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Résumé

Les especes du genre Fusarium et Alternanria font partie des champignons alimentaires
mycotoxinogenes. L'objectif de notre travail est de tester les propriétés antifongiques de deux
variétés blanche et rouge du genre Allium contre ces moisissures. Pour cela des
antifongigrammes ont étés réalisés. Les résultats obtenus ont montrés que les jus bruts des
deux variétés (blanche et rouge) avait des activités antifongiques a des concentrations de:
100%, 75%, 50% et 25%. Les diamétres des zones d'inhibition obtenus sont respectivement
les suivants pour le Fusarium sp.: 38,66mm, 36.33mm, 33mm, 22.66mm et 30.33mm,
28.33mm, 26.66mm et 16mm et pour I'Alternanria sp. les diametres suivants; 31mm,
30.66mm, 21.66mm, 25mm et 32.66mm, 30.66mm, 32mm et 26.66mm. Les diverses
concentrations ont eu des pourcentages d’inhibition supérieurs a 50%. Les 2 variétés (blanche
et rouge) de l'ail ont une concentration minimale inhibitrice et fongicide de 25% contre
Fusarium sp. La CMI et la CMF de l'ail blanc est de 50% contre Alternaria sp. par contre I'ail
rouge & une CMI et une CMF de 75% contre Alternaria sp.

Mots clés: Allium, Fusarium, Alternanria, propriétés antifongiques, phytopathogénes.



Abstract

The species of the genus Fusarium and Alternanria are part of mycotoxinogenic food fungi.
The objective of our work is to test the antifungal properties of two white and red varieties of
the genus Allium against these molds. For this purpose antifongigrams were made. The
results obtained showed that the raw juices of both varieties (white and red) had antifungal
activities at concentrations of: 100%, 75%, 50% and 25%. The diameters of the inhibition
zones obtained are respectively the following for Fusarium sp.: 38, 66mm, 36.33 mm, 33mm,
22.66mm et 30.33mm, 28.33mm, 26.66mm et 16mm and for I'Alternanria sp. the following
diameters: 31mm, 30.66mm, 21.66mm, 25mm et 32.66mm, 30.66mm, 32mm et 26.66mm.
The various concentrations had inhibition percentages greater than 50%. Both varieties (white
and red) of garlic have a minimum 25% inhibitory and fungicidal concentration
againstFusarium sp. The CMI and CMF of white garlic is 50% against Alternaria sp. but red
garlic at a CMI and a CMF of 75% against Alternariasp.

Keywords: Allium, Fusarium, Alternanria, antifungal properties, phytopathogens.
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Introduction

On estime entre dix mille et quinze mille espéces le nombre d’organismes du type
champignons ou pseudo-champignons susceptibles d’infecter les plantes contre une
cinquantaine susceptibles d’infecter I’lhomme (Fernandez-Acero et al., 2007).

Un certain nombre de champignons phytopathogénes, tels que Aspergillus, Penicillium,
Claviceps, Fusarium et Alternaria produisent, dans les graines de plantes infectées par ces
champignons, des toxines extrémement toxiques, appelées mycotoxines, dont certaines sont
les plus cancérigénes puissants connus. Chaque année, un certain nombre de ces effets
affectent négativement les humains et les animaux dans de nombreuses régions du
monde(Dora, 2020).

Divers produits alimentaires peuvent étre contaminés par une large gamme de champignons
filamenteux, entrainant des pertes économiques importantes (Sadiq et al., 2019). En plus de
la détérioration des aliments, la contamination fongique représente un risque sérieux puisque
les souches de certains genres tels que Alternaria et Fusarium sont capables de produire des
métabolites secondaires toxiques appelés mycotoxines.

Alternaria est I'espéce la plus commune dans les fruits et Iégumes récoltés et I'espéce la plus
importante produisant des mycotoxines (Lee et al., 2015). Alternaria sont connues pour étre
capables de produire plus de 70 phytotoxines, mais seules quelques-unes ont été caractérisées
chimiquement et agissent comme des mycotoxines pour les humains et les animaux. Certaines
toxines telles que Ilalternariol (AOH), lalternariol monométhyléther (AME), [l'acide
ténazonique (TeA) et les altertoxines (ATX) ont été décrites pour induire des effets nocifs
chez les animaux, y compris des effets toxiques et tératogénes. Chez A. alternata sept
pathotypes différent sont été identifiés pour produire des toxines sélectives ou spécifiques a
I'néte (HST) (Tsuge et al., 2013). Les HST sont des métabolites secondaires qui ne causent
des dommages qu'a I'hote sensible et sont libérés pendant la germination des conidies, avant la
pénétration tissulaire et la production de mycélium (Tsuge et al., 2013). En raison de leur
croissance méme a basse température, les espéces Alternaria sont responsables de la
détérioration des produits alimentaires pendant le transport et le stockage réfrigéré (EFSA,
2011).

Actuellement, les principaux moyens de lutte contre les maladies des plantes sont les
fongicides chimiques. Cependant, en raison des risques potentiels pour la santé humaine, de la

pollution de I’environnement, des organismes non ciblés et du développement de la résistance



aux agents pathogenes des plantes, le développement de fongicides chimiques a été limite.
Les fongicides biologiques attirent de plus en plus D’attention et I’intérét des gens, les
avantages des bio fongicides est leur forte sélectivité et sécurité pourl’homme et I’animal. IIs
sont plus sirs et ont moins d’impact sur les organismes non ciblés (Dora, 2020).

Ces dernieres années, un intérét croissant a été montré pour la bio préservation, c'est-a-dire
I'utilisation des produits naturel ou de leurs métabolites antifongique dans la conservation des
aliments, en raison de la demande des consommateurs pour une utilisation réduite des
produits chimiques dans les denrées alimentaires en raison de leurs risques pour la santé, tels
que l'indigestibilité ou les allergies (Salas et al. 2018).

A ce jour, les bio pesticides sont considérées comme les meilleurs candidats pour la protection
d'une large gamme de produits alimentaires (légume et fruit) contre les champignons
d'altération (Sadiq et al., 2019). Donc ils peuvent inhiber la croissance fongique ou la
prolifération des spores dans les aliments en raison de la production de plusieurs composés
antifongiques.

Dans le réservoir chimique de ces plantes, les extraits représentent des molécules de fortes
valeurs, car elles présentent une activité antifongique non négligeable et en différentes autres
domaines. Les extrait des plantes ont un spectre d activité trés large, principalement da a leurs
natures. Elles peuvent étre mises a profit pour traiter les infections mycosiques (EI Mansouri,
2013) et sont d’usage courant en thérapeutique traditionnelle en Algérie ainsi que dans d’autre
pays dans le monde, grace a leur faible toxicité et leur caractere économique. Ces substances
végeétales qui sont riche en antifongiques (ATF) naturels sont utilisées pour lutter contre les

champignons phytopathogéne.

Le premier volet de cette étude a été consacré a la description des données bibliographiques
relatives aux champignons phytopathogénes, leur classification, les dégats qu’il provoque, les
maladies causées, les propositions des pesticides et bio fongicides comme moyen de lutte
biologique contre ces ravageurs redoutables. Dans le deuxiéme volet nous avons étudiés in
vitro l'effet de Dl’activité antifongique des variétés du genre Allium sur la croissance de

Fusarium et Alternaria. Le troisieme volet est consacré aux résultats et leurs discussion.
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Chapitre 1 : les champignons phytopathogenes

1 Généralité sur les champignons phyto-pathogenes

Les champignons sont définis comme des organismes eucaryotes, sporogenes et non-
chlorophylliens, se reproduisant par voie sexuée ou asexuée. Le terme «champignonss»
regroupe principalement : les levures, les champignons filamenteux (communément appelés
moisissures) et les champignons supérieures (ou champignons comestibles) (Sylvain, 1996).
Les champignons filamenteux sont des organismes pluricellulaires dont I’appareil végétatif
forme un thalle composé de filaments microscopiques, souvent ramifiés, appelés hyphes ;
I’ensemble de ces hyphes forme le mycélium. Les hyphes sont entourés par une paroi
cellulaire protectrice, qui permet les échanges avec le milieu extérieur. Elle est en générale
formée de chitine associée a d’autres constituants (chitosanes, glucanes, protéines)
(Champion, 1997).

