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Résumé

Résumé

Ce travail s'intéresse a I’étude de I’activité anti-fusariénne in vitro et in vivo des extraits de
bois (goudron végétal brut et ces fractions huileuses et godronneuses) de Juniperus phonicea L.
poussant a I’état spontané dans la région de Rosfa Tayeba, Wilaya de Bechar.

En premier lieu, I’extraction par carbonisation donne un rendement de 0.542% pour le
goudron végétal (Guetrane) et 1.768% de fraction huileuse. De plus, les analyses
physicochimiques de ces deux extraits de Juniperus phonicea L, montrent que le pH est acide il
varie de : 3.25 a 4.02, la densité entre 0.991 et 1.15, la matiére séche entre 2,58% et 36,34% et
I'indice de réfraction: 1,3423 et 1.5112-pour le goudron et I’huile respectivement.

L’étude in vitro du pouvoir antifongique du goudron brut, fraction huileuse et fractions
goudronneuses contre dix souches de Fusarium oxysporum f sp albedinis montre que:

¢ Les souches testées sont tres sensible au goudron par rapport aux autres extraits. La
souche S03 est la plus sensible avec un diamétre d’inhibition de 19mm. Tandis que, la fraction
huileuse n’exerce aucun effet sauf pour les souches S06, S08, S09, S10 et SO3 ou la zone
d’inhibition est de I’ordre de 12 mm.

+¢ Pour la technique de contact direct on note une CMI de 0.005mg/ml pour SO3avec le
goudron brute, suivie par S06 et S09 avec une CMI de I’ordre de 0.006mg/ml. Pour fraction
huileuse la souche SO3 est la plus sensible avec une CMI de 0.20mg/ml, alors qu’elle est de
I’ordre de 0.26mg/ml pour S01, S06 et S08. Or, pour les fractions godronneuses, la fraction F02
est la plus efficace contre S03, S06 et SO09 avec une CMI a partir de 0,006mg/mil.

Par suite, on note que le goudron brut inhibe totalement la croissance mycélienne entre
0.005 et 0.039mg/ml et entre 0.20 et 0.40mg/ml pour la fraction huileuse. Tandis qu’il est entre
0,006-0,040mg/ml pour les fractions goudronneuses

Pour la CMF nous remarquons que le goudron végétal brut a exercé une grande activité
contre les souches testées de 0.006-0.040mg/ml. Or, la fraction huileuse a exercé une activité
entre 0.26-0.42mg/ml. Alors que les fractions goudronneuses ; la CMF est de I’ordre de 0.008-
0.042mg/ml.

L’activité antifusarienne in vivo montre une activité tres puissante de goudron contre le
Fusarium oxysporum f sp albedinis. L’injection des plantules avec le goudron provoque la

réparation des des tissus endommagés la et revivification des plantules infectées.

Mots clés : Juniperus phonicea L, Goudron végétal, activité antifusarienne in vivo, in vitro.
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Abstract

Abstract

This work aimed to study the anti-fusarium activity in vitro and in vivo of wood extracts
(raw vegetable tar and these oily and dilatory fractions) of Juniperus phonicea L. growing in
wild Rosfa Tayeba region , wilaya of Bechar.

First, the extraction yield by carbonization is about 0.542% for vegetable tar and 1.768%
for oily fraction.In addition, physicochemical analyzes of these two extracts of Juniperus phonicea
L ,show that the pH is acid: 4.02-3.25, density: 1.15 -0.991, dry matter:
36.34%-2.58% and the refractive index: 1.5112-1,3423 for tar and oil respectively.
The in vitro study against ten fungy of Fusarium oxysporum f sp albedinis of the antifungal
power of raw tar, oily fraction and tar fractions shows that:

» The tested strains are very sensitive to tar compared to the other extracts.
The S03 strain is most sensitive with an inhibition diameter of 19mm. However, the oily fraction
has no effect except for strains S06, S08, S09, S10 and S03 where the inhibition zone is
about 12mm.

» For the direct contact technique, the MIC is about 0.005mg/ml for S03 with raw tar,
followed by S06 and S09 with a MIC of 0.006mg/ml. For the oily fraction,S03 strain is the
most sensitive with an MIC of 0.20mg/ml, compared to the order of 0.26mg/ml for S01, S06 and S
08. The FO02 fraction is the most effective for the tar fractions against S03, S06 and S09 with a MIC
from 0.006mg/ml.

Subsequently, it is noted that crude tar completely inhibits mycelial growth between 0.005
and 0.039mg/ml and between 0.20 and 0.40mg/ml for the oily fraction. While it is between 0,006-
0,040mg/ml for tar fractions.

Antifusarium activity in vivo shows a very powerful tar activity against inoculated
Fusarium oxysporum f sp albedinis. Tar injection of seedlings causes repair of damaged tissue and

revival of infected seedlings.

Keywords: Juniperus phonicea L, vegetable tar, antifusarian activity in vivo, in vitro.
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Le palmier dattier (Phoenix dactylifera) joue un réle essentiel dans le développement et
I’équilibre des oasis sahariennes. En Algérie, ses dattes sont exportées, vendues sur les marchés
nationaux ou utilisées comme aliments de base par les populations locales. En outre, il crée un

microclimat qui permet a d’autres arbres fruitiers et aux cultures vivriéres de s’épanouir a son ombre

(Benlarbi, 2019).

Avec les programmes d’investissement, la production des dattes augmente d’une année a
’autre. Selon le ministére de 1’agriculture en 2015, 1a wilaya de Beéchar, est la sixieme Wilaya
d’Algérie en nombre de palmiers et en production de dattes avec 1.639.800 de palmiers et
300.500 quintaux de dattes, mais la majorité de cette production de dattes est seches et de faibles
valeurs commerciales non valorisées. Selon les statistiques du Ministére de 1’ Agriculture et du
développement Rural et de la péche en 2017, le palmier dattier occupe en Algérie une superficie
évaluée a 167.663 hectares, alors que les palmiers productifs sont estimés a 15,7 millions et ceux
plantés a 18,53 millions (Makhloufi, 2018).

La fusariose vasculaire du palmier dattier, maladie cryptogamique appelée 'Bayoud' est un
véritable fléau des zones phoenicicoles. Trés probablement originaire de la vallée du Draa, au
Maroc (Sedra, 2004). La maladie a progressé en direction de I’Est et I’Ouest décimant les
palmeraies marocaines et atteignant de nombreuses Oasis Algérienne (Ben Khalifa et al., 2003).
Leur extension progressive vers les régions produisant des dattes d’exportation (Deglet-Nour) a
I’Est du pays, pose des probléemes sérieux a la fois écologiques et socio-économiques. De plus, la
richesse de la phoeniciculture Algérienne montre la nécessité a des projets ayant pour objet de
sauvegarder et valoriser ce patrimoine des palmiers dattiers (Laouar et al., 2019).

L’utilisation des extraits de végétaux doués d’activités antifongiques est actuellement
parmi les voies intéressantes pour lutter contre les maladies fongiques. Le "Bayoud" est la
principale maladie cryptogamique qui attaque le palmier dattier, elle est causée par Fusarium
oxysporum f. sp. albendis (Foa). Elle a causeé des degats importants dans les palmeraies
marocaines et algériennes (Fernandez et al., 1998).

Dans ce contexte, I’objectif de cette étude est de valoriser le goudron végétal (Guetrane en
arabe) de Juniperus phoenicea L, poussant a 1’état spontané dans la région de Béchar pour la
lutte contre la fusariose vasculaire des palmiers dattier.

Le Genévrier de Phénicie, Genévrier rouge (Juniperus phoenicea) est un arbrisseau de la
région méditerranéenne, ou il pousse dans les lieux rocailleux, surtout sur le calcaire. 1l se
distingue du genévrier cade, qui a le méme habitat, par ses feuilles enécailles et non en aiguilles.
Appelé également Zimba (en chaoui) ou Araar au Maroc et en Algérie, cet arbre constitue, au coté

du cédre, la principale couverture végeétale dans les montagnes des Atlas Algériens, notamment
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dans le sud de ce massif de la region des Aures dans I’Est et les montagnes des Ksour et Laamour
dans I’ouest. Dans la région de Bechar, Juniperus phoenicea L. est assez répandue dans les
montagnes de Bechar, Antar, Rosfa Tayeba et Grouz.

La présente these comprend deux parties avec une introduction, une conclusion générale.
La premiere est une synthese bibliographique répartie en trois chapitres, qui font rappels des
généralités sur le genévrier de Phénicie dont fait partie la synthése du goudron végeétal, les
palmiers dattiers et fusariose vasculaire des dattiers.

La deuxieme partie consiste a présenter les protocoles expérimentaux et le matériel

utilisé, puis les résultats obtenus et leurs discussions.




Chapitre I :

Généralité sur les palmiers dattiers




Chapitre 1 Généralité sur les palmiers dattiers

1.1 Introduction

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une espece dioique, c'est-a-dire qu'il existe des
palmiers femelles qui produisent les dattes et des palmiers males qui produisent les pollens,
caractérisée par des feuilles pennées (APG 11, 2003),

Dans le Sahara algérien, Phenix dactylifera L. est le pilier des écosystemes oasiens ou il
permet de limiter les dégats d’ensablement, joue un rdle protecteur contre le rayonnement solaire
intense pour les cultures sous-jacentes (arbres fruitiers, cultures maraichéres et céréales).Par sa
présence dans ces zones desertiques, les diverses formes de vies animales et végétales,
indispensables pour le maintien et la survie des populations, sont possibles. (Baaziz 1990; .Barrow,
1998 ; Doveri et Baldoni, 2007).

Sur le plan socio-économique, il occupe une place de plus en plus importante dans I’économie
nationale d’une part en tant que source de devises grace a la production des dattes et leurs sous-
produits (pates, farine, sirop, vinaigre, levure, alcool, confiserie,...) (Boulal, 2010). De plus ils
créent un microclimat qui permet d’associer d’autres cultures sous-jacentes telles des cultures
maraicheres, des céréales et des arbres fruitiers (Jaradat et Zaid, 2004).En assurant en partie la
subsistance des sociétés agricoles traditionnelles du Sahara (Bouguedoura et al ., 2008). Le
patrimoine phoenicicole algérien est caractérisé par une grande diversité variétale (représenté par
plus de 940 variétés). L’écosystéme oasien traditionnel constitue un réservoir pour la diversité
génétique de la culture de dattier qui se menace aujourd’hui a disparition pour des causes variables
(ensablement, manque d’eau, vieillissement, la phoeniciculture monovariétal ...ctc) (Baaziz et
Bendiab. 1994; Hannachi et al., 1998).

L'Algérie occupe la quatrieme position parmi les pays producteurs de dattes dans le monde,
pour la compagne 2013/2014 ; la production des dattes occupe une grande partie de la production
agricole saharienne. Le potentiel en palmiers dattiers est passé de 11,67 millions en 2000 a 18,4
millions de palmiers en 2013. Selon I’'Institut Technique de Développement de I’Agronomie
Saharienne algérien en 2014, la production des dattes dépasse 1100.000 de tonne en 2017, toutes
variétés confondues, dont plus de la moitié de cette production sont des dattes communes.
Malheureusement uniquement 04 % de sa production est exportée (Laouar et al.,2019; Haddou et
al., 2016).

1.2 Palmiers dattiers

Le palmier dattier est une monocotylédone nommée Phoenix dactylifera L par Carl Von Linné
en 1734. Phoenix dérive de Pheenix un mot grec pour désigner le dattier. Le mot dactylifera dérive
du grec dactulos qui signifie doigt, en relation avec la forme du fruit. Elle est pérenne de la famille

des Palmaceae adaptée a la vie dans les zones arides a conditions climatiques sévéres. (Ben
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Cet arbre est d’une importance capitale dans la vie économique et sociale des populations
sahariennes (Djerbi, 1994). Les activités liées a la commercialisation des dattes fournissaient un
emploi a presque un million d’habitants des oasis sahariens du sud ouest de 1’ Algérie et les récoltes

de I’année suffisaient a elles seules & couvrir une grande partie de leurs dépenses. (Photo 1.1).

Photo 1.1 : Oasis de Ksar de Béni ounif , Béchar (originale 05/2019).

1.2.1Taxonomie

Le palmier dattier a été dénommé « Phoenix dactylifera L. » par LINNE en 1734, qui veut dire
I'arbre du dattier "Phoenix" qui porte "fero" des fruits en forme de doigt "dactylus". Il dérive du
Grec "Phoinix dactylos", car il est considéré comme I'arbre des Phéniciens avec des fruits en forme
de doigt "daktulos”. (Peyron, 2000).

Dans la classification de Martius et Blume, le palmier dattier est une monocotylédone qui
appartient a la famille des Palmacées ou palmiers, a la sous famille des Coryphinées et au genre
Phoenix. La famille des Palmacées compte 235 genres et 4000 espéces Le genre Phoenix compte 12
especes. L’espece Phoenix dactylifera, Linné 1753 est le palmier dattier (Muriel et al., 2013).

La place du palmier dattier dans le regne végétal est rappelée ci-dessous (Djerbi, 1994) :
Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Groupe  Spadiciflores.

Ordre Palmale. ou Arecaceae

Familles Palmaceae. ou Arecaceae

Sous famille Coryfoidées.

Tribu Phoenicées.

Genre Phoenix.

Espéce  Phoenix dactyliféra L




Chapitre 1 Généralité sur les palmiers dattiers

Chevalier (1952), divise le genre Phoenix en douze espéces, toutes d'origine tropicale et
subtropicale chaude de I'Afrique et de I'Asie. Phoenix atlantica Chev., appelé faux dattier, présente
une proche ressemblance avec Phoenix dactylifera L.

1.2.2 Origine et répartition géographique du palmier dattier

Le palmier dattier est présent dans 1’ancien (Moyen-Orient, Afrique du Nord) et le nouveau
monde (continent américain). Son aire de culture s’étend de la vallée de I'Indus a I’Est jusqu’a
I’océan Atlantique a I’Ouest.

(Munier, 1973) pense que la culture du P. dactilyfera L a due étre pratiquée en basse
Mésopotamie vers 4000 — 4500 ans. Par la suite, la culture de cette espéce a progressé vers le nord
de la Mésopotamie puis vers la région cotiere du Plateau iranien pour atteindre finalement la vallée
de I’Indus. Elle s’est étendue ensuite a I’Egypte puis a la Libye et le Fezzan d’ou elle rayonna,
d’une part, vers le Maghreb : Tunisie (Djerid), Algérie (Souf, Oued Rhir, Tidikelt et Saoura), Maroc
(Tafilalet et vallée du Draa) et Mauritanie (Adrar mauritanien et Aoudag-host et d’autre part vers le
sud : Tassili N’Ajjer, Hoggar, Adrar des Iforas (Mali), Djado-Kaouar (Niger) et Borkou-Tibesti
(Tchad).

1.2.3 Conditions écologique du dattier

Le palmier dattier est une espece thermophile mais qui supporte des températures de -15°C
selon le cultivar, I’activité végétative se manifeste a partir de 7 a 10°C et elle atteint son intensité
maximale de végétation entre 30 et 37° C (Munier, 1973 ; Haddouch, 1996). Le palmier dattier est
une espéce héliophile. C’est pourquoi les plantations sont établies a une densité qui permet un bon
éclairement des plants et donc une bonne maturation des dattes. Le dattier est sensible a I’humidité
de l'air pendant la floraison et la fructification. Une forte humidit¢ diminue la transpiration des
dattes qui de ce fait ne mdrissent pas. Les meilleures dattes sont récoltées dans les régions ou
I’humidité de I’air est moyennement faible (40 %). Méme si le palmier préfére les sols légers, il
s’accommode de tous les sols des régions arides et semi arides qu’ils soient ingrats ou bons.
Cependant son comportement différe selon le type de sol dans lequel il est planté. En sol léger, sa
croissance est plus rapide qu’en sol lourd. La floraison est aussi plus précoce et la récolte est de
meilleure qualité. (Horizon, 2010).

C’est ¢également une espece tres tolérante au sel. La concentration extréme de la solution de
sel est donc 15 %. Au-dela de 30 % le dattier dépérit. C’est pourquoi il faut réaliser un systeme
efficace de drainage dans les sols a haute concentration en sels ou dans le cas d’irrigation avec des
eaux saumatres. Il est nécessaire, pour assurer une bonne production dattiere d’assurer une
irrigation permanente. Les besoins en eau est moyennement de I'ordre de 850
litre/irrigation/palmier/ans. Le coefficient d’irrigation et sa périodicité doivent tenir compte du type
de sol et de la période de ’année (Mihoub et al.,2016).

s,
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1.2.4 Morphologie et phénologie du palmier dattier
C'est un grand palmier de 20 a 30 m de haut, au tronc cylindrique (le stipe), portant une

couronne de feuilles, les feuilles sont pennées divisees et longues de 4 a 7 m. (Figure 1.1) L'espéce
est dioique et porte des inflorescences males ou femelles, les fleurs femelles aux trois carpelles sont
indépendants, dont une seule se développe pour former la datte (le fruit). (Munier, 1973).
1.2.4.1Racines
Le systéme radiculaire du dattier est fasciculé. Les racines ne se ramifient pas et n’ont relativement
que peu de radicelles. Le bulbe, ou plateau racinal, est volumineux et émerge en partie au-dessus du
niveau du sol. Le systéme radical présent quatre zones d’enracinements : (Figure 1.1)
Zone |

A racines respiratoires, localisée au pied du dattier, comporte de nombreuses racines adventives
aériennes qui peuvent se développer a partir de la région basale du tronc. Les racines souterraines
restent localisees dans la couche superficielle du sol et ne dépasse pas 0.20 a 0.25m de profondeur.
Zone 11
A racines de nutrition, trés étendue surtout en culture unique avec la plus forte proportion de racines
de systéme.
Zone 111
A racines d’absorption, c¢’est une zone plus ou moins importante selon le mode de culture et la
profondeur du niveau phréatique.
Zone VI
Cette zone peut étre trés réduite et se confond avec la précédente lorsque le niveau phréatique se

trouve a faible profondeur, (Boulanouar, 2015).
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Figure 1.1:Présentation schématique du palmier dattier (Boulanouar, 2015).
1.2.4.2 Tronc (le stipe)

C’est un stipe généralement cylindrique, il peut présenter des zones de rétrécissement

résultant de défaut de nutrition ayant entrainé le développement anormal du bourgeon terminal. Ces
rétrécissements correspondent a des périodes de sécheresse, de froid ou peuvent résulter des
accidents divers. Chez les jeunes sujets, le tronc est recouvert a la base des pétioles des anciennes
palmes et dans les interstices par une bourre fibreuse : le fibrillum. Le stipe ne se ramifie pas mais
le développement des gourmands ou des rejets peut donner naissance a des pseudo ramifications et
peut atteindre ou dépasser 20m de hauteur (Bouguedoura, 1991).

1.2.4.3 Couronne ou Frondaison

L’ensemble des palmes vertes forme la couronne du palmier. On dénombre de 50 a 200 palmes
chez un arbre adulte. Les palmes vivent de trois a sept ans, selon la variété et le mode de culture.

On distingue :

- La couronne basale, avec les palmiers les plus agés ;

- la couronne centrale, avec les palmes adultes ;

- les palmes du cceur, avec les non ouvertes, dites « en pinceau », et les palmes n’ayant pas encore

atteint leur taille définitive.
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Les palmes sont émises par le bourgeon terminal ou « phyllophore ». Les premiéres palmes, celles
du ceeur non ouvertes en pinceau, peuvent étre dénombrées a I’ceil nu. (Peyron, 2000).
1.2.4.4 Palmes

Ce sont des feuilles composées et pennées. Les folioles sont réguliérement disposées en
position oblique le long du rachis, isolées ou groupées, pliées longitudinalement en gouttiére. Les
segments inférieurs sont transformés en épines, plus ou moins nombreuses et longues, (Figure.l.2).
Les palmes sont issues du bourgeon terminal. Chaque année en apparait de 10 a 20, jusqu'a 30. Les
jeunes palmes sont d’abord de grandes feuilles entiéres a nervations pennées, pliées sur elle-méme,
et en se développant le limbe se déchire aux plissements, et chaque élément se sépare pour former
une feuille composée. Un palmier adulte en bon état de végétation peut avoir de 100 a 125 palmes

actives (Peyron, 2000).

Foliole

Pétiole Rachis -

Figure 1.2: Schéma d’une palme (Boulanouar, 2015)

1.2.4.5 Organes floraux

Le palmier dattier est une espéce dioique et porte des inflorescences males ou femelles,
appelées spadices, enveloppées d’une trés grande bractée membraneuse, la spathe. Les fleurs
femelles ont trois carpelles indépendants, dont un seul se développe pour former la datte. La
pollinisation se fait par le vent (anémophilie), cependant en culture, le nombre réduit de palmiers
males (en Algérie, ou ils sont appelés dokkars, on en compte souvent un pour 100 pieds femelles)
nous oblige a pratiquer une pollinisation artificielle, (Munier, 1973).

Les inflorescences du palmier dattier naissent du développement de bourgeons axillaires situés
a l’aisselle des palmes dans la région coronaire du tronc.
Les fleurs du dattier sont déclinées, unisexuées, pratiqguement sessiles. Leurs pédoncules sont trés
courts, elles sont portées par des pédicelles rassemblés en épi composé, le spadice, enveloppé d’une
grande bractée membraneuse entierement fermée.

La fleur femelle est globulaire, de 3 a 4 mm de diameétre. Elle comporte un calice court,
cupuliforme, a trois pointes, formée de trois sépales soudés, une corolle constituée de trois pétales

ovales et arrondis, et de six étamines avortées ou staminodes (Munier, 1973).
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La fleur méle légérement allongée, est constituée d’un calice court et cupuliforme tridenté,
formé €galement de trois sépales soudés, d’une corolle formée de trois pétales légerement allongées
et se terminent en pointe, de six étamines disposées sur deux verticilles.

Le calice et la corolle des fleurs méales et femelles sont de couleur blanc ivoire, mais le calice

des fleurs femelles est lIégérement bordé de vert,( Figure.l.3) (Bouguedoura, 1991).

Figure 1.3 : Représentation schématique de la fleur méle et femelle du palmier (Munier, 1973).
1.2.5 Fructifications
Le fruit du palmier dattier, la datte, est une baie contenant une seule graine, appelée noyau. La datte
est constituée d’un mésocarpe charnu, protégé par un fin péricarpe. Le noyau est entouré d’un
endocarpe parcheming, il est de forme allongee, plus ou moins volumineux, lisse et pourvu de
protubérances latérales en arétes ou ailettes, avec un sillon ventral. L’embryon est dorsal, sa
consistance est dure et cornée (Peyron, 2000).
La couleur de la datte est variable selon les espéces : jaune plus ou moins claire, jaune ambré
translucide, brun plus ou moins prononcé, rouge ou noir, sa consistance est également variable, elle
peut étre molle, demi-molle ou dure (Figure 1.4).

Tégume
Sillon

A,bumen%\

Epicaxpe
Endocarpe

Noyau

Meésocarpe

: 3
- - -

(Boulanouar, 2015).

%

Figure 1.4: Coupe longitudinale d’une datte et du noyau
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1.2.6 Cycle de développement

Le palmier dattier en Algérie comporte généralement quatre phases :
* Phase | jeune : Croissance et développement (5 -7ans).
* Phase Il juvénile : Période d’entrée en production (30ans).

* Phase 1l adulte : Début de décroissance de production (60ans).

* Phase IV de sénescence : Chute de la production (80ans et plus) (Belguedj, 2002).
1.2.7 Multiplication

On peut multiplier le Phoenix dactylifera L a partir des rejets produits a la base du stipe. C'est
un moyen sdr de conserver l'espéce. L'opération s’avere assez facile a réaliser avec le bon outillage.
Les graines fraiches germent rapidement, parfois quelques jours apres le semis, le plus souvent 1 a 2
mois plus tard. Les jeunes plantes se développent assez lentement les trois premieres années puis la
croissance s'accélere grandement (comme pour la plupart des palmiers) compte tenu bien sdr de la
taille finale de I'espéce. (Fredérique et al., 2008).

1.2.8 Diversite genetique du dattier

Dans certaines anciennes palmeraies conduites selon le mode traditionnel, les agriculteurs
laissent pousser des palmiers issus de graines dont ne sont connus ni le sexe, ni la qualité. Les
palmiers femelles, de production dattiere qualitativement et quantitativement acceptable, sont
multipliés par récupération et plantation des rejets qu'ils produisent (C’est ainsi que la majorité des
cultivars connus a été sélectionnée et constitue actuellement des clones de quelques centaines de
pieds). La distinction entre cultivars se fait, essentiellement, en se basant sur la vigueur du palmier
et la morphologie des fruits, (couleur et mensurations) et des palmes (couleur et longueur de la
palme ainsi que la taille et I'insertion des épines sur celle-ci). Certains cultivars peuvent étre
identifiés grace a des criteres biochimiques (Bennaceur et al.,1991).L"aire phoénicicole algérienne
couvre deux million de kilométres carrés. Huit cents cultivars out été recensées pour une population
de (6-10) millions de palmiers dattiers (Benkhalifa, 1993). 1300 clones ont été recensées contre

plus 900 en Algérie. (Figure 1.5).
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Figure 1.5: Oasis algériennes (Boulanouar, 2015)

La diversité génétique est plus importante dans les oasis traditionnelles par contre les aires de
cultures intensive du palmier compte beaucoup moins de variétés. (Bennaceur et al., 1991 et Brac
de la Pérriere et Bounaga, 1991; Benkhlifa, 1993 ;).

Les dattes de la variété Deglet Nour de 1’Algérie, (ou Tolga a Biskra) sont de trés bonne
qualité (Absi, 2013) alors que celles, de la méme variété, provenant du M’zab sont généralement
plus seches et plus petites, donc de qualité nettement inférieure. Le tableau 1.1 nous présente les

principales variétés dans les régions phoenicicole d’Algérie.
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Tableau 1.1 : Inventaire variétal dans les trois régions phoenicicole d’Algérie. (Hannachi et al.,
1998).

Région Cultivars les plus courants
Ouest Atlas Ghares, Asyan, Feggous,
Saoura Feggous, Hartan, Cherka, Hmira, Deglet

Gourara Talmine Hmira, Tinnaser, Takerbuch

Touat Tgazza, Aghamu, Takerbuch
Tidikelt Tgazza, Takerbuch, Cheddakh, Aggaz

Centre | EIl-Menia | Timjuhart, Ghars, Timedwel

M’Zab Azerza, Ghars, Deglet Nour, Taddela

Est Ouargla Ghars, Deglet Nour, Degla Beida
Oued Righ | Deglet Nour, Ghars, Degla Beida

Souf Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, Mich Degla
Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, Mich Degla

Zibans Buzrur, Alig, Buhles, Mich Degla
Tanghimen, Tabanist, Khadaji

Aures

Tassili

1.2.9 Répartition géographique du palmier dattier en Algérie
La culture du palmier dattier occupe toutes les régions situées sous I'Atlas saharien soit 6000

ha depuis la frontiere Marocaine a I'Ouest jusqu'a la frontiere Est Tuniso-Libyenne. Du Nord au Sud
du pays, elle s'étend depuis la limite Sud de I'Atlas saharien jusqu'a Reggane a I'Ouest, Tamanrasset
au centre et Djanet a I'Est (Belaroussi, 2019). Le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 wilayas
seulement pour une superficie de 120 830 hectares (Messaid, 2007). La palmeraie algérienne
héberge un matériel génétique trés riche et diversifié avec 940 cultivars recensés (Hannachi et al.,
1998).
1.2.10 Situation de culture du palmier dattier en Algérie

L’ Algérie est un pays phénicicole classe au sixiéme rang mondial (Makhoufi et al .,2018) et au
premier rang dans le Maghreb pour ses grandes et enduis de culture avec 160 000 ha et plus de 2
millions de jardins et sa production annuelle moyenne de dattes de 500 000 tonnes. Il est établi en
plusieurs oasis reparties sur le Sud du pays ou le climat est chaud et sec (zone saharienne). Sa
culture s’étend depuis la fronticre Marocaine a I’ouest jusqu’a la fronti¢re tuniso-libyenne a I’est et
depuis 1’ Atlas Saharien au nord jusqu'a Reggane (sud-ouest), Tamanrasset (centre) et Djanet (sud-
est). (Benyagoub et al., 2012).
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Selon le ministere de I’Agriculture et du Développement rural, jusqu’au 11 novembre dernier
I’ Algérie exporte presque 15 000 tonnes chaque année dans tous les pays du monde via la France,
c’est en effet 1a, qu’est acheminée 90% de la production algérienne pour étre réexportée. Pourtant,
ce sont les Algériens qui sont les véritables consommateurs d’une production annuelle, toutes
variétés confondues, estimée a 200 000 tonnes. Un dattier, qui donne ses premiers fruits entre I’age
de 7 et 10 ans, est capable d’en produire jusqu'a 200 ans, voire beaucoup plus, fournit environ 35
kg de dattes par an, selon un expert Algérien (Messadi, 2013).

