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Résumé :

La multi résistance fongique pose de grands problemes au niveau de la protection des
plantes. En effet, il ne reste que peu de produits antifongiques efficaces contre certains agents
multi résistants. Les scientifiques sont donc a la recherche de nouveaux produits d’origine
naturelle, présentant moins de danger pour la santé, palliant aux effets secondaires des
fongicides tels les métabolites secondaires des plantes médicinales et présentant une activité
antimicrobienne. Dans cette contribution, nous nous sommes intéressés a I’étude de I’effet
phytopathogéne de I’extrait de la racine de Carlina acaulis L, de la région de Tlemcen, qui
appartient a la famille des Astéracées et connue sous le nom vernaculaire de « Tafgha ». La
racine de cette plante a été utilisé pour soulager les maux de dents et a traiter la gale et
d'autres maladies de la peau, vessies et les petites blessures. 11 était aussi connu pour les
moines d'étre utilisés comme un antidote pour les poisons. Autrefois, on ’utilisait aussi

comme vermifuge contre le ténia.




Summary :

Multi-fungal resistance poses major problems in plant protection. Indeed, there are only
a few antifungal products left effective against certain multi resistant agents. Scientists are
therefore looking for new products of natural origin, presenting less danger to health,
overcoming the side effects of fungicides such as secondary metabolites of medicinal plants
and presenting antimicrobial activity. In this contribution, we looked at the plant pathogenic
effect of Carlina acaulis L root extract from the Tlemcen region, which belongs to the
Asteraceae family and is known as the vernacular "Tafgha". The root of this plant has been
used to relieve toothache and to treat scabies and other skin diseases, bladders and small
injuries. It was also known to monks to be used as an antidote for poisons. In the past, it was

also used as a worm against tapeworm.
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INTRODUCTION



Introduction :

Depuis longtemps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a leur
disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sévére, telles que la
tuberculose ou la malaria. , Ni la religion ni le hasard et ni la superstition qui a guidé la
médecine traditionnelle & employer une plante plutdt qu'une autre. Certainement, ¢’est
I’expérience ou les gents apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des plantes (Iserin,
2001).

La situation géographique de 1’ Algérie, offre une végétation riche et diverse, estimé a plus
de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques. Un grand nombre de plantes
médicinales et aromatiques y poussent spontanément, dont 15% endémiques reste trés peu
explorées sur le plan phytochimique comme sur le plan pharmacologique (Quezel et Santa,
1963).

Ces derniéres années, les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans de
nombreux domaines. En effet, avec un public de plus en plus réticent a consommer des
produits contenant des molécules issus de synthese chimique, un certain nombre de secteurs
industriels (pharmaceutique, agroalimentaire, cosmétique) se tournent de nouveau vers
I’incorporation de ces molécules d’origine naturelle, aux caractéristiques chimiques et
biologiques originales, dans leurs formations. La valorisation de ces principes actifs d’origine

naturelle représente donc un potentiel économique énorme (Thomas, 2011).

Vu cette richesse du monde végétal, notre travail s’intéresse au une plante médicinales de
notre pays, nous nous sommes intéressés a I'étude de une plantes sauvages largement utilisés
dans la médecine traditionnelle dans la région de Tlemcen a savoir «Carlina acaulis L.»

(Tafgha) et ce, pour la raisons :

Evaluer I’activité antifongique de I’extrait méthanolique de la racine de carlina acaulis L sur

les champignons phytopathogéne.
La démarche adoptée pour aboutir a notre but est la suivante :

- La premiére partie : est une étude bibliographique et comprend
» Une généralité sur les plantes médicinales
» Geénéralités sur Carlina acaulis L en appuyant sur la classification, la distribution, la

répartition, composition chimique,...




» Un apergu général sur I’activité antifongique

La deuxieme partie reporte la description du protocole expérimental & savoir :
> Le matériel végétale (récolte, séchage, broyage, extraction méthanolique)
» Purification et identification des souches phytopathogéne

» Préparation de I’inoculum fongique

» Teste antifongiques

- Latroisieme partie consiste & interpréter et discuter les résultats obtenus.







Synthése bibliographique

Chapitre 01 : Les plantes médicinales

Les médicaments a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport
aux médicaments pharmaceutiques, c’est pour ¢a les plantes ont toujours été utilisées comme
médicaments. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées par I’étude

ethnobotanique des plantes (Dibong et al., 2011).