Les champignons filamenteux sont ubiquitaires et tres répandus dans la nature, notamment au
niveau des végétaux en décompositions, ils sont hétérotrophes et plus particulierement
absorbotrophes puisqu’ils absorbent les éléments, digéres de maniére extracellulaire, au
travers de leur appareil végétatif présentant une permeéabilité pariétale. Ils ne peuvent pas
synthétiser de matiere organique a partir du gaz carbonique atmosphérique.

En effet, ils sont incapables d’assurer la photosynthése. Une source de carbone organique est
donc nécessaire a leur développement. Ils synthétisent leurs propres nutriments a partir de
I’eau et des €léments nutritifs et minéraux qu’ils puisent dans leur environnement. Il joue un
role important dans le recyclage des matieres organiques en puisant leur énergie a partir de
ces sources carbonées externes (Lecellier, 2013). La plupart des champignons sont
mésophiles avec des optimums de croissance variant de 25°C a 35°C (Nguyen Minh Tri,
2007).

Les champignons se reproduisent essentiellement par des spores uni ou pluricellulaires. On
distingue, selon leur origine, les spores sexuées et les asexuées. La forme sexuée, ou
téléomorphe, a pour fonction de maintenir I’espece et apparait souvent en fin de saison alors

que la forme asexuée, dite aussi forme imparfaite ou anamorphe, assure la propagation.



2 les principaux genres de champignons phyto-pathogenes

Plusieurs genres des champignons telluriques sont capables d’infecter les racines de plantes
sauvages et cultivées et de causer des dégats importants. Il s’agit notamment des Aspergillus,
des Penicillium, les Fusarium, les Alternaria et les Claviceps (Agrios, 2005). Ils sont la
principale cause des maladies chez les plantes et sont responsables d’environ 70% des
maladies des plantes cultivées (Deacon, 2006).

2.1 Legenre Aspergillus

2.1.1 Généralités

Le genre Aspergillus est classé dans la division des Deutéromycetes. Certaines formes
sexuées d’Aspergillus sp. sont connues et appartiennent a la division des Ascomycetes,
dontles genres les plus notables sont Eurotium et Emericella.

Il existe actuellement environ 180 especes reconnues d’Aspergillus (Gugnani, 2003), définies
d’aprés les caractéres de 1’appareil reproducteur (Botton et al.,, 1990). Les especes
d’Aspergillus se développent sur la matiére organique en décomposition, dans le sol, le
compost, les denrées alimentaires et les céréales (Gugnani, 2003).

La répartition géographique des Aspergillus est assez vaste. Ils sont les plus souvent présents
dans les zones tropicales et subtropicales, donc adaptés a des climats chauds et a des milieux
pauvres en eau (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).

Les Aspergillus poussent rapidement, ils sont poudreux ou duveteux, de couleur variables :
blanc, vert, brun a noir.

Ils se caractérisent par la formation d’organes de reproduction asexues: les tétes
Aspergillaires. Le conidiophore (Figure 1), de longueur variable, se renfle & son extrémité
terminale formant une vésicule globuleuse, a partir de celle-ci se forment des phialides, soit
directement, soit par l’intermédiaire de métules. Les phialides forment des conidies

unicellulaires, basipétales disposées en chainettes (Rouviere, 2002).



__conidie

phialide

Figure 1.Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus

2.1.2 Potentiel toxinogene du genre Aspergillus
De nombreuses especes appartenant au genre Aspergillus sont connues pour leur capacité
aproduire certaines mycotoxines (Pitt, 2000).
> Aspergillus terreus élabore des substances antibactériennes, de toxicité variable
(flavipine, terréine, citrinine, erdine et molécules voisines, calavacine) (Botton et al.,
1990).
> Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sont les principaux producteurs
d’aflatoxines. L’aflatoxine Bl est classée comme cancérigéne chez 1’homme et
I’animale (larc, 1993).
» Aspergillus fumigatus synthétise plusieurs métabolites trés toxiques comme la
fumagiline, acide helovlique, la gliotoxine, des alcaloides voisins de ceux de I’ergot de
seigle (Moreau, 1982).
» Aspergillus ochraceus est le principale producteur d’ochratoxine A. Il colonise de trés
nombreux substrats (Ramos et al., 1998).
2.2 Le genre Penicillium
Le Penicillium est surtout connu comme étant le producteur du premier antibiotique, la
pénicilline. De fait, les especes de Penicillium peuvent produire plusieurs composés
organiques et un grand nombre de métabolites spécifiques, y compris certains métabolites
possédant des propriétés antibiotiques et antivirales de méme que des mycotoxines puissantes.
2.2.1 Généralités
Ce genre de moisissure est trés rependu dans les régions a climat tempéré. Certaines espéces

de Penicillium contaminent les céréales et les grains avant la récolte.



Les Penicillium sont des mycetes mésophiles pouvant croitre entre 5 et 37 °C (température
optimale de 20-30 °C. La croissance est optimale in vitro a 23 °C, a un pH de 3 - 4,5. Activité
de l'eau : a, = 0,78 - 0,88. Les Penicilliums sp. sont les organismes dominants des «
moisissures bleues et vertes » associées ou pourrissement des aliments en particulier les fruits
et les légumes. 85 especes sont connues pour étre toxinogene, et la plupart des mycotoxines
sont produites par un petit nombre d’espéces (Rouviere, 2002).

2.2.2 Morphologie microscopique

Les hyphes hyalins septés (1,5-5 um de diametre) portent des conidiophores ramifiés ou
non-ramifiés (Figure 2). La premiere cellule du conidiophore est appelée cellule pied; les
branches secondaires sont connues sous le nom de métules. Les métules sont plus ou moins
cylindriques, a parois lisses, portant de trois a six phialides en forme de bouteille. Les
phialides produisent de longues chaines seches de petites spores rondes a ovales (2,5-5 pum).
Les souches peuvent étre classées en quatre catégories selon le type de ramification des

conidiophores.
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Figure 2. Principaux caractéeres morphologiques des Penicilliums

2.2.3 Potentiel toxinogene

La majorité d’espéce du genre Penicillium sont capable de produire des mycotoxines :
» T’acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum)
» T’acide pénicillique (Penicillium cyclopium)
» la patuline ou la clavacine (Penicillium expansum, Penicillium griseofulvum)
» lacitrinine (Penicillium expansum)

» 1’ochratoxine A (Penicillium verrucosum) (Pitt, 2000).