1.2.11 Contraintes de la culture du palmier dattier

La culture du palmier dattier est confrontée a plusieurs contraintes abiotiques (sécheresse, stress
salin) qui sont principalement dues au fait qu’il se développe sous des conditions désertiques
hostiles. De plus, il est aussi confronté a plusieurs contraintes biotiques correspondant aux
ravageurs du dattier (Mahma, 2012 ; Atallaoui et al., 2017). Les ravageurs du dattier s'attaquent a
la plante elle-méme et aux dattes sur pied, ou méme entreposées. Certains ravageurs engendrent
souvent des pertes économiques importantes sur la production de dattes. Parmi ces déprédateurs, on
peut citer :

- La Cochenille blanche (Parlatoria blanchardi Targ) qui colonise les différentes parties du
palmier (palmes, hampes florales, fruits, ...) et forme un encrolitement qui peut recouvrir de
grandes surfaces, empéchant la respiration et la photosynthése; la conséquence est un vieillissement
rapide et une mort prématurée (Ben chaabane et al., 2009).

- Le Ver de dattes (Ectomyelois ceratoniae Zeller) qui infeste les dattes sur pied en plein champ et
la prolifération se poursuit ensuite en entrepdts. Les chenilles issues des ceufs pénétrent dans les
fruits et donnent des dattes véreuses. (Idder et al., 2009).

- Le Boufaroua (Olygonychus afrasiaticus), un acarien qui attaque surtout les dattes, leur donne un
aspect rugueux, recouvert de toile et une couleur rougeétre. Les fruits deviennent impropres a la
consommation (Mahma, 2012).

- Maladie des feuilles cassantes” a laquelle se trouve confronter le palmier dattier commence a
prendre des proportions alarmantes. Cette maladie dont la cause demeure encore indéterminée a été
découverte en Tunisie (Triki et al., 2003, Fki et al., 2010). Par la suite, elle a été signalée en
Algérie dans les régions d“Adrar et du M'zab (Chabane et al., 2007). Récemment, sa présence a été
confirmée avec certitude dans la région de Biskra (Saadi et al., 2006).

Le "Bayoud" est la principale maladie cryptogamique qui attaque le palmier dattier, elle est causée
par Fusarium oxysporum f. sp. albendis (Foa). Elle a causé des dégats importants dans les

palmeraies marocaines et algériennes (Djerbi, 1991; Fernandez et al., 1995).
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1.1 Introduction

Le Bayoud ou Trachemycose du palmier ; C’est la plus grave et la plus dévastatrice qui
provoque un depérissement irreversible des maladies du palmier dattier, par conséquent, des
dégats considérables et définitifs (Ouinten, 1996 ; Boulenouar, 2009). Elle menace
véritablement tous les pays producteurs de dattes. Ainsi le patrimoine du palmier dattier des
régions phoenicicoles de 1’Afrique du Nord, est attaqué depuis plusieurs décennies,
particulierement au Maroc et en Algérie. Elle semble étre apparue durant le siecle dernier dans
la vallée du Draa et s’est répandue vers I’ouest et I’est en suivant les cordons du palmier. (El
hadrami et al ., 2005).

11.2 Origine et historique

Le Bayoud sévit uniquement en Afrique du Nord, dans toutes les grandes palmeraies du
Maroc (sauf Ouarzazate et Marrakech) et dans la plupart de celles du centre, de I’ouest et du sud-
ouest de I’ Algérie (Fernandez et al., 1995)

Le Bayoud fut observé pour la premiére fois vers 1870 dans la vallée du Draa au nord de
Zagora , puis il s’est introduit en Algérie par les oasis frontaliéres de Béni Ounif et Figuig en
1898. (Figure 11.1). Béchar et Béni Abbés en 1908 pour atteindre les régions du Touat, du
Gourara et du Tidikelt, Metlili en 1950, Ghardaia en 1965 et El-Goléa en 1978 ou il a été
éradiqué.(Benlarbi, 2019).

La progression du Bayoud du Sud-Ouest vers le Sud-est constitue une menace pour les
Oasis des Zibans (Biskra, Touggourt) et celle de la frontiere tunisienne ( Amir et al ., 1996).

Entre 1920 et 1950, la maladie a contaminé les palmeraies du Sud algérien, puis durant la
période 1960-1978, elle a gagné des palmeraies du centre de Sud algérien, la région de Mzab et
ElGoléa (Djerbi, 1994 ; Benlarbi, 2009). La maladie a été découverte aussi dans les palmeraies
mauritaniennes a Adrar et a Tagant, respectivement en 1995 et 2002 (Sedra, 2003). Les derniers
foyers déclarés au Maroc en 1996 sont situés dans la Vallée de Ait Mansour (région de
Tafraoute) (Sedra, 2004).

R o EspP™
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Figure 11.1: Origine et extension du Bayoud en Afrique du Nord (Ben khalifa, 2003).
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Tableau 11.1 : Localisation de FAO dans certain régions de Saoura (Brac et Benkhalifa,
1991 ; INRAA / Juin 2006).

Commune Localiteé atteinte Date d’apparition | Etat de la fusariose
1. Beni-Ounif Beni-Ounif 1898 Général
Fendi 1985 Foyer primaire
2. Mogheul
3. Boukais Boukais 1940 Foyer localisés
4. Lahmar Lahmar 1940 Foyer localisés
5. Béchar Ouakda 1940 Foyer localisés
6. Meridja
7. Kenadsa
8. Abadla
9. Erg Ferrad]
10. Mechaa H.B.
11. Taghit Taghit 1923 Foyer localisés
Berrbi
Z.Faggania 1907 Général
12. Tabelbala
13. Tindouf
14. OumEl-Assel
15. Igli
Abouhou 1960 Foyers localisés
Touzdit 1970 Général
16. Beni-Abbes | Ferme Chakour 1884 Foyer primaire
17. Tamtert 1908 Foyer localisés
18. EI-Ouata
19. Kerzaz
20. Timoudi
21. Ouled
Khodir
22. Ksabi

11.3 Agent causal de Bayoud « Fusarium oxysporum f.sp albedinis » (FOA)

Le Bayoud, fusariose vasculaire du palmier dattier (Pheenix dactylifera L) causée par un

champignon d'origine tellurigue nommé Fusarium oxysporum f.sp albedinis (FOA)

(Benkhalifa, 2003).
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11.3.1 Taxonomie du FOA

Le genre Fusarium appartient au phylum des Deutéromycetes (champignons imparfaits),
car la plupart des espéces étaient d’abord décrites sur la base de caractéres morphologiques et
une reproduction sexuée n’a pas été observée. Ces formes imparfaites (anamorphes) sont
caractérisées par un mycélium septé et la production de conidies hyalines généralement
unicellulaires sur des conidiophores libres ; elles sont classées dans le groupe des Moniliales. De
plus, Fusarium produit des macroconidies composées de 2 a plusieurs cellules. Leur forme
recourbée typique avec une cellule apicale plus ou moins pointue est un des critéres
d’identification des représentants du genre ; dans beaucoup d’espéces on observe une cellule
basale en forme de pied (Seifert, 2001). La production de métabolites secondaires et notamment
de toxines (mycotoxines et phytotoxines) est courante parmi les Fusarium, et le profil de ces
composeés peut étre utilisé pour la classification des espéces (Thrane, 2001).

Des formes sexuées (téléomorphes) ont été maintenant observées pour certaines espéces de
Fusarium. Elles font toutes partie des Ascomyceétes, de la famille des Nectriales et notamment
des genres Gibberella et Nectria (Bendiab et al., 1993; Lepoivre, 2003).

Ainsi, Fusarium oxysporum est considéré comme ascomycete bien que le stade sexuel
n’est pas encore déterminé. Il est proposé d’étre plutét proche du groupe téléomorphique
Gibberella que Nectria (Di Pietro et al., 2003, Michielse et Rep, 2009). Au sein de I’espece F.
oxysporum, on distingue plus de 120 formes spéciales en fonction de leur pathogénicité sur des
plantes hétes (Ramirez-Suero, 2009).

Selon Debourgogne (2013), La nouvelle classification taxonomique du genre Fusarium
oxysporum basée sur la phylogénie moléculaire est la suivante :

Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe: Sordariomycetes

Sous-classe : Hypocreomycetidae

Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae

Genre : Fusarium

Espéce: Fusarium oxysporum.
11.3.2 Biologie de FOA

Le F.O. A peut survivre dans le sol et sur des débris végétaux pendant plusieurs années
en ’absence de son hote. On le retrouve en faibles quantités jusqu’a 1 m de profondeur (10-75
propagules par gramme de sol), avec une répartition trés hétérogene. A I’échelle d’un foyer, le
Bayoud se propage de facon radiale ; il semble que la maladie puisse se transmettre par contact

racinaire entre palmiers (Fernandez et al., 1995).
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L’irrigation favorise aussi le développement de la maladie, mais on n’en connait pas les
mécanismes précis (plus grande diffusion du champignon dans le sol et/ou des spores dans les
vaisseaux). Les cultures associées (porteurs sains) peuvent aussi contribuer a maintenir la
population de FOA dans le sol. La dissémination d‘une palmeraie a I1’autre est due
essentiellement au transport de rejets de palmiers ou de fragments (bois, palmes) hébergeant le
champignon (Bouakka et al; 2004).

Mais des facteurs autres que la transmission potentielle du parasite semblent étre

nécessaires a 1‘établissement du Bayoud. Ainsi, certains sols de palmeraie, en particulier ceux de
Ouarzazate et de Marrakech, sont résistants; ils empéchent I’ établissement du champignon dans
le sol et/ou I’expression de son pouvoir pathogene (Fernandez et al., 1995).
Les souches de FOA isolées du rachis de palmes infectées présentent une morphologie
caractéristique : thalle de couleur rose saumon et mycélium frisé. Par contre, celles provenant du
sol, de racines de palmiers et de certaines plantes de culture associées (Luzerne, Henné)
considérées comme porteurs sains présentent une morphologie variée (Djerbi et al., 1985 et
Djerbi, 1991).

La reproduction du FOA se fait exclusivement par voie asexuée qui se réalise par des
microphialides et des macrophialides qui produisent respectivement des microconidies et des
macroconidies (Figure 11.2 et Figure 11.3). Les microphialides, en forme de bouteille, sont
implantées perpendiculairement sur le mycélium et produisent d’une maniére endogeéne plusieurs
microconidies, généralement unicellulaires, parfois bicellulaires, hyalines, globuleuses ou
allongées avec des dimensions variables (3-15 x 3-5 um). Les macrophialides, beaucoup plus
grandes que les microphialides, forment des macroconidies qui sont falciformes, peu
nombreuses, présentant 3 & 5 cloisons et mesurant 20-35 x 3-5 um. Dans les cultures dgées et
dans le sol, le FOA différencie sur le mycélium ou sur les macroconidies des chlamydospores
qui sont sphériques, intercalaires ou terminales et dont le diamétre varie de 6 a 20 um (Djerbi,

1983 ; Sedra,2015).

Figure 11.2 : Organisation morphologique du FOA. X 40 (Benlarbi, 2009).
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Figure 11.3: Organes de reproduction asexuée de FOA au MEB (Rahmania, 2000).
a : mycélium et microconidies ; b : microphialides ; ¢ : micro et macroconidies
(Ma : macroconidies ; Mi : microconidies ) ; d : chlamydospores formées a partir
d’articles mycéliens.
1.4 Mode d’infection du palmier par le parasite
Les chlamydospores de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis germent dés que les conditions
sont favorables et pénetrent directement par les racines du palmier pour se loger dans les
faisceaux ligneux. La progression du champignon est ascendante et se réalise a la fois par le
mycélium et par les microconidies. Le champignon fructifie, libére des conidies qui sont
entrainées par le courant de la séve jusqu’au niveau des cloisons transversales des vaisseaux ou
elles sont arrétées. Les conidies germent et donnent des filaments mycéliens qui traversent la
cloison. Le mycélium poursuit son développement et forme de nouvelles microconidies qui sont
entrainées a leur tour jusqu'a la cloison suivante; le phénomene se poursuit ainsi jusqu'a ce que le
bourgeon terminal soit atteint entrainant ainsi la mort du palmier dattier. (Djerbi, 1983). Apres la
mort du palmier dattier, le mycélium continue a se développer dans le parenchyme de I’arbre et
forme de nombreuses chlamydospores (Can et al, 2004).
1.5 Symptomes
L’infection du palmier dattier a lieu dans le sol, par les racines .Le champignon progresse des
racines aux palmes en empruntant le systeme vasculaire (Djerbi, 1988).
11.5.1 Symptomes externes
Le premier symptome externe de la maladie s’observe sur une palme de la couronne moyenne;
cette palme prend un aspect plombé et se desseche selon un processus trés particulier. Les
folioles ou les épines situées d’un coté de cette palme se desséchent progressivement du bas vers

le sommet, et se replient vers le rachis C’est I’attaque hémiplégique typique de la fusariose.
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(Figure 11.4) Lorsque tout ce coté est atteint, le dépérissement commence sur ’autre coté, de
I’extrémité jusqu’a la base (Djerbi, 1990).

Ce dessechement gagne ensuite les folioles du coté opposé, progressant cette fois de haut en
bas, et toute la palme finit par se dessécher compléetement et prend une couleur blanchéatre. Ce
symptome est a I’origine du nom de la maladie, « Bayoud » dérivant du mot arabe « abyed » qui
veut dire blanc, et de la forme spéciale albedinis du Fusarium oxysporum responsable de la
maladie, tiré du latin albus (blanc). Le coté dorsal du rachis est marqué d’une strie brune
longitudinale, qui avance de la base vers l'apex de la fronde, et qui correspond au passage du
mycélium dans les faisceaux vasculaires du rachis. Ensuite, la feuille va prendre une forme
arquée, similaire a une feuille vivante, et pend le long du tronc.

Mais ces symptomes ne sont pas toujours aussi typiques, il est possible qu’ils se développent
d’une fagon différente. Il se peut, par exemple, que la coloration brune apparaisse au milieu du
rachis et que les folioles se dessechent de I'apex vers la base, des deux cotés a la fois. Parfois,
aussi, un jaunissement généralisé pourrait étre repéré avant l'apparition des symptémes typiques.
(Djerbi, 1988). La mort de I’arbre intervient en générale six a vingt quatre mois apres
I’apparition de premiers symptomes mais cette durée peut étre plus ou moins longue selon les

variétés de palmier et les conditions de culture (Figure 11.5) (Mahdi, 2011).
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Figure 11.4: Premiers symptomes du Bayoud Figure 11.5: Stade final de la maladie.
(Djerbi, 1988). (Djerbi, 1988)
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11.5.2. Symptomes internes
Le déracinement d’un palmier dattier malade permet d’observer un nombre réduit de racines
malades rougeatres, elles représentent la porte pour la pénétration du champignon. De plus, des
coupes transversales au niveau du tronc, mettent en évidence une coloration brune rougeéatre des
vaisseaux conducteurs, témoignant le passage du champignon le long du stipe (OEPP, 1994).
11.6 Facteurs influencant la propagation du champignon pathogéene
En général, le FOA peut se disséminer par les rejets, les tissus des dattiers, le sol ou les
porteurs sains comme la luzerne, (OEPP/EPPO, 2003).
Dans une palmeraie infectée, les facteurs qui interviennent de fagcon prépondérante dans
I’extension des foyers de la maladie sont:
» Ladensite élevéee des palmiers ;
» L’accumulation et la décomposition des déchets contaminés dans la palmeraie et le degré
de I’entretien des parcelles ;
» La pratique de certaines cultures intercalaires comme la luzerne, le tréfle, les cultures
maraicheres et le henné (El Ghorfi, 1987) ;
» L’irrigation abondante, la température (25°C-30°C) et la salinité élevée des eaux
d’irrigation ;
> Des cultures monovariétales des palmiers sensibles au Bayoud (Hakkou et Bouakka,
2004).

11.7 Méthodes de détection et d'inspection

L'observation des symptomes typiques permet généralement d'identifier la maladie du
Bayoud. Cependant, dans le cas des symptdmes atypiques, l'identification de FOA peut étre
effectuée par différentes méthodes telles que les méthodes de caractérisation morphologique, de
tests de pathogénécité, et par des méthodes moléculaires. D'autres méthodes, comme la technique
de compatibilité végétative des mutants ne réduisant pas le nitrate (Nit) (Tantaoui et al, 1996).
11.7.1 Caracteristiques morphologiques et culturales

Le FOA peut étre reconnu par ses caractéristiques morphologiques obtenue par culture
monospore sur des milieux de cultures usuelles telles que le PDA (Figure 11.6). Le champignon
présente un aspect culturale stable sur ce milieu ce qui permet de le différencier des autres
F.oxysporum (Hakkou et al ; 2011).

Cet aspect est appelé forme sauvage ou forme typique, elle est caractérisée par un
mycélium fin frisé, ras, graisseux, de couleur rose saumon et de croissance lente. Il est souvent
obtenu a partir de fragment de rachis provenant de palmier atteint de bayoud (Plyler et al.,
1999). Il est souvent difficile de conserver cette forme sauvage, le FOA perd sa forme et présente

un polymorphisme trés marqué des les premiers repiquages.
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Pour éviter les variations, les cultures monospore permettent non seulement de conserver le
type sauvage mais egalement de le régénérer a partir des cultures atypiques ( Sedra et Djerbi,
1985). Mais il est important de signaler que la manipulation des techniques d’isolement
monospore est délicate (Pitt, 1972), il est difficile de repérer une seule spore ainsi que son

prélevement.

Figure 11.6 : Fusarium oxysporum fs albedinis isolé a partir du rachis du palmier dattier sur
milieu PDA (Mezouari et al.,2019) .
11.7.2 Test de pouvoir pathogéne

Le test de pouvoir pathogene des cultures pures peut étre utilisé comme alternative au test
de PCR. Il est simple du point de vue technologique mais nécessite beaucoup de temps.

Le pouvoir pathogene de F. oxysporum sur différentes espéces de plantes a souvent
conduit a la définition des formes spécialisées. Des travaux effectués sur ses agents dont la
plupart sont responsables des maladies vasculaires, indiquent qu’ils sont le siége de variations
portant notamment sur le pouvoir pathogene (agressivité et virulence). (Djerbi, 1991).

11.7.3 Identification de FOA par méthodes moléculaires

Fernandez et al., 1998 ont mis au point une paire d'amorces (TL3-FOA28) qui
pourraient étre utilisees comme sondes spécifiques pour le diagnostic de FOA par réaction de
polymérisation en chaine (PCR : Polymérase Chaine Réaction) (Figure 11.7).

Ce test permet de différencier 1’agent pathogéne du palmier dattier des autres Fusaruim
oxysporum, ainsi que des souches saprophytes. Les séquences d'amorces sont :
3-GGTCGTCCGCAGACTATACCGGC-5' (TL3) et 3' ATCCCCGTAAAGCCC-TGAAGC-5'
(FOA28).
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«— 400 pb

Figure 11.7: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis.PCR spécifique avec deux paires d'amorces
FOA28 et TL3. (Bendjima et al.,2020)

11.8 Impact économique

Le Bayoud provoque chaque année la mort de 4,5 & 12% de la population phoénicicole des
palmeraies infectées (Djerbi, 1986). Le Maroc, qui était un exportateur traditionnel des dattes,
occupait le 3éme rang parmi les pays producteurs; actuellement, il importe des dattes pour
satisfaire le marché national. Dans la plupart des oasis, plus de 50% des cultivars de bonne
qualité dattiere ont été détruits au profit de la prolifération des cultivars peu productifs
produisant des dattes communes qui sont souvent impropres a la consommation humaine. On
assiste aussi a la prédominance des khalts puisque cette catégorie représente plus de 47% de la
population phoénicicole du Maroc (Harrak et Chetto, 2001). Ce phénomeéne entraine la
disparition progressive des cultivars de qualité reconnus mondialement et par voie de
conséquence une forte réduction de la densité des palmiers puisque elle est passée de 350 a 50
palmiers par hectare (Saaidi, 1979; Djerbi et al ., 1986).
La maladie n'a pas seulement provoqué la perte d'un aliment de base pour les populations
sahariennes, mais aussi, la perte d'une source de revenus et de devises indispensables a la vie
quotidienne des oasiens. Elle a réduit considérablement I'étendue des périmétres cultivés et a
accéléré le processus de désertification.
11.9 Lutte contre le Bayoud
Selon les caracteres épidémiques, infectieux et vasculaires du Bayoud, les orientations de lutte
contre cette maladie s’apparentent a celles préconisées contre les autres fusarioses vasculaires

connues. Quatre méthodes de lutte contre le Bayoud ont été adoptées sur le palmier dattier.

11.9.1 Lutte chimique
Il s'agit de l'utilisation des fongicides a action systémique ou endothérapique. Cette

méthode est écartée, du fait que les possibilités pratiques d’utilisation de fongicides
systématiques dans le cas des trachéomycoses sont tres limitées. En plus, ces produits sont peu
stables dans le sol et risquent de favoriser la sélection des souches. En les utilisant d’une fagon
répétitive et pendant de longues années, ces produits chimiques risquent de nuire a
I’environnement (Soro et al., 2011 ; Sedra, 2013 ).
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11.9.2 Mesures prophylactiques
Ces mesures visant a protéger les zones encore saines sont appliquées sur le terrain. En
effet (OEPP/EPPO, 1990) recommande aux pays phoenicicoles d'interdire l'importation du
matériel en provenance des pays infectés comme:
* Le matériel végétal du palmier dattier (rejets, feuilles, etc).
* Le sol et les végétaux destinés a la plantation (avec racines, boutures) accompagnés de terre.
* des végétaux destinés a la plantation de henné (Lawsonia inermis) (excepté les semences).

L'Algérie (1942- 1949) et le Maroc ont mis en place des contrdles phytosanitaires
internes qui empéchent le transport de rejets des régions contaminées.

Dans le cas de détection précoce d’un nouveau foyer de Bayoud dans une zone saine,
I’éradication est le moyen de lutte utilisé. En effet, apres la délimitation du foyer avec une marge
de sécurité suffisante, les arbres sont arrachés et incinérés sur place, le sol est par la suite,
stérilis¢ a la chloropicrine. Cette technique a ét¢ améliorée par I'utilisation d’un mélange de
bromure de méthyle et de chloropicrine. Ces dernic¢res années 1’utilisation de chloropicrine fut
totalement interdite vu son danger et sa faible efficacité. En effet, le bromure de méthyle possede
une forte capacité de pénétration dans le sol et lui assure une bonne stérilisation. (Fravel et al.,
2003). La zone ainsi traitée est cloturée et reste interdite a la culture pendant une longue peériode.
Mais cette méthode est trés chére, polluante et son efficacité n’est pas garantie. Malgré ces
inconvénients, elle reste la seule méthode appliquée, surtout en Algérie (Frederix et Den
Brader, 1989 ; Sedra, 2006).

11.9.3 Lutte génétique

L’utilisation de variétés résistantes est une méthode efficace pour lutter contre la fusariose
vasculaire. Parmi les 32 variétés marocaines testées dans les stations expérimentales d’Errachidia
et de Zagora, seules six varietés ont montré une résistance totale au FOA. 1l s’agit de Bousthami
noire, Bousthami blanche, Iklane, Tadment, Sayre Layalet et Bouffaggousse ou Moussa. Une
autre variété résistante (Boukhanni) a été retrouvée 20 ans plus tard (Sedra, 2013).
Malheureusement, toutes ces variétés ont une qualité dattiere faible, ce qui constitue un handicap
a leur transplantation a grande échelle. D'autre travaux ont été effectués sur des clones résistants
et de bonne qualité issues de semis naturels ou des croisements contr6lés tels que Ennajda
(INRA-3014), INRA-1445, INRA-3003, Al-Amal (INRA-1443), INRA-3010, Al-Fayda (INRA-
1447), Bourihane (INRA-1414) et Mabrouk (INRA-1394) qui ont été sélectionnés. Le clone
Ennajda (INRA-3014), cultivé a grande échelle pour la reconstitution de la palmeraie marocaine,

produit des fruits de bonne qualité acceptés par les phoéniciculteurs (Sedra, 2012).
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11.9.4 Lutte biologique
La lutte biologique contre le bayoud nécessite la mise en ceuvre d’une stratégie, aussi

bien préventive que curative, de contr6le du champignon et de protection des vergers.
11.9.4.1 Compostage

Les caractéristiques biologiques du FOA et de son hdte le palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.), rendent toute tentative de lutte trés difficile. La lutte chimique est écartée suite a
la fragilité de I'écosysteme oasien et a son efficacité non garantie. Les mesures prophylactiques
et la mise en quarantaine n'arrétent pas la maladie. Comme la plupart des fusarioses, l'utilisation
des variétés résistantes est la seule méthode efficace, mais dans le cas du dattier, la sélection n'est
pas facile, en plus, la plupart des variétés sélectionnées résistantes produisent des dattes de faible
qualité (Sedra, 2003).
L'existence dans la nature de sols résistants a la fusariose vasculaire des dattiers et I'isolement
des micro-organismes qui ont montrés un effet antagoniste in vitro et in vivo vis-a-vis du FOA
ont fait I'objet de quelques études en Algérie et au Maroc (Sabaou Bounagua, 1987; Louvet,
1991; Sedra et Maslohy, 1995 ; Sedra, 2006 ; Sedra, 2015 ).

Cette stratégie de lutte est trés intéressante mais, elle reste sans application sur le terrain.

Ces dernieres années, le monde a accordé une place prépondérante a la qualité de
I'environnement, a la pérennité des ressources naturelles et surtout a la réduction de I'utilisation
des substances chimiques. Ceci conduit la communauté scientifigue a se tourner vers la
possibilité¢ d'utiliser de facon rationnelle des composts. Ainsi, plusieurs recherches sont
consacrées a la valorisation des composts en tant qu'outil de protection des cultures (Hoitink et
al ., 2001). Des composts issus de divers déchets qu’ils soient agricoles, industriels ou ménagers,
ont montré leurs capacités a protéger les cultures contre de nombreux ennemis tels que des
insectes, des nématodes, des champignons, des bactéries et des virus (Veeken et al ., 2005).
11.9.4.2 Mycorhization

La mycorhization du palmier dattier constitue un axe important, puisqu’il intéresse aussi
bien I’aspect physiologique de la plante (croissance et production) que 1’aspect
phytopathologique (contribution a la lutte contre le Bayoud). En effet la mycorhization est
I’¢élément biologique utilisé par les plantes, en symbiose avec les champignons, pour le
renforcement de la résistance aux agents pathogénes du sol et aux stress hydriques et salins
(Chakroune et al ., 2005 ; Sedra, 2012 ).