Plusieurs plantes peuvent guérir de nombreux maux quotidiens qui vont de simples troubles
digestifs jusqu’au traitement des maladies chroniques comme le cancer, ['ulcere, le diabéte et

les calculs rénaux (Anonyme, 2001)

A 1’époque, 'homme a utilisé les plantes trouvées dans la nature pour traiter et soigner des

maladies (Sanago, 2006).

L’homme s’oriente rapidement vers les plantes végétale omniprésente autour de lui depuis la
plus haute antiquité, pour se soigner et remédier a ses maux. Qu’est ce qui les a guides a
utiliser une plante plut6t qu’une autre ? La religion ? La superstition ? Ou Le hasard ?
L’expérience, certainement. Plusieurs théoriciens ont entrepris d’expliquer ’action des

plantes sur I’organisme (Andrew, 2001 ; Aberkane, 2006).

1. La définition d’une plante médicinale :
En fait il s'agit d'une plante utilisée pour soigner, prévenir ou soulager divers maux. Les
plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des

propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986, Sanogo ,2006).

2. Usage thérapeutique des plantes médicinal :
L’usage des plantes en médecine est trés ancien. Méme les animaux sauvages utilisent
certaines plantes pour se soigner. Aujourd’hui, pour que la médecine traditionnelle puisse
porter ses fruits a une large échelle, et de maniére encore plus efficace, il lui faut rencontrer la

médecine dite «<moderne». (Wren et al., 2007).

Les herbes ont été utilisées dans plusieurs domaines d’industrie et aussi dans la médecine, la

nutrition, 1’assaisonnement, la teinture, les cosmétiques (Djeridane et al ., 2006).
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Quelques especes de Helichrysum ont été utilisées pendant 2000 ans passées sous forme de

thé grace a leurs effets régulateur de la bile et diurétique (Suzgec et al., 2005).

Certaines plantes sont utilisés comme traitement de trouble d’estomac (Mentha spicata) rhume
et de la fievre (Marrubium vulgare et Rosmarinus officinalis) (Venderjagt et al., 2002) dans
les traitements des maladies rénales (Coriandrum saturom) (Aissaoui et al., 2008), et plusieurs
d’entre elles sont utilisées pour leurs effets, antipyrétiques , anti inflammatoires et effets

analgésique (Rasekh et al., 2001 ; Kanko et al., 2004).

Plusieurs espéces en nutrition sont utilisees comme colorant, boisson, épice, ou encore pour

leur effet aromatique (Suzgec et al., 2005).

> Analyse phyto-thérapeutique :

Pour utiliser une plante médicinale il faut suivre les 5 étapes suivantes :

v L’identification de la plante basée sur 1’observation des fleurs, feuilles, fruits, etc.
mais aussi sur ’odeur, le gofit...)
v Le mode de préparation (partie de la plante a utiliser, type de préparation, dosage de la
préparation)
v La posologie
v" La durée du traitement
v’ Les restrictions, contre-indications et précautions a observer
La fréquence d’utilisation élevée de feuilles peut étre expliquée par ’aisance et la
rapidité de la récolte (Bitsindou, 1986) mais aussi par le fait qu’elles sont le siége de la
photosynthése et parfois du stockage des métabolites secondaires responsables des propriétés

biologiques de la plante (Bigendako et al., 1990).

La meilleure utilisation d’une plante serait celle qui en préserverait toutes les propriétés tout

en permettant I’extraction et ’assimilation des principes actives (Dextreit, 1984).

De plus, la médecine douce doit étre pratiquée avec précaution et a I’intérieur des parameétres
et des mesures bien précises car les plantes médicinales ont des effets indésirables quand elles

sont pratiquées de facon incorrecte par les patients (Benlamdini et al., 2014).

3. L’usage antimicrobien des plantes médicinales :

Depuis I’antiquité, Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales

sont connues. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siécle pour que les
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scientifiques commencent a s’y intéresser. Un grand nombre de plantes, aromatiques, des
plantes épices et autres, posseédent des propriétés biologiques trés importantes, qui trouvent
des applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et

I’agriculture (Bahorun, 1997).

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se concentrent
principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et seront

sélectionnes sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (YYano et al., 2006).