2.3 Legenre Fusarium

2.3.1 Généralités

Les espéces du genre Fusarium sont des champignons filamenteux cosmopolites, comprenant
des pathogenes opportunistes infectant les plantes du monde entier, mais pouvant également
se développer en tant que saprophytes dans diverses zones climatiques (Stepien et al., 2019).
On distingue prés de 40 especes largement répandues dans la nature. Certaines sont phyto-
pathogenes et capables de produire de dangereuses toxines contaminant les denrées
alimentaires et provoquant ainsi des maladies graves chez les animaux (et parfois chez
I’homme) qui les consomment (mycotoxicoses) comme F. graminearum (Chabasse et al.,
2002 ; Stepien et al., 2019). Elles sont aussi largement répandues dans le sol, en particulier le
sol cultivé et sont actives dans la decomposition de matiéres vegétales cellulosiques. Elles
sont une des principales causes de pourriture des fruits et des légumes et sont généralement
associées aux céréales et aux légumineuses qu’elles envahissent généralement avant la récolte

comme F. oxysporum et F. solani (Pitt et al. 2009 ; Stepien et al., 2019).

2.3.2 Fusariose et mécanisme d'invasion des plantes

La fusariose est une maladie causée par les espéces appartenant au genre Fusarium qui vivent
généralement dans le sol sous forme de mycélium, de péritheces dans les débris infectés et de
chlamydospores (qui peuvent persister jusqu’a quatre ans) puis attaquent de nombreuses
plantes (Caron, 1993). Ces agents pathogénes infectent les plantes via les racines qu'elles
pénétrent directement ou par des blessures d'origine mécanique ou biologique. L’infection
commence généralement a partir du sol, touche d'abord les racines et/ou le collet, et peut par
la suite, remonter jusqu’aux autres organes telles les tiges et les feuilles, ce qui provoque des
modifications du métabolisme des cellules hotes, la destruction des tissus et, éventuellement,
le développement de nombreuses maladies. Une fois, I'agent pathogéne forme son mycélium
sur la plantes infectée et libére ses conidies, ces derniéres peuvent étre transportées par le vent
et/ou la pluie jusqu’a atteindre toute la partie de la plante (Jeunot, 2005 ; Nasraoui, 2008 ;
Stepien et al., 2019). Les conditions optimales pour le développement de la fusariose
dépendent des espéces du genre Fusarium, mais souvent une humidité faible et une
température autour de 20°C sont des conditions favorables pour I'apparition de la maladie
(Nasraoui, 2008).



2.3.3 Les caractéristiques morphologiques

Les caracteres primaires ont été les premiers utilisés pour décrire et classifier le genre
Fusarium. Ils correspondent aux aspects macroscopiques des champignons, tels que la forme
et la taille des conidies. Les conidies sont les spores assurant la reproduction asexuée des
champignons. Les Fusarium sont caractérises par trois types de spores (Figure 1) (Nelson et
al., 1994; Jeunot, 2005; Leslie and Summerell, 2006).

+ Les macroconidies, fusiformes et cloisonnées. Leur présence est la caractéristique
majeure qui permet de distinguer le genre Fusarium des autres genres. Les différentes
formes des macroconidies, leur taille ainsi que les extrémités apicales et basales
(arrondies, crochetées, effilées, crantées) sont des éléments centraux pour
I’identification des especes du genre Fusarium. Ils peuvent permettre de différencier
des espéces proches (Figure 3).

+ Les microconidies, petites, septées ou non (0 ou 1 septum, parfois 2 septa pour
certaines espéces). Leurs formes sont diverses : fusiformes, ovoides, en forme de poire
(piriforme) ou de rein. Elles ne sont pas produites par toutes les espéces de Fusarium.
Leur distinction s’exerce sur les micronidies elles-mémes, les cellules conidiogénes
sur lesquelles elles sont formées (monophialides ou polyphialides) ainsi que leur
arrangement (seule, en chaine, en bouquet) (Figure 3).

+ Les chlamydospores. Elles ne sont pas présentes chez toutes les especes. Elles
sontformées seules, doublées, en bouquet ou en chaine. Elles sont terminales

ouintercalaires et différenciées par le mycélium ou par les conidies (Figure 3).
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Figure 3.Caracteres morphologiques primaires de deux espéces de Fusarium.
A et B : macroconidies, C et D : microconidie, E et F : les chlamydospores
(Leslie and Summerell, 2006)
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2.3.4 Pouvoir pathogene et potentiel toxinogéne

Les Fusarium touchent aussi bien le regne végétal que le régne animal. Les effets sont divers
selon I’espeéce affectée et peuvent étre directs ou indirects.

De nombreuses especes de Fusarium sont saprophytes mais peuvent étre des parasites ou des
agents pathogeénes de plantes en infectant les fruits, Iégumes, les céréales et les semences
telles que Fusarium oxysporum, F. solani, F. proliferatum..etc (tableau 1) (Aoki et al., 2014
; Askun, 2018). Certaines especes telles que Fusarium graminearum, F. culmorum et
F.equiseti peuvent produire plusieurs types de toxines dont les plus connues sont la
zéaralénone, la fumonisine, la moniliformine et les trichothécénes, déoxynivalénol,
diacétoxyscirpénol, nivalénol) (Gallotti et Fremy, 2006 ; Babadoost, 2018; Jimenez-Garcia
etal ., 2018).

Ces mycotoxines contaminent préférentiellement les céréales comme le mais, 1’orge, le riz, le
blé et I'avoine. La contamination peut survenir avant la récolte lorsque la plante cultivée est en
plein croissance ou apres la récolte pendant la transformation. Le stockage des céréales a des
températures superieures a 37 °C augmente I'humidité ce qui favorise la croissance de
moisissures et la sécrétion des mycotoxines (Jimenez-Garcia et al., 2018). Les mycotoxines
fusariennes ont un effet toxique chez I'hnomme et chez 1’animal. Elles peuvent en fait entrainer

des anomalies congénitales, des avortements et méme des cancers (Babadoost, 2018).

Tableau 1.Exemples d'espéces phytopathogénes du genre Fusarium

Espéce végétale hote les espéces du genre Fusarium
Banane F. oxysporum f. sp. Cubense
Coton F. oxysporum f. sp. Vasinfectum
Légumes F. avenaceum , F. oxysporum et F. solani
) F. graminearum, F. proliferatum, F. subglutinans,
Mais F. Verticillioides
Riz F. fujikuroi
Ble F. culmorum, F. graminearum et F. pseudograminearum

(Aoki et al., 2014 ; Askun, 2018).

2.3.5 Exigences de croissance
Le Fusarium est reconnu surtout pour se développer dans les récoltes de céréales (grains,

paille et foin) ; toutefois, plusieurs espéces peuvent étre trouvees occasionnellement sur une
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variété de substrats. Les espéces de Fusarium peuvent s’adapter a divers substrats; mais cette
adaptation ne peut se faire qu’au prix de changements importants dans les caractéristiques
morphologiques de ces mycetes (Leslie and Summerell, 2006).

Le Fusarium exige des conditions humides : il se développe méme dans de 1’eau stagnante
souillée telle que celle trouvée dans les réservoirs des humidificateurs. La plupart des especes
de Fusarium croissant dans I’environnement intérieur sont légérement xérophiles et exigent
un minimum d’eau libre (Aw), soit entre 0,86 et 0,91

Activité en eau : Aw= 0,86-0,91

2.4 Le genre Alternaria

2.4.1 Généralités

Alternaria est un champignon phytopathogene de la famille des Pleosporaceae. Ce genre
renferme un grand nombre d'espéces (plus de soixante), présent dans les régions tempérées et
tropicales de I'Ancien et du Nouveau monde, provoguant chez les plantes de la famille des
Solanaceae, notamment la tomate et la pomme de terre, mais aussi le piment et I'aubergine.