L’effet de I’endomycorhization par Glomus intraradices sur la croissance du palmier
dattier et sur la résistance de ce dernier aux attaques du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis sur
différents substrats a été étudié. La mycorhization a amélioré la croissance des plantules

d’environ 26%. La présence de I’agent pathogeéne a provoqué une chute de biomasse de 82,5%
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avec un taux de mortalité de 100% alors que la présence de mycorhize a fait baisser ce taux
mortalité a 55% (Souna et al., 2010).

La mycorhization a permis d’améliorer la croissance des plantes du palmier dattier en
améliorant I’alimentation hydrique et la nutrition minérale. Cette amélioration est due a une
grande surface d’absorption que procure le développement du mycélium externe a I’endophyte,
permettant ainsi une exploitation d’eau et d’éléments minéraux au-dela de la zone d’épuisement
racinaire.

Elle est tres marquée au niveau de la partie aérienne et pas dans la partie racinaire. On peut
dire donc, que la mycorhization améliore la croissance de la partie aérienne en augmentant la
surface de photosynthese (le nombre de feuilles, la longueur, la biomasse verte) et par
conséquent plus d’éléments nutritifs que le champignon mycorhizien peut utiliser. (Chakroune
etal ., 2008).
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Chapitre 111 Généralité sur le Genévrier de Phénicie

I11.1 Introduction

Parmi les Coniferes, la tribu des Junipérées, fait partie de la sous-famille des Cupressacées,
ne comprend qu'un seul genre Juniperus (Stassi et al; 1996). lls sont des éléments pionniers se
développant dans des situations écologiques extrémes et jouant un rble appréciable dans la
dynamique des groupements, pre forestiers surtout ils sont les seules essences résineuses pouvant
constituer en montagne, dans les plus mauvaises conditions de sol et de climat . (Quezel et Medail,
2003).

Le genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) s'intercalent entre les formations steppiques
des basses altitudes et forestiéres, et qui a un réle écologique immense du fait qu'il se comporte
comme une essence de forét résistance a la désertification et a la pression de ’homme et de ses
troupeaux (Taleb, 2007).

111.2 Distribution mondiale

Les Cupressacées sont les plus largement distribués de toutes les familles de gymnosperme, se
produisant dans les habitats divers sur tous les continents excepté I'Antarctique. La majeure partie
de la diversité générique est dans I'hémisphére méridional, mais le plus grand genre, Juniperus, est
principalement nord-tempéré (Mansouri et al., 2011). Les genévriers ont une place non négligeable
dans la végétation méditerranéenne, mais leur signification phytoécologie varie selon les groupes
d'especes (Quezel et Medail, 2003).

En Algérie, les cupressacées ne représentent que des essences forestieres de protection, qui se
localisent dans les régions septentrionales et se raréfient au fur et a mesure qu’on se déplace vers les
zones désertiques (Institut national de la recherche forestiere (INRF), 2012). Ce localisent dans
le moyen et le grand Atlas, représentants la végétation forestiére aux hautes altitudes (Figure 111.1)
(Boudy, 1950). Qutre, Louni (1994) montre que le phénicie occupe les dunes maritimes en Oranie,

les montagnes les plus séches ou il constitue des matorrals dans les Aures et I’ Atlas saharien.
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Figure I11.1: Carte des groupes de végétations (INRF, 2012).

5,



Chapitre 111 Généralité sur le Genévrier de Phénicie

I11.3. Description et classification systématique des cupressacées

Les Pinales ou Coniféres sont des plantes-phanérogames-gymnospermes (avec graines nues
non enfermeées dans un fruit); des végétaux vasculaires a graines en cones, d’ou leur nom. Tous sont
des plantes ligneuses se présentant surtout sous la forme d’arbres, quelques-unes d’entre elles étant
des arbustes (Caron, 2013).

L’ordre des coniférales le plus important des gymnospermes, comprend sept familles:
Araucariacées, Pinacées, Taxodiacées, Podocarpacées, Cupressacées, Cephalotaxacées, Taxacées
(Collignon-Trontin, 2000); Trois d'entre elles présentent un intérét particulier : les Pinacées
(Abiétinees), les Taxodiacées (feuilles alternées) et les Cupressacées sensu stricto (feuilles
opposées dans quatre rangs). Ces derniers sont des plantes trés anciennes dont on trouve des traces
dans les couches datant du Jurassique. Cette famille est plus cosmopolite avec dix genres dans
chaque hémisphére (Enright et al., 1996).

Ordre CUPRESSALES

Familles Taxodiacées Cupressacées

Sous-familles Cupressoidées Callitroidées

Tribus Cupressées Junipérées Thukopsidées Tefraclinées Libocédrées Actinostrobées
] SR

Genres Chamaecyparis  Cupressus Juniperus  Thuja Tetraclinis Callitris fitzroya

e b

Espéces principales Ch. lawsonia C. sempervirens J cedrus T occidentalis 1. articulata

Ch. taiwanensis C. arizonica J thurifera T plicata (Callitris quadrivalvis)
Ch. nootkatensis C. pigmaea J. virginiana  efc.
efc. etc. J chinensis (15 espéces)
(7 espéces) (20espéces) efc.
(70 especes)

Figure 111.2: Classification détaillée de I’ordre des Cupressales (Haluk & Roussel, 2000).

Les Cupressaceae ont longtemps été divisés en deux familles (Figure 111.2)., les
Cupressaceae: Cupressus, le cypres ; Juniperus, le genévrier et les Taxodiaceae. La floraison est
généralement dioique pour le genévrier de phénicie et monoique pour celui de I’oxycedre. (Tableau
I11.1). Les chatons males petits et jaunatres, tandis que les chatons femelles formés d’écailles
verdatres, qui deviennent charnues et se soudent entre elles pour former des fruits appelés baies ou
galbules (Meddour, 2010).



http://www.cosmovisions.com/plantes.htm
http://www.cosmovisions.com/phanerogames.htm
http://www.cosmovisions.com/gymnospermes.htm

Chapitre 111 Généralité sur le Genévrier de Phénicie
Tableau I11.1 : Caracteres des principales espéces du genre Juniperus (Debazac, 1991)
Espéce Feuilles Fruits Port
Juniperus | aciculaires, une bandelette Ovoide. 4'8'T‘m ; ve’rt . Variable
) A L glauque la 1ére année puis o
communis | blanchatre supérieure. PR - fastigie ou etalé
bleu noiratre & maturité
Juniperus | aciculaires, deux bandelettes | Globuleux  6-10 mm  vert Etalé
oxycedrus | blanchatres supérieure. pruineux; brun luisant a maturité.
Juniperus | Feuilles adultes | Globuleux 5-15 mm ; brun Dressé,
phoenicea | squamiformes. a maturité cime dense
Juniperus | Feuilles adultes | Subglobuleux 7-12 mm Port dressé,
thurifera squamiformes. bleu noiratre & maturité fastigie
Juniperus | Feuilles adultes OV(.)'de 5-8 ”l[? vertl . Port
. : pruineux la 17~ année puis ,
sabina squamiformes. A " couché
bleu noiratre & maturité

Les genres Genévrier (Juniperus) et Thuya (Callitris) sont les seuls
cupressacées spontanées en Algérie. En outre, les Genévriers Oxycédre et

abondants dans le secteur saharo atlasique (monts des Ksours, Djebel Amour,

représentants des
de Phénicie sont

monts des Ouleds

Nail, monts des Zab). Les genévriers représentent des especes pionnieres peu exigeantes sur le plan

écologique. Ce sont des arbres ou arbrisseaux tres rameux, exploités pour le bois ou le feuillage,

voire a des fins industrielles ou médicinales (Quézel, 1979).

I11.4. Systéematique du Genévrier de Phénicie

Le Juniperus phoenicea est une espece, de la famille des Cupressacées, (Tableau 111.2). Elle

a été établie par le professeur Adams Robert de ’Université de Texas (USA). Adams a beaucoup

travaillé dans les régions du Maroc, d’Algérie et de la Tunisie; surtout dans la région de I’ Atlas du

Maroc.

Tableau I11.2: Classification systématique de Juniperus phoenicea (Adams, 2000).

Régne plante
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermae
Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae
Sous-famille Cupressoidea

Tribu Juniperea

Genre Juniperus

Espéce Juniperus phoenicea L

Nom commun

Genévrier rouge - Phénicie

Nom vernaculaire

Ara'ar

s,
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I11.5. Description botanique du Genévrier de Phénicie

Le genévrier rouge ou le Juniperus phoenicea synonyme du « Araar » en arabe (Dumé,
2008) est un arbrisseau touffu ou un arbuste de 1-3m de hauteur mais pouvant atteindre jusqu’a 8-
10m. Au jeune age, certaines feuilles sont en aiguilles et d’autres en écailles trés petites, tres
imbriquées, opposées, formant le feuillage vert persistant de 1’arbre aprés les premicres années. Son
tronc est droit gris, son port est dressé, conique ou buissonnant arrondi (Figure 111.3.A). Le
feuillage est gris vert, glaugue pourvu sur le revers de deux bandes de stomaches plus foncées que
la partie médiane. La floraison a lieu fin de I'hiver au printemps (février-avril) a l'aisselle des
feuilles petites fleurs femelles globulaires. Le fruit globuleux devient rouge et luisant a maturité
(Photo 111.3.B). Cette espéce est indifférente au substrat ; elle est présente en bioclimat surtout
semi-aride et aride en ambiance nettement continentale (Quézel et Medail, 2003 ; Zereg, 2011).

C’est un petit arbre dont les rameaux épais étaient utilisés par les charbonniers comme

litieres et pour confectionner les toits des abris en les recouvrant d’une couche d’argile.

Figure 111.3: Juniperus phoenicea L. des montagnes la région de Bechar (Akermi et
al.,2017)

I11.6. Utilisation de J. phoenicea L.

Le genévrier de phénicie est trés recherché pour ses vertus médicinales (affections
respiratoire, hépatique et rénale), il est trés diurétique et sudorifique (Lucas, 2000).
Les bois sont utilisés pour le chauffage et la fabrication du charbon du bois et du goudron végétal
qui est pour traiter certains cas d’eczéma (Bellakhdar, 1997). L’utilise en inhalation contre

’asthme les maux de téte et les étourdissements (Seingue, 1985).
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Les fruits de cette plante sont utilisés pour le traitement de la gale, la goutte, le rhumatisme,
la syphilis et I’inflammation du nez. Elle est aussi bénéfique pour l'ulcére de I’estomac.
(Bellakhdar, 1997).

Les feuilles sont utilisées sous forme de décoction pour soigner le diabéte, diarrhée et
rhumatisme. Le mélange des feuilles et des cones est utilisé comme hypoglycémiant. Les feuilles
séchées et réduites en poudre peuvent guérir les affections broncho pulmonaires et diurétigues.

Dans la médecine traditionnelle cet arbre est utilisé pour le traitement des coliques et autres
gastrites et contre le diabéte, la diarrhée et le rhumatisme et quelque probléeme digestifs. (Keskes et
al., 2014).

Les propriétés médicinales du genévrier justifient des modes d’administration variés, adaptés
aux usages internes et externes, allant des frictions aux fumigations, en passant par les gargarismes,
les poudres et les boissons diverses. Toutes les parties de la plante sont utilisées, mais de préférence
les baies (Stark et al., 2013).

Enfin, le genévrier fut grandement apprécié pour ses propriétés antiseptiques. L'huile de cade, ou
goudron végétale; extraite par distillation du bois de Juniperus, fut d'une aide précieuse pour lutter
contre les dermatoses et divers parasites (gale, teigne, herpés, eczéma, acné ou psoriasis)
(Bertaudiere-Montes et Montes, 2004; Bhar et Balouk, 2011; Bouyahiaoui, 2017).
I111.7 Goudron végétal

Les goudrons se définissent par leur mode d’obtention. En effet, ils sont produits a partir de
combustibles portés a haute température. Il existe plusieurs types de combustibles tels que les
végétaux (pin, hétre, bouleau, cédre et cade), la houille ou le schiste (origine pétrolifére). Ces
différents combustibles donnent des goudrons de nature différente (Dorvault, 1994).
On peut les classer plus précisément en 3 groupes :
- les goudrons de bois (goudron de pin, goudron de hétre, huile de bouleau,
huile de cédre, huile de cade) ;
- les goudrons fossiliferes (goudrons de houille) ;

- les goudrons sédimentaires (origine schisteuse, origine pétrolifére). (Belliot, 2007).
111.7.1 Définition

On appelle goudron végétal ou huile de cade le liquide sombre et insoluble dans 1’eau obtenu par
distillation destructive de certains végétaux : le pin d’Alep, I’acacia et le genévrier, etc. (Dorvault,
1994). Par ailleurs, le goudron végétal est un liquide visqueux, brunatre, ayant la consistance d’une
huile épaisse et trés dense. 1l est inflammable, sa saveur est acre, ameére et caustique et de densité
allant de 0,95 et 1,03 a 20 °C. Selon (AFNOR, 1988) I’ Association Frangaise de Normalisation,

les huiles de cade doivent avoir une densité comprise entre 0,9 a 1 a 20 °C; Ainsi, les goudrons

réunissent la plupart des espéces moléculaires fondamentales telles que : des acides, des phénols,
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des hydrocarbures paraffiniques ou aromatiques (Bardeau, 2009) .
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111.7.2 Extraction du goudron végétal

L’extraction du goudron se fait par pyrogénation (distillation seche). C'est une carbonisation qui
dissocie, par la chaleur seule, les substances végétales en produits résiduaires et produits distillés
(Porte, 1994). Elle est utilisée pour séparer les produits chimiques liquides contenus dans des
matériaux solides. Il existe deux type de distillation: per descensum et per ascensum.
111.7.2.1 Distillation per descensum

Le bois est placé dans une fosse qui sera chauffé a une température d’environ 200C°. Le

goudron s’exsudait du bois ainsi et recueilli a I’extrémité de la fosse dans une cuve (Figure 111.4).
11 s’écoule tout d’abord un liquide aqueux de couleur brun rougeatre puis celui-ci devient plus épais
et plus foncé (Chuyen, 1985). Cette méthode est utilisée dans les anciens fours. En dernier lieu une
décantation d’une durée de huit jours au minimum permettait de récupérer le liquide surnageant : le

goudron (Lucas, 2000 ; Demarle, 2001).

pota fond
perce

couvercle

matiére a
distiller

réceptacle a
distillat

fosse

distillat

Figure 111.4: Distillation per descensum (Thomas, 2011).
111.7.2.2 Distillation per ascensum
Dans ce mode de distillation seche, la cuve de distillation est chauffée a une température de
400 C°. L’évaporation commence et grace a une plaque métallique, la vapeur est refroidie puis
récupérée dans un récipient de condensation (Figure 111.5). Le liquide condensé reste dans la cuve
de décantation une dizaine de jours jusqu’a la formation de trois couches : eau, mélange goudron-

eau et goudron (Porte, 1994 ; Demarle, 2001).

bec de decharge
chapiteau

receptache a
distillat

Figure 111.5: Distillation per ascensum (Thomas, 2011).
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111.7.3 Fours de distillation

Autrefois, les fours étaient des constructions massives faites de pierres séches et recouvertes
de terre. Le four est constitué¢ d’une grande fosse centrale, d’environ deux métres de profondeur sur
un métre de diamétre, qui joue le role d’une chambre de chauffage (Figure 111.6) (Belliot, 2007).
C’est autour de celle- ci que I’on allumait un feu afin d’avoir un chauffage maximal d’environ
250C° ; cette température permet une exsudation du goudron sans que celui-ci ne s’enflamme
(Port, 1994). Cependant, Il existe plusieurs types d’architecture de fours de distillation, mais le

principe reste le méme.

Figure 111.6 : Four a goudron végétal (Gast, 1999).

111.7.4 Propriétés physicochimiques du goudron véegétal

De couleur noire ou brunétre, le goudron végétal vrai est un liquide trés épais et homogéne,
son odeur est piquante, avec une densité importante. Cette derniére n’est pas un critére
d’identification, car elle varie en fonction du mode de préparation.

En effet, elle sera plus importante si le taux de phénol est plus élevé ; celui-ci ne doit
cependant pas dépasser 40% (Demarle, 2001).

Lorsque I’on mélange de 1’eau et du goudron végeétal, il se forme des globules remontant
lentement a la surface Le goudron végétal est insoluble dans 1’eau, mais partiellement soluble dans
I’alcool 90° ; par contre il est soluble dans I’éther, le benzéne, le chloroforme et 1’acide acétique
cristallise ; il est miscible aux graisses, aux huiles et a la vaseline (Dorvault, 1994).

111.7.5 Composition chimique de goudron vegétal

Le goudron végétal se caractérise par :

% une proportion élevée d’hydrocarbures dont le benzéne, le toluéne, le naphtaléne, le
méthylnaphtalene, le phénanthréne et surtout le cadinéne ;

+ un alcool sesquiterpénique : le cadinol ;

+ Des phénols dont le gaiacol de formule C;HgO, (2-méthoxyphénol), le crésol et la résorcine
(benzéne-1,3-diol) ;

#+ Des acides pyroligneux dont I’acide acétique, majoritaire. (Lucas, 2000).
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La composition du goudron végétal (Tableau 111.3) varie en fonction de la durée de pyrolyse.
Toutefois, une des caractéristiques de goudron végétal est la présence d’un sesquiterpene
bicyclique : le cadinene de formule CisH24. Plusieurs isomeéres sont présents dont le principal est le
B-cadinene. Les autres isomeéres sont le 8-cadinéne, le y-2 cadinéne et le y-1 cadinéne. Le cadinéne,
extrait de goudron végétal par distillation, se présente sous la forme d’un liquide incolore, peu
odorant et fluide (Belliot, 2007).

Le cadinol, alcool sesquiterpénique (Ci5 Hog O) est tres abondant dans le goudron végétal; il
est partiellement détruit au cours de la pyrolyse (Bouyahiaoui, 2017).

Tableau 111.3 : Composition du goudron végétal (Belliot, 2007).
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111.7.6 Utilisation de goudron vegétal
Le goudron végétal, au cours des siecles, des multiples applications. La premiére utilisation

Cresol CELgO>

H
CH3

du goudron fut I’enduit et le calfeutrage des coques de bateaux (Dorvault, 1994).

Le goudron végétal est connu dans tout le « Maghreb » pour son utilisation ancestrale dans
la conservation de I’eau et contre les maladies de la peau. Il est utilisée comme une sorte de tannage
sur la peau des caprins maintient I’eau de I’outre saine et propre. (Benlarbi, 2019).

De nombreux auteurs relévent le grand pouvoir antiseptique de goudron en application locale sur la
peau chez ’homme et les animaux (Dorvault, 1994).
Le goudron végeétal est possede des vertus pharmacologiques nombreuses, les plus certaines sont

observées en dermatologie humaine et vétérinaire.

%,
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111.7.6.1 Utilisations en medecine vétérinaire

Le goudron végétal, par ses propriétés antiseptiques, antiparasitaires et acaricides, fut
employée en médecine vétérinaire jusqu’au dix-neuviéme siécle, le goudron végétal était employé
contre la gale, les teignes, et I’eczéma des animaux (Porte, 1994).

Le goudron végétal fut utilisé contre I’eczéma des chiens ou des chats ou encore des chevaux et
des bovins. Lorsque des animaux présentaient des symptdmes de gale, une pommade base de
goudron végetal était appliquée sur les zones touchées par les acariens en alternance avec une
pommade ’oxyde de zinc (Chuyen, 1985).

Le goudron vegétal était parfois employée dans les fissures des sabots des équides et dans
une affection que 1’on appelle « piétin » chez le mouton, sorte de pyodermite végétant détruisant le
plancher du sabot, aujourd’hui, les vétérinaires y ont encore parfois recours lorsque les thérapies
modernes ont échoué (Porte, 1994).
111.7.6.2 Utilisations en médecine humaine

A cOté de la médecine vétérinaire, le goudron végétal fut largement employé en médecine
humaine. A partir du dix-neuvieme siécle, le goudron végétal fut, du fait de ses actions
kératolytique et anti-prurigineuse majoritairement employée dans le cadre du traitement du psoriasis
sous forme d’onguents et de pommades. Les médecins avaient remarqué que ses applications
avaient I’avantage de ne pas produire d’irritation de la peau saine (Chuyen, 1985).

Son champ d’application était large car il pouvait étre prescrite aussi bien dans traitement de
maladies pulmonaires que pour des douleurs dentaires ou certaines maladies oculaires, la gale, les
teignes, mais aussi la pelade, les alopécies pityriasis et séborrhéiques 1’eczéma et le psoriasis
(Dorvaultf, 1994 ; Porte, 1994).

Il fut également utilise en usage interne, dans le cadre de traitement des lithiases biliaires, de
néphrites chroniques mais surtout en tant qu’anti-helmintique, chez les enfants qui présentaient une
affection vermineuse (Lucas, 2000).

Elle constituait également un bon traitement pour les eczémas notamment les eczémas se

compliquant d’impétigos (Dorvaultf, 1994).

Le goudron végétal permet d’assainir 1’épiderme et de soulager le prurit dans le cadre de
traitement des états desquamatifs ichthyosiformes et séborrhéiques du cuir chevelu, elle constituait
¢galement un bon traitement pour les eczémas notamment les eczémas se compliquant d’impétigos

(Porte, 1994).
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111.7.6.3 Fabrication des produits cosmétiques et pharmaceutiques
Autrefois, le goudron végétal était utilisée, en cosmétologie, par les femmes de la campagne

afin d’obtenir une chevelure luisante.
Aujourd’hui, le goudron végétal est employé dans certaine marque des shampooings commercialisé.
Il est conseillé dans le traitement du psoriasis du cuir chevelu, des crodtes de lait et en association
aux traitements médicaux. Il est donc indiqué aussi bien chez les adultes que chez les enfants ou
nourrissons, il permet de diminuer les démangeaisons et les irritations. Le goudron vegétal est
utilisé aussi dans des solutions dermatologiques a application cutanée, Il est conseillé dans le
traitement du psoriasis et des dermites séborrhéiques. Le goudron végétal n’est que peu présent
dans les shampooings il est largement substitué par ’huile essentielle de cade. (Porte, 1994).
111.7.6.4 Utilisations phytopharmaceutiques

Il a été montré que le goudron végétal pouvait étre un antiparasitaire important en
phytopharmacie. Ainsi, le goudron vegétal combat le Fusarium, corynéum, les rouilles, le lichen, et
les pourridiés, les propriétés insecticides et ovicides sont illustrées par la destruction des pucerons,
des charangons, des anthonomes, des scolytes et des lucanes, en résumé, le goudron végétal est
utilisé, principalement I’hiver, dans le traitement des végétaux pour assurer la destruction des

parasites (Chuyen, 1985).
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V.1 Introduction

Le régne végétal comprend des substances organiques de structure et d’utilisation variées.
La flore saharienne connue par sa bio-résistance au climat aride est riche en espéces qui
poussent a 1’état sauvage. En effet, les plantes renferment des composants chimiques : les
polymeres, les tanins, les saponosides, les flavonoides, les extraits bruts et les essences
végétales dites huiles essentielles ; d’autre part, les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substance et de composés naturels bioactifs. La majorité des especes sont
encore mal connues et largement sous exploitées (Chehma et Youcef, 2009).

La maladie du Bayoud est provoquée par Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (FOA), elle
constitue la principale maladie qui affecte le palmier dattier dans les régions sud du Maroc et de
I’ Algérie. Son expansion a été responsable de la perte de plus des deux tiers d’arbres de palmier
dattier. Face a I’impact socioéconomique de cette maladie et a fin de trouver une solution a ce
probléme.

Cette partie expérimentale se divise en deux parties :

+ La 1%° partie vise la valorisation du genévrier rouge (Juniperus phoenicea L), par
l'extraction de goudron végétale et I’étude de leurs activités anti FOA in vitro;

+ La 2°™ partie est consacré pour I’essai In vivo sur trois cultivars des palmiers dattiers a
différents concentrations, 1’effet du goudron vis-a-vis 1’agent pathogéne provoquant le
bayoud.

IV.2 Description de la zone d’étude

Au sud ouest Algérien, la commune de Béni Ounif qui représente le point frontalier avec le
royaume du Maroc; situé dans la région de la Saoura, a 110 km au nord-est de la wilaya de
Béchar, a 145 km au sud-ouest d'Ain Sefra. Elle s’étend sur une superficie de 16 600,00 km?,
une altitude de 830 m. I'échantillonnage se fait dans la zone de Rossfa Taieba, commune parmi
les communes de Béni Ounif (Figure 1V.01). de point de vue climatique, la région est semi
aride, elle est séche et chaude en été atteignant jusqu’a 50°C avec un moyen de 39.7°C, froide
en hiver avoisinant -5°C avec un moyen de 2.6°C et I’humidité est faible (aux environs de
27%). La région est connue pour ses vents de sable fréquents. La précipitation moyenne
annuelle est de 119 mm (Mokhtari et al.,2008 ; Merzougui et al .,2019) .

La commune de Béni-Ounif est située sur le piémont sud-atlasique. Elle représente une
transition entre 1’ Atlas Saharien au nord et la grande dépression qui descend vers le Sahara.
Deux parties distinctes forment le relief :

La partie occidentale : Au nord se dresse la masse importante du Djebel Grouz orienté ouest-est
d’une altitude de 1600 m, atteignant 1919 m a Djebel Ben-hariz, montagne trés érodée, le

piémont sud présent des pentes abruptes. Au niveau de Béni-ounif, elle est plus déchiquetée.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Saoura
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C’est la chaine de Figuig (Djebel Mélias et djebel Tarhla).Ces montagnes forment une
véritable barriére naturelle. A certains endroits, elle est traversee par des oueds qui forment
perceées ou Ghangs dont la plus importante est le Ghang de Figuig. (P.D.A.U, 2019)

A Tintérieur, au sud de ces montagnes, le relief devient uniforme et présente les

caractéristiques d’une hamada.
La partie orientale : C’est une vaste dépression limitée au nord par I’Atlas Saharien. Elle est
Iégérement inclinée du nord au sud avec une altitude allant de 900 a 700m. Elle présente les
caractéristiques de la hammada ; de couleur jaune ocre couverte de cailloutis. Elle est traversée
par la vallée d’oued Namous qui la divise en deux : Hamadet Bet Touajine (Est); Hamadet EI-
Babouch (Ouest). (P.D.A.U, 2019).
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Figure 1VV.01: Carte géographique situant la région de Rosfa Taieba commune de Béni Ounif
wilaya de Béchar. (Merzougui, 2020).
V.3 Echantillonnage
Pour la réalisation de cette recherche on s’est basé sur la récolte de Juniperus phoenicea
(Photo 1V.01, 02), poussant a I’état spontané¢ dans la région de Rosfa Taieba (wilaya de
Béchar), une vingtaine kilométres au nord ouest de la commune de Béni Ounif.
Par ailleurs, les criteres de choix de la plante sont justifié par :
+ Le fait que Juniperus phoenicea est abondant dans les montagnes de la région d’étude
(Atlas Saharien) d’une part;
4+ D’autre part la connaissance des effets thérapeutiques de cette espece par la population
locale et les herboristes, qui continuent a le vendre pour différents usages : fumigation
(Elbkhour), ingrédient pour préparer et conserver certaines denrées alimentaires

traditionnelles (beurre (Smen) , dattes) , les coliques ,les diarrhées, pesticide naturel...
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Etc. Ainsi, le remarquable effet antifongique de certains goudrons végétaux de certains
espéces dans les travaux de Makhloufi et al., (2012) et Benlarbi et al., (2014).

,"‘j "".' - A ;"';Q:I . . '. > 4 "_"--:'tr";-;.._.;*
Photo 1V.01: Juniperus phoenicea L. de la région de Rosfa Taieba (Wilaya de Béchar)
(Photo originale, 05/2019).