Puisque de nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des
plantes médicinales leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles (Cox et al.,
2000 ; Dorman et al., 2000 ; Flamini et al., 1999 ; Marino et al., 1999).

Les extraits des plantes médicinales ont un spectre d’action tres large puisqu’ils inhibent
aussi bien la croissance des bactéries que celle des champignons tels que les extraits de
Juniperus phoenicea et Thymelaea lythroides, qui ont des activités a la fois antibactérienne et
antifongique. Les extraits végétaux des plantes médicinales sont dotés d’une activité
antimicrobienne qui dépend principalement de leur composition chimique et aussi de la nature

des solvants d’extraction. (Dohou et al, 2004).

Le mécanisme d’action de ces composés passe par la désorganisation de la membrane
plasmique, la formation des complexes avec la paroi, I’inhibition des enzymes, I’interaction

avec I’ADN (Cowan, 1999).

4. Principaux metabolites secondaires :

Les composes phénoliques sont les principaux groupes de métabolite secondaire rencontrés
dans les plantes et qui possedent généralement une activité antimicrobienne (Rauha et al,
2000).

» Les Polyphénols :
Les polyphénols constituent le groupe de métabolites qui font partie intégrante de
’alimentation humaine et animale et le plus large et le plus répandu du régne végétal (Martin
et Andriantsitohaina., 2002). lIs participent a leur défense contre les agressions

environnementales, appartiennent a leur métabolisme secondaire.
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Les polyphénols sont des phytomicronutriments et généralement des pigments responsables
des teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge)
(Edeas., 2007).

= Propriétés physicochimiques des composés phénoliques :
La solubilité des polyphénols dans les solvants polaires tels que le méthanol, I’éthanol et
I’eau varie d’une classe de composé€s a une autre , selon leur nature chimique, les substitutions
(méthylation ou glycosylation ) sur les groupement hydroxyles , la polarité des solvants
utilisés ,ainsi que le degré de polymérisation et leur interaction avec d autre composés, qui
peuvent mener a la formation des complexes insolubles (Macheix et al., 2005 ; Naczk et
Shahidi., 2006).

= Propriétes biologiques des composés phénoliques dans la plante :
Pendant le développement normal de la plante et en réponse a certaines condition de stress,
comme les radiations UV et I’infection par des phytopathogénes, la plante synthétise les

composes phénoliques (Dembitsky., 2005).

> Flavonoides :

Un groupe de plus de 6 000 composeés naturels qui sont quasiment universels chez les plantes
vasculaires sont constituent par les flavonoides. Les flavonoides constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes veégétaux. Ils sont
rencontrés dans les légumes et les fruits (notamment du genre Citrus ou ils représentent
jusqu’a 1 % des fruits frais). Des boissons telles que le thé et le café contiennent également
des quantités importantes. Les flavonoides sont retrouvés également dans plusieurs plantes

médicinales.

Ils sont capables de de modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires, moduler
’activité de certaines enzymes et suggérant qu’ils pourraient exercer une multitude
d’activités biologiques, tels que des propriétés anti hépatotoxiques, antiallergiques, anti-
inflammatoires antioxydants, vasculoprotectrices, antiulcéreuses et méme anti tumorales
significatives (Ghedira., 2005).

» Alcaloides
Les alcaloides a propriétés basiques ou amers sont des substances organigques azotées, ayant

des propriétés thérapeutiques ou toxiques (Delille, 2007).
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Ils ont dérivent de différents acides aminés ou de I’acide mévalonique en passant par

différentes voies biosynthétiques et Ils ont des structures tres diverses (Judd et al., 2002).

Les propriétés médicamenteuses des alcaloides ont un intérét particulier. Au niveau du
systéme nerveux autonome comme sympathomimétiques (éphédrine), Au niveau du systéme
nerveux central ils agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme
stimulants (caféine, strychnine...), anticholinergiques (atropine). Certains jouent le rdle

d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques (quinine) (Beddou, 2015).

> Tanins
La transformation de la peau fraiche en un matériau imputrescible, le cuir ce fait par des

substances d’origine végétale qui sont les tannins (ou tanins) (Bruneton, 1999).

Des mélanges complexes de deux tanins hydrolysables et condensés se trouve dans certaines

plantes medicinales (Cai et al., 2006).