Il est classé parmi les Deuteromycetes Dematiaceae, formant un mycélium cloisonné brun
neprésentant aucun mode de reproduction sexuée connu. Les champignons appartenant au
genre Alternaria se multiplient de maniére asexuée a partir de filaments spécialisés appelés
conidiophores ou vont étre différenciées des conidies (ou spores), brunes également, trés
caractéristiques du genre,organisées en chainette. Ce sont des dictyospores : conidies
piriformes, a la base élargie avec des septa transversaux, obliques et longitudinaux en nombre
variable. Leur extrémité est constituée d’une partie rétrécie plus ou moins longue appelée le «
bec ». L’aspect global rappelle la forme d’une massue. Chez I'hnomme, ce champignon peut
causer des infections de l'appareil respiratoire et provoquer de I'asthme chez les personnes
sensibles. Mais cette souche provoque une maladie appelée« alternariose » dans les plantes.
2.4.2 Lamaladie Alternariose

L’infection est provoquée par Alternaria, sur les feuilles des lésions qui ressemblent souvent &

des taches ayant la forme d’anneaux concentriques ressemblant & une cible (Figure 4).
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Figure 4.Une feuille de la ptd contaminée par Alternariose

Ces taches apparaissent habituellement quelques semaines apreés la levée de la plante et, dans
un premier temps, sur les feuilles du bas, sous la forme de toutes petites taches noires ou
brunes qui s’agglomérent par la suite. Les tubercules infectés sont parfois atteints d’une
pourriture séche essentiellement superficielle, en cours de stockage (Figure 5) (CEE-ONU,
2014).

Figure 5.Tubercule touché par I'Alternariose

Cependant la majorité des espéces du genre Alternaria sont des champignons
phytopathogénes inféodés a une famille de plantes ou a une plante spécifiquement. Ils
sontgénéralement présents sur les semences provoguant des manques a la levée ou des fontes
de semis.Les jeunes pousses atteintes constituent une source importante d’inoculum primaire
pour les plantesmatures ou tous les organes aériens peuvent étre affectés (Champion, 1997).
La gamme de plantes hotes concernées par 1’alternariose est trés variée et certaines espéces
peuvent provoquerd’importants dégats sur des especes cultivées occasionnant des pertes
financieres significatives. C’estle cas, par exemple d’A. triticina sur les céréales, A. dauci et

A. radicina sur cultures maraicheres comme la carotte. A. brassicicola qui fait partie d’un
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complexe fongique avec A. japonica et A. brassicae, est responsable de la maladie de la tache
noire spécifique des Brassicacées, famille végétale qui comprend notamment le chou
(Brassicaoleracea), la moutarde (Brassicajuncea) ou le colza (Brassicanapus).

L’alternariose sur la tomate est maintenant causée par deux especes d’Alternaria
morphologiquement comparable soit A. solani et A. tomatophila. Cette derniére serait plus
virulente qu’A4. solani. Alternaria tomatophila est observé chez la tomate, mais pas chez la
pomme de terre.

2.4.3 Développement de la maladie

Les spores d'Alternaria peuvent étre propagées par le vent ou les éclaboussures d'eau sur les
plantes, c’est a partir de la ou l'infection peut commencer. les spores ont besoin d'humidité
pour germer et elles peuvent pénétrer par les stomates ou par des lésions sur la plantes. Les
plantes qui sont sous-fertilisées, les plantes dont certaines parties sont faibles ou
endommageées, et les plantes stressées sont plus susceptibles d'étre infectées par Alternaria.
Alternaria préfere les températures plus chaudes se situant autour de 27 °C, et les taux
d'infection diminuent significativement lorsque la température descend sous les 12 °C.

2.5 Le genre Claviceps

Claviceps est une espéce de champignon appartenant a la famille des Clavicipitacées. Une
classification selon la variété (pathovars) d’ergot a été tentée, mais les variétés étant peu
stables dans 1’espace, aucune classification n’a pu voir le jour. Cependant, des techniques de
biologie moléculaires RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) et RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) permettent de différencier trois groupes écologiques . Les
groupes G1 et G2 ont une gamme d’hote trés large et sont chacun spécialisés dans un systeme
écologique propre : G1 se trouve préferentiellement dans des zones ouvertes telles que les
prairies ou les champs, tandis que G2 se retrouve principalement dans des zones humides et
ombragées. Le groupe G3 semble quant a lui li€ a une spécialisation d’hote : seules les
especes Spartine et Distichlis (espéces de la sous famille des Chloroideae) peuvent étre
parasitées par 1’ergot. Les espéces Spartine et Distichlis vivent dans des milieux particuliers :
des marécages salés (Jacquin et al., 2010).

Les critéres utilisés pour séparer les différentes especes de Claviceps sont : la couleur, la
forme et la taille des sclérotes (formes de résistance du champignon). Cependant, la taille du
sclérote dépend en grande partie de la plante hote et non pas de 1’espéce de Claviceps. En
effet, dans le cas de C. purpurea, un sclérote évoluant sur un paturin annuel peut atteindre la
taille de 1-2 mm de long, tandis que sur du riz, celui-ci peut atteindre une longueur supérieure
a 50 mm .Claviceps purpurea est I’espece type du genre et intéresse particuliérement les
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autorités dans le contexte de sécurité alimentaire dans le monde bien que d’autres espéces
doivent étre citées comme C. fusiformis et C. africana. Les membres du genre Claviceps sont
des parasites des carex, des joncs et des herbes en infectant la fleur. Aujourd’hui, prés de 45
especes de Claviceps sous la forme téléomorphe (état de reproduction sexuée) sont décrites,
mais de nombreuses autres espéces existent sous la forme anamorphe.

2.5.1 Maladie de I'ergot

La contamination des épis par 1’ergot (Claviceps purpurea) est rare, mais ce champignon
mérite une attention particuliére, car il est producteur d’alcaloides toxiques. Toute céréale a
paille peut étre contaminée, mais il existe des différences de sensibilité entre espéces :le seigle
est plus sensible que le blé dur, le blé tendre que le triticale, lui-méme plus sensible que I’orge
et que I’avoine. Les graminées fourragéres sont également concernées :vulpin, ray-grass,
fétuque, dactyle, fléole.

Les symptdmes apparaissent seulement sur les épis car le champignon attaque 1’inflorescence
des céreales (Figure 6). Une masse blanchatre puis noire violacée apparait entre les glumelles
: c’est le sclérote ou I’ergot. Ce dernier peut dépasser nettement de 1’épi de blé, mais pas
systématiquement, ce qui rend son observation difficile. L ergot a souvent les mémes taille et
forme que les grains, mais il se différencie par sa couleur noire violacée. En coupe, le

sclérote d’ergot est noir a I’extérieur, avec une section blanc violaceé.

Adobe Stock | #141805235

Figure 6.maladie de I’ergot sur le blé

Cette maladie se reconnait par la présence de sclérotes . Les sclérotes sont des masses dures et
noiratres qui remplacent le grain (Figure 7). Le sclérote, qui permet au champignon de
survivre a I’hiver, est formé de deux couches : un mycélium tres cloisonné a parois épaisses
constitue la couche externe tandis que le pseudo parenchyme, d'une couleur blanc rose,

constitue la couche interne. Les sclérotes contiennent des alcaloides qui sont toxiques pour les
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humains et le bétail. Une concentration en sclérotes supérieure a 0,10 % en poids dans les
rations animales est généralement considérée comme nocive pour ’alimentation du bétail
(Bailey et al. 2004).

D’apres Bauer (1972), le contenu en sclérotes chez le blé peut varier d'une année a l'autre, car
le taux d’humidité relative ainsi que la quantité et la distribution des précipitations influencent
le développement de la maladie. Les facteurs climatiques ont également des effets sur la
production et la germination des spores, de méme que sur la période pendant laquelle la plante
est sensible au champignon pathogéne (Rapilly 1968). Des conditions froides et humides
favorisent la germination des sclérotes, empéchent la pollinisation et prolongent la période

pendant laquelle les épillets demeurent ouverts (Bailey et al. 2004).