Photo 1V.02: Feuilles et baie de J. phoenicea L. (Photo originale, 05/2019).
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Le matériel végétal est constitué des parties aériennes, il s’agit des troncs de ’arbrisseau
(Photo 1V.03) ; la récolte a été faite pendant les mois de Janvier et Février 2016. Le bois est

coupé en petites blchettes.

Photo 1V.03: Branches de Juniperus phonicea L (Photo originale, 2016).

V.4 Extraction du goudron végétal

L’extraction du goudron végétal dans le laboratoire se fait a I’aide d’un dispositif composé
d’une cocotte inversé contient le bois de I’arbrisseau, porté sur un support, la hauteur était de
quarante centimétres. Au-dessus et autour duquel est placé des becs bunsen, la cocotte est
chauffée afin de pouvoir faire carboniser son contenu, il exigeait six heures de chauffage. Le
réfrigérant est placé avec la cocotte par un tuyau et un cristallisoir pour récupérer le goudron.
(Photo 1V.04).

L’extraction continue jusqu’a 1’épuisement de la matiére premiére chargée dans la cocotte.
L’extraction par ce dispositif est une méthode simple et semblable a la méthode traditionnelle.
Apres I’extraction le produit brut obtenu est abandonné 2 a 3 heure au repos au bout duquel il
se sépare en 3 couches :

+« Une fraction aqueuse ;

¢ Une fraction I’huileuse;

% Un goudron végeétal.
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. e

Photo 1V.04 : Dispositif d’extraction de goudron végétal (Photo originale, 2019).

1) un tuyau 2) Support pour la cocotte

3) une Bain thermostatique 4) Bec bunsen

5) Une cocotte inversé 6) Support pour les becs bunsen

7) Réfrigérant 8) Cristallisoir.
1.5 Calcule de rendement

Le rendement d'extraction défini comme étant le rapport entre le poids de I’huile ou

goudron extraite et le poids de la plante a traité (Behidj et al., 2013). Il est exprimé en

pourcentage et calculé selon la formule suivante :

P(B)
Rdt %=—""— X100
P(A)

Ou:

Rdt % : Rendement de I'extrait.

P(A) : Masse de la plante en gramme.
P(B) : Masse d'extrait en gramme.
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V.6 Caractérisation physico-chimique du goudron végétal
IVV.6.1 Détermination des caractéristiques physiques
IV.6.1.1 Détermination de matiere séche (MS) ( NF V 05-108,1970)

v Principe :

La matiére seche (MS) représente I'ensemble des substances organiques et inorganiques en
solution ou en suspension, contenues dans I'échantillon. La détermination de matiére séche
c’est une méthode d’étuvage qui consiste a tarer les verres de montre, puis effectuer un séchage
d’une prise d’essai de chaque sous échantillon a une température de 102 +/- 2 °C, dessécher de
facon a obtenir un poids constant aprés plusieurs pesées consécutives, il faut refroidir avant
pesée dans un dessiccateur contenant « Silica de gel » comme un desséchant. (Linden et
Lorient, 1994).

+ Mode opératoire :
® Placer des vases de tare avec couvercles enlevés dans I’étuve pendant 30 min a 102 +/- 2 °C;
e Les laisser refroidir dans un dessiccateur pendant 30 min ;
® Peser dans chaque vase de tare 1g d’échantillon;

® Peser les vases de tare avec les échantillons « M1» et les placer dans I’étuve réglée entre
103°C + 2°C pendant 3 a 4 heures ;

® Les retirer de ’étuve et les placer dans un dessiccateur pendant 25 min ;

e Apres refroidissement peser I’ensemble « My » ;

e Répéter les opérations de chauffage, de refroidissement et de pesée, mais avec des séjours
successifs dans 1’étuve d’une heure chacun, jusqu’a le poids constant.
v' Expression des résultats :

La matiére seéche (MS) est donnée par 1’équation suivante :

M2-Mg
ol - MS % = X100
M;-Mg

MS% : La matiere seche en pourcentage ;

My : poids de vase de tare vide.
M; : poids de vase de tare + échantillon avant séchage en gramme ;
M. : poids de vase de tare + échantillon apres séchage en gramme ;

MF : pourcentage de matiére fraiche.

Teneur en eau =MF% - MS % |
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IV.6.1.2 Détermination de I’indice de réfraction (AFNOR, 1988)

+ Principe :

La présente norme T 60-212-1984 reproduit intégralement la norme internationale 1ISO 6320-
1983. L’indice de réfraction d’une substance, est le rapport de la vitesse de la lumiére a une
longueur d’onde définie dans le vide a sa vitesse dans la substance, C'est un nombre sans unité.
Cet indice varie avec la longueur d’onde de la lumiere incidente et avec la température. La
notation est n' ou t est la température en degrés Celsius.

L’indice de réfraction, qui est en relation avec la composition chimique des constituants de

I’huile, permet de mesurer leur pouvoir réfringent. C'est un nombre sans unité.

Vitesse de la lumiére dans le vide

IR % =

Vitesse de la lumiére dans la substance

ou:

IR : I'indice de réfraction.

+ Mode opératoire :

A Tlaide d’un réfractométre convenable se fait la mesure de I’indice de réfraction de
I’échantillon liquide a une température constante. Nous avons réglé le réfractométre par la
mesure d’indice de réfraction d’eau distillée qui doit €tre de 1,333 a 20°C, Il doit étre
préalablement nettoyé avec de I’alcool. L’extrait est placé au contact de 1’'une des faces d’un
prisme, en regardant dans 1’oculaire, réglé les deux zones (claire et obscure), et lire la valeur

de I’indice de réfraction.

N 5o=nt + 0.00045(t-20)

Ou:
N¢ 20 : I'indice de réfraction a la température 200C
nt : valeur de lecture a la température a laquelle a été effectuée la détermination.

t : la température a laquelle a été effectuée la determination.

IV.6.1.3 Densiteé relative a t/20°C
+ Principe :
La densité est un nombre sans dimension, cette méthode consiste a déterminer le rapport de
la masse d’un volume donné¢ du goudron a 20 °C et la masse d’un volume égal d’eau

distillée a la méme température (Ndiakama, 2005).
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+ Mode opératoire :
Pesé 5ml du chaque échantillon dans un balance analytique. C’est-a-dire la masse
volumique de 1’échantillon et I’enregistré puis faite le rapport de cette valeur et la masse

volumique de Sml d’eau distillé a la méme température.

v Expression des résultats :

La densité relative dyo est donnée par la formule suivante :

Do : la densité relative a 20°C.

P1: la masse volumique de goudron végétal.
P2 : la masse volumique de I’eau distillée.
IVV.6.2 Détermination des caractéristiques chimiques

I1V.6.2.1 Détermination de pH : (NF V 05-108, 1970)

+ Principe :

Le pH donne une indication sur l'acidité ou l'alcalinité du milieu, il est déterminé a partir de la
quantité d'ions d'hydrogenes libres (H") contenue dans l'extrait.(Terfaya et al., 2017).

+ Mode opératoire :
On trempe 1’électrode du pH-metre dans le bécher de I’échantillon, on laisse stabiliser un
moment, puis on note le pH. Avant chaque mesure, on rince 1’¢lectrode avec de I’eau distillée.
v Expression des résultats :

Le résultat de pH est donné directement par ’appareil. pH meétre.

IV.7 Analyse chromatographique du goudron végétal
IV.7.1 Fractionnement du goudron brut par chromatographie liquide sur

colonne
A fin de comparer I’effet des fractions du goudron par rapport au brut, on a procédé une
séparation du mélange (goudron brut) par chromatographie liquide sur colonne.

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences
d’affinités des substances a analyser a 1’égard de deux phases, I'une stationnaire ou fixe et
I’autre mobile (Claverie et al., 2008; Hadef, 2009).

Selon la technique mise en jeu, premiérement la séparation des composants entrainés par la
phase mobile se fait par fractionnement sur colonne, selon la polarité des éluant ou bien de leur
adsorption et de leur désorption successive sur la phase stationnaire, soit de leur différentes
solubilité dans chaque phase (Edith et al., 1988).

w5,



Chapitre IV Matériel & méthodes

Ensuite les fractions subit une autre chromatographie sur couche mince (CCM). Les
substances les plus solubles dans la phase mobile se déplacent plus facilement que celles qui le
sont moins (Audigié et al., 1995).

» Mode opératoire :
Le fractionnement de goudron végétal est réalisé a ’aide des solvants de polarité différente a
savoir : I'éthanol, acétate d’éthyle, et I’hexane.

2 g de goudron végétale a été fractionné sur une colonne contenant le gel de silice en
utilisant trois solvants (Photo 1V.05). Les fractions sont éluées en gradient de polarité dont les
solvants utilisés sont : 1’éthanol, ’acétate d’éthyle et ’hexane pour obtenir des fractions en

fonction de couleur.

Photo 1V.05 : Fractionnement du goudron par chromatographie sur colonne (Photo
originale, 2019).

Les fractions résultantes ont été ensuite séparées par chromatographie sur couche mince
(CCM) en utilisant une phase de migration (éthanol / acétate d’éthyle / hexane : V/V/v) et
révélés sous la lampe UV. Les molécules exposées sont identifiées par calcul de Rf. Les
fractions semblables ont été arrangées et évaporées a sec pour tester leurs activités sur les
souches fongiques.
IVV.7.2 Chromatographie sur couche mince

La méthode la plus utilisée pour séparer les constituants bioactifs des extraits est la
chromatographie sur plaque, ou sur couche mince « CCM »

L’analyse chromatographique permet de séparer les constituants d’'un mélange fixé sur un

support appelé phase stationnaire (un gel de silice déposé en couche mince sur une plaque
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d'aluminium), il est entrainé par un solvant approprié (phase mobile ou éluant) qui migre par
capillarité sur la plaque (Claverie et al., 2008 ).

Les constituants du mélange se séparent par migration différentielle : chacun d'eux est
d'autant plus entrainé par I'éluant qu'il est plus soluble dans celui-ci et moins adsorbé sur la
phase stationnaire.

Aprés migration des spots doivent étre révélées ; c'est la détection qui peut se faire soit :

R

¢+ Pulvérisation par réactif caractéristique.

R

¢+ Par observation a la lumiére UV a 254 nm si la plaque de silice comporte un indicateur
de fluorescence.

+ Mode opératoire :

» Préparation de la plaque CCM :

e | acouche d'adsorbant est fragile, éviter de mettre les doigts sur les plaques.

® [es plaques CCM sont tout d’abord découpées selon les dimensions suivantes : 10cm de
large et 20cm d’hauteur.
e Repérer a I’avance 1’emplacement ou seront effectués les dépots. Pour cela, tracer un léger
trait de crayon paralléle au bord inférieur de la plaque & une distance de 1 cm. Les dépots
seront effectués sur cette ligne, a 0.5 cm du bord de la plague et espacés de 1cm.
e Poser 10 pl d’échantillons sur les plaques de CCM dans un 1 cm de la bande et développés
sans délai. (Kotze et Eloff, 2002).
» Elution :
e Disposer la plague dans la cuve, le dépdt doit étre au-dessus du niveau de I'éluant ;
e Eviter de déplacer la cuve ou de la faire vibrer pendant I'élution ;
e Quand le front de I'éluant arrive a 0.5cm du bord supérieur, retirer doucement la plaque,
marquer au crayon le niveau atteint par le front de I'¢luant (hauteur H) ;
e Secher la plaque a l'air ou éventuellement au seche-cheveux pour évaporer entierement
I'éluant.
> Révélation :
e Lareévélation a UV (254nm) permet de mettre en évidence sous forme de taches visible;
e particuliéres comportant un révélateur UV ; (Photo 1V.06).

e Mesurer les hauteurs h de migration des différents spots et calculer les rapports frontaux

)
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Photo 1V.06 : Cuve et plaques CCM. (Photo originale ,2019).

Enfin mesurant le rapport frontal par la formule suivante :

Rf : le rapport frontal.

Rf

h : hauteur atteinte par la tache.

H : hauteur atteinte par I’¢luant.

IVV.8. Souches fongiques

Les souches choisies dans cette étude sont dix souches de Fusarium oxysporum f.sp albedinis
(S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10).

Le tableau ci-dessous englobe I’ensemble des souches fongiques et leurs origines.

Tableau V.01 : Souches utilisées dans 1I’étude de I’activité antifongique.

Souches fongiques Origines
FOA (S1), (S2), (S3), (S4), (S5) isolées a partir des rachis Laboratoire pédagogique de

palmier dattier infectés de la région de Béni Ounif; biologie Kadi Hamid; Université
collection de Mr Terfaya Bouziane. Tahri Mohamed Béchar. (UTMB)

FOA (S6), (S7), (S8), (S9), (S10) isolées a partir des Laboratoire de valorisation des

palmier dattier infectés de la région de Beni-abess ressources végétales et sécurité
collection de Dr Benlarbi Larbi. sanitaire dans les zones semi-arides

(VRVSA) (UTMB).
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IV.8.1 Isolement de I’agent pathogéne (Fusarium oxysporum f sp albedinis)

Les souches de Fusarium oxysporum f sp. albedinis utilisées dans ce travail ont été
isolées a partir de palme ou racine présentant les symptomes typiques du Bayoud. L’isolement
des souches a partir du rachis a été réalis€ comme suit : 1’échantillon est flambé a 1’alcool, on
les coupe en petits fragments de 2 cm longitudinalement, et on les met dans ’eau de Javel a 2
% pour les désinfectés, puis on les rince plusieurs fois avec de I’eau distillée stérilisée pour
¢éliminer les traces de I’eau de Javel, débarrassé des tissus externes et la partie centrale est
divisée en petits cubes que 1’on dépose sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA) (Annexe 1), ce
milieu est utilisé pour la maintient des souches en culture. Les boites sont incubées a 28 °C a
’obscurité pendant 7 jours (Bounaga, 1985). Ces conditions d’incubation sont toujours suivies,

sauf dans des exceptions ou elles seront signalées. (photo 1VV.07 A,B).

Photo 1V.07: Manifestation des premiers symptomes internes (A) et externes

(B) d’un rachis du palmier dattier atteint du bayoud. (Photo originale, 2019).

IV.8.2 Clonage, purification et conservation des isolats

La purification des souches est effectuée par isolement monospore qui permet
I’obtention d’un matériel génétiquement homogene pour I’étude des variations morphologiques
et pathogeénes dans la descendance intra clonale des clones ainsi obtenus. Des fragments de
cultures mycéliennes, comportant généralement de nombreuses conidies, sont prélevéees
stérilement a la marge d’une culture agée de 7 jours et placés dans des tubes contenant 9 ml
d’eau distillée stérilisée. Apres agitation vigoureuse, une goutte de suspension de spores est
étalée sur le milieu Agar 2 % (Annexe 1) contenu dans une boite de Pétri. Les boites sont
incubées a 28 °C a I’obscurité, et 24 heurs plus tard, on préléve stérilement, & la loupe, des
microconidies isolées (le thalle qui en est issu est donc génétiquement homogéne), et on les
repique dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA.

L’identification est réalisée pour assurer la pureté des moisissures qui fait
essentiellement aux caracteres culturaux (Annexe I1). Ce sont les critéres macroscopique tels,
la vitesse de croissance, la texture, la couleur du thalle, la couleur de la culture et la présence

d’un pigment diffusible, ainsi morphologique tel que I’étude microscopique du mycélium,
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nature des organes différencies et ’étude biométrique. L’étude des caracteéres morphologique
est realisee par une méthode de scotch, et ces caractéres sont confirmés par la technique de
micro culture.

Pour conserver les isolats obtenus apres purification, issues de culture monospore, on
les maintient dans des tubes a visse stérilisé contenant soit le milieu PDA, soit le milieu Agar a

2 %. Les milieux sont inclinés pour agrandir la surface de culture. (Benlarbi., 2019).
IVV.8.3 Identification du FOA
I1VV.8.3.1 Technique de micro culture (Harris et al., 1989)

Elle consiste a inoculer les spores des moisissures sur des lames menées de petits carrés
de PDAa solidifiés et les recouvrir par des lamelles. Les spores sont ensemencées sur les
limites périphériques du milieu pour leur fournir un potentiel d’oxygene ¢élevé afin qu’elles
puissent germer. L’ensemble est conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubée {
25 + 2°C pendant 3 a 5 jours. Apres incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le mycélium
sont, transférées sur d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol pour
I’observation microscopique aux grossissements x10, x40, x100.

1V.8.3.2 Identification moléculaire par la méthode de PCR

La réaction de PCR (Polymerase Chaine Reaction ) ont été effectuées dans un volume
total de 25 pl, le mélange réactionel est contient : 0,5 pum (chacun) des deux amorces, 10 mM
dNTP, PADN de FOA, 6 ul d’eau free nucléique ,MgCl,, MgSO,, taq polymérase .

L’amplification se fait dans un thermocyleur (Photo 1VV.08.A). La réaction a été réalisee
par un cycle de 4 minutes de dénaturation a 95 ° C suivi de 30 cycles comprenant 1 minute a 94
° C, I minute a 36° C et 1 minute 30 a 72 ° C. Apres amplification, un volume de 8 uL du
mélange réactionnel est prise et on le met sur un gel d'agarose a 1 %, la séparation est réalisé
par électrophorese (100 volt/30 min) (Photo 1V.08.B), on met un marqueur du taille comme un
référence. Puis, visionnés sous les rayons UV a 260 nm .et photographiés par un systéeme

photographique. (Annexe I11).

Photo 1V.08 : Appareils utilisés dans le PCR (Photo originale; 2019)
(A) : Thermocyleur (T100 Thermocycler de Biorad ); (B) :I’électrophorése.
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I1VV.8.4 Test de pouvoir pathogéne

Des plantules de palmier dattier issues des graines sont cultivées dans des conditions exemptes
de maladie. Un volume de 200 cm3 de la suspension de 106 spores par ml de Foa agées d'une
semaine est dépose sur les racines de ces plantules au stade de deux feuilles. La souche est
considérée pathogeéne si le taux de mortalité des plantules dépasse 20% en comparaison avec un
témoin inoculé par une souche connue non pathogene. Ce test dure 3 a 8 semaines (Djerbi,
1990).

Des plantules de Phoenix dactylifera issues de semis sont cultivées dans des conditions
exemptes de maladie dans des sacs en polyéthyléne (photo 1V.09.A). Le champignon ne doit
pas avoir été stocké sur milieu PDA ou autre milieu riche. Le champignon doit étre transféré du
SNA au PDA (solide ou liquide) & 25 °C et une suspension de 10° spores par mL doit étre
préparée apres une semaine. La suspension sporale est pulvérisée sur les racines des plantules

(photo 1V.09.B) au stade deux feuilles (agées d’environ trois mois).

J 7"';\ ama
Photo 1V.09: Injection des spores du FOA
2019).

Les premiers symptomes sont visibles aprés 3 semaines. Le taux de mortalité est noté

i
pour le test de pathogénicité (Photo originale,

a intervalle régulier pendant 2 mois apres I’inoculation. Outre cette inoculation, deux
inoculations témoins sont incluses, I’'une avec un isolat pathogéne de F. oxysporum f. sp.
albedinis et I'autre avec un isolat non pathogéne de F. oxysporum . Le test de pouvoir
pathogeéne est valide si la mortalité finale dépasse 20% pour 1’isolat pathogéne connu et aussi
pour I'isolat étudié, et que les plantules inoculées avec I’isolat non pathogéne ne présentent pas
de signe de maladie. Le palmier dattier est génétiqguement variable a cause de sa nature dioique,

et il faut donc utiliser au moins 50 plantules dans le test de pouvoir pathogéne (Yezli , 2010).
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1VV.9 Etude de Pactivité anti-FOA
1VV.9.1 Etude de Pactivité anti-FOA in vitro

Cette partie a pour but de connaitre le pouvoir antifongique de goudron végetal aprées avoir
réalisé dans le laboratoire et leur essai a différentes concentrations contre le FOA.
1VV.9.1.1 Préparation des inoculums

L’inoculum de moisissure est une suspension sporale préparé a partir ’ensemencement
d’un disque de gélose de 6 mm de diameétre prévenant d’une culture de 7 jours dans un tube
contenant 9 ml d’eau physiologique stérile. A 1’aide d’une cellule malassez, on ne dépose une
microgoutte sur la cellule de « malassez ». Le comptage du nombre de cellule par carré moyen
se fait en respectant les caractéristiques de la lame utilisée (surface : 0,0025mmz2 ; profondeur :
0,200mm), tandis que le nombre de cellule doit étre équivalent & 10° UF/ml. (Makhloufi et al.,
2011).
1VV.9.1.2 Méthode de disque

La méthode de diffusion a partir d’un disque a ét¢ utilisée pour mettre en évidence I’activité
antimicrobienne et antifongique. Appelé aussi méthode de Vincent dont des disques de papier
Wattman n°1 (6 mm) de diameétre sont stérilisés dans des tubes a essai contenant de 1’eau distillée
puis séchés a 1’étuve. Ces disques sont ensuite imbibés de 5ul de chaque extrait a tester. Par
ailleurs, 15ml du milieu PDAa stérile (Annexe 2) est coulée dans des boites de Pétri de 90 mm de
diametre laissées refroidir.

Les milieux sont ensemencés en surface par 0.1 millilitres de Iinoculum (10° UF/ml). La
derniére étape consiste a déposer a ’aide d’une pince stérile a la surface de la gélose ensemencée
par la souche a tester d’une boite de pétri des disques imbibés de 5 pl de chaque extrait a testé, en
présence des disques imbibés par une solution aqueuse (témoins négatifs). Les boites pétris ont
ensuite été incubés a 27 °C pendant5 a 7 jours. ( Makhloufi et al.,2012).

Des disques de cycloheximide commercialisée (a 10ug/ disque), qui ont été pris comme
antifongique pour les témoins positifs. Les boites pétris ont ensuite été incubés a 27 °C pendant5 a
7 jours. La mesure des diamétres des zones d’inhibition entourant les disques contenant les
fractions a tester a été réalisée.( Ben abdallah et al.,2019).
1VV.9.1.3 Méthode de contact direct (croissance radiale sur milieu solide)

Une solution-mere de concentration de 10 mg/ml est obtenue par dissolution de 1 g de
I’extrait sec (fraction goudronneuse ou huileuse) de la plante dans 100 ml de la solution 0.2%
d’agar stérile. Des volumes de 0,01ml, 0,02 ml, 0,04 ml, 0.06 ml, 0.08ml, 1 ml ( Photo 1V.12,
A); sont pris et complétés jusqu'a 15 ml par le milieu de culture en état de fusion pour observer
I’activité antifongique du goudron et leur fraction huileuse ; la gamme des concentrations

finales ainsi obtenues correspond a 0.0006 ml —0.001mg/ml - 0.002mg/ml - 0.003mg/ml -
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0.005mg /ml - 0.006mg/ml. Puis en faire I’ensemencement des inocula fongique (Photo
IV.12, B). L’incubation se fait a 25°C pendant 5 a 7 jours. La CMI est la plus petite
concentration d’extrait pour laquelle aucune croissance n’est visible comparativement au

témoin sans extrait.(Mezouari et al ., 2019 ;Bendjima et al.,2020).

Photo 1V.12: Méthode de contact direct sur milieu solide (Photo originale ;2019)

(A) L’ajout de I’extrait avec le milieu PDA, (B) L’ajout de la suspension sporale.
Mode opératoire :
<% On ajoute des volumes de 0,01ml, 0,02 ml, 0,04 ml, 0.06 ml, 0.08 ml, 1 ml de goudron ou
huile et complétés jusqu'a 15 ml par le milieu PDAa;
% Bien agiter a I’aide de « vortex » pour I’obtention des concentrations bien définies ;
= Couler le mélange dans une boite pétri ;
%+ A I'aide d’une pipette pasteur, les boites ont été inoculées par dépot au centre d’une goutte
a partir de suspension sporale sur milieu PDA ;
4 L’ensemencement est ainsi réalisé ;
= Incuber les boites de pétri a 25°C pendant 5 a 7 jour ;
La lecture des résultats commence a partir de la 3eme journée d’incubation par les mesures de la
croissance radiale des différentes concentrations par rapport au témoin (Makhloufi et al., 2011 ;
Mezouari et al ., 2019 ;Bendjima et al.,2020).
La concentration minimale d’inhibition (CMI) est la plus petite concentration d’extrait
pour laquelle aucune croissance n’est visible comparativement au témoin sans extrait.
Donc I’activité antifongique est déterminée par calcule des diameétres de la croissance radiale
du champignon et ceci en comparaison avec des expériences témoins.
Le pourcentage d’inhibition de chaque extrait testé a ét¢ déterminé au 7 eme jour
d’incubation. Ce dernier est calculé selon la formule suivante (Muhizi, 2008 ; Makhloufi et
al., 2011).
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Ou:

Inh % : pourcentage d’inhibition. DT-D

DT : diamétre de témoin. inh % = X 100
D : diamétre de I’expérience test. DT

1V.9.1.4 Activité anti FOA des fractions issue du goudron

Les phases obtenues du goudron (Partie aqueuse, huileuse et goudron) fractionnées par
chromatographie sur colonne de gel de silice. Cette étape consiste a diviser les trois phases sus-
citées par adsorption liquide solide en cascade avec les solvants a différentes polarité; 1’éthanol,
I’acétate d’éthyle et ’hexane. Les aliquote de méme couleur (Photo 1V.11) sont rassemblés,
concentrés au rotavapor et séchés sur MgSO,.

Les fractions obtenues sont alors soumis a des tests d’activité¢ anti FOA par les mémes

techniques utilisées pour le goudron brute de Juniperus phoenicea L.

Photo 1V.11: Fractions obtenues par chromatographie sur colonne de goudron.( Photo
originale, 2019).

I1VV.9.1.5 Détermination de la concentration minimale fongicide

La concentration minimale fongicide (CMF) ou bien la méthode de contact direct sur milieu
liquide est definie comme la plus faible concentration qui tue 99,9% de la concentration
cellulaire finale. Pour la détermination de la concentration minimale fongicide, on a utilisé
la méthode décrite par Canton et al , 2003 et Aouadhi, 2013, les concentrations strictement
supérieures a la CMI serviront pour la determination de la CMF.

Il consiste a I’ajout de I’inoculum dans le milieu PDB (Annexe 2), puis on ajoute I’extrait selon

les concentrations données.
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Pour confirmer la CMI et établir la CMF, I’inoculum fongique est prélevé et additionné dans 50
ml de milieu PDBac , ensuite 10 pl de chaque bouillon d’extrait sont prélevés selon les
concentrations données. Apres, on ajoute 1’inoculum fongique dans 50 ml de milieu PDBac.
Comme témoin ; des flacons stériles sont prépares a base de milieu de culture PDBac et
I’inoculum fongique seulement.

A la fin, une incubation se faite a 25 ° ¢ pendant 14 jours.

Apres 14 jours la biomasse mycélienne est filtrée puis séchée, une quantification de la

biomasse dont le poids sec du mycélium est déterminé par la formule suivante :

P=P;-P,

Ou : P: le poids sec du mycélium ;

P1: le poids sec du mycélium avec le papier filtre ;

Po: le poids net du papier filtre .

I1VV.9.2 Etude de activité antifongique in vivo
1V.9.2.1 Provenance des cultivars des palmiers dattiers

Une opération de germination de plantules de palmier dattiers est réalisée comme la
procedure suivante :

Les noyaux de palmiers dattiers des différentes variétés sont trempées pendant 24 h

dans I’eau courante ensuite sont soigneusement nettoyer afin de débarrasser des épluchures qui
sont adhérentes, a pour but de stimuler leur germination.
Celles-ci sont désinfectées par I’eau de Javel dilué. Elles sont rincées et disposées en ligne, tout
en orientant leurs pores germinatifs vers le haut (Photo 1V.13) dans des sachets de
polyéthyléne de 30 cm de profondeur contenant un mélange de terre et de sable fin (V/V).
(Djerbi, 1983).