Au plan thérapeutique, les tanins sont utilisés, en usage externe, pour traiter les ulcéres
variqueux, les engelures, les brilures et les hémorroides, et comme bains de bouche pour le
traitement de l'inflammation et des maladies périodontales. En usage interne ils traitent la
diarrhée et I'hypersécrétion des muqueuses intestinales. Les tanins ont des propriétés
astringentes prononcées qui hatent la guérison des blessures et des muqueuses enflammées
(Sereme et al., 2010).
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Chapitre 02 : Carlina acaulis. L (Tafgha)

1- Classification :

La classification botanique de Carlina acaulis.L est exprimée dans le Tableau suivant :

TableauN°1 : Classification botanique de Carlina acaulis.L (Bernard, 2001)

Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales
Ordre Astérales
Famille Astéracées
Genre Carlina

Espece acaulis

2- La famille Astéracée

C’est la plus vaste famille de la classe des dicotylédones, parce qu’elle comprend environ
1530 genre et plus de 23000 espéces selon les estimations, distribuées principalement dans les
zones Tempérées du globe. Ce sont des plantes herbacées, rarement arbustives, arborées ou
rampantes. Les Astéracées sont utilisées en médecine populaire pour guérir un bon nombre de

maladies. On citera parmi eux Carlina acaulis L. (Bayer, 1998 ; Michel, 2010).

3- Nomenclature et description botanique de Carlina acaulis. L (Tafgha)

3.1. Nomenclature :

Du latin Carolus, Charles, Charlemagne, Pour d’autres il s’agirait de Charles-Quint sous le
regne duguel on dit que la racine fut employée avec succeés contre la Pest qui ravageait son
armé. Cette plante parait avoir été connue des anciens sous les noms d’Ixiné ou de Helexiné .

Carlina proviendrait d’une déformation de Cardina (et finalement de Carduus) et signifierait
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« petit Chardon » ; acaulis de privatif et caulos (grec) tige (Nicholas et al., 1838 ; Garnier et
al., 1961).

Noms communs : carline a tige courte, carline sans tige, carline des alpes, chardon dorg,
chardonette, chardousse, barometre, caméléon blanc, artichaut sauvage, cardabelle,

gardabelle, pain chasseur, Carline, Carline acaule .

<+ Nom Latin: Carlina acaulis.

Nom anglais: Dwarf thistle, silver thistle, stemless carline, stemless carline-thistle.
Nom allemande : Carldistel, grobe wetterdistel, silberdistel, stengellose eberwurz.
Nom espagnol : Cardo de puerto, cardo de san Pelegrin.

Nom italien : Carlina bianca, carlopinto.

Nom néerlandais: Zilverdistel.

-+ & & + &

Nom arabe : Tafgha (www.complements-alimentaires.com).

3.2 Description botanique

Cette plante vivace (figurel et figue 2) pousse sur les versants sec et ensoleillés, les bois
claires et sec et dans les terrain herbeux (Eliska et al.,2013). Carlina acaulis.L sert souvent de
baromeétre naturel aux montagnards et aux touristes. Les bractées de capitule sont sensibles

aux variations de I’hygrométrie aérienne, elles se ferment a I’approche de la pluie (Bernard,
2001).

Figure 01 : Carlina acaulis, Carline sans tige



http://www.complements-alimentaires.com/
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+ La floraison :

La floraison se déroule de mai-juin a ao(t-septembre. La plante développe a I'extrémité d'une
tige courte de 20 a 40 cm un capitule en rosette, ces derniers sont gros, larges de 6 a 12 cm.
L’involucre est hémisphérique, les bractées extérieures sont tres inégales, épineuses, divisées,
assez semblables aux feuilles ordinaires de la plante, les bractées inférieures sont
membraneuses, d’un blanc argenté, souvent violacées en dessous, trés visibles, étalées en
rayonnant. Le calice est constitué de poils, la corolle est formée de 5 pétales soudés en tube.
Les 5 étamines sont insérées sur la corolle a filets libres entre eux, mais a anthéres introrses
soudées entre elles et portant & leur base deux filaments plumeux. Le style est bifurqué en
deux branches stigmatiques, €paissi et velu vers le haut en dessous de la bifurcation. L ovaire

est uniloculaire a 2 carpelles a placentation pariétale (Garnier et al., 1961).

