusarium
de blé, les résultats ont montré que 1’extrait aqueux des fruits en provenance de Ghardaia
présente une activité inhibitrice plus élevée par rapport aux autres extraits. Ces résultats sont
encourageants et montrent que 1’utilisation de Ziziphus lotus, comme antifongique, en milieux

traditionnels est justifiée.

En fin, ’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une premicre étape
dans la recherche de substances et sources naturelles biologiquement actives et qu’elles
devraient étre abordées d’une maniére plus profonde afin d’explorer son potentiel dans le

traitement des maladies cryptogamiques.
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Annexe 01 : Photos descriptives du jujubier sauvage

L’arbuste de jujubier sauvage

(source: http://seyilaabe-htkm.blogspot.com/2014/05/la-chronique-du-mardi-au-jardin.html)

33



Annexes

Annexe 02 : Climat de I’ Algérie
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Carte climatique de I’Algérie

(Source : https://fr.scribd.com/doc/48480380/Donnees-climatiques-de-I-Algerie)
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Annexe 03 : Zones d’étude
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Annexe 04 : Aspect microscopique des souches étudiées

Fusarium de blé Fusarium de tomate

http://eol.org/pages/6755365/details http://ephytia.inra.fr/fr/C/5217/Tomate-

Biologie-epidemiologie

Penicillium de citron Bo trytis de pomme de terre

Source :
https://www.google.dz/search?rlz=1C1MSIM_enDZ671DZ671&biw

https://www.pinterest.com/pin/774759942115581951/
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Résumé

Les extraits des plantes contiennent une variété de molécules biologiquement actives.
Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer 1’effet des conditions de 1’environnement sur le
pouvoir antifongique des différents extraits préparés a partir de la pulpe des fruits de
Zizyphus lotus, ces extraits ont été obtenus par macération.

L’analyse qualitative de ces extraits a révélé la présence des composés phénoliques, des
tanins, des flavonoides dans les extraits aqueux. L’évaluation de I’activité antifongique des
différents extraits a révélé une puissante activité de 1’extrait de Ghardaia qui est responsable
d’une forte inhibition de la croissance fongique. Cette activité est due aux conditions de stress
qui provoquent la synthese des composés phénoliques concentrés. La souche la plus résistante
aux extraits aqueux est le Fusarium de tomate et la plus sensible est le Fusarium de blé.

Mots clés: jujubier sauvage, Zizyphus lotus, champignons phytopathogenes, pouvoir
antifongique, composés phénoliques, extraits aqueux, les conditions de I’environnement.

Abstract

Plant extracts contain a variety of biologically active molecules. In this context we have tried
to evaluate the effect of environmental conditions on the antifungal power of the various
extracts prepared from the pulp of fruits of Zizyphus lotus. These extracts were obtained by
maceration.

The qualitative analysis of these extracts revealed the presence of phenolic compounds,
tannins, flavonoids in the aqueous extracts. The evaluation of the antifungal activity of the
various extracts revealed a powerful activity of the extract of Ghardaia which showed the
highest inhibition of fongic development. This activity is due to stress conditions which cause
the synthesis of concentrated phenolic compounds. The most resistant strain is the tomato
Fusarium and the sensible is the Fusarium of wheat.

Key words: wild jujube, Zizyphus lotus, phytopathogenic fungi, antifungal potency, phenolic
compounds, aqueous extracts, environmental conditions
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