Photo 1V.13 : Germination des graines de palmiers dattiers. (Photo originale, 2018).
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Les noyaux sont arrosés régulierement a I’eau de robinet et sont maintenus a une température
et lumiére ambiante, jusqu'a la formation de deux feuilles juvéniles par plantules.

Nous avons réalisé ces étapes au sein de la pépiniére de la conservation des forets de la wilaya
de Béchar. (Photo 1V.14).

Photo 1V.14 : Obtention des plantules des palmiers dattiers. (Photo originale, 2018).
1V.9.2.2 Variétés des palmiers dattiers étudiés
Les variétés des dattes sont trés nombreuses, seulement quelques unes ont une importance
commerciale. Elles se différencient par la saveur, la consistance, la forme, la couleur, le poids
et les dimensions (Djerbi, 1994 ; Hanachi, et al., 1998 ; Belguedj, 2002).
Dans ce travail ; on a basé sur trois cultivar de palmiers dattiers (Photo 1V.15, 16, 17); une
variété sensible « Feggous » datte molle ; une variété tolérante « Hmira » datte séche et autre

variété résistante « Tekerbouch » datte demi molle.

Photo 1V.15 : Cultivar de palmiers dattiers Photo 1V.16 : Cultivar de palmiers dattiers
Tekerbouch. (Photo originale, 2018). Hmira. (Photo originale, 2018).
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Photo 1V.17 : Cultivar de palmiers dattiers
Feggous. (Photo originale, 2018).

1VV.9.2.3 Infection des plantules palmiers dattiers par le FOA

Nous avons précédemment étudié Il'infection du cultivar de palmiers dattiers par une
suspension sporale de Fusarium oxysporum fsp albedinis ; a partir d’une souche virulente et le
mettre dans une solution physiologique stérile.
Cette suspension doit étre qu’elle est de I"ordre de 10° spores par ml « I'inoculum ».
En suite on injecte cette suspension via des racines des cultivars (Photo 1V.18, 19). Les coupes
gieme

histologiques sont réalisés dés le jour aprés l'inoculation du FOA.

Photo 1V.18 : Racines des cultivars de Photo 1V.19: Injection de suspension sporale
palmiers dattiers (Photo originale, 2018). (Photo originale, 2018).
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1VV.9.3 Coupes histologiques
1VV.9.3.1 Etapes preparatoires des racines

L'étude histologique des jeunes racines de palmier dattier est effectuée au microscope
photonique, elle a pour but de la mise en évidence de I’invasion de ’agent pathogene des racines
des trois variétés étudies. La préparation du matériel végétal se fait en trois étapes essentielles :
1V.9.3.1.1 Fixation des organes

Elle consiste a immobiliser les structures cellulaires dans un état proche de I'état vivant
(Gabe, 1968). Le fixateur utilisé est le F.A.A (Formaldéhyde - Acide acétique - Alcool), le
F.A.A est composé de :

%+ 8 volumes d'éthanol a 70° ;
+«+ 1 volume d'aldéhyde formique ;
+« 1 volume d'acide acétique glacial.

Les fragments racinaires sont trempés dans le F.A.A pendant 48H. Un passage sous vide
pendant au moins 20 mn permet la décantation des organes en bas des piluliers. Cette
observation confirme la bonne pénétration du fixateur dans les tissus cellulaires. Les organes
sont ensuite conservés dans de 1’éthanol a 70° (Selmani, 2018).
1VV.9.3.1.2 Déshydratation

Elle se fait par passage dans des bains d’éthanol a des concentrations croissantes (70° - 95° -
95° - 100° - 100° - 100°) (Photo 1V.20) a intervalles de temps réguliers, une heure entre deux
bains. Du fait de I’état dur des fragments de racines du palmier dattier, un passage dans du
butanol pendant une période d’au moins une nuit est souhaité. Le butanol permet le

ramollissement des organes.

Photo 1V.20 : Passage des racines des cultivars de palmier dattiers dans des bains d’éthanol.
(Photo originale, 2018).
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1V.9.3.1.3 Imprégnation
Les fragments racinaires ainsi déshydratés sont placés dans du toluéne qui permet d'éliminer
des quantités infinitésimales d'éthanol restantes (Photo 1V.21). Cette étape consiste a mettre les
organes dans les bains successifs suivants :
e Toluene + Ethanol 100° (1/1) pendant 60 mn ;
e Toluene pur pendant 60 mn ;

e Nouveau Toluéne pur pendant 60 mn. (Selmani, 2018)

Photo V.21 : Imprégnation des fragments racinaires des plantules. (Photo originale, 2018).

1VV.9.3.1.4. Inclusion a la paraffine
La paraffine est coulée a chaud sur des moules métalliques qui s’associent a des cassettes en
plastique servant a maintenir les blocs de paraffine. L’explant est plangé rapidement avec une
pince préalablement chauffée, tout en orientant I’explant dans le sens de la coupe désirée. La
polymérisation de la paraffine a température ambiante aboutit a I’obtention de blocs préts a étre
coupés. (Weather et al., 2001).
1VV.9.3.1.5 Réalisation des coupes fines

Les explants inclus dans les blocs de paraffine ont été coupés au microtome « Leica »
(Photo 1V.22) a une épaisseur de 7um. Les rubans de coupes sont ensuite étalés sur des lames a

’aide de I’eau gélatineuse préalablement préparée (Annexe I1) (Selmani, 2018).

Photo 1V.22 : Microtome de type Leica. (Photo originale, 2018).
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1VV.9.3.1.6 Déparaffinage

Cette étape sert a éliminer toute la paraffine autour des tissus par le traitement des
coupes dans des bains successifs de toluéne pur a raison de 10 minutes chacun.
1V.9.3.1.7 Réhydratation
Elle est réalisee par un passage des coupes dans les bains suivants : - Trois bains d’éthanol 100°,
pendant 10 mn. - Un bain de mélange éthanol 100° (4V) - formol (1V), pendant 50 mn. -
Ringage a I’eau courante, puis séchage sur plaque chauffante a 40°C. (Selmani, 2018).
1\V.9.3.2 Coloration des coupes
1VV.9.3.2.1 Coloration par le Bleu de Cotton (Philips et Hayman, 1970)

Les coupes sont passées dans une solution du KOH a 10%. Les flacons sont retirés et placés
dans une étuve réglée a 90°C pendant 60 mn et ce, jusqu'au changement de la couleur des
coupes. Un ringage a froid s’en suit avec du KOH a 10%.

Un second bain au KOH 10% a 90°C est réalisé, par la suite un bain a I'acide lactique a 10%
pendant 4 mn appliqué sur les rondelles de racines infectées est nécessaire pour neutraliser l'effet
du KOH.
1V.9.3.2.2 Coloration par le perchlorure de Fer
Il colore les tanins en noire bleuétre. (Bacha et al., 2000; Roger et al., 2001).
1V.9.3.2.3 Coloration par le Rouge Congo-Vert de Méthyle

Les coupes transversales et longitudinales des racines de trois variétés sensible, tolérante et
résistante ayant subi la double coloration de routine : Vert de Méthyle, Rouge Congo. (Bacha
et al., 2000).
1V.9.4 Montage et observations macro-microscopique

Les observations sont faites au microscope photonique ou électronique au laboratoire et on

prend les photos aux différentes échelles. (Photo 1V.23)

Photo 1V.23 : Observations microscopique des coupes histologiques des plantules de palmier
dattiers. (Photo originale, 2018).
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1\VV.9.5 Effet du goudron végétal sur la croissance du FOA in vivo
Apres la confirmation d’installation de 1’agent pathogéne "souche virulente" de
cultivars de palmier dattier ; on va les traiter par le goudron végétal des arbrisseaux par des

remedes ou de préférence par voie injectable intraracinaire de volume 0.5 ml de goudron pure.

(Photo 1V.24)

Photo 1V.24 : Traitement par le goudron végétale des cultivars des palmiers dattiers infectés.
(Photo originale, 2018).
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Chapitre V Résultats & Discussion

V.1 Extraction du goudron végétal

Les goudrons végétaux sont des produits résineux extraits par pyrolyse du bois ou de
I’écorce. Le principe d’extraction est de faire exsuder la matiére premicre en la soumettant a un
traitement thermique direct; ’exsudat se transforme alors en goudron, huile et fraction aqueuse.

V.1.1 Rendement

Le rendement d’une extraction est la quantité du goudron ou d’huile récupérée dans la
phase aqueuse rapportée a la quantité de matiere premiére (bois de Juniperus phoenicea L)
exprimé en pourcentage, et correspond au rendement moyen d'une substance. L'extraction par
distillation seche (pyrolyse), nous a permis d’avoir un rendement de 1’ordre de (0.542%) pour la

partie goudron et (1,48%) pour la partie huileuse (Figure V.01).

Rendement d'extraction de Juniperus
phoenicea L
Rendement % 1,48
2 -
15 -
0,542
1 -
05 -
0 . . Extraits
Goudron Huile

Figure V.01: Rendement d’extraction du goudron et I’huile végétale de J.phoenicea L.
Les caractéristiques organoleptiques portant essentiellement sur la couleur et I’odeur de
goudron obtenu par pyrolyse ou distillation seche, montrent qu’il a une odeur spécifique, connue

chez I’huile de cade « Guetrane » et présente une couleur noiratre (Photo V.01).

Photo V.01: Résultats de I’extraction par pyrolyse, A : Phases huileuse et goudroneuse,
B : Aspect du goudron, C : Etat du bois aprés pyrolyse. (Photo originale, 2018).
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Par ailleurs, la variation du rendement est sous Il'influence de divers facteurs, entre autres,
I’ensoleillement, la nature et les composants du sol, la température, I’altitude, le climat, la région
de culture et la composition génétique des individus (Achak, 2006; Massei et al., 2006).

Toutefois, le rendement en goudron, restent plus élevés que ceux des genévriers rouges
de la Gréce (0,21 %), de la sous-espéce turbinata d'Espagne (0,30 %), d'Egypte (0,36 %) et de la
sous-espéce eu-mediterranea du Portugal (0,41 %) (El-Sawi et al., 2007; Adams et Boratynski,

2014). Cette variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement a la partie de la plante
étudiée, mais également a l'emplacement géographique spécifique de cette espéce. (Cavaleiro et
al., 2006).

V. 2 Caractérisation physico-chimique du goudron et la fraction huileuse

V. 2.1 Caractéristiques physiques

V. 2.1.1 Matiére seche (MS)

La matiére seche ressemble au résidu sec appelé parfois extrait sec. 11 s’agit des maticres
restantes apres séchage de I’échantillon a 105°C jusqu’a ’obtention du poids constante. La
figure (Figure V.02 et V.03) représente respectivement la matiére séche et la teneur en eau du

goudron et la fraction huileuse.

Goudron

36,34%

63,66%0

W Matiére séche

Teneuren eau

Figure V.02: Teneur en eau et matiére séche du goudron Juniperus phoenicea L.

2,58%

’ Huile

97,42%
B Matiére seche

Teneur en eau

Figure V.03: Teneur en eau et matiere seche de la fraction huileuse du J. phoenicea. L.
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La matiére seche du goudron et la fraction huileuse du J. phoenicea L, laisse apparaitre
que le goudron végétal présent une valeur plus élevé (36,34%) a celle de la fraction huileuse qui
atteinte (2,58%). Cette différence est peut étre due a la température d'ébullition, mode et durée
d’extraction (fraction huileuses élu en premier lieu et goudron végétal en second lieu), période de
récolte et le mode de séchage ainsi que I’origine des plantes étudiées (Rohloff, 2002, Lee et al.,
2003 ; Afssaps, 2008). Elle aussi dépend d’un grand nombre de facteurs d’ordre naturel
(génétique, localisation, maturité, sol, climat, lumiere, etc.), ou technologiques (mode de culture,
séchage, stockage) (Figueredo, 2007).

V.2.1.2 Indice de réfraction (IR)

Le phénomeéne de réfraction désigne le changement de direction de la lumiére au passage
d'un milieu a un autre. Ce du goudron de Juniperus phonicea L. est de:1.5112, en revanche, sa
fraction huileuse est de: 1,3423 (Figure V.04).

Valeur de Indice de réfraction
I'ndice 1,5112

155 +
15 A
1,45 1 1,3423
14 -
1,35 -
1,3 A
1,25 T 1
Goudron Huile

Fraction

Figure V.04: Indice de réfraction du goudron et leur fraction huileuse.

Selon les travaux de Wilbur, (2001), il montre que I’indice de réfraction de goudron
végétal varie de (1.510 a 1.530), ce qui confirme notre résultat; en revanche, elle est de l'ordre de
(1.3850) pour I’Acacia tortilis subsp. raddiana (Mezouari et al., 2019). Par contre la fraction
huileuse présente une valeur inferieur a celle citée par la littérature (Terfayaet al., 2017) .

Toutefois, cette valeur est proche a celles obtenues avec différentes goudrons végétaux
commercialisés au niveau de la wilaya de Béchar : Zazia (1,47), El Rawda (1,47), Huile de cade
(1,51). (Benlarbi., 2019) et ce qui est synthétisé au laboratoire a partir du Juniperus oxycedrus
(Terfaya et al., 2017) et Olea europea sylvestris (Terfaya, 2015). Par ailleurs, I’indice de
réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en dérives oxygénés. Une

forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé (Boukhatem et al., 2010).
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V.2.1.3 Densiteé relative a t/20°C

La densité d’une substance est le rapport de sa masse volumique a la masse volumique a
celle de I’eau. Elle constitue un critere physique tres important pour contrdler la qualité, elle peut
facilement donner un apercu sur la naturalité du produit ainsi que les tentatives de fraude
adultération (Hellal, 2011).

Les résultats de la densité relative obtenue (Figure V.05) sont comme suite : (1.10) pour

la partie goudronneuse, par ailleurs sa fraction huileuse est de l'ordre de (0,991).

Valeurs de 11 Densité

Densité
11
1,05
1
0,95
0,9 - T
Goudron Huile

0,991

Fraction

Figure V.05: Densité relative du goudron et la fraction huileuse.

Les valeurs marquées sont proche similaire a celles rapportés par les travaux de Wilbur.
(2001), Terfaya et al. (2017) et Benlarbi. (2019) qui rapportent que le goudron végeétal est
caractérisé par une densité de (0.980-1.055), se qui confirme nos résultats.

En revanche, elle est de l'ordre de (1.15) pour Acacia tortilis subsp. raddiana (Mezouari
et al., 2019); alors que les travaux de (Jenner et al. (1964) sont en concordance avec nos
résultat pour la fraction huileuse.

V. 2.2 Caractéristiques chimiques
V.2.2.1 pH

Le pH « Potentiel Hydrogéne » est définit par la concentration en ions H”, il sert & mesurer
I’acidit¢ d’une solution. L’acidité d’une solution dépend de concentration en ion HsO".
(Gavrilovic et al., 1996 ; Dumas et Gédéon, 2003). Le pH du goudron et sa fraction huileuse

sont mentionnés dans la (Figure V.06).

Valeurs de pH
4,02 p H
5 3,25
4
3
2
1 Extraits
0 - . .
Goudron Huile

Figure V.06: pH du goudron et leur fraction huileuse.
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Les pH obtenues montrent qui ont un caractere acide, (4.02) pour goudron et (3.25)
pour la fraction huileuse.

Ce pH est légerement inférieur aux résultats obtenus avec les trois goudrons
commercialisés, dont ELRawda (5,75), Huile de cade (5,78) et Zazia avec une valeur légerement
acide (6,59). (Benlarbi et al., 2015) et (5,2) pour Acacia tortilis subsp. raddiana (Mezouari
et al., 2019).

Nos résultats sont en concordance avec les travaux de Terfaya et al. (2017) pour le
Juniperus oxycedrus et Olea europea sylvestris (Terfaya, 2015), tandis que les travaux de
Makhloufi et al. (2014) exhibent que le pH de goudron végétal varié entre (5.75- 6.59).

V.3 Analyse chromatographique du goudron végétal

V.3.1 Fractionnement par chromatographie liquide sur colonne (CLc)

Dans le but de séparer et connaitre les compositions du goudron ; on a effectuer une
chromatographie sur colonne et pour le choix de la phase mobile ; on a essayé des mélanges des
solvants « éluant » différents les uns des autres selon le degré de polarité « polaire ;
intermédiaire ; non polaire » ; éthanol, acétate d’éthyle et ’hexane, a des volumes bien précis.
VIVIV; « hexane 100 % » - « hexane 90 %, acétate d’éthyle 10% », « acétate d’éthyle 90%,
hexane 10 % », « hexane 20 %, acétate d’éthyle 80% », « hexane 30 %, acétate d’éthyle 20%,
éthanol 50% », « hexane 50 %, acétate d’éthyle 20%, éthanol 30% ».

De ce fait; le meilleur éluant « phase mobile » c’est celui qui nous a donné une bonne

séparation des spots. (Photo V.02).

Photo V.02 : Choix de la phase mobile. (Photo originale, 2018).

De raison a la bonne séparation des spots ; on a choisis 1’¢luant numéro « 5 » qui est un

mélange de ’hexane 30%, acétate d’éthyle 20%, éthanol 50 %.
Le goudron brut de Juniperus phoenicea L. a été soumis a une séparation chromatographie
liquide(CL) sur colonne en utilisant le gel de silice comme phase stationnaire. La phase mobile

est un mélange de solvants " I’hexane 30%, acétate d’éthyle 20%, éthanol 50 %".

E



Chapitre V Résultats & Discussion

Apres élution, et selon la couleur, on a constaté la présence de trois fractions de couleurs
distincts (Photo V.03).

Photo V.03 : Fractions obtenues par chromatographie sur colonne. (Photo originale, 2018).
V. 3.2 Chromatographie sur couche mince
Les fractions obtenues par la suite sont séparées ultérieurement sur chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support en plastique et révélées sous la lampe UV a 254 nm.
Les taches sont colorés et sont visible (Photo V.04, 05); facilement observable sur la
plaque, aprés le calcul des rapports frontale « Rf ». (Tableau V.01).

Tableau V.01 : Séparation CCM du goudron brute et les fractions obtenus par CLc.

Goudron végétale BRI S0 Rapport frontal (Rf)

05 0,340- 0,437-0,613 -0,864- 0,956.
Fraction 01 05 0,140- 0,337-0,413 -0,664- 0,896.
Fraction 02 07 0,215- 0,357-0,427-0,512 -0,678-0,778-0,829
Fraction 03 04 0,319-0,473-0,725- 0,910.

Les photos ci-dessous montrent la séparation des composants par CCM de

goudrons brute et fractions goudronneuses de Juniperus phoenicea L. issues par CLc.

Photo V.04: CCM du goudron brute; (A) sans révélation (B) avec revélation a UV.

Photo V.05: CCM des fractions goudronneuses: (A) sans révélation (B) avec révélation a UV

o5,




Chapitre V Résultats & Discussion

D'apres les résultats obtenus; la CCM du goudron brute, nous a permis de déceler vingt et
un "21" spots; 05 du goudron brute et "16" spots répartis entre trois fractions goudronneuses bien
distincts. Tandis que les travaux de Makhloufi et al. (2014) montrent la présence de 33 spots
pour goudron d’Olea europeae et 43 spots pour goudron de Juniperus oxycedrus.

Par ailleurs, selon les travaux de Keum et al. (2006), ils ont constatés que le goudron
végeétal contient deux cent vingt molécules, les constituants majeur sont mono, sesqui ou

diterpenes
V.4 Matériel fongique

V.4.1 Isolement et caractérisation macroscopique de I’agent pathogéne

Au bout de 4 a 5 jours, on a note 1’apparition des secteurs mycéliens aux extrémités des
fragments, se développent et forment un thalle. Les cultures purifiées sont bouturées en boite de
Pétri sur ’eau gélosée. Les colonies sont ensuite conservées sur PDA en tube a essai pour la
caractérisation macroscopique et microscopique. Par ailleurs, 10 isolats ont été obtenu a partir de
rachis et de racines de palmier infecté (ANNEX) dont les caractéristiques culturales ou de leur
clone a révélé la présence de plusieurs morphotypes distincts (Photo V.06) : duveteux, ras
muqueux, cotonneux, ras sénescent. Ce qui montre que les morphotypes varient d’une souche a
’autre et peuvent ainsi évolués d’un type a ’autre et que le morphotype ras muqueux semble
étre le plus dominant parmi les thalles obtenus qui a été également signalé par plusieurs auteurs
(Tantaoui et Boisson, 1991; Dossa, 1993; Fernandez et al., 1998 ; Hadjraoui et al., 2017).

Photo V.06: Aspect du FOA sur milieu PDA a partir de matériel végétal infecté. (Photo
originale, 2019).
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V.4.2 Caractérisation microscopique

Les caracteres microscopiques sont recherchés dans toutes nos souches purifiées avant de
procéder au clonage. L’observation microscopique a montré la présence d’un thalle cloisonné
avec de courtes monophialides sur lesquelles se trouvent des microconidies, ainsi que la présence
de macroconidies et de chlamydospores. Ces caractéristiques, illustrées sur la Photo V.07,
indiquent la présence de I’espéce Fusarium oxysporum dans les rachis infectés. Apres

purifications, les souches sont conservées en tubes, sur milieu PDA.

Dix isolats de Fusarium oxysporum ont été collectés apres 1’isolement a partir des rachis
infectés du palmier dattier, puis la culture monospore. Les origines des isolats, ainsi que, leurs
morphotypes sont notées dans le Tableau V.02.

Tableau V.02: Caractéristiques des isolats de Fusarium oxysporum albédenis étudiés.

Isolats  Echantillon Cultivar Site Morphotype Pigmentation
FOA (S1) Rachis Feggousse  Béni Ounif  Ras mugueux Blanchatre orange
FOA (S2) Rachis Hmira Béni Ounif Cotonneux Blanchétre violete
FOA (S3) Rachis Tinaceur  Béni Ounif Duveteux Blanchatre
FOA (S4) Rachis Toumliha  Béni Ounif  Ras muqueux Orange
FOA (S5) Rachis Ghars Béni Ounif ~ Ras muqueux Marron
FOA (S6) Rhizosphére Hmira Beni-abess Cotonneux Blanchatre orange
FOA (S7) Rhizosphére Tinaceur  Beni-abess Ras muqueux Orange
FOA (S8) Rachis Feggousse  Beni-abess  Ras mugueux Blanchatre orange
FOA (S9) Rachis Toumliha  Beni-abess Duveteux Blanchétre
FOA(S10) Rachis Ghars Beni-abess Cotonneux Blanchétre

Ce travail nous a permis de montrer que le FOA est I’agent de la fusariose vasculaire du

palmier dattier dans les régions prospectées. Par ailleurs, son degré de gravité et sa répartition
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dans certaines régions prospectées semble toutefois peu alarmant. Nos résultats concordent avec
ceux obtenus par (Tantaoui et Boisson, 1991 ; Fernandez et al., 1995).

Ainsi, les caracteres morphologiques (macro et microscopiques) permettant d’identifier
I’espece F. oxysporum, et nous avons mentionné 1’absence d’autres caractéres moins spécifiques
tels que les organes massifs. Selon certains auteurs, la stabilité morphologique d’une souche de
FOA fraichement isolée de plante infectée est conditionnée par deux facteurs: le mode de
propagation en culture pure et 1’dge des cultures utilisées pour la multiplication (Dossa, 1993).
Néanmoins, la présence de certains de ces caractéres est probablement liée a des facteurs
externes tels que la composition du milieu de culture, I’age de la culture-mére et le vieillissement
du thalle (Benlarbi, 2019).

La constitution de la collection de FOA nous a permis de poursuivre ses études sur la
pouvoir pathogéne et la caractérisation moléculaire, qui sera étudiée a I’aide d’outils moléculaire
tels que la PCR. Parallélement, nous avons essaye d'élaborer un biopesticide d’origine végétale,
a base de goudron végétal.

V.4.3 Identification moléculaire des isolats par la méthode de PCR

Les tests d’identification traditionnelle basés sur des essais minutieux morphologiques et
culturaux ne donnent pas souvent de résultats précis et fiable pour la détermination précise des
especes fongiques. Ces dernieéres années, plusieurs techniques moléculaires d’analyses de
fragments d’ADN sont utilisées avec succes sur différents microorganismes (Juzan et al.,2012).
Toutes ces techniques sont basées sur une amplification par PCR de I’ADN des
microorganismes. Le mélange de fragments de produits PCR est ensuite analysé par les
méthodes basées sur les séquences nucléotidiques des fragments (Reynier et Malthiery, 1996).

D'aprés les résultats obtenues, l'amplification de I'ADN génomique par un couple
d'amorces spécifique a FOA, TL3-FOAZ28, a révélé une bande spécifique qui a la taille de 400 pb
. Concernant la bande spécifique de taille 200 pb, I’amorce couplée BIO3-FOAL a révélé une
bande spécifique (Photo V.08).

FO1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7 FO8 FO9 FO10
Photo V.08: Gels d'agarose montrant les produits PCR de I’ADN des isolats de Fusarium.
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Dans cette étude, l'amplification par PCR avec les paires d'amorces universelles
spécifiques des champignons a été obtenue a partir de préparations d'ADN de I'ADN des 10
isolats de Fusarium et des bandes claires ont été observées sur le gel (Photo V.08).

L'amplification a donné un produit d'environ 600 pb. De plus, lI'analyse par PCR a été un
succes pour tous les isolats et a montré un produit de la taille désirée (550 pb). Ces amorces
amplifient un fragment d'environ 550 bp (amorces non incluses) dans le gene de I'ARN des
champignons 28S (Vilgalys, 1990; Fernandez et al., 1998).

D'aprés les résultats obtenus; on peut conclure qu'elles sont significatifs et concordent
avec les travaux de Mezouari et al .(2019) ; Benlarbi( 2019) et Bendjima et al.(2020).

V.4.4 Test du pouvoir pathogéne

Les tests de pouvoir pathogene ont été réalisés sur de jeunes plants de palmier dattier au
stade deux feuilles. Les inoculations ont pour but essentiel de vérifier le pouvoir pathogene des
différents isolats de Fusarium oxyspoum. Les résultats du test ont montrés que les 10 souches de
FOA isolées a partir des rachis infectés sont pathogenes et ils sont ainsi identifiés parmi les
autres isolats de F. oxysporum obtenus a partir de jeunes plants témoins; wvu les symptomes
(Photo V.09) qu’ils ont ét¢ manifestés aprés + 30 jours de 1’inoculation, par un jaunissement des
feuilles, qui a commencé du bas vers le haut, suivi d’un flétrissement et rétrécissement, puis la

mort totale des plantules. (OEPP/EPPO, 2003).

A " Jaunissement

o
@m Flétrissement

Mort totale

Photo V.09: Manlfestatlon des symptomes externes sur les plantules inoculées par les isolats
pathogenes et comparaison avec la plante Témoin. (Photo originale, 2019).

D'apres les résultats obtenus, il apparait que les jeunes plantules de palmier dattier ne sont
totalement prédisposées a I’attaque du FOA qu’a partir du stade ou les deux feuilles sont assez
bien développées, ce qui correspond a deux mois d’age dans nos conditions d’essai.
mnoculés présentaient des symptomes de brunissement des racines, suivi de 1’enroulement (du
roulage) des feuilles, du flétrissement et de la mort des semis. Ainsi, le test a validé les

procédures d'isolement et les criteres de sélection (Ouinten, 1996; Benlarbi, 2019).
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Chapitre V Résultats & Discussion

Cette observation va dans le sens de ce qui a €été rapportés par certains travaux qui
signalent que les isolats d’un matériel végétal atteint de la fusariose sont les plus agressives par
consequent, les isolats etaient trés probablement des Fusarium oxysporumf sp albedinis
(OEPP/EPPO, 1994 ; Djekiref et al., 2018).