Lorsque le temps est humide ou pluvieux le capitule se referme. Les fleurs sont
melliferes et attirent les insectes pollinisateurs et les abeilles. Sa trés jolie forme de soleil en

fait un élément de décoration comme fleur séchée. (Garnier et al., 1961).
< Le feuillage :

Les feuilles sont alternes, allongées, trés épineuses. lIs sont sans stipules, toutes pétiolées,
profondément divisées, generalement sans poils ou rarement aranéeuses, semi-persistant. 1ls
sont de longues feuilles de 30 cm étalées et glabres, légérement velues au revers, aux bords

trés découpés et largement pourvus d'épines acérées. (Garnieret al., 1961).
s Latige:

Le chardon doré est acaule c'est-a-dire qu'il ne possede pas de tige, Comme son
qualificatif latin d'acaulis le précise. Mais, en fait il possede une tres courte tige et les
capitules se récoltent avant d’arriver a maturité. Ce mot s'applique a un certain nombre de
plantes appartenant aux groupes les plus divers, par exemple : «Cirsium acaule L.», «Brasera
acaulis L.», «Primula acaulis L.», «Gesnaeria acaulis L.». Cela ne veut pas dire que ces
plantes soient véritablement dépourvues de tige, mais simplement que la tige de ces plantes
est tellement courte que toutes les feuilles qui s'y attachent sont rapprochées les unes des
autres et se recouvrent de maniére a former une rosette a la surface du sol (Schauenberg et
al., 1977).




Synthése bibliographique

% Le fruit :

Le fruit est un akene 5mm de long soyeux a aigrette se détachant a maturité (Tutin et al.,
1976).

+ Laracine:

La racine principale est épaisse, pivotante de la grosseur du pouce mais longue de 1 a 2 m.
Elle est difficile a sécher : il faut éviter qu’elle moisisse, On la récolte a I’automne. (figure 01)

(Schauenberg et al., 1977).

Figure 02 : schéma de Carlina acaulis L

4. Composition chimique

Ils ont trouvé dans la racine une huile essentielle d’odeur agréable qui contient 12 a 15 %
d’un sesquiterpéne monocyclique, 1’acide palmitique, des traces de phénols et également le
carlinene C15H24 et un dérivé du furane C13H100 (Garnier et al., 1961 ; Schauenberg,
1977).

= des composés phénoliques, plus particulierement des phénols et des tanins

= des glucides représentés par des oses et des osides (18 a 22 % d’inuline, gomme)
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= des matiéres minérales, essentiellement du calcium, du magnésium et du potassium
= des lipides, principalement des acides gras (acide palmitique)
= des résines

= une cire (bavota, 2014).
5. Répartition géographique

C’est une plante commune en Europe, elle fait partie des espéces protégées dans la France).
Elle est trés répandue dans les montagnes de I’Europe centrale et du sud, Balkans et sud de la
Russie, Yougoslavie, Bulgarie, la Méditerranée (Cécile, 2004 ; Harborne et al.,2008 ;
Gérald, 2012).

6- L’écologie et particularité édaphique

C’est une espece héliophile et mésophile, présente dans les paturages, en milieu rocheux ou
rocailleux, surtout en montagne, de 400 a 1800 m d‘altitude, plutdt indifférente a la nature du
substrat (Rameau et al.,1989).

Elle apprécie les sols calcaire et croit le plus souvent au bord des chemins, a ’orée des forets,
dans les bois claires de feuillus, de coniféres ou mixtes, dans les paturages, dans les prairies

seches et dans les landes caillouteuses (Gérald, 2012).
7- Utilisation traditionnelle

L'utilisation est sous la forme de teintures et décoction contre les maladies de la peau, les

plais et les infections des voies urinaires (Tucakov, 1971).

La racine a été décrite a la premiere édition de la Pharmacopeée francaise. Elle est réputée
diurétique, stomachique, diaphorétique, antirhumatismale et antibiotique, tonique des voies

digestives (Schauenberg,1977).

A 1I’époque cette plante était connue comme un antidote pour les poisons, vermifuge contre
le ténia. Elle a éte aussi utilisée pour soulager les maux de dents, traiter la gale et d'autres

maladies de la peau et les petites blessures (Garnier et al., 1961).
8- Usage pharmaceutique :

Vis a vis du staphylocoque doré et de nombreuses bactéries a Gram positif, des propriétés
antibiotiques ont été mises en évidence pour I’oxyde de carline, le principal composant de

I'nuile essentielle de Carlina acualis L. (Paris et al., 1971).
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L'huile essentielle a montré sur les souches de référence de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae et
Candida albicans une activité inhibitrice (Dordevi¢ et al., 2007; Stojanovié¢radic et al.,
2012).