3% ARVALIS - Institut du yegetqy” 9¢ b4 | Scdrote dergot

Figure 7. Le sclérote d’ergot est noir a I’extérieur, avec une section blanc violacé.
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Chapitre 2 Les pesticides et les biopesticides

3 Méthodes de lutte contre les microorganismes phyto-pathogenes
Les plantes subissent souvent des dégats causes par des « ravageurs ». Insectes et acariens
sont les plus importants et leur contrdle a souvent constitué une des préoccupations majeures
des agriculteurs. Les plantes peuvent étre aussi attaquees par des maladies du fait du
développement de bactéries, de champignons, de virus. Les ravageurs et les maladies
constituent les ennemis des cultures que 1’on appelle communément parasites. Pour lutter
contre ces ennemis, I’homme a développé un ensemble de pratiques et de produits chimiques
et bio (naturelle).

3.1 Lalutte chimique

c’est les pesticides : les herbicides contre les mauvaises herbes, les fongicides contre les
champignons et les insecticides contre les insectes. La lutte chimique est I’application d’un

produit phytosanitaire en vue de détruire une population indésirable.

3.1.1 Les fongicides

3.1.1.1 Définition

Le mot "fongicide" désigne un produit chimique capable de tuer un champignon. Au terme
fongicide il faut adjoindre les termes de fongistatique et d’anti sporulant. Le terme de
fongistatique qualifie I’effet d’un produit qui inhibe le développement d’un champignon, soit
sous sa forme végétative, soit sous sa forme de conservation. Lorsque le produit n’entrave pas
la croissance du mycélium, mais seulement les phénoménes de sporulation ou de
reproduction, il est dit anti sporulant ou généstatique (Lhoste, 1960).

3.1.1.2 Les fongicides non-systémiques

Les fongicides non-systémiques sont ceux qui demeurent au niveau du point d’application sur
la plante. IIs sont dits de surface s’ils restent a I’extérieur du végétal, a la surface des feuilles
dans le cas d’une application foliaire. Lorsque les fongicides sont suffisamment lipophiles, ils
sont piégés au niveau de la cuticule des feuilles ; on les appelle alors cuticulaires. Ils peuvent
aussi franchir la cuticule et diffuser dans les parois des premiéres couches cellulaires. Dans ce

cas, il s’agit de fongicides pénétrants (Rocher, 2004).
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3.1.1.3 Les fongicides systémiques

La systémie des fongicides se limite uniqguement a une systémie xylémienne : le produit
diffuse de la semence (zone d’application) vers le sol environnant puis est absorbé par les
racines au moment de la germination pour migrer vers les parties aériennes (Rocher, 2004).
3.1.1.4 Le mode d’action des fongicides

En fonction du mode d’action sur 1’agent pathogéne, les fongicides peuvent agir sur plusieurs
sites (multi sites) ou perturber une voie métabolique spécifique (uni site). Selon I’action
exercée au niveau du cycle du développement du champignon, un fongicide peut étre
préventif ou anti pénétrant (action avant infection), curatif (action pendant la phase
d’incubation), anti sporulant (empéche la sporulation) ou éradiquant (élimine le champignon
déja visible). En outre, du point de vue comportement dans la plante, un fongicide peut étre de
surface ou de contact, pénétrant, translaminaire ou systémique.

La plupart des fongicides affectent directement des fonctions essentielles, comme par
exemple la respiration, la biosynthese des stérols ou la division cellulaire (Leroux, 2004).
3.1.1.5 Les inconvénients de la lutte chimique

L’utilisation 1irraisonnée des produits chimiques a eu dans certaines situations, des
conséquences inattendues sur la santé humaine et pour I’environnement telles que, la pollution
importante des écosystemes et problemes de santé publique causé par le chlordécone, aux
Antilles (Dallaire et al., 2012). Pour les fongicides, leur usage intensif a rapidement conduit a
la sélection des souches résistantes (le premier cas est celui de la résistance aux
benzimidazoles, premiers fongicides de synthése a cible biochimique unique, chez de
nombreux champignons phyto-pathogénes). Cette résistance est d’autant plus facilitée, chez
les champignons, que ces organismes possedent des caractéristiques biologiques favorisant
leur adaptation aux contraintes anthropiques (Stukenbrock et McDonald, 2008).

Plusieurs études expérimentales ou épidémiologiques laissent supposer un risque important
d’atteinte par certaines formes de cancer a la suite de I’exposition chronique a certains
pesticides couramment utilisés. Les types de cancers les plus souvent cités sont le cancer de
cerveau, de poumon, de foie, de I’estomac et la leucémie. Ils peuvent méme affecter la
reproduction humaine en exercant une toxicité directe sur les organes de reproduction ou en
interférant avec la fonction hormonale (Capkin et al., 2006). Les effets neurologiques
constituent I’une des manifestations les plus fréquents des intoxications aigues des pesticides
(Cuppen et al., 2000).

20



Des études ont montré aussi que les herbicides sulfonylurées metsulfuron et dans une moindre
mesure le chlorsulfuron sont a 1’origine d’une réduction de la croissance des bactéries du sol
Pseudomonas (Boldt et Jacobsen, 2006).
3.2 Lalutte biologique (les bio pesticides)
Le milieu agricole et le milieu forestier sont 1’objet depuis plusieurs années de critiques
concernant leur impact environnemental. Les citoyens s’inquiétent de la dégradation des
milieux naturels ainsi que de I’innocuité des aliments qu’ils consomment. Cette perception
négative a été exacerbée en Europe suite aux crises successives qui ont frappé le milieu
agricole (contamination de poulets a la dioxine, crise de la vache folle, épidémie de fievre
aphteuse). Face a ces critiques et afin de rendre moins polluante et moins risquée 1’agriculture
moderne, un certain nombre de solutions, dont la lutte biologique, sont proposées (Boivin,
2001).
3.2.1 Définition
Dans le domaine agronomique, on entend par la lutte biologique toute forme d’utilisation
d’organismes vivants ayant pour but de limiter la pullulation et /ou la nocivité des divers
ennemis des cultures. Rongeurs, insectes et acariens, nématodes, agent des maladies des
plantes et mauvaises herbes sont justiciables d’une telle lutte, qui est basée sur des relations
naturelles entre individus ou entre espéces, mises a profit par ’homme de diverses manicres.
L’organisme vivant utilisé comme agent de lutte est un « auxiliaire » de I’lhomme (Grison,
1991). Il existe de nombreuses définitions de la lutte biologique mais nous nous en tiendrons a
une définition plus large de la lutte biologique est parfois utilisée : « Toute action mettant
enjeu des organismes modifiant [’héte, y compris les méthodes culturales, qui permettent de
diminuer par voie directe ou indirecte, les dommages causés par un parasite » (Corbaz,
1990). Une autre définition générale telle celle proposée par Van Drische et Bellows, (1996)
:« La lutte biologique est un processus agissant au niveau des populations et par lequel la
densité de population d’une espéce est abaissée par l’effet d’une autre espece qui agit par
prédation, parasitisme, pathogénicité ou compétition ». Le concept de lutte biologique a subit
une évolution au cours du temps et integre dans sa définition actuelle toutes les formes non-
chimiques de contr6le des ravageurs des récoltes mais aussi des mauvaises herbes (Kouassi,
2001).
3.2.2 Les auxiliaires de la lutte biologique
Pratiguement tous les organismes vivants peuvent étre considérés comme des ennemis
naturels selon I’angle avec lequel on examine leur écologie. Cependant dans un contexte de
lutte biologique en agriculture et en foresterie, et surtout en ce qui concerne la lutte biologique
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contre les insectes ravageurs, quatre groupes d’organismes sont surtout utilisés. Ce sont les

microorganismes, les nématodes, les prédateurs et les parasitoides (Boivin, 2001). Ces

organismes sont aussi nommeés les auxiliaires de lutte (Lambert, 2010).