En effet, I’infection artificielle est souvent réalisée dans des conditions trés différentes de
celles ou se déclare la maladie au champ. D’autre part, le pouvoir pathogéne des champignons en
générale n’est pas toujours facile a évaluer. Plusieurs interactions entre la plante, le pathogéne et
I’environnement entrent en ligne de compte pour déterminer la gravité des symptomes observés
(El-ghorfi, 1987). Bulit et al., (1967) ont classaient les isolats de F. oxysporum, isolées a partir
d'un palmier dattier, en trois catégories ; selon l'importance des symptémes qu'elles provoquaient
in vitro sur les plantules de l'espece hote (P. dactylifera L.) : isolats de FOA agressives (a
pouvoir pathogene élevé) ; isolats de FOA peu agressives (a pouvoir pathogene faible) ; isolats
de FOA non agressives (a pouvoir pathogene "nul" ; n‘appartenant plus donc a la forme spéciale
albedinis). D’ailleurs, Molot et Mas (1975), ont mis en évidence I’influence de la température
sur le pouvoir pathogéne de F. oxysporum f.sp. melonis. lls ont constaté que les températures les
plus favorables a la croissance mycélienne du champignon in vitro se situe entre 24 a 26°C ne
correspondant pas a celles qui entrainent les symptdmes les plus graves (18 a 22°C). Selon
d’autres auteurs, le degré d’agressivité peut se manifester plus ou moins nettement selon le stade

auquel la plante est inoculee (Yezli, 2010).
V.5 Etude de ’activité anti-FOA
V.5.1 Etude de ’activité anti-FOA in vitro

L’une des caractéristiques de certains goudrons végétaux est leur capacité de ralentir
et/ou d’inhiber I’activité et la croissance des champignons phytopathogenes.

Dans cette optique, nous avons réalisé la méthode de diffusion en milieu solide et la
méthode de disque pour évaluer I’activité antifongique, la détermination de la concentration
minimale inhibitrice(CMI) et la concentration minimale fongicide(CMF).

V.5.1.1 Méthode de disque

La méthode des disques est une technique permettant d’avoir une idée préliminaire sur la
capacité d’un extrait a inhiber la croissance fongique.

En effet, I’activité antifongique se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance mycélienne autour du disque contenant 1’extrait. La lecture s’effectue par la mesure

du diametre d’inhibition observé (Bssaibis et al., 2009).
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Chapitre V Résultats & Discussion

V.5.1.1.1 Méthode de disque du goudron brute

Sachant que le diamétre de la zone d’inhibition est dépendant soit a la sensibilité et ou a
la résistance de chaque souche de FOA aux substances qui composent cet extrait; les résultats de
’activité antifongique pratiquant la méthode de disque du goudron végétal brute par rapport au
témoin qui contient des disques de Cycloheximide "Cyclo" sont représentés dans la
(Figure V.07).
Les résultats des zones d’inhibition sous I’effet des disques imbibés par le goudron brute,

montrent qu’ils varient entre 9 a 19 mm.

Diamétrelznsm Zones d'inhibition mm.
o 24 ”3 23,5
5 A - 21 2 5 02a
20 1 20
20 - 19 5 p | | [
¥ Diamétre
15 | 1 11,75 11 d'inhibition

10 - _ T - _ Diametre des
souches
5 FOA:Témoin
O T T T T T T T T T 1
Souches FOA

FOA FOA FOA FOA FOA FOA FOA FOA FOA FOA
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Figure V.07: Diamétres des zones d’inhibition par la méthode de disques de goudron brute.
D’aprés la représentation graphique , il ressort que les pourcentages d’inhibition ou la
mesure des indices antifongiques nous a permet de constater que la sensibilité des souches
testées vis-a-vis le goudron végeétal a été variable d’une souche a une autre (S 01 a S 10).
Les résultats obtenus par la méthode de disques utilisant Sul/disque du goudron végétal.
Les zones d’inhibition varient entre 7 et 19 mm. La zone la plus élevée est celle de la souche
(S03) (19mm). (Annexe I11).

I Temoinn FOA l

Planche V.01: Méthode de disques de goudron végeétal brute.
Selon Ponce et al. (2003) et Moreira et al. (2005), la sensibilité des germes a été
classée par le diamétre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diametres

moins de 8 mm ; sensible (+) pour les diametres de 9 a 14 mm ; tres sensible (++) pour les
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Chapitre V Résultats & Discussion

diameétres de 15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diamétres de plus de 20 mm.
De ce fait et en comparent avec les témoins, on peux conclure que toutes les souches

ont des degrés de sensibilité remarquables; "S 03" est considéré comme la souche la plus
sensible. (Planche V.01)..
V.5.2.1.2. Méthode de disque de la fraction huileuse

Les résultats de I’activité antifongique des fractions huileuse (5ul/disque) sont figurés
dans la (Figure V.08).

Les résultats des zones d’inhibition sous I’effet des disques imbibés par les fractions

huileuses, montrent qu' ils varient entre 6 a 12 mm.

Diamétre mm

Zones d'inhibition mm.

20 Lo 21 - 21 20
20 A
W Diameétre
15 4 12 d'inhibition
10 ,
10 - 8 9 75 8,5 8,75 Diameétre des
7 6 6,5 ’ souches FOA :
5 - I Témoin
O T T T T T T T T T
Souches FOA

FOAO01 FOA02 FOAO03 FOA04 FOAO5 FOA06 FOA07 FOA08 FOAQO9 FOA10

Figure V.08: Diamétres des zones d’inhibition par la méthode de disques de fraction huileuse.
Tenons en compte les travaux de Ponce et al. (2003) et Moreira et al. (2005) et
comparent avec les témoins; on peux déduire que seulement les souches S 03, S 06, S08, S09,
S10 qui ont exercés un effet inhibiteur variable; par contres, les autres souches sont considéré
comme non sensibles puisqu’ elles ont des diamétres moins de 8 mm.
La souche "S 03" est considéré comme la souche la plus sensible. (Planche
V.02) (Annexe I11).

Temoin FOA

Planche V.02: Effet de fraction huileuse par la méthode de disques.
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V.5.2.1.3 Méthode de disque pour les fractions issues par chromatographique liquide sur
colonne

Les résultats de [Iactivité antifongique des fractions goudronneuses issus de
chromatographie sur colonne avec une concentration de (5ul/disque) sont figurés dans la
(Figure V.09). Elles révelent que les trois fractions exercent un effet antifongique différent l'un
de l'autre, (Annexe I11). La deuxieme fraction F(02) exerce un effet tres significatif par rapport

aux autres fractions ,avec un diamétre d’inhibition de I’ordre de 17mm.

Zones d'inhibition mm.

H Fraction 01 H Fraction 02 Fraction 03 Diametre des souches FOA : Témoin
Diamétre mm
25 24
25 - - - 23 . 23,5
20 2..1' ] 2.:1' 20
20 - g 19 _
17 ]
15 A
12 11 12 11,5
9,5 9,5 9
10 A 8 8,5
5 -
0 L L T T T T T T T 17
FOA01 FOA02 FOAO03 FOA04 FOAO05 FOAO06 FOAOQ07 FOA08 FOA09 FOA10
Souches FOA

Figure V.09: Diamétres des zones d’inhibition par la méthode de disques de fraction
chromatographique F(02).
La mesure des zones d’inhibition nous a permet de constater que la sensibilité¢ des
souches de FOA testées vis-a-vis les fractions goudronneuses a été variable d’une souche a une

autre; et cela est trés remarquable surtout pour la troisiéme souche "S 03" dont en considéré

comme la souche la plus sensible. (Planche V.03) (Annexe I11).

FoAd1l

Temoin FOA

Planche V.03: Méthode de disques de fraction "02" issu par chromatographie sur colonne.
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Chapitre V Résultats & Discussion

L'aromatogramme est une méthode inspirée de l'antibiogramme, il permet de déterminer
l'activité inhibitrice de I’huile essentielle par mesure du diametre d'inhibition, autour d'un
disque imprégné de celle-ci, ou d’un produit a base d’huile essentielle (Vincent, 1991).

Les méthodes de disque sont intensivement employées pour étudier 1’activité
antibactérienne ou antifongique des substances naturelles et les extraits des plante
meédicinales. Ces analyses sont basées sur I'utilisation des disques comme réservoirs
contenant la solution des substances a examiner. Dans le cas des solutions avec une basse
activité, une grande concentration ou volume est necessaire, cependant la capacité des disques
est limitée (Gulcin et al, 2004).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé a effet antifongique en
milieu solide dans une boite de pétri, apres un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible. L’activité antifongique sur la cible est appréciée par la mesure de la zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition (Cavallo et Mérens, 2007).

En milieu solide, I’action antifongique du goudron végétal, la fraction huileuse testé et
les fractions résultant par chromatographie sur colonne se traduit par I’apparition ou 1’absence
d’un halo d’inhibition autour des disques. Les activités anti-fusariennes des échantillons testés,
révelent que ces derniers possedent une activité anti FOA vis-a-vis de I’ensemble des souches
experimentees avec une légere différence de sensibilité entre eux.

Nos résultats sont conformes a ceux obtenus par (Mazari et al ,2010), dans une autre
étude en Algérie a base des extraits huileux de J. phoenicea et ils ont été examinées pour
I'activité antifongique contre Aspergillus flavus et Fusarium oxysporum. Ces résultats ont prouvé
que les huiles essentielles ont modérément réduit la croissance de ces champignons. Aprés 7
jours d'incubation a 28 C°, il y a eu croissance de ces champignons dans les zones d'inhibition,
ce qui nous conduit a déduire que l'effet de I'huile de J.phoenicea sur la souche fongique testée
est fongistatique.

En effet Hayouni et al (2007) ont montré que la méthode d'extraction et la nature du
solvant peuvent influencer sur [lactivité antibactérienne et antifongiqgue des composés
phénoliques de J.phoenicea. La sensibilité des germes utilisés peut aussi étre di au fait
que J.phoenicea utilisée durant notre étude est trés riche en composés phénoliques qui peuvent

exhiber une activité antimicrobienne et antifongique.
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Chapitre V Résultats & Discussion

V.5.1.2 Méthode de croissance radiale sur milieu solide

Rappelons que la méthode employée est celle du contact direct. Elle consiste a
additionner aseptiqguement un volume donné de I’extrait naturel en complétant 15 ml de milieu
de culture en état de fusion pour observer I’activité antifongique du goudron, fraction huileuse ou
fraction issues de séparation chromatographique.
V.5.1.2.1 Méthode de contact direct du goudron végétal brute

Les moyennes de croissance mycélienne radiale journaliere de nos 10 isolats de FOA
incubés a 25 + 2°C sur le milieu PDA, a triple d'essai sont indiquées dans le tableau V.03 et les
planches V.04, et V.05.

Tableau V.03 : Concentration minimal d’inhibition du goudron brute.

C
(rgguche Témoin 0.0006 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006 0.012 0.024 0.039
S01 35+03 32+02 29%01 2604 23+03 12+01 08+02 03+03 0 0
S02 36+x04 32x03 28+x01 2102 19x03 11x02 0701 0 0
S03 3+03 21+02 15+04 08+03 02x01 0 0 0 0 0
S04 435+02 41+03 3701 3+04 22+02 14+01 09+03 05+02 02+03 0
S05 4+03 3.8+ 02 3+01 25+03 19+x04 11+03 0,7+02 0 0 0
S06 36+02 32+03 25+02 16+04 10+03 0502 0 0
S 07 39+03 3.1£02 2.8+ 04 2+03 16+02 12+01 09+03 04=x02 0 0
S08 42+02 3901 3,2+ 03 27+x04 14x03 0802 03=x01 0 0 0
S09 3.7+01 31£03 2.7+ 02 14+02 08+03 02£01 0 0 0 0
S10 440+03 4.0+02 3.6+ 01 29+03 23+02 16+03 12+01 08+x02 04%02 0

D'apres les résultats illustrés dans le (Tableau V.03), le goudron brute a réagi
positivement sur toutes les souches fongique de Fusarium oxysporum fs albédénis testées avec
une CMI tres significative de l'ordre de 0.005 mg/ml pour FOA (S03); 0.006 mg/ml pour FOA
(S06) et FOA (S09); 0.012 mg/ml pour FOA (S02), (S05), (S08); 0.024 mg/ml pour FOA (S01)
et FOA (SQ7); par contre une CMI de 0.039 mg/ml pour FOA (S04) et (S10).

Les planches ci-dessous montrent la CMI du goudron brut de Juniperus phoenicea L vis-
a-vis deux souches (S03) et (S06). (Les autres souches sont détaillées dans I'Annexe).

Témoin 001 mg 10.003 mg/ ml 0.005 mg/ ml 4
Planche V.04: Effet du goudron brute a différentes concentrations sur la souche FOA (S03).
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Ty - TSI

P‘Ianc.He .05: Effet de goUdron brut différents conﬁtrations sur 'Ia souche FA (S06).
V.5.1.2.2 Méthode de contact direct de la fraction huileuse
Les moyennes de croissance mycélienne radiale de nos 10 isolats de FOA incubés a 25 +
2°C sur le milieux de culture PDA, a triple d'essai, sont indiquées dans le tableau V.04 et
représentées dans la planche V.06,07.

Tableau V.04 : Concentration minimal d’inhibition de la fraction huileuse de Juniperus

phoenicea L.
C
(rgg Témoin 0.030 0.045 0.05 0.10 0.15 0.20 0.26 0.32 0.40

ouche

S01 3.5+ 03 3302 2601 2.2+ 04 19+£03 08+01 0.3+02 0 0 0
S02 36 £04 2702 21+01 18+02 15+03 1102 0901 0402 0
S03 3£+03 202 14+04 09203 05+01 02203 0 0
S04  435+02 426+03 4,05+01 39+04 32+02 26+01 19+03 11+02 07+03 0
S05 4+03 3402 31+01 2703 22x04 18+£03 11+02 0,7+03 0
S06 3.6 +02 3.3+03 2.8 +02 23+04 18=+03 1,1+02 05+03 0
SQ07 39+03 3502 2.9+ 04 2,203 19+02 14+01 11+03 08+02 0,2%02 0
S08 4,2 +02 3.7+x01 3,3%03 29+04 16=x03 1,1+02 0501 0 0 0
S09 3701 35x03 275+02 24+02 21+03 18+£01 14+03 0,6x02 0 0
S10 440+03 43+02 39+01 32+03 27+02 21+03 18+01 11+02 08%x02 0

L’analyse des résultats illustrés dans le (Tableau V.04), montre que la fraction
huileuse a réagi positivement sur toutes les souches de Fusarium oxysporum f sp albedinis
testées, avec une variabilité entre les souches testées; "S 03" est la souche la plus sensible.
(Planche V.06); (Annexe I11).

Il est signalé aussi que la croissance mycélienne est réduite avec 1’augmentation de la
concentration en extrait huileux. Une CMI de l'ordre de 0.20 mg/ml pour FOA (S03); 0.26
mg/ml pour FOA (S01), FOA (S06) et FOA (S08), 0.32 mg/ml pour FOA (S02), (S05), (S09);
par contre une CMI de 0.40 mg/ml pour FOA (S04), (S07) et (S10).

Les planches ci-dessous montrent les résultats de la CMI pour la fraction huileuse vis-

a-vis deux souches (S02) et (S03). (Les autres voire Annexe).
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Témoin .045 mg/ m 0.15 mg/ ml

0.20 mg/ ml

Planche V.06: Effet de la fraction huileuse a différentes concentrations sur FOA (S03).

& N

K Témoin 045 mg/m 0.20 mg/ ml 0.26 mg/ ml J

Planche V.07: Effet de la fraction huileuse a différentes concentrations sur FOA (S06).
V.5.1.2.3 Méthode de contact direct des fractions chromatographiques
Le fractionnement du goudron végétal par chromatographie sur colonne nous a permis
d'avoir trois fractions organiques bien distincts; les moyennes de croissance mycélienne radiale
pour la fraction goudronneuse (F 02) de nos isolats incubés a 25 + 2°C sur le milieux de culture
PDA; a triple d'essai, sont indiquées dans le tableau V.05 et représentées dans la planche
V.08,00.

Tableau V.05 : Concentration minimal d’inhibition de la fraction goudronneuse (F 02)

C
(rgguche Témoin 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006 0.008 0.015 0.025 0.040
S01 35+03 34%£02 31+01 29+04 24+03 15+01 09+02 0,6+£03 0 0
S02 36+04 33+x02 2701 22+02 1803 13+x02 0801 0
S03 3+03 2702 23+04 1403 0501 0 0
S04 435+02 42+03 38+01 32+04 26+02 21+01 14+03 09%£02 0,703 0
S 05 4+03 35+02 31+01 26+03 21+04 1503 08x02 0 0 0
S06 36+02 33%+03 26+02 19+04 12+03 0602 0 0
S 07 39+03 35+02 29+04 23+03 19+02 13+01 08x03 0,5+02 0 0
S08 42+02 40+01 35+03 28+04 16+03 09+02 04+01 0 0
S09 37+01 33+03 28+02 1902 09+03 0601 0 0
S10 440+03 41+02 37+01 31+03 27+02 21+03 17+01 09%£02 06=%02 0
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D'apres les résultats illustrés dans le Tableau (V.05), la fraction goudronneuse (F 02)
a réagi positivement sur toutes les Fusarium oxysporum f sp albedinis testées avec une CMI
représentative de l'ordre de 0.006 mg/ml pour FOA (S03); 0.008 mg/ml pour FOA (S06) et FOA
(S09), 0.015 mg/ml pour FOA (S02), (S05), (S08); 0.025 mg/ml pour FOA (S01) et FOA (S07);
par contre une CMI de 0.040 mg/ml pour FOA (S04) et (S10).

Les planches ci-dessous montrent les résultats de la CMI pour la fraction

goudronneuse (F 02) vis-a-vis deux souches (S03) et (S06). (Les autres voire Annexe).
b _— =}

o.oosmgml )6mg/ m 0.008 mg/ ml )
Planche V.09: Effet de la fraction (F 02) a dlfferentes concentratlons sur FOA (S06).

La gravité du phénoméne de résistance des champignons aux antibiotiques de nombreux

produits naturels ont été testés dans le but de détecter des substances antifongiques, sans effet
néfaste et a faible cout économique (Irkin et Korukluoglu, 2007; Veldhuizen et al., 2006),

L’utilisation de goudron végétal dans les produits est souvent limité par effet indésirable
comme I’odeur fort ; pour cette raison, il est nécessaire de déterminé la CMI de goudron végétal
capable d’inhibé la croissance fongique sans altéré les caractéristiques du produit. (Caillet et
Lacroix , 2007).

Ce test a pour objectif de déterminer les valeurs des paramétres antifongiques dont la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Cette concentration est définie comme étant la plus
faible concentration de I’extrait capable d’inhiber toute croissance visible du germe.

Les résultats obtenus illustrés dans les (Tableaux V.03, 04, 05) nous renseignent sur la
concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits végétaux testés. Dans I’ensemble, les
résultats sont trés intéressants et confirment notre observation précédente. Au vu des résultats
obtenus, nous remarquons que ces derniers ont un effet inhibiteur envers la croissance
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mycélienne de toutes les souches fongique a des concentrations comprise entre 0,005 et 0,40
mg/ml, pour le goudron brute de Juniperus phoenicea L, c’est entre 0.005 et 0.039 mg/ml. Ce
qui concerne la fraction huileuse de Juniperus phoenicea L, elle est de 1’ordre de 0.20 et 0.40
mg/ ml.

Tandis que les fractions goudronneuses issus par chromatographie sur gel de silice sont
inhibées a des concentrations entre 0,006 et 0,040 mg/ml.

En comparaison entre les différents extraits végétaux (goudron brute, fraction huileuse et
fractions chromatographiques) ; nous pouvons conclure que 1’étude de I’activité antifongique a
montré que les différentes concentrations testées ces derniers avaient une activité relativement
importante vis-a-vis de toutes les souches fongiques testées. Cependant, le goudron brute
manifeste un pouvoir inhibiteur plus intéressant que celui de autres. Cette fongi-toxicité est
probablement due a la qualité des molécules de I’extrait testé, vue leur odeur piquante.

De ce fait, nous avons constaté que le goudron végétal brut est concentré par rapport a la
fraction huileuse ou les fractions du goudron; ceci est bien clair en comparant les concentrations
inhibitrices en vers les souches de FOA testées.

Les résultats obtenus montrent que FOA (S03, S06, S09) sont les souches les plus
sensibles avec une CMI a partir de 0,005 mg/ml. Plusieurs auteurs confirment | ‘effet
antifongiques des goudrons de Juniperus phoenicea, d’Accacia radiana et Olea europea
(Fauron, Moati et Donadieu, 1983 ; Mezouari et al.,2019 ; Bendjima et al.,2020).

Selon Akrout et al. (2007) on peut déduire que l'effet du goudron végétal sur les souches
fongiques testée est fongistatique ou fongicide a certaines concentrations, ceci peut étre dd a une
inhibition de la germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la production
de toxines chez les moisissures.

De méme, Il a été signalé que certains genres de champignons phytopathogenes
possédent la capacité de synthétiser des enzymes qui inactivent certains extraits de végétaux en
modifiant sa structure chimique. A I’inverse, d’autres travaux ont montré que des extraits
végétaux pouvant réduire efficacement la croissance mycélienne des champignons
phythopathogénes. (Benlarbi., 2019; Mezouari et al ., 2019 ;Bendjima et al.,2020).

Le pouvoir antifongique du goudron végétal de Juniperus phoenicea L et leur fraction
huileuse pourrait étre attribué a la présence de composants antifongique classé dans la liste des
constituants a activité antifongique (Duke., 2009 ; Salhi et al., 2015) tels que: le myristicine, le
curcumeéne, le caryophyllene, I’élemicine, le pinéne, le terpinéne et le terpinolene a différentes

proportions.
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L’évaluation de I’activité antifongique par la méthode de dilution en milieu solide a
révélé I’inhibition de croissance des filaments pour la plupart des souches testées. Cela est di a
I’empéchement de la germination des conidies par les composés bioactifs soit du goudron
végétal, leur fraction huileuse ou bien les extraits organiques Juniperus phoenicea L. La
germination des conidies est la premiére étape essentielle dans la séquence d'opérations menant a
I'établissement d'un tube germinatif et d'un hyphe. L’activité¢ antifongique du goudron végétal ou
fraction huileuse est a mettre en relation avec la nature des structures chimiques qui la
constituent, mais aussi leurs proportions jouent un role déterminant. Ceci décompose la paroi
cellulaire des conidies épaissie pour permettre I'apparition du tube digestif initial. Une fois que
cet événement a lieu, il y a un équilibre entre les systémes lytiques et synthétiques d'enzymes
nécessaires pour la prolongation normale des hyphes. Un déséquilibre dans l'un ou lautre
systéme d'enzymes meéne a l'inhibition et/ou a I’empéchement de croissance (McEwan, 1994).

Des études antérieures ont démontré la capacité de goudron végétal des différentes
especes; Acacia raddiana, Juniperus oxycedrus ,Juniperus phoenicea et Olea europea sylvestris
a retarder et inhiber la croissance de diverses souches fusarienne y compris les FOA (Belarbi et
al., 2019 ; Terfaya et al., 2019; Mezouari et al ., 2019 ;Bendjima et al.,2020).

L’hypersensibilit¢ des souche FOA S3 et S6 peut s’expliquer probablement par
I'adaptation au milieu qui semble étre sensible aux changements environnementaux externes, tels
que la température, le pH, et les extraits naturels (Balentine et al., 2006).
V.5.1.3 Méthode de diffusion en milieu liquide

La CMF est définie comme la plus faible concentration de I’antifongique qui tue 99,9%
de la concentration cellulaire. Aprés la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a
35°C), les deux puits contenant les concentrations de substances antifongiques strictement
supérieures a la CMI vont servir pour la détermination de la CMF.

En se référant aux résultats obtenus des CMI précédentes, nous remarquons bien
clairement que le goudron végétal brute a exercé une grande activité contre les dix souches
testées (Tableau V.06) avec des valeurs qui ont été obtenues a une gamme allant de 0.005 a
0.039 mg/ml pour la CMI, de 0.006 & 0.040 mg/ml pour la CMF.

Pour la fraction huileuse, nous constatons que cette derniere a exercé une activité claire
et observable contre les dix souches testées, avec des valeurs qui ont été obtenues a une gamme
allant de 0.20 a 0.40 mg/ml pour la CMI, de 0.26 a 0.42 mg/ml pour la CMF.

Alors que les fractions goudronneuse issus par chromatographie liquide sur colonne
agissent aussi d'une fagon accru contre les dix souches testées, avec des valeurs qui ont été
obtenues a une gamme allant de 0.006 a 0.040 mg/ml pour la CMI, de 0.008 & 0.042 mg/ml pour
la CMF.
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La détermination des parametres antifongiques (CMI et CMF) des nos extraits de
Juniperus phoenicea L (goudron brute, fraction huileuse et fraction goudronneuse issus par
chromatographie liquide sur colonne) a été effectuée seulement sur les souches ayant presenté
une sensibilité par le test d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau
V.06.

Tableau V.06: CMI et CMF des nos différentes extraits vis-a-vis les dix souches FOA.

Goudron brute Fraction huileux Fraction goudronneuse
Souches | CMI | CMF | CMF/CMI | Activit¢ | CMI | CMF | CMF/CMI | Activité | CMI | CMF | CMF/CMI | Activité
FOA1 | 0.024 | 0.039 1,62 Fongicide | 0.26 | 0.32 1,23 Fongicide | 0.025 | 0.040 1,6 Fongicide
FOA 2 0.012 | 0.024 2 Fongicide | 0.32 0.40 1,25 Fongicide | 0.015 | 0.025 1,66 Fongicide
FOA3 | 0.005 | 0.006 12 Fongicide | 0.20 | 0.26 1.3 Fongicide | 0.006 | 0.008 1,33 Fongicide
FOA 4 0.039 | 0.040 1,02 Fongicide | 0.40 0.42 1,05 Fongicide | 0.040 | 0.042 1,05 Fongicide
FOA5 | 0.012 | 0.024 2 Fongicide | 0.32 | 0.40 1,25 Fongicide | 0.015 | 0.025 1,66 Fongicide
FOA 6 0.006 | 0.012 2 Fongicide | 0.26 0.32 1,23 Fongicide | 0.008 | 0.015 1,87 Fongicide
FOA7 0.024 | 0.039 1,62 Fongicide | 0.40 0.42 1,05 Fongicide | 0.025 | 0.040 1,6 Fongicide
FOAS8 | 0.012 | 0.024 2 Fongicide | 0.26 | 0.32 1,23 Fongicide | 0.015 | 0.025 1,66 Fongicide
FOA9 0.006 | 0.012 2 Fongicide | 0.32 0.40 1,25 Fongicide | 0.008 | 0.015 1,87 Fongicide
FOA 10 | 0.039 | 0.040 1,02 Fongicide | 0.40 0.42 1,05 Fongicide | 0.040 | 0.042 1,05 Fongicide

Bercher et al. (1991) et Eberlin (1994) révélent que lorsque le rapport CMF/CMI d’une
substance est inférieur a 4, cette substance est jugée fongicide tandis qu’elle est dite < ou égal a
quatre, elle est fongistatique si ce rapport est supérieur a quatre (> 4).

On observe aussi que 1’augmentation de la concentration des extraits dans le milieu de
culture, provoque la réduction de la biomasse fongique. La quantification de la biomasse
fongique sur le milieu liquide a révélé que le goudron végétal brut posséde en premier lieu, un
effet antifongique mieux que les autres extraits testés. Ceci peut s’expliquer par la nature et la
quantité des métabolites diffusés dans le milieu de culture (Laoufi ,2012).