Il a été confirmé aussi que l'inuline et les flavonoides extraites a partir des racines ont un effet
antibactérien, antidiabétiques, antitumoral, antiviral, et une activité antioxydant et

neuroprotecteur (Albulescu et al., 2004 ; Chan et al., 2010).
9-Usage cosmétique :

L’huile essentielle est antiseptique, On reconnait a la carline des propriétés astringentes et

tonifiantes elle trouve son utilisation dans les préparations suivantes :

= des produits capillaires cheveux normaux ou a tendance grasse

= des produits pour les mains

= des produits pour le corps

= des produits pour le visage destinés aux peaux acneiques, mixtes et grasses (Florkin,

Marcel ,2008).

10 - Les travaux antérieurs

La caractérisation des huiles essentielles au

(Semmler et al., 1889) niveau du genre carlina

Montrent que C .acaulis contient I’acide
palmitique et des traces de phénols et 1’huile
(Garnier et al.,1961) essentielle de 12 a 15 % d’un sesquiterpene
monocyclique, le carlinéne C15H24. Elle

contient également un dérivé du furane

C13H100.
La racine de C.acaulis contient une substance
( SCHAUENBERG, 1977) antibiotique, le carlinoxyde, les huiles

essentielles, la résine, I’inuline, la cire et les

tanins.

Montrent que les feuilles de carlina acaulis

averent riches en glycosyl flavonoides de la
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(Raynaud et al.,1979)

lutéoline (orientine, homo-orientine) et de
I’apigénine (vitexine, isoschaftoside) des
méthodes chimiques et spectroscopiques.

(Meusel et al., 1990)

Plusieurs composés ont éte isolés par la

technique chromatographique (HPLC) des
extraits de feuilles de Carlina acaulis (les
glycosides, les flavones et plusieurs acides
phénoliques, principalement des dérives de

I'acide caféique)

(Chalchat, 1996)

Les principaux composés de C. acaulis sont :
o 80% d'oxyde de Carline
o inuline (18-20%)
o les flavonoides et les huiles essentielles
(2%)

( Dordevi¢ et al.,2004)

Plusieurs composées ont éte isolés des extraits de
C. acaulis L sont les mémes par rapport au C

.acanthifoli L.

(Dordevic¢ et al., 1998)

L’huile essentielle de carlina acaul L a une

propriété antibactérienne et antifongique.

(Dordevi¢ et al., 2007)

Antimicrobial , anti-inflammatory , anti-ulcer
and anti-oxidant activities of carlina acanthifolia

root essential oil .

(Bouchriha et al.,2009)

Le dosage des métabolites secondaires étudiés
révele que Carlina acaulis contient :

o 33.48mg/g de phénols totaux

o 13.76mg/g de flavonoides

o 1.596% de tanins.

10

(Florian Herrmann, 2011)

Une forte activité de l'oxyde de carline isolé de la
racine de C.acaulis contre deux souches de
SARM, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas

aeruginosa, Candida albicans et C. glabrata.

j
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11

(Link et al.,2016)

Carlina acaulis Exhibits Antioxidant Activity and
Counteracts A Toxicity in Caenorhabditis

elegans

les travaux réalisés au niveau de notre université

(Youbi Meriem,2016)

Contribution a I’étude phytochimique de
métabolites primaires de Carlina acaulis L.
(Tafgha) et Mesembryanthemum crystallinum L.

(Frach n’da) de la région de Tlemcen

(Ais Meryem,2016)

Contribution a I’étude d’évaluation du pouvoir
antioxydant des racines de Carlina acaulis L.
(Tafgha) de la région de Tlemcen

(Hadjali Imane,2017)

Contribution a I’étude phytochimique des
métabolites secondaires (tanins, flavonoides et
alcaloides) des feuilles de Carlina acaulis L.