Il'y a plusieurs catégories de bio pesticide :

+ Microbien : Substances actives extraites des micro-organismes de bactéries, de

champignons et de virus ... Agissent plus comme bio-agresseur.

+ Animal : Prédateurs, parasites ou molécules extraites d’animaux agissant contre les

ravageurs. C’est aussi les signaux et molécules qui peuvent étre émis des animaux

(appelés« semio-chimiques ») pour créer la confusion et les repousser.

+ \égétale : Substances actives qui servent d'insecticide, d'asepticide, ou de régulateur.

Il existe aussi des préparations et des mélanges d’extraits de certaines plantes (les
purins) ayant des effets apres la vaporisation de la solution sur la culture (Deravel et
al., 2013).

Quelque Exemples :

3.2.2.1 Bio pesticide végétal

L’huile de neem (Azadirachta indica - un arbre tropical), bio pesticide végétal le plus
utilise, comme fongicide, insecticide.

L’extrait de fleurs de pyréthre (Tanacetum) qui paralyse tous les insectes et les
acariens rapidement.

La quassine (extrait du Quassia amara, arbre d’Amérique) est utilisée comme
insecticide

Le purin de sureau contre les campagnols.

La terre de diatomées comme biocide-insecticides (contre les insectes rampants et les
parasites)

Le marc de café contre les pucerons, les fourmis, les limaces et les escargots

Le purin de rhubarbe contre les limaces

Autres substances issues du végétal utilisées comme bio pesticides : certaines huiles
vegetales (comme le colza et la menthe verte), la nicotine, la roténone, la préle, et
beaucoup de formes de purins ou de tisanes.

L’extraits des plantes aromatiques et médicinales contre des champignons phyto-

phathogenes.
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3.2.2.2 Bio pesticide animal

Certains acariens sont des prédateurs des insectes ravageurs.

Les coccinelles mangent les pucerons.
Certains nematodes, comme Phasmarhabditis hermaphrodita, contre les limaces
Phéromones de Cydia pomonella (papillon) contre les autres animaux de la méme
espece dans les verges

Autres substances : venins d’araignées pour paralyser les insectes, hormones

d’animaux, huile de poisson trés odorante.

3.2.2.3 Biopesticide microbien

3.2.3

Substances a base de bactéries Bacillus thuringiensis comme insecticide
Virus Spodoptera exigua nucleopolyhedrosis comme larvicide.
Utilisation du champignon Trichoderma spp. comme fongicide sur d’autres espéces de

champignons.

Les avantages et les inconvénients de la lutte biologique :

La lutte biologique présente de nombreux avantages des points de vue environnementaux,

sociaux et économiqgues (Lefort, 2010).

3.2.3.1 Les avantages

Les extraits des plantes sont, depuis longtemps, utilisés en agriculture pour le contréle des

maladies fongiques. Ils présenteraient les avantages d’étre a la fois moins toxiques pour la

santé et moins polluantes pour I’environnement (Papoutsis et al., 2019 ; Fauvergue, 2020).
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Efficace.

Permet de restreindre ou d’éliminer 1’utilisation des pesticides chimiques.

Moins toxique que les pesticides chimiques.

Elle est utilisable en serre.

Permet de diminuer les risques d’apparition de résistances aux produits chimiques.
Plus grande spécificité d’action.

Faible colt de développement.

Ameélioration de la qualité de vie et de la santé des travailleurs agricole.

Pas de délai de traitement avant la récolte.

Non contamination des produits (pas de résidus chimiques).

Dégradation rapide du bio pesticide, diminuant les risques de pollution.

3.2.3.2 Les inconvénients

7
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Lutte souvent faite en prévention et moins efficaces lorsque curative.
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Effet moins drastique que les pesticides (plus d’application).

Effets differe.

Efficacité pas toujours constante d’une production a I’autre.

Efficacité relative aux conditions climatiques.

Activité restreinte lors d’une grande pression du ravageur.

Conditions d’entreposage des produits biologiques (demi- vie et températures plus
fraiche).

Nécessite d’excellentes connaissances de 1’écologie des pathogeénes cibles et des
agents de contrbles biologiques et de relation pathogene cible-agent de controle

biologique.
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4 Matériel et méthodes

4.1 Objectif de I’étude
L'objectif de notre travail est d' étudier les propriétés antifongiques de variétés blanche et

rouge du genre Allium contre les moisissures alimentaires mycotoxinogenes.

4.2 Préparation des milieux de culture

4.2.1 Préparation de milieu Malt-Agar

La gélose a I'extrait de malt ou Malt-Agar est un milieu de culture en biologie. Cette gélose
est aussi appelée "GEM" (pour Gelose a I'Extrait de Malt) ou "MEA" (de l'anglais Malt
Extract Agar). Le milieu est utilisé pour le dénombrement des levures et des moisissures dans
les produits alimentaires et les produits pharmaceutiques. Elle convient également pour

I'isolement et I'entretien des souches (Figure 8).

(Merdaci & Chibani, 2023)

Dans une bouteille de préparation, on verse 0.6 | de I’eau distillée, ensuite on ajoute 10g de
poudre Agar- Agar et 7g de poudre de Malt et on agite jusqu'a la dissolution de la poudre dans
I'eau (Figure 9). On ferme bien la bouteille et on la met dans un autoclave pendant 20 min a
120°C (Figure 9).
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Figure 9.a):le mélange de poudre, b): autoclavage du milieu (Merdaci & Chibani, 2023)

4.2.2 Préparation de milieu Potato-Dextrose-Agar (PDA)
Le milieu Potato-Dextrose-Agar (PDA) est un milieu de culture microbiologique courant
produit a base de pomme de terre et de dextrose. La gélose PDA est un milieu utilisé pour

I'identification, la culture et le dénombrement des levures et des moisissures a partir de
denrées alimentaires (Figure 10).
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Figure 10.Préparation du milieu Potato-Dextrose-Agar (PDA)

a): pomme de terre, b):glucose, c):agar-agar, d):eau distillé (Merdaci & Chibani, 2023)

On épluche et on coupe 50g de pomme de terre en petits dés, on fait bouillir cette derniére
dans de I’eau distillée pendant 30 min (Figure 11) et on laisse refroidir pendant 15 min, puis
on filtre la pomme de terre et on verser le bouillon obtenu dans une bouteille de 500 ml
(Figure 11).

Figure 11a): ébullition de la pomme de terre, b): lafiltration (Merdaci & Chibani, 2023)
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Ensuite on ajoute 10g de glucose et 5g de poudre Agar-Agar au bouillon. A la fin on ajoute 1
| de I'eau distillée pour un volume final d'un demi-litre (Figure 12). On agite le tout jusqu’a
dissolution compléte des poudres. On ferme bien la bouteille et on autoclave pendant 20 min
a 120°C (Figure 12).