Ces resultats rejoignent ceux de nombreux auteurs qui ont déemontré que [lactivité
antifongique d'un extrait végétal est a mettre en relation avec sa composition chimique, les
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cetoniques) et les effets synergiques entre ces derniers et les composés mineurs. (Oussalah et
al., 2006).
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Par ailleurs, une étude menée par El-Sawi et al. (2007), a montré que ’huile du genévrier
de Phénicie était active possédant un effet antibactérien et antifongique avec des valeurs de CMI
allant de 0.15 a 12.34 mg/ml; ce qui confirme nos résultats.

Selon Bouyahiaoui., (2017); Abdelli., (2017); quant a J. phoenicea, I’effet antifongique
pourrait étre di aux terpenes B-phellandréne et a-pinéne qui sont les constituants majeurs des
huiles essentielles des feuilles et des baies mais aussi, a d’autres constituants présents a des
concentrations plus ou moins importantes tels que limonéne, a-phellandréne, p-cymeéne et
myrcéne. Ces composés s’averent étre, en effet, des agents antimicrobiens et antifongiques tres
actifs

D’autre part, des composés présents en minorité dans chacune de nos huiles essentielles,
pourraient également avoir une part de contribution a I’activité antifongique par synergie avec
les composés majeurs (Burt, 2004 ; Boruga et al., 2014, Hadji et al (2004), Mohammedi,
2013).

Selon Roy et al (2007), C’est possible que I’effet antifongique est li¢ a des métabolites
secondaires qui se différent par la nature des solvants utilisés, leurs polarités, la température, le
temps et la méthode de I’extraction utilisée. Cette différence peut affecter la quantité des
polyphénols et leurs effets biologiques.

Bien que les mécanismes associes aux activités antifongiques des extraits végétaux de
Juniperus phoenicea ne soient pas entierement compris (Radaelli et al., 2016) ; le nombre
d’études a ce sujet a augmenté au cours de ces derniéres décennies (Lambert et al., 2001; Burt
et al., 2007; Turgis et al., 2009). Il semblerait que le mode d’action de la majorité des composes
suscités est de rendre, de part leurs propriétés lipophiles, la membrane cytoplasmique
bactérienne et fongique perméable. C’est le cas du thymol, myrcéne, limonéne et B-phellandrene,
par exemple (Cowan, 1999; Filipowicz et al., 2003; Veldhuizen et al., 2006 ; Gomez-Estaca
et al., 2010). Ces derniers peuvent en outre, désactiver les enzymes essentielles et perturber la
fonctionnalité du matériel génétique, la production d’énergie et la synthése des composants
structuraux (Conner et Beuchat, 1984; Davidson, 2001). Le p-cyméne semble également agir
sur la membrane cellulaire mais avec un autre mécanisme; il s’accumule en grandes quantités et
provoque I’expansion des phospholipides membranaires en augmentant les espaces par lesquels
des fuites d’ions pourraient avoir lieu (Ultee et al., 2002). Les pinénes peuvent quant a eux,
détruire I’intégrité cellulaire en inhibant la respiration et les processus de transport ionique. En
outre, ils peuvent augmenter la permeabilité des mitochondries isolées chez les levures (Uribe et
al., 1985). Par ailleurs, le thymol peut agir contre les champignons en altérant la morphologie
des hyphes et en formant des agrégats, ce qui entraine une réduction des diametres des hyphes et

la lyse de la paroi car il interagit avec la membrane fongique (Soylu et al., 2007).
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L’¢étude de la sensibilité des champignons par ces méthodes, celle des disques et méthode
de croissance radiale sur milieu solide et la CMF a clairement montré des différences entre ces
derniers méthodes d’essai appliquées , aussi bien que nos extraits, sont bien réagissent contre les
souches fongique de FOA testés; surtout beaucoup plus le goudron végétale brute qui ce place
en premier lieu.

On pourrait donc supposer que la méthode de contact directe est une technique
préliminaire pour I’étude de I’activité antifongique des extraits végétaux surtout lorsqu’il s’agit
d’une importante collection de souches a tester. Cette technique devrait €tre compléter par
d’autres techniques.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que ce travail nous a permis de
sélectionner la ou les extraits de végétaux ayant une activité antifongique importante afin de les
expérimenter pour une production d’un bio-pesticide.

D’une maniére générale la sensibilité aux antifongiques est due a IPaffinité accru de
I'ergostérol; principal constituant de la membrane fongique, et donc, & la formation des
complexes insolubles responsables d'une altération de la perméabilité cellulaire. L’inhibition
de la synthése protéique par incorporation a I'ARN, et inhibition de la synthese d’ADN, est un
autre mecanisme de sensibilité des levures. (BOIRON, 1996).

Au terme de notre étude antifongique in vitro , les résultats préliminaires nous
encouragent a passer dans notre projet a 1’étape suivante beaucoup plus approfondie qui est
I’étude de I'effet antifongique in vivo du goudron vegétal; et leur essai sur des cultivars des
palmier dattiers a différents gamme de sensibilité vis- a- vis le FOA avérées intéressantes et

prometteuses.

V.5.1 Etude de ’activité anti-FOA in vivo

L’inoculation artificielle des cultivars des palmiers dattiers par le FOA est effectuée au
stade deux feuille (Dubost et Kada, 1974; Saaidi, 1979 ; Djerbi, 1990). Ce stade correspondant
a la phase réceptive de la plantule car les tissus conducteurs sont différenciés.

L’inoculation des plantules se fait par injection d’un volume de la solution sporale de la
souche "S03" hautement sensible et préalablement préparé et ajusté & 10° UF, dans 1’écorce de la
racine a 2 cm au dessous du collet a I’aide d’une seringue jetable. La durée de I’incubation de
I’agent pathogene (FOA) dans I’hdte est deux semaines. Avant de passer a la réalisation des
coupes histologiques, les plantules sont deterrees puis lavées délicatement.

D'aprés les résultats obtenus, toutes les souches ont reproduit les symptémes de la
maladie sur les jeunes plantules et le taux de mortalité atteint 97%. Néanmoins, une variation

nette de la réaction des plantules a été observée, accompagnée d’une fluctuation de I'aptitude des
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10 souches a reproduire les symptdémes. La mortalité des plantules est échelonnée dans le temps.

Elle est nulle durant les 15 premiers jours de I'inoculation, puis atteint & la 9 °™ semaine 79 a
97% pour les variétés sensibles (Feggous), 55 a 71% pour les variétés tolérantes (Hmira) et enfin

0 a 3% pour les variétés résistantes (Tekerbouch) (Photo V.10).

Photo V.10: Début d’installation des symptomes de fusariose (photo originale, 2019).

Les symptomes de flétrissement apres 1’inoculation artificielle apparaissent des la 3éme
et la 4éme semaine respectivement pour les variétés Hmira puis Feggous. Des symptomes
occasionnels sont aussi observés sur les variétés Takerboucht, car il s’agit d’un matériel
génétiquement hétérogene: (plantules issues de graines). Cette notion d’hétérogénéité est valable
pour tous les cultivars utilisés. L'examen du systéme racinaire, montre que les racines des
plantules des cultivars de Hmira et Feggous présentent les symptémes classiques du Bayoud
apres 9 semaines de [linoculation (tdches nécrotiques de quelques mm?2 de diametre,
flétrissement).

Les dix souches se sont révélées toutes pathogénes (Photo V.10) mais a des niveaux
d’agressivité variables. Les taux les plus élevés de mortalité ont é€té enregistrés avec les variétés
Hmira et Feggous. Nous notons que parmi les souches ayant plus d'aptitude a reproduire les
symptomes sur des plantules au stade de 2 feuilles celle de la souche "S03", qui est considéré
comme hautement sensible.

Enfin des coupes histologiques sont réalisés et observation au microscope optique ou
¢lectronique a balayage I’installation de 1’agent pathogéne dans les racines des plantules
juvéniles en percant les parois cellulaires de I'écorce.

V.6 Coupes histologiques
V.6.1 Anatomie de la structure racinaire (racines non infectées « témoin »)

L’objectif est d’étudier la différentiation des tissus et d’avoir une idée sur les étapes de
I’installation et de la progression du Fusarium dans les tissus racinaires. Les coupes transversales

ont été réalisées sur les racines principales appartenant aux 3 variétés (Hamira, Feggous et
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Tekerbouch). Deux zones racinaires distinctes sont particulierement prises en considération :

L’écorce et le cylindre central. Les coupes réalisees montrent de I'extérieur vers l'intérieur :

« Ecorce:

e Un Rhizoderme: C’est une couche de cellules superficielles dont les parois sont minces et
cellulosiques ;

e Un subéroide: C'est un tissu protecteur d'origine primaire, formé de 3 assises cellulaires dont
les parois sont légérement épaisses ;

e Un sclérenchyme : C'est un tissu de soutien d'origine primaire formé de plusieurs couches
cellulaires. La taille des cellules augmente de la périphérie vers le centre.

Au niveau de I’écorce, on constate deux zones bien distinctes :

+ zone externe formée de 3 a 4 assises de cellules dont les parois sont épaisses et lignifiées ;

+ zone interne formée de 3 assises de cellules a parois plus ou moins fines.

La lignification dans ce cas est moins importante.

« Parenchyme :

C'est un tissu d'origine primaire dont lequel on distingue qu’il se divise en 3 niveaux :

e Une zone externe qui est composée de plusieurs assises cellulaires a parois minces et
cellulosiques. L'augmentation du nombre des cellules est centripéte ;

e Une zone moyenne formée de cellules dont les parois sont similaires a celles de la zone
externe. Cette zone est caractérisée par la présence de nombreuses lacunes dont les
dimensions sont importantes. Elle contient des amas arrondis de fibres a paroi lignifiée et
parenchyme profond a petites cellules ;

e Une zone interne : C'est le parenchyme cortical le plus interne. La nature de ces parois est
cellulosique et épaisse. Cette zone ne contient pas de lacunes.

+« Cylindre central :

Il est réduit par rapport a I'écorce, il est caractérisé par la présence des tissus suivants :

e Le péricycle : c'est une assise de cellules a parois minces de nature pectocellulosique situé
directement sous I'endoderme limitant le cylindre central vers I'extérieur (Photo V.11) ;

e Les tissus conducteurs : lls sont bien différenciés et groupés en faisceaux de xyleme et
phloeme. Les tissus conducteurs du phloéme sont alternés avec les faisceaux du xyléme et
dont la différentiation est centripéte ;

e Le parenchyme médullaire : Ce sont des cellules a parois peu épaisses et cellulosiques ;

e Un endoderme : C'est un tissu d'origine primaire, formé d'une seule assise de cellules ; il

constitue l'assise la plus interne de I'écorce et dont les parois cellulaires sont lignifiées.
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Photo V.11 : Coupe histologique de la racine de palmier dattier non infecté « saint ou témoin »
au microscope optique ; Aet B : X 20 ; C : X 40. (photo originale ; 2019).
1: Iécorce ; 2 : parenchyme, 3 : cylindre central, 4 : Rhizoderme, 5 : subéroide,
6 : sclérenchyme. 7 : tissus conducteurs, 8 péricycle.
V.6. 2. Observations microscopiques et anatomie des racines infectées
L'inoculation artificielle des différentes variétés nous a permis de suivre le mode de
colonisation des racines par le FOA, son déplacement a l'intérieur des tissus conducteurs, son
comportement ainsi que les modifications histologiques qui peuvent en découler.

Un mois aprés l'inoculation artificielle des plantules de Hmira et Feggous par une
suspension conidienne de la souche préalablement sélectionnée "S03", nous avons observe une
couleur brune a rougeatre sur les racines. Ceci caractérise la présence du parasite a l'intérieur des
cellules. Cette couleur prend naissance a partir de l'apex racinaire et des tissus jeunes puis
progresse en direction du collet engendrant des nécroses caractérisées par leur couleur noire
(Boudeffeur, 1989) (Photo V.12). Ceci expliquerait la progression du Fusarium d'une maniere
ascendante au niveau des plantules pour atteindre en dernier ressort le limbe et la partie
épiphytique de la plantule. Ces symptomes sont accompagnés d’un rétrécissement de la surface
foliaire, un enroulement ou un blanchiment des folioles. La plantule subit enfin un dessechement
des limbes puis finit par le dépérissement total.

V.6.2.1 Comportement des variétés sensible « Feggous » et tolérante « Hmira »

Apres 10 jours de l'inoculation artificielle des plantules, 1’observation des coupes

histologiques montrent que le champignon est présent dans les racines des deux variétés (Hmira

et Feggous) a des niveaux sensiblement différents. Ces observations permettent de noter que :
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Apreés 24 heures de 1’inoculation artificielle, un début de germination des microconidies
a la surface des racines, a été observée sur certaines racines et sur d’autres la présence de
filaments mycéliens sur la partie externe des racines.

Des maodifications structurales ont été observées au niveau de la racine attaquée
entrainant ainsi un ramollissement puis un brunissement suivi d’'un détachement du cylindre

central de I’écorce. (Photo V.12).

Photo V.12 : Détachement du cylindre central de I’écorce de la variété sensible et tolérante au
microscope optique (X40). (photo originale; 2019).
Au dixiéme jour, des filaments mycéliens enchevétrés sur certains sites d'infection ont été

observés, confirmant la formation d'une crypte ou d’une invagination microcellulaire (Photo
V.13).

MEB-BECHAR x100 1 mm

Photo V.13 : Envahissement de parenchyme cortical par le FOA et progression vers le cylindre

MEB-BECHAR %100 1 mm

centrale. A : variété tolérante « Hmira » ; B : variété sensible « Feggous ».
MEB X 100. (photo originale; 2019).

Nous avons constaté, aprés un mois de contact de I'inoculum avec les racines, la présence
du mycélium dans I'écorce au niveau du parenchyme cortical ainsi que les lacunes. La
pénétration serait induite par les invaginations exercant une pression mécanique qui facilite leur
insinuation dans I'écorce principalement par la voie intercellulaire notamment dans les meats et
entre les cellules au niveau de la lamelle moyenne (Photo V.14). C’est a ce moment que le
champignon commence a envahir le parenchyme cortical ou s’installe le mycélium en produisant
un réseau d’hyphes inter et intracellulaires qui sécrétent des enzymes lytiques et détruisent les

cellules de I’hdte au fur et a mesure de leur progression vers le cylindre centrale.
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A ce stade, le champignon a atteint ’endoderme. Il forme alors des agrégations

intracellulaires de mycélium a la surface de I’endoderme.

MEB.-SECHAR

Photo V.14 : Invagination des hyphes de FOA intra racinaire de la variété sensible et tolérante.

(photo originale; 2019).
A, B: Microscope photonique X 100, C : Microscope électronique a balayage X400.
Le parasite ne cesse alors de s’étendre dans les tissus touchés pour atteindre enfin le
cylindre central, et plus particulierement, les vaisseaux du xyleme. Ainsi, au bout d'un mois de
contact avec le Fusarium oxysporum f.sp.albedinis, on note la formation de thylles, qui finissent

par obstruer et coloniser les vaisseaux conducteurs du xyléme. (Photo V.15, 16).

Photo V.15 : Comportement de variété sensible « Feggous » vis-a-vis du FOA. (photo

originale; 2019).
A : coloration par bleu de Cotton X40; B : perchlorure de fer X20; C : Rouge Congo-Vert de
Méthyle X20 « microscope optique ».
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Photo V.16 : Comportement de variété tolérante « Hmira » vis-a-vis du FOA.(photo originale;
2019)
A : coloration par bleu de Cotton X20 ; B : perchlorure de fer X 40 ; C : Rouge Congo-Vert de
Meéthyle. X 20. « Microscope optique ».

Lorsque le champignon pénétre dans les vaisseaux conducteurs du xyléme et du phloeme,
la plante hdte met en place une résistance impliquant des réactions de défense structurelle
totalement différentes de celles retrouvées dans la zone pre-vasculaire. Ces réactions que 1’on
peut détecter dans les vaisseaux du xyleme incluent la formation de thalles, de bulles, d’un gel
pectique et d’un tapissement riche en composés phénoliques. (Photo V.15, 16).

Enfin, I’observation des coupes histologiques des jeunes racines de deux variétés sensible
(Feggous) et tolérante (Hmira) de différentes couleurs citées précédemment a confirmé de facon
définitive la présence du FOA; I’agent causal du bayoud aux différents niveaux du Systéme
racinaire de ces deux variétés.

Ces observations sont soutenues par plusieurs auteurs comme les travaux de Laville.
(1962), Boudeffeur. (2010) et les travaux de Gaceb-Terrak. (2010) qui ont travaillés sur deux
variétés réputés sensibles, tolérantes et résistante.

Renard. (1970) a trouvé des résultats concordants aux nétres, en étudiant le rdle des
blessures dans le processus de I’infection du palmier de I’huile par le Fusarium.

V.6.2.2 Comportement de la variété résistante " Tekerbouch '

L'observation macroscopique des racines des plantules de la variété Tekerbouch montre
dans certains cas un brunissement sur les plus jeunes racines notamment au niveau de leurs apex.

Ce brunissement reste cependant, localisé sans progression vers le collet, contrairement

aux variétés Hmira et Feggous. Aucun symptome foliaire sur les limbes et les autres parties de la
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plante n’a été observé. Les plantules de Takerboucht sont restées vivantes jusqu’a la fin de notre
expérimentation sauf pour quelques rares exceptions.

L'observation sous microscope des coupes transversales de la variété resistante a permis de
montrer que le champignon n’est seulement détecté que dans la zone prévasculaire.

Nous n‘avons pas pu observer le FOA dans les vaisseaux du xyleme ni dans le cylindre
central. Comparativement aux autres variétés sensible et tolérante, Nous avons observé une
production abondante de tannins (polyphénols) surtout au niveau du sclérenchyme racinaires des
variétés inoculées. Cependant, la variété résistante Tekerbouch semble produire une quantité
importante (couleur brun trés intense) de polyphénols par rapport aux deux autres varietés
(moins intense). (Photo V.17).

Photo V.17 : Comportement de variété résisitante « Tekerbouch » vis-a-vis du FOA. .(photo
originale; 2019).
A : coloration par bleu de Cotton X20 ; B : perchlorure de fer X 20 ; C : Rouge Congo-Vert de
Méthyle X 40. « Microscope optique ».
Cette abondante production témoigne une réaction de défense mise en ceuvre par la plante
infectée pour limiter, voire stopper la progression du champignon. Nous notons, que le vert de
méthyle permet aussi de mettre en évidence I’abondance des composés polyphénoliques au

niveau de I’exoderme et de ’endoderme.
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L’¢légante étude menée par Hammerschimidt et Dann. (1999) apporté que les
polyphénols pouvaient s’accumuler au bon moment, au bon endroit, et a la bonne concentration
pour combattre efficacement I’agent pathogene.

Les tests in vitro au fil des années ont montré que I’effet antifongique de ces polyphénols
pouvait se manifester par I'inhibition de la germination des spores, de I’élongation du tube
germinatif, et/ou de la croissance mycélienne (Benhamou, 2009).

A la lumiére de ces résultats, nous avons constatés que les exsudats racinaires
interviennent au mois partiellement dans le mécanisme de résistance du palmier dattier vis-a-vis
du FOA. Néanmoins, ces exsudats forment une premiére barriere a la pénétration de I’agent
pathogene. Cette réaction partielle que la plante ne réussit pas a mettre en place une stratégie
défensive qui est due a une défaillance dans le codage du signal.

Lorsqu’un agent pathogéne réussit a déjouer la premiére barriére défensive, et a partir du
moment ou il est détecté par la plante, se met en place un tout nouveau systéeme de résistance
ayant pour seul et unique objectif le confinement de ’agent pathogéne dans les cellules attaquees
que la plante est préte, dans certains cas, a sacrifier pour assurer sa survie. Ce la est confirmé par
les travaux de (Dixon et al. 2002; Torregrosa et al.,2004; Foster-Hartnett et al.,2007;
Kamphuis et al.,2008 ; Benhamou,2009).

Cette bataille acharnée, trés cotliteuse en termes d’énergie, est responsable de I’activation
de plusieurs voies métaboliques pour :

_Renforcer les barrieres externes comme la paroi afin de retarder voire empécher la pénétration
de ’agent pathogene ;

_ Favoriser la création d’un environnement toxique au cas ou le parasite parviendrait a franchir
les barrieres structurales nouvellement formées.

Nos résultats sont a rapprocher de ceux de Molot. (1969) qui a montré que ces substances
extraites de spathes de mais agissent comme des inhibiteurs de la croissance du parasite ; ils sont
¢galement en accord avec ceux d’Assef. (1987). Ce dernier affirme que les acides phénoliques
suivants: coumarique, benzoique et cinnamique, a de faibles concentrations (0,1 -0,25 mg.mL-1),
inhibent fortement la croissance mycélienne du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis.

Un travail similaire portant sur I’action d’un acide phénol (I’acide salicylique), (Touam.
(2006), a conduit a un résultat identique.

En plus des acides phénols benzoiques et cinnamiques étudiés, il y a chez le palmier
dattier, des coumarines qui engagent une forte inhibition sur la croissance du pathogene, le
parasite semble capable de contourner ces mécanismes moléculaires de résistance en les
métabolisant, en les détoxifiant et probablement en les utilisant & son profit cela a été démontré
par Assef. (1987) ; Ziouti et al. (1996).
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Nos résultats concordent avec les résultats obtenus par Buxton. (1957) et qui a démontré
que la germination des spores du Fusarium oxysporum f sp albedinis est inhibée par les exsudats
de la variété résistante. De méme Visser. (1964) indique que les variétés résistantes inhibent la
croissance de FOA.

V.6.3 Traitement des cultivars infectés par le goudron végétal

Au bout d’un mois de traitement ou injection de 0.01ml de goudron végétal de Juniperus
phoenicea L dans les racines des cultivars infectés, et leur suivi journalier, les symptémes de
revivification sont observés surtout chez les cultivars des palmiers dattiers sensibles et une
disparition de flétrissement des plantules et elles sont devenue de couleur verte. (Photo V.18).

Photo V.18 : Revivification des plantules aprés traitement par le goudron végétal. (photo
originale; 2019).
V.6.3.1 Comportement de la variété sensible « Feggous » et tolérante « Hmira »
Ce qui concerne I’anatomie et observation microscopique, nous avons remarqué un

renouvellement des tissus altéré et détruite par le FOA. (Photo V.19, 20, 21).

Photo V.19 : Coupe histologique de variété sensible « Feggous » avant et apres traitement par le
goudron végétale. (photo originale; 2019).
A :avant le traitement ; B : aprés le traitement. X100 MEB
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MEB-BECHAR x100 1mm (|| MEB-BECHAR x100 1mm

Photo V.20 : Coupe histologique de variété tolérante « Hmira » avant et apres traitement par le
goudron végétale. (photo originale; 2019).
A : avant le traitement ; B : apreés le traitement. X100 MEB.
V.6.3.2 Comportement des variétés résistante ** Tekerbouch » :
Comme on a dis précédemment, la variété « Tekerbouch » est une variéte résistante, donc la

fusariose n’est il présent que dans la partie de I’écorce et il ne peut pas envahisse a I’intérieur.
(Photo V.21).

MEB-BECHAR

Photo V.21 : Coupe histologique de variété résistante « Tekerbouch » avant et apres traitement
par le goudron végétale. (photo originale ;2019).
A :avant le traitement ; B : apres le traitement. X100 MEB.
Nous remarquons aussi une diminution de sécrétion des tanins et des polyphénols de
raison de défense contre la fusariose. Cette diminution elle est due a I’activité du goudron
végétale et grace a ces constituant y compris des substances bioactifs ; ils jouent un réle tres

important de protection des cultivars et leur défense vis-a-vis de ’agent pathogéne de Fusarium.
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A travers I'étude de I’activité anti-FOA in vivo; on constate que I’étude anatomique des
racines montre que les résultats obtenus sont conformes a ceux obtenus par Challam (1986) et
Bouguedoura (1991). La seule différence anatomique réside dans le nombre des faisceaux
conducteurs et I'épaisseur de racines qui peuvent changer. - la Culture des souches de F.o.a in
vitro Grace aux techniques classiques, une souche agressive a été¢ sélectionnée. Il s’agit de la
souche "S O3" qui a été utilisée dans les tests ultérieurs. En effet, les travaux récents ayant porté
sur la caractérisation génétique basée sur les outils moléculaires de nombreuses souches de F.0.a,
mettent en évidence une homogénéité génétique de ce matériel (Amzelloug, 1999). Ces travaux
confirment I’existence d'une seule lignée génétique du parasite. Par ailleurs, les études menées
sur le pouvoir pathogene n'ont pas permis de révéler l'existence de races dans les différentes
populations étudiées de ce parasite (Fernandez et al, 1995). Ainsi, la mise en évidence d’une
telle homogénéité genétique du parasite fournit de bons espoirs pour le succes d'une stratégie de
lutte contre cette maladie notamment par le développement de variétés de palmier dattier
résistantes. Dans notre cas, la différence entre les agressivités des souches sur les variétés
étudiées est hautement significative, ce qui explique que ce matériel végétal est génétiquement
hétérogeéne.

En ce qui concerne le comportement des racines inoculées par la souche de FOA, nous
avons observé, apres inoculation, que l'insinuation du Fusarium est plus accentuée au niveau des
zones proches de l'apex radiculaire. Dans cette zone, les tissus sont encore plus jeunes et la
nature de leurs parois cellulaires est essentiellement constituée de pectine et de cellulose qui peut
étre aisément lysées par le champignon. (Alabouvette, 1986)

Bounaga (1975) a confirmé I'existence chez le FOA d’enzymes telles que les cellulases
et les pectinases capables de dégrader la paroi pectocellulosique du palmier dattier. Dans le
méme ordre d’idées, Walton (1994) note la présence de plusieurs systémes enzymatiques chez
tous les microorganismes, qu'ils soient saprophytes ou pathogenes, contribuant a la dégradation
des parois des plantes supérieurs.

Nos résultats montrent par ailleurs, que les microconidies pouvaient se déplacer et
reproduire des symptdémes chez les plantules &gées plus de 2 feuilles. En effet, ces derniéeres
disposent de plus de cloisons transversales considérées comme des barrieres histologiques
situées dans les vaisseaux conducteurs du xyléme en voie de différentiation (Bounaga, 1973).

Malencon (1949) suggére que la progression du Fusarium découle de la nature de la
maladie, cette derniére se fait de bas en haut, a travers les vaisseaux du xyleme qui, au contact du
parasite, s'obstruent plus ou moins par des thylles et de gommes. Dans notre cas, Nous avons fait

les mémes observations histologiques.
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L’étude a révélé chez les variétés sensible et tolérante une concentration fusarique
particulierement importante dans le cylindre central par comparaison a l'écorce. Dans nos
conditions expérimentales, nous nous sommes rendus compte que les symptomes réelles du
Bayoud apparaissent a partir de la 4éme semaine aprés 1’inoculation des plantules, alors que les
microconidies ont pu étre détectées au niveau de certaines racines par la technique des coupes
sériées, aprés seulement 24 heures pour Hmira et Feggous; ce qui corroborent les résultats
obtenus par Rahmania (2000). Aussi, il en résulte de I’infection des jeunes racines des
modifications structurales qui présentent un ramollissement alors que le cylindre central se
détache de I’écorce suivie de I’apparition d’un brunissement tissulaire. L'installation du FOA
dans les racines du palmier commence au préalable au niveau des tissus de 1’écorce, avant
d’atteindre les parties centrales puis les organes aériens. Le parasite se multiplie rapidement dans
le xyléme et arrive a obturer les vaisseaux pour ralentir le flux de la seve (Rahmania, 1982).

Selon Belarbi et Mangenot (1986), apres 15 jours de 1'inoculation artificielle d’une racine
principale, dépourvue de pneumatodes et d’autres racines latérales portant des pneumatodes;
I'infection a été constatée seulement dans le second cas. Le champignon est présent dans
I'aérenchyme ou il est étroitement appliqué sur les parois cellulaires. Le champignon traverse le
cortex a la fois entre et dans des cellules. Les hyphes forment une couche épaisse au voisinage de
I'endoderme subérisé ou elles traversent souvent la paroi des cellules par les ponctuations pour
arriver au cylindre central. Il envahit, par la suite, le systeme vasculaire, pour atteindre enfin les
organes aériens du palmier dattier (Rahmania, 1982).