(Tafgha) de la région de Tlemcen.
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Chapitre 03 : Activité antifongique
Les maladies liées aux champignons phytopathogéne

La fusariose La fusariose est une maladie causée par des champignons du genre Fusarium qui
vivent dans le sol, et attaquent de nombreuses plantes (Amzelloug, 1999). Il existe plusieurs
espéeces recensées de ce champignon dont a savoir Fusarium oxysporum. Ce dernier est un
agent vasculaire qui se conserve dans le sol sous forme de chlamydospores et infecte les
plantes via les racines qu'elles pénétrent directement ou par des blessures d'origine mécanique
ou biologique (percées des racines secondaires, piglres de nématodes,...). Les maladies dues a
I’espéce F. oxysporum sont largement répandues dans le monde. Elles sont dommageables
pour de nombreuses plantes maraicheres (tomate, cucurbitacées,...) et ornementales (ceillet),
ainsi que pour des cultures en plein champ telles que le coton, le bananier (la maladie de
Panama) et le palmier dattier (maladie du Bayoud) causée par Fusarium oxysporum albedinis
(Foa). Ce champignon qui se trouve dans le sol, pénétre par les racines en cheminant la séve
et envahissant le bourgeon terminal du palmier dattier. Par conséquent, il provoque un
desséchement puis un dépérissement rapide des arbres. Le bayoud ou la fusariose du palmier
dattier se caractérise par sa resistance a la sécheresse et par sa capacité de rester dangereux
apres plus de trente ans passés sous sol. Il est egalement tres prolifique soit par le repiquage
de rejets apparemment sains, soit par 1’irrigation, soit par les vents de sables qui peuvent

transporter de minuscules éléments végétaux (EI Hadrami et al., 1998).
Dégats de la fusariose

Les espéces du genre Fusarium sont des pathogénes responsables des pertes économiquement
importantes chez la majorité des cultures. Ces agents pathogenes peuvent causer la fonte de
semis, la pourriture des racines et du collet (Pauvert, 1984). lls attaquent tous les organes

végetatifs et reproducteurs des plantes (Gargouri, 2003).
Fonte de semis (Seedling blight) :

La fonte de semis est due a des semences contaminées et elle est fréquente dans les régions
humides ou la maladie de I’épi prédomine (Gargouri et al., 2001). Moins fréquemment, cette
maladie peut étre causée par I’inoculum présent dans le sol ce qui est généralement le cas des
régions arides (Gargouri, 2003). La maladie peut se traduire par des manques a la levée. En

effet, la germination a eu lieu mais les racines meurent au cours de leur développement ou
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elles sont partiellement nécrosées. La fonte de semis due au Fusarium se manifeste
tardivement, elle est localisée dans les zones les plus séches. Parfois, la maladie se traduit par
le dessechement brutal de jeunes plantules qui restent dressées. Dans le cas d’une infection
sévere, les racines latérales avortent ou encore sont détruites dans un stade assez jeune
(Mrabet, 1998). La fonte de semis est responsable d’une réduction de rendement qui peut
atteindre 17% (Gargouri, 2003).

Pourriture des racines (Root rot ou common root rot) :

La pourriture des racines appelée aussi la pourriture commune est une maladie qui apparait
chez les plantes &gées et se manifeste par une infection des parties souterraines. Elle est due a
la présence de 1’inoculum dans le sol, aux débris végétaux infectés ainsi qu’aux semences
contaminées. L’infestation a lieu dans les régions ou la pluviométrie est déficiente (Gargouri
et al. 2001). La maladie cause la destruction des tissus des racines, du rhizome et de la partie
souterraine de la tige. Les symptdmes typiques se caractérisent par une coloration brune ou
noire. Ce brunissement peut progresser vers le plateau de tallage et tres peu vers la tige. Les
symptdmes peuvent se traduire, mais moins frequemment que la pourriture du pied, en des

épis blancs prématurés (Gargouri, 2003).
Pourriture du pied (Foot rot ou dry land foot rot)

La pourriture du pied est une maladie grave des grandes cultures, céréales et plantes
fourragéres, dans les régions arides et semi-arides pouvant occasionner des pertes élevées du
rendement. Les conditions climatiques de la Tunisie par exemple favorisent le développement
de cette maladie (sol sec quand les plantes sont jeunes). En effet, selon les travaux menés par
Ghodbane et al., (1974), les pertes du rendement dues a la fusariose étaient de I’ordre de
44%. Cette maladie est due principalement aux champignons présents dans le sol sous forme
de chlamydospores, de mycélium et débris végétaux infestés enfouis dans la couche
superficielle du sol. Les pathogénes pénetrent par le coléoptile, le rhizome ou les racines
secondaires (Burgess et al., 1981). L’infection reste latente et ne se développe que si la plante
se trouve dans les conditions de stress hydrique pendant ou juste apres la floraison (Gargouri,
2003). Lorsque I’attaque du collet est précoce, le champignon peut attaquer les différentes

gaines et détruire la jeune plante.
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2-Activités antifongiques des plantes médicinale

Les antifongiques sont des substances (naturelles) capables de détruire sélectivement ou

non les différents champignons (O’fel, 1982).