Ar=el

Figure 12.a): la dilution du bouillon avec I’eau distillé, b): 1’autoclavage du milieu (Merdaci
& Chibani, 2023)

Figure 13. Les milieux de culture : agar-malte et milieu PDA (Merdaci & Chibani, 2023)

29



4.3 Isolement de la flore fongique
Le matériel fongique a été obtenu par I’isolement des champignons phyto-pathogenes a partir
de la plante de la pomme de terre. Pour isoler les moisissures interne et externe des feuilles et
des racines de la plante on a utilisés la méthode suivante :

Les feuilles et les racines de la pomme de terre infectés ont été lavées en surface avec I’eau du
robinet et on étés découpées en petit fragments (Figure 14). A 1’aide d’une pince stérile on
fait tremper les fragments dans de I'nypochlorite de sodium a 2% (eau de javel) et les feuilles
dans hypochlorite de sodium a 1% pour les désinfecter (Figure 14).

W - —

Figure 14.a): les fragments découpés, b): désinfection et rincage des fragments (Merdaci &
Chibani, 2023)

Ensuite on trempe les fragments dans 1’eau distillé stérile dans des boites de Pétri pendant 3
min puis on les rince encore une fois a 1’eau distillé cette opération est répétée 3 fois (Figure
15). .
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Figure 15.a):séchage des racines, b): sechage des feuilles (Merdaci & Chibani, 2023)

A la fin dans des conditions aseptiques et sous la hote, les petits morceaux des feuilles et
racines ont étés placés directement dans les boite de Pétri contenant le milieu PDA et milieu
Malte - agar (Figure 16). Les 4 boites de Peétri préparées ont étés incubées dans I’étuve
(Figure 16).

- - =

Figure 16. a):ensemencement dans le milieu, b):incubation dans I’étuve
(Merdaci & Chibani, 2023)

4.4 ldentification de la souche fongique
L’identification des moisissures isolées se fait a I’état pure sur milieu solide. L’examen est
effectué par :

» une observation macroscopique a 1’ceil nu (identification des caractéres culturaux)

> une observation microscopique au microscope optique (identification des caracteres

morphologiques)

> et une identification des propriétés biochimiques (Botton et al., 1990).
4.4.1 Etude des caracteres macroscopiques
La moisissure sélectionnée est soumise a une identification macroscopique par un examen de
la culture sur milieu gélosé PDA. L’examen macroscopique des souches isolées, permet de
déterminer les caractéres culturaux suivants :

» La croissance du champignon,
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Le développement du champignon,
Le diametre de la colonie,
La texture,

YV V V V

La couleur du thalle,

» Lacouleur du revers et I’odeur (Lecellier, 2013).
Les caracteres culturaux sont remarqués de préférence sur le milieu PDA car les milieux trop
riches en sucre et en peptone entrainent des phénomeénes de pléomorphisme, les colonies
peuvent perdre leur aspect caractéristique et ne pas sporuler (Guiraud, 1998).
4.4.2 Etude des caracteres microscopiques
L'étude des caractéres microscopiques se fait par I'examen microscopique qui permet ainsi de
détecter la présence et la nature du mycélium, la présence ou I’absence du septum, les
caractéristiques des fructifications et spores, etc. (Almi, 2016).
Mode opératoire
La technique de scotch consiste a adhérer a I’aide d’un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’une culture et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes de
bleu de méthyléne (Chabasse, 2002).
Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements x40 et x100 a I’aide

d’un microscope.

A
w‘ -

4.5 Repiquage de la souche fongique

I
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}
|

Figure 17.identification microscopique
(Merdaci & Chibani, 2023)

Chaque isolat développé a été repiqué, cette méthode permet aux champignons de s’étendre
sur toute la surface de la boite de Pétri et produire des spores donc jusqu’a 1’obtention de
souches pures.

Mode opératoire
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> A I’aide d’une anse de platine stérile, couper, un fragment du mycélium et le déposer
au centre de la nouvelle boite de pétri.

» L’incubation des cultures est effectuée a 40°C pendant 5 a 7 jours (Botton et al.,
1990).

Figure 18.repiquage du champignon
(Merdaci & Chibani, 2023)

4.6 Etude de l'activité antifongique des extraits
Mode opératoire
+ Racler les spores de la moisissure (Figure 19)
4 et les mettre dans un tube a essai contenant une solution de I’eau physiologique stérile
(Figure 19)

#+ la suspension est agité a I’aide d’un vortex pour homogénéisation

Figure 19.préparation de la suspension sporale

+ La gamme des dilutions 100%, 75%, 50% et 25% a été préparée dans des tubes
(Figure 20).
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+

Figure 20.les différentes dilutions

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de Pétri contenant le milieu
PDA (Figure 21).

L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface de la boite, de va et vient en stries
serrées(Figure 21).

le disque imbibé est déposé a I’aide d’une pince stérile au centre de la boite de Pétri
les boites de Pétri sont ensuite incubees a 40°C

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition aprés 7 jours
d'incubation autour de chaque disque en millimétre a 1’aide d’une régle (Labiod,

2016).

Figure 21.ensemencement des boites
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4.6.1 Le pourcentage d’inhibition (PI)

Le pourcentage d’inhibition (PI) de la croissance mycélienne des souches testées est calculé
selon la formule suivante (Haddouchi, Lazouni et al. 2009): P1 (%) = ((Dt+Dc)/Dt)*100

PI : Inhibition de la croissance fongique en pourcentage.

Dt : Diametre de la croissance mycélienne dans un milieu sans huile essentielle (témoin).

Dc : Diametre de la croissance mycélienne en présence d'huile essentielle.

4.6.2 Détermination de la CMI (concentration minimale inhibitrice)

Tout d’abord a 1’aide d’une pipette prendre 15 pl de I’extrait brute avec différentes
concentrations sont ajouté dans 100 ul du milieu PDA sans agar liquide contenant la souche a
tester. Pour confirmer notre étude antifongique on prépare des tube témoins de différentes

souches. Les tubes ainsi préparés sont agités et incubés a 40° C pendant 7 jours (Figure 22).
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Figure 22. a): milieu PGA liquide, b): suspension sporale, c: ajouter I'extrait brut, d):
agitation
Aprés incubation, on repere les tubes dans lesquels on ne note aucune croissance de

moisissures. la CMI : c’est la concentration minimale pour laquelle on ne note aucune
croissance des moisissures).

4.6.3 Détermination des concentration minimale fongicide (CMF) et CFS

(concentrations fongistatiques

Apres avoir repéré les tubes dans lesquels aucune croissance n’est constatée, on poursuit
I’expérimentation dans de nouveaux tubes identifiés. Dans chaque tube, on introduit 95ul de
milieu PDA sans agar liquide stérile d’un essai déterminé ayant présenté une inhibition totale.
On fait de méme dans les tubes témoins. Les tubes ainsi préparés sont incubés a 27° C.

Apres 7jours d’incubation, on note les subcultures dans lesquelles il n’y a aucune reprise de
croissance : on détermine ainsi les concentrations minimales fongicides (CMF). On note les
concentrations des extraits des subcultures pour lesquelles il y a croissance comme étant les

concentrations fongistatiques (CFS).
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5 Résultats et Discussion

5.1 Identification des moisissures

5.1.1 Aspect macroscopique

L'aspect des colonies de moisissures isolées sont représentés dans la figure ci-dessous:

Figure 23.Aspect macroscopique des colonies de moisissures

Aprés cing (07) jours d’incubation & 25°C la colonie de Fusarium sp. sur milieu PDA est
blanche au recto et jaune a fauve au verso (Figure 23a).