Belarbi et Mangenot (1986), Matheron et Benbadis (1994) ont constaté, en outre, que la
pénétration s'effectue d'abord d'une facon horizontale puis verticale ascendante dés son arrivée
dans le xyleme. Dans notre cas, nous avons constaté que la progression horizontale du parasite
est plus lente au fur et & mesure qu'on s'‘¢éloigne de Il'apex radiculaire. Ceci serait d0 a la
lignification et la subérification des parois. Par ailleurs, le parenchyme cortical riche en lacunes
ainsi que sa nature pectocellulosique et I’épaisseur réduite de ses parois serait la cause de son
envahissement par le FOA.

L'age de la plantule présente aussi un effet sur la progression du champignon dans les
tissus. En effet, Dubost et Kada (1974) ont révélé I’existence de trachéides qui constituent une
barriere de nature histologique a la progression verticale du champignon chez les plantules au
stade 1 feuille, alors qu’au dela du stade 2 feuilles, le systéeme conducteur se différencie de plus
en plus, les cloisons transversales tendent a disparaitre et la circulation de la seve devient plus
aisée, ce qui faciliterait ’ascension du champignon vers les parties supérieures de la plante.

Le FOA sejourne plusieurs heures dans I'écorce ou il provoque une altération et une

désorganisation totale des tissus du parenchyme cortical et gagne par la suite I'endoderme qu'il
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traverse par la lyse de la lamelle moyenne. L'endoderme n'est pas considéré comme une barriere,
le parasite se retrouve alors dans le cylindre central ou il va proliférer dans les tissus du
parenchyme médullaire. Bien que le champignon ait pu coloniser facilement la variété Feggous
(sensible) et avec un degré moindre la variété Hmira (tolérante), les mémes réactions de défense
se produisent au contact de l'agent pathogéne. De ce fait, la réaction la plus importante observée
au cours de cette expérimentation demeure celle de la production de substances polyphénoliques.
Cette production est induite par le FOA et aurait une relation avec la sensibilité ou la résistance
d'une plante donnée vis-a-vis des fusarioses vasculaires (Bensalem, 1991).

Néanmoins, chez les variétés Feggous et Hmira, nous avons constaté que la progression du
parasite ne semblait pas étre génée par les polyphénols de plus en plus abondants apres la
contamination. Chez la variété Takerboucht, nous avons remarqué une forte sécrétion de
polyphénols aprés I’inoculation concomitante avec un blocage du champignon au niveau des
tissus de I’écorce. Il reste a savoir, d’une part si la présence de ces polyphénols est réellement a
l’origine de ce blocage, et d’autre part si la nature des polyphénols différe d’une variété de
palmier a une autre.

Levin (1971), confirma en que la qualité des polyphénols differe d'une espéce a une autre
et une différence variétale peut exister au sein d'une méme espece. Si de telles affirmations se
vérifient chez le palmier dattier, elles ouvriront trés certainement de nouvelles perspectives dans
le domaine de la création variétale chez le palmier dattier visant a mettre en place des
programmes de lutte génétique contre ce pathogene. Enfin, Harchaoui (2007) a confirmé une
différence en polyphénols entre les différents cultivars de palmier dattier.

Le mécanisme de résistance aux fusarioses vasculaires est un phénomene complexe, il peut
étre résumé selon les résultats de nombreux auteurs : Bounaga (1973) relie la résistance d'une
variété a la fréquence des cloisons transversales qui s’opposera certainement au parasite lors
d'éventuelles ascensions. Brochard (1974) affirme que les exsudats racinaires des jeunes
plantules peuvent inhiber in vitro la multiplication du FOA. Ceci a été confirmé par Bennaceur
(1981) lorsquelle a inhibé la germination des microconidies par les exsudats racinaires issus
d'une variété résistante. La résistance serait également stimulée par les sécrétions de
phytoalexines (Albersheim et Valent, 1978 ; Assef, 1987), substances dont la production est
induite aprés inoculation chez les variétés sensibles et résistantes ; et les phytoncides, substances
qui existent chez la variété résistante.

El-hadrami et al. (1998) en comparant les cultivars inocules, a révélé une accumulation
plus rapide et importante des composées phénolamidiques induits dans les tissus des cultivars
résistants par rapport aux cultivars sensibles. L'arrét de la progression du parasite dans les tissus

ou l'inhibition de ses enzymes lytiques par ces composés a été mise en évidence in situ et in
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vitro. Ce résultat parait d'une importance majeure dans le mécanisme de résistance du palmier
dattier vis-a-vis du F.o.albedinis.

Ziouti et al (1998) ont mis en évidence le role de ’acide caféoylshikimique (ACS) qui est
un composé phénolique du palmier dattier dans la défense contre le Bayoud. Ce composé (ACS)
est représenté par les acides p-coumarique (APC), p-hydroxybenzoique (APHB), férulique
(AFE) et sinapique (ASI) constituant ’essentiel des phénols liés aux différents constituants des
parois cellulaires. L’ACS génererait des produits qui inhibent I’activit¢ des enzymes
protéolytiques, cellulolytiques et pectinolytiques produites par le FOA. Ceci concorde avec les
résultats obtenus par El-modafar et al. (1998) qui ont montré que les variétés résistantes
accumulent des teneurs élevées en acides caféoylshikimiques qui interviennent dans la défense
du palmier dattier en inhibant la production d’enzymes hydrolytiques de FOA.

El-modafar et al. (1999), ont impliqué aussi les phytoalexines dans la résistance du
palmier dattier a la fusariose en reliant la rapidité et l'intensité de leur accumulation a des doses
fongitoxiques dans les premiers stades de l'infection, suggérant ainsi que les phytoalexines
pourraient ainsi étre utilisées comme marqueurs biochimiques de la résistance du palmier dattier
au FOA.

De méme, El-modafar et al. (2000) suggere que I’ACS génére des produits d’hydrolyse
(notamment ’acide caféique) et des produits d’oxydation (quinones) qui inhibent 1’activité¢ des
enzymes protéolytiques, cellulolytiques et pectinolytiques produites par le FOA dans le milieu de
culture.

Par ailleurs, Rahmania (2000) suggere que la formation de thylles est généralement
considérée comme un moyen par lequel les plantes résistent a une invasion fongique.

Cependant, EI-modafar et al. (2001) ont révélé une activité et une induction différentielle
plus importante et plus rapide de I’ammonia-lyase phenylalanine des radicules chez la variété

résistante de palmier dattier Boustami noire que chez la variété sensible Jihel.
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Le palmier dattier occupe une place de choix dans le commerce international. L’attaque
parasitaire exercée sur les palmeraies peut se traduire par des pertes importantes; I’'un de ces
parasites est un champignon imparfait (Fusarium oxysporumf.sp.albedinis) responsable de la
maladie vasculaire, appelée Bayoud. La recherche de moyens de lutte contre cette maladie n’a
abouti jusqu’a ce jour a aucun traitement efficace, la lutte chimique en particulier s’étend révélée
inadéquate, de fait d’apparition des souches fongiques résistantes aux traitements chimiques
pousse a la recherche d’alternatives plus efficaces et sures. Le recours aux substances naturelles
suscite un intérét croissant dans la recherche.

A cet égard, notre travail consacré a I’activité anti FOA du goudron végeétal extrait de bois
de Juniperus phonicea .

En premier lieu, le goudron végétal (Al Ghutrane) a été extrait au laboratoire par une
méthode comparable a celle utilisée traditionnellement appelée: carbonisation ou distillation
séche; ou le rendement est de 0.542% pour le goudron alors qu'il est de 1.768% pour la fraction
huileuse. De plus, I'étude physicochimique a permis de donner un apercue globale sur ces deux
extraits de bois de Juniperus phonicea (Al Ghutrane et fractions huileuse) respectivement, dont
ils montrent que le pH est acide de 4.02-3.25, une densité de 1.15-0.991, la matiére seche est de
I’ordre de 36,34%-2,58% et un indice de réfraction de 1.5112-1,3423.

Une partie de ce projet est consacrée a I'étude in vitro du pouvoir antifongique du goudron
brute, fraction huileuse et fractions goudronneuses, ces extraits, ont montré :

¢+ Une sensibilité variable des souches au goudron ou la zone d’inhibition (ZI) la plus
élevée est notée chez SO03 a 19mm. Tandis que, pour la fraction huileuse sauf S03, S06, S08, S09
et S10 qui exercent un effet inhibiteur variable ou toujours SO3 est la plus sensible avec un
diametre inhibition le plus elevé de 12mm mais les autres sont considéré comme non sensibles.
En fin, pour les fractions goudronneuses la ZI est notable pour S03. C'est en ce qui concerne la
méthode de disque.

+¢+ Pour la technique du contact direct, on note une CMI significative de goudron brute qui
est de ’ordre de 0.005mg/ml pour S03, suivie par S06 et S09 de 0.006mg/ml. Ainsi, la fraction
huileuse signale toujours que la souche SO3 est la plus sensible par une CMI de 0.20mg/ml,
contre 0.26mg/ml pour S01, S06 et S08. Pour les fractions goudronneuses, la fraction F02 a
réagit significativement sur les souches testées ou S03, S06 et S09 sont considérés comme les
plus sensibles avec une CMI a partir de 0,006mg/ml.

A la lumiére des résultats obtenus, on note que l'effet inhibiteur de croissance mycélienne
des souches testées set comprise entre 0.005-0.039mg/ml pour le goudron brute et entre 0.20-

0.40mg/ml pour la fraction huileuse. Tandis que les fractions goudronneuses issues par
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séparation par chromatographie sur gel de silice inhibent a des concentrations entre 0,006-
0,040mg/ml. De plus, nous avons constaté que le goudron végeétal brut est plus efficace par
rapport au deux autres fractions (huileuse et goudronneuses); ceci est bien clair en comparant
CMI en vers les souches testées.

De plus, pour la CMF nous remarquons que le goudron végeétal brut a exercé une grande
activité contre les souches testées avec des valeurs allant 0.006-0.040mg/ml. Or que la fraction
huileuse, a exercé une activité claire et observable contre les souches testées de 0.26-0.42mg/ml.
Alors que les fractions goudronneuses agissent d'une fagon accrue contre les dix souches testées
de 0.008-0.042mg/ml.

Au terme de notre étude, ces résultats préliminaires nous encourage a passer a une étape
approfondie: I’activité antifusariénne in vivo; qui permet de voir une inoculation artificiel des
cultivars distincts des palmiers dattiers par 1’agent pathogeéne Fusarium oxysoprum fsp albedinis
puis les traitées par le goudron végétale. Ce test montre une activité trés puissante de goudron
allons jusqu'a ce qu'il donne une revivification des tissus altérés des plantules infecté.

Enfin on conclue que I'activité de nos extraits répand a cette problématique, c’est a dire
nous assurons que le goudron végétal possede une action fongicide typique, persistante et réelle.
Dailleurs, nos résultats ne constituent qu’une premicre étape dans la recherche des substances
antifongique d’origine végétale. Des essais complémentaires seront nécessaires et devront
pouvoir confirmer les performances mise en évidence. A savoir :

+ La purification et I’identification des principes actifs des échantillons de goudron, par
des méthodes plus performances (HPLC/SM et la RMN).

++ Refaire les mémes tests in vitro et in vivo pour chaque principe actif afin de cibler la
marge moléculaire active.

«+ Evaluer les seuils de toxicité et d’efficacité en précisant la DE50 et la DL50.

+¢ Production a I’échelle industrielle d’un produit BIO contre le FOA.
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Identification des souches fongiques

1. Critéres d’identification macroscopique :

L’aspect des colonies représente un critére d’identification. Les champignons filamenteux
forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou
granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (I’absence ou

pauvreté du mycélium aérien).

Le relief des colonies : il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre

variable (molle, friable, élastique ou dure).

La taille des colonies: Elle peut-étre trés variable en fonction des genres fongiques :
petites colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Mucor,

Rhizopus).

La couleur des colonies est un élément tres important d’identification ; les couleurs les plus
fréquentes sont le blanc, le créme, le jaune, I'orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le
bleue, le vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du

mycélium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium).

Les structures de fructification : la présence ou I’absence, au centre de la colonie, des

structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuée (pycnides) (Botton et al., 1990).
2. Criteéres d’identification microscopique (Technique de Micro culture):

Elle consiste a cultiver les moisissures sur des lames menées de petits carrés de PDA
solidifié et les couvrir par des lamelles, ensuite les conditionner dans une chambre stérile et
humide et les incuber a 25° C pendant 3 a 5 jours.aprés I’incubation , on effectué les

observation des lames grace a un microscope.

Apres 2 a 3 jours d’incubation, sur des nouvelles lames stérile, on dépose 2 a 3 gouttes de
lactophénol ou bleu de coton pour le gonflement du mycélium et faciliter 1’observation

microscopique des mycéliums collés sur la lame des morceaux de PDA (Pitt, 2004)
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Aspect des colonies Observation microscopique

Résultat d’identification

Fusarium sp.

Composition des milieux de culture, solutions et réactifs

Eau physiologique :

Chlorure de sodium.................... 9¢g/1
L’eau distillée........................ 1000ml.
Milieu PDA :

Pomme de terre.......................... 200 g/l
Sucre.....oovviiiiii 20 g/l
PN ) 15 g/l
Eau distillée.................ooooiiiant. 1000ml

Acide lactique :
Acide lactique concentré.............. 25ml.
Eau distillée..................oooeea. 100ml

Resultats d’enquete sur utilisation de I’huile de cade

Les résultats d’enquéte sont classés comme suit :

a. Catégorie des sexes : quelque soit I’age, la catégorie des femmes montrent une meilleure

connaissance que celle des hommes. L’huile de cades est connue sous le nom de "Gatrane".

Elle a plusieurs usages :

1 Tannage des cuirs et au badigeonnage des jarres a eau ;
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1 Elle donne a I’eau un gout gréable, une bonne odeur et stimule 1’appetit;

1 Chasse les reptiles, les scorpions et les insectes ;

1 Traitement de la gale, des dents, contre 1'eczéma et psoriasis et empéche I’apparition des
cheveux blancs ;

] prescrite aux malades souffrant de maux de téte et d’estomac, en particulier comme
vermifuge chez les enfants en bas age.

b. Catégorie des niveaux intellectuels : A ’exception des chimistes, des pharmaciens, des
biologistes, des médecins, qui indiquent que I’huile de cade est un produit riche en molécules
aromatiques. IlIs signalent I"utilisation des huiles de cade comme antibactérien, antiseptique
(urinaire, digestif, sanguin, et pulmonaire) et rentre dans la préparation de shampooings pour
lutter contre la chute des cheveux et pour des maladies de cuir chevelu et dans la composition
de nombreuses pommades et savons pour traiter certaines maladies dermatologiques tel que
I’eczéma, psoriasis, ichtyoses, et névrodermites. Pour les jeunes, 1’huile de cade a une bonne

odeur et vivifiante, qu’on utilise pour rafraichir I’eau durant 1’été qu’en hiver,
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Effet de goudron a différentes concentrations sur la souche FOA :

-~

A

Témoin 0.001 mg/ ml 0.005 mg/ ml 0.006 mg/ml

Planche: Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S01).

0.005 mg/ ml

\ Témoin 0.001 mg/ ml 0.006 mg/ ml

Planche: Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S02).

Y

Témoin 0.001 ma/ ml 0.003 ma/ m 0.005ma/ ml

Planche : Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S04).

e

- S~ -
\ Témoin 0.001 ma/ ml 0.003 ma/ ml

0.005 ma/ ml j

Planche : Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S05).
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..\

0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml
Planche: Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S07).

....\

Témoain 0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml

Témoin

Planche: Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S08).

....\

Temain 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml m mI
Planche : Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (S09).

-...\

Temoin 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml
Planche : Effet de G a différentes concentrations sur la souche FOA (SlO).
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....\

ETT 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S01).

....\

ETE 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S02).

....\

Témoin 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml m mI
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S04).
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....\

ETT 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S05).

....\

U] 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche . Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S07).

....\

Temoin 0.001 mg/ ml
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (808).

....\

Temoin 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S09).




Annexe

....\

ETT 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction huileux a différentes concentrations sur la souche FOA (S10).

....\

U] 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA (S01).

\ emoin 0.001 mg/ ml

0.003mg/ ml

Planche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA (S02)
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....\

ETT 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
PIanche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA (SO4).

....\

Témoin 0.001 mg/ ml 0.006mg/ ml 0.012 mg/ ml

Planche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA (S05)

Temoin 0.001 mg/ ml

Planche: Effet de F2 a différentes concentrations sur Ia souche FOA (S07).
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/ ...\
\.

0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA (S08)

/ ...\
k-

0.001 mg/ mi 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml
Planche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA (809).

~

K emain 0.001 mg/ ml : 0.006mg/ ml 0.012 mg/ ml j
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Planche : Effet de fraction goudron F2 a différentes concentrations sur la souche FOA

~

Témoin 0.001 mg/ ml 0.006mg/ ml 0.013 mg/ ml )

(S10)Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S01).

\

\

Témoin 0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml j

/

\

Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S02).

VAT 0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml 4

Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S03).



emoin

\

0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005 mg/ ml

Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S04).

\ e 0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml /
Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S05).

.. \ .

Témaoain 0.001 mg/ ml 0.002mg/ ml 0.003 mg/ ml

Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S06).

Témoin 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005mg/ ml

Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S07).
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\ il 0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml
Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S08).

a4 h

\ Vel 0.001 mg/ ml 0.003mg/ ml 0.005mg/ ml j
Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S09).

\ émoin 0.001 mg/ ml 0.005mg/ ml 0.006 mg/ ml j

Planche: Effet de F1 a différentes concentrations sur la souche FOA (S10)
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Annexe 11

Tableaux de Pourcentage d’inhibition :

Q)
hm\ 0.030 0.045 0.05 0.10 0.15 0.20 0.26 0.32 0.40
S01 571 25,71 73,14 4571 | 77,14 91,42 100 100 100
S02 25 41,66 50 58,33 69,44 75 88,88 100 100
S03 33,33 53,33 75 86,11 | 94,44 100 100 100 100
S04 2,06 6,89 10, 34 26,43 | 40,22 | 56,32 | 74,71 | 83,90 100
S 05 15 22,5 32,50 45 55 72,50 | 82,50 100 100
S 06 8,33 22,22 36,11 50 69,44 | 86,11 100 100 100
S 07 10,25 25,64 43,58 51,28 | 64,10 | 71,79 | 79,48 | 94,87 100
S 08 11,90 21,42 30,95 61,90 | 73,80 | 88,09 100 100 100
S 09 5,40 25,67 35,13 43,24 | 51,35 | 62,16 | 83,78 100 100
S10 2,27 11,36 27,27 38,63 | 52,27 | 59,09 75 81,81 100
wﬁ@\ 0.0006 | 0.001 0.002 0.003 | 0.005 | 0.006 | 0.012 | 0.024 | 0.039
souc
S01 8,57 17,14 25,71 34,28 | 65,71 77,14 | 91,42 100 100
S02 11,11 22,22 41,66 47,22 | 69,44 | 80,55 100 100 100
S03 30 50 73,33 93,33 100 100 100 100 100
S04 574 14,94 31,03 4942 | 67,81 | 79,31 88,50 | 95,40 100
S 05 5 25 37,50 52,50 | 72,50 | 82,50 100 100 100
S 06 11,11 30,55 55,55 72,22 | 86,11 100 100 100 100
S 07 20,51 28,20 48,71 58,97 | 69,23 | 76,92 | 89,74 100 100
S 08 7,14 23,80 35,71 66,66 | 80,95 | 92,85 100 100 100
S 09 16,21 27,02 62,16 78,37 | 94,59 100 100 100 100
S10 9,09 18,18 34,09 47,72 | 63,63 | 72,72 | 81,81 | 90,90 100
C
(mg Témoin 0.0006 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006 0.012 0.024 0.039
Souche
S01 3.5+03 3.2+02 29+01 2.6x 04 23+03 | 1.2+01 0.8+£02 | 0,3+03 0 0
S02 3.6+04 3.2+02 2.8+01 2.1+02 1.9+03 1.1+£02 0.7+£01 0 0 0
S03 3103 2.1+02 15104 0,8 +£03 0,2+01 0 0 0 0 0
S04 435+02 | 4103 3.7+01 3+04 2.2+02 14+01 | 0,9+£03 | 0,5+02 0,2+03 0
S05 4+03 3.8+02 3101 25103 1,9+04 1.1+03 0,7+02 0 0 0
S06 3.6+02 3.2+03 2.5+02 1.6 +04 1,0+ 03 0,502 0 0 0 0
S07 3.9+03 3.1+02 2.8+t 04 2103 1.6 £02 1.2+01 | 0.9+03 | 0,4+£02 0 0
S08 4,2 +£02 3.9+01 3,2+ 03 2.7+04 1,4 +£03 0,8+02 0,3+01 0 0 0
S09 3.7+01 3.1+03 2.7+ 02 1.4+02 0,8+03 0,2x01 0 0 0 0
S10 44003 | 4.0+£02 3.6£01 2,9+03 23102 1.6 £03 1,2+01 | 0,8%+02 0,4+02 0
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C
(mg Témoin | 0030 0.045 0.05 0.10 0.15 0.20 0.26 032 |04
Souche 0
so1 35+03 | 3.3+02 | 2.6+01 | 2.2+04 | 1,9+03 | 0,8+01 | 0.3+02 0 0 0
502 3604 | 2,7+02 | 2.1+01 | 1,8+02 | 1.5+03 | 1.1+02 | 0.9+01 | 0,4+02 0 0
S03 3+03 | 2+02 | 1.4+04 | 09+03 | 0,5+01 | 0,2+03 0 0 0 0
S04 435+ | 426+ | 4,05+ |39+04 | 3.2+02 | 2,6+01 | 1,9+03 | 1,1+02 | 0,7+03 | 0
02 03 01
S05 4+03 |34+02|31+01|27+03|22+04 | 1.8+03 | 1,1+02 | 0,7+03 0 0
S06 3.6+02 | 3.3+03 | 2.8+02 | 2.3+04 | 1,8+03 | 1,1+02 | 0,5+03 0 0 0
So07 39403 | 35402 | 2.9+04 | 2,2+03 | 1.9+02 | 1.4+01 | 1.1+03 | 0,8+02 | 0,2+02 | O
S08 42+02 | 3.7+01 | 33203 | 29+04 | 1,6+03 | 1,1+02 | 0,5+01 0 0 0
S09 37+01 | 35403 | 275+ | 24+02 | 2,1+03 | 1,8+01 | 1,4+03 | 0,6 +02 0 0
02
S10 440+ | 43+02 | 3.9+01 | 3,2+03 | 2.7+02 | 21+03 | 1,8+01 | 1,1+02 | 0,8+02 | 0O
03
\C:)he\
soue 0001 | 0002 | 0003 | 0005 | 0.006 | 0.008 | 0015 | 0025 | 0.040
SO0l | 2,85 | 11,42 | 17,14 | 31,42 | 57,14 | 7428 | 82,85 | 100 100
S02 | 833 25 38,88 50 63,88 | 77,77 | 100 100 100
S03 10 23,33 | 53,33 | 83,33 | 100 100 100 100 100
S04 | 344 | 1264 | 2643 | 4022 | 51,72 | 67,81 | 79,31 | 83,90 | 100
S05 | 125 | 22,50 35 4750 | 62,50 80 100 100 100
S 06 833 | 27,77 | 4722 | 66,66 | 83,33 | 100 100 100 100
S07 | 1025 | 2564 | 4102 | 51,28 | 66,66 | 79,48 | 87,17 | 100 100
S08 476 | 16,66 | 33,33 | 61,90 | 7857 | 9047 | 100 100 100
S09 | 10,81 | 2432 | 4864 | 7567 | 83,78| 100 100 100 100
S 10 6,81 | 1590 | 2954 | 3863 | 5227 | 61,36 | 79,54 | 86,36 | 100
C
(rgguche Témoin 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006 0.008 0.015 0.025 0.040
S01 3.5+03 3.4+02 3.1+01 29+04 2.4 +03 1.5+01 0.9+02 0,6 £03 0 0
S02 3.6+04 3.3+02 2.7+01 2.2+02 1.8 +03 1.3+02 0.8+01 0 0 0
S03 3+03 2.7 £02 23104 1,4 +03 0,5+01 0 0 0 0 0
S04 4.35+02 42 +03 3.8+01 3,2+04 2.6+02 2.1+01 1,403 0,9+02 0,7 +03 0
S 05 4 +03 3.5+02 3,1+01 2.6+03 2,1+04 1.5+03 0,8+02 0 0 0
506 36402 | 33403 | 2602 | 1.9404 | 12+03 | 06402 0 0 0 0
S07 3.9+03 3.5+02 29+04 2,3+03 1.9+02 1.3+01 0.8+03 0,5+02 0 0
S08 4,2 £02 4,0+01 3,5+03 2.8+04 1,6 £03 0,9+02 0,4+01 0 0 0
S09 3.7+01 3.3+03 2.8+02 1.9+02 0,9+03 0,6 £01 0 0 0 0
S10 440 +03 41 +02 3.7+01 3,1+03 2.7+02 2.1+03 1,7+01 0,9+02 0,6 £02 0
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Pour F1:
Q) 0.0006 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006
sou
S01 5.71 11.42 20 34.28 65.71 100
S02 22.85 28.57 45.71 62.85 82.85 100
S03 36.66 46.66 73.33 100 100 100
S04 17.24 28.73 47.12 60.91 79.31 100
S05 5 42.5 62.5 80 100 100
S06 11.11 30.55 55.55 72.22 100 100
Pour F3:
‘C) 0.0006 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006
sou
S01 20 34.28 45.71 54.28 80 100
S02 11.42 22.85 43.28 48.57 77.14 100
S03 23.33 63.33 80 100 100 100
S04 12.64 33.33 44.82 65.51 83.90 100
S05 12.5 45 65 77.5 100 100
S06 ‘ 22.22 36.11 66.66 77.77 100 100
Pour F3:

. 0.0006 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006
S01 8.57 17.14 25.71 34.28 65.71 88.57
S02 8.57 20 40 45.71 68.57 80
S03 16.66 36.66 43.33 60 73.33 86.66
S04 5.74 26.43 42.52 74.71 79.31 100
S05 5 32.5 62.5 85 100 100
S06 ‘ 11.11 30.55 55.55 75 100 100

Pour H:
‘C) 0.0003 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006
m
S01 17.14 40 45.71 68.57 77.14 91.42
S02 20 37.14 51.42 68.57 80 88.57
S03 16.66 40 70 83.33 100 100
S04 17.24 33.33 49.42 60.91 79.31 100
S05 12.5 35 55 77.5 90 100
S06 13.88 27.77 52.77 63.88 86.11 100




Annexe

Pour H:
‘C) 0.0003 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006
Sou
S01 34.28 48.57 74.28 91.42 100 100
S02 20 65.71 85.71 97.14 100 100
S03 6.66 43.33 73.33 93.33 100 100
S04 19.54 42.52 56.32 72.41 95.40 100
S05 20 45 67.5 100 100 100
S06 25 41.66 69.44 83.33 100 100
Pour H:
‘C) 0.0003 0.001 0.002 0.003 0.005 0.006
sou
S01 11.42 34.28 48.57 74.28 91.42 100
S02 17.14 54.28 68.57 85.71 97.14 100
S03 13.33 36.66 70 86.66 100 100
S04 14.94 37.93 51.72 70.11 86.20 100
S05 17.5 40 65 72.5 87.5 100
S06 19.44 38.88 63.88 86.11 100 100