Pendant trés longtemps, I’'Homme s’est trouvé relativement désarmé devant les maladies
causées par les champignons. Au cours des vingt dernieres années, une forte progression de
ces maladies, qui touchent un éventail d’hotes tres large a été constatée. Ces maladies sont

causées par un nombre étonnamment élevé d’espéces fongiques (Bitar et al., 2013).

Elles provoquent des dégats importants sur I’homme ainsi que sur des espéces végétales
(Dorrance et al., 2004). Pour remédier a ces problémes, les produits chimiques sont les plus
couramment utilisés. Toutefois, ce traitement rencontre rapidement ses limites en raison de
nombreux désavantages lies aux phénomeénes de pollution, a la phytotoxicite, au desequilibre
biologique et surtout au risque de sélection de souches résistantes aux fongicides (Arias-
Rivas et al., 1998 ; Dorrance et al., 2004).

Face a ce probleme de résistance, les chercheurs ont adopté deux axes de recherche, soit
développer de nouvelles molécules qui ne soient pas encore concernées par la résistance des
microorganismes, soit trouver des produits capables, a eux seuls ou par effet synergique, de
restaurer la sensibilité aux fongicides déja existants et donc de restaurer leur utilité

thérapeutique (Zossoungbo., 2013).

Dans la recherche de molécules bioactives, I’exploration des ressources naturelles notamment
les plantes médicinales, apparait comme une piste prometteuse car elles constituent, de par
leur biodiversité, une grande réserve de substances actives (Scherrer et al., 2005). Elles sont
facilement accessibles et largement utilisées dans la médecine traditionnelle contre différentes
pathologies (Tabuti et al., 2003 ; Sardi et al., 2011).

Les plantes médicinales constituent ainsi une source intarissable de substances naturelles
qui peuvent étre utilisées dans la formulation de nouveaux agents antifongiques (Cannas et
al., 2014).
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Partie 02 : matériel et méthodes

Le travail a été réalisé au Laboratoire des Produits Naturels au département de Biologie de
I’université de Tlemcen, Algérie. Dans cette partie, nous décrivons le matériel et les méthodes

générales utilisées lors des protocoles expérimentaux.

1. Le materiel végeétal :

e Larécolte:
Les racines Carlina acaulus L ont été récoltée des montagnes de la région de Bouhanak

(Tlemcen) en février 2020.

Figure 05 :La racine de Carlina acaulis L
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Figure 07 : la localisation de la région de Bouhanak

e Lesechage
La partie utilisée de la plante est la racine. Elle a été séchée a une température ambiante et a
I’abri de la lumiére solaire pendant 2 semaines, afin de préserver au maximum I’intégrité de sa

composition chimique.

e Le broyage
Les racines séchées ont été concassées par un mortier traditionnel et pulvérisées ensuite au
broyeur. La poudre végétale ainsi récupérée, est placée dans un flacons en verre et conservée

dans un réfrégérateur.
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e Extraction méthanol / eau macération a froid (extraction
solide/liquide)

Extraction méthanol/eau (figure08) ou extraction a froid est une opération qui consiste a laisser

séjourner la matiere végétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs.

10g de matériel végétale broyé a été mélangé avec un volume de 500 ml du méthanol aqueux
(80%). le bécher contenant ce mélange a été laissée a température ambiante (figure 08). Apres

48h le contenu du bécher a été filtré et évaporé (Bekkara atik ,1999)
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Figure 08 : L’extraction et la filtration de I’extrait brut des racines de Carlina

acaulis

e Evaporation a sec

Le volume total du filtre était évaporé a sec par une évaporation rotatif a 45° C. (figure 09)
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Figure 09 : Schéma d’un évaporateur rotatif




Matériel et