Apres cinq (05) jours d’incubation a 25°C, la colonie d'Alternaria sp. avait un centre de
couleur vert olive, entourée par une zone blanchatre de 5 mm d’épaisseur (Figure 23b).
5.1.2 Aspect microscopique

L'observation microscopique a l'objectif x40 a montrée la présence des macro conidies
fusiformes, incurvées dans leur face ventrale avec une extrémité terminale pointue pour
I'espece Fusarium sp. (Figure 24a) et des conidies ovale, divisés pour I'espéce Alternaria sp
(Figure 24b).
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Figure 24.Aspect microscopique des colonies de moisissures

Les especes du genre Fusarium font partie des champignons phytopathogenes et
mycotoxinogénes (O’Donnell et al., 2013). lIs réduisent le rendement des cultures céréalieres
et provoquent de graves pertes économiques dans le monde (Kelly and Ward, 2018). Les
espéces du genre Fusarium causent des maladies dans les cultures de mais, le blé, le riz, les
pommes de terre, les tomates, les haricots, le sorgho, la banane, la canne a sucre, les mangues
et d'autres cultures (Summerell et al., 2011).

Elles produisent aussi des composeés allergenes et des mycotoxines, ces dernieres contaminent
les denrées alimentaires lors du stockage aprés la récolte. Ces espéces produisent des
métabolites secondaires comme le déoxynivalénol, le nivalénol, le diacétoxyscirpénol, la
zéaralénone, l'acide fusarique et les fumonisines (Voss et al., 1998; Desjardin, 2006). La
contamination alimentaire par les mycotoxines est un probléme de sécurité alimentaire
(Garcia et al., 2012; . Eskola et al., 2020). La consommation des produits alimentaires
contaminés par des mycotoxines est associée a des risques pour la santé tels que le cancer de
l'cesophage, la carcinogenése, la mutagénicité et les anomales neurologiques (Marasas et al.,
1981; Reddy et al., 2010).

Les mycotooxines d’Alternaria ont été fréquemment isolées et signalées dans les fruits et
légumes comme les tomates, les agrumes, les carottes, orge, avoine, melons, poivrons,
pommes, framboises, lentilles, blé et autres céréales (Patriarca et al., 2007; Logrieco et al.,
2009 ; Andersen et al., 2015; Woudenberg et al., 2015; Meena et al., 2016a,b).
L’accumulation de mycotoxines dans les fruits et légumes peut se produire au champ, pendant
la récolte, en post-récolte et pendant le stockage (Patriarca et Pinto, 2018).
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5.1.3 Résultat de l'activité antifongique de I'ail blanc et rouge
5.1.3.1 Fusarium sp.
Le Fusarium été sensible a I'action des deux variétés blanche et rouge du jus brut de I'Allium

(Figure 25) dans toutes les dilutions réalisees.

Figure 25.Le test de I'activité antifongique de Fusarium sp.

Les moyennes des diametres obtenus apres incubation (Figure 26) sont respectivement dans

I'ordre suivant: 38, 66 mm, 36.33 mm, 33 mm, 22.66 mm

Diamétre (mm) Activité antifongique de Fusarium
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -

10 -

1 2 3 4
Concentration de dilution

Figure 26.Les diamétres des zones d'inhibition de Fusarium sp. avec la variété blanche
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Ces diametres sont superieurs a ceux obtenus avec l'ail rouge. les diametres obtenus pour les
differentes dilutions (100%, 75%, 50% 25%) sont respectivement les suivants: 30.33mm,

28.33mm, 26.66mm et 16mm (Figure 27).

Diameétre (mm)
35 -

30 -
25 -
20 -
15 -
10 +
5
0 - T T T !
1 2 3 4

Concentration de dilution

Figure 27.Les diamétres des zones d'inhibition de Fusarium avec la variété rouge

5.1.3.2 Alternaria sp
La méme chose a été constatée pour I'Alternaria sp., ce champignon été également sensibles a

I'actions des jus bruts des deux espéces d'ail testées.

Figure 28. Le test de I'activité antifongique d'Alternaria sp.
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Les résultats obtenus sont les suivants: 31mm, 30.66mm, 21.66mm, 25mm. Ces moyennes
montre que I'Alternaria aussi est bien sensible a I'action du jus brut de l'ail blanc.

Plamétre(mm) - activité antifongique d'Alternaria
40 -

35 A

30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5
0 - ; ;
1 2 3 4

Concentration de dilution

Figure 29.Les diamétres des zones d'inhibition d'Alternaria sp. variété blanche

Alternaria sp. est plus sensible a I'action de la variété rouge par rapport a la variété blanche.
Cette moisissure a affiché les diameétres suivants 32.66mm, 30.66mm, 32mm et 26.66mm

(Figure ).

Diameétre (mm)
40 ~
35 +

30 -
25 -
20 -
15 4
10 +
5
0 - T T
1 2 3 4

Concentration de dilution

Figure 30.Les diamétres des zones d'inhibition d'Alternaria sp. variété rouge
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La concentration minimale inhibitrice (CMI) enregistré pour Fusarium sp. est la
concentration 25% qui correspond a 250ug/ml d’eau distillée stérile pour les deux variétés de
I’ail, la variété blanche et la variété rouge.

La CMI qui correspond a la souche d’Alternaria sp. est la concentration 50% de jus brute
d’ail blanc, elle est donc de 500ug/ml d’eau distillée, et c’est la concentration 75% (750ug/ml
d’eau distillé stérile) pour I’extrait d’ail rouge.

La concentration minimale fongicide (CMF) déterminée avec I’extrait de jus brut d’ail blanc
pour Fusarium sp. est de 25% (250 ug/ml); par contre, pour les deux autres souches
fongiques testées elle est de 50%, ce qui correspond a 500ug/ml.

La CMF déterminée avec I’extrait de jus brut d’ail rouge pour Alternaria sp. est de 75%
(750ug/ml) ; par contre, pour les deux autres souches fongiques testées elle est de 25%, ce qui
correspond a 250ug/ml.

Globalement tous les résultats obtenus ont montrés que I'ail posséde une activité fongicide
contre ces champignons pathogenes étudiés. L’ail possede 1’allicine qui joue un réle contre la
flore indésirable comme les entérobactéries, Staphylococcus aureus, les levures et les
moisissures (Do et al., 1977; Gonzalez, 2002 ; Christison et al., 2008).
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Conclusion
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Conclusion
Fusarium sp et Alternanria sp. sont des moisissures mycotoxinogénes dangereuses pour la
santé humaine. Afin d'assurer la sécurité alimentaire du consommateur une alternative
naturelle & la lutte chimique par les pesticides comme l'ail a été testée contre ces moisissures.
les tests d'antifongigrammes des jus bruts de deux variétés (blanche et rouge) de l'ail a des
concentrations de: 100%, 75%, 50% et 25% ont été réalisés. Les diametres obtenus apres
incubation sont respectivement les suivants pour le Fusarium sp.: 38, 66mm, 36.33mm,
33mm, 22.66mm et 30.33mm, 28.33mm, 26.66mm et 16mm et pour I'Alternanria sp. les
diameétres suivants; 31mm, 30.66mm, 21.66mm, 25mm et 32.66mm, 30.66mm, 32mm et
26.66mm. Les 2 variétés (blanche et rouge) de l'ail ont une concentration minimale
inhibitrice et fongicide de 25% contre Fusarium sp. La CMI et la CMF de l'ail blanc est de
50% contre Alternaria sp. par contre l'ail rouge a une CMI et une CMF de 75% contre
Alternaria sp. En perspective, il serait intéressant:

» d'étudier l'activité antifongique contre d'autres variétés de champignons d'altération

alimentaire et mycotoxinogenes.
> d'identifier et d'isoler les composés bioactifs responsable de I' activité antifongique

chez le genre Allium.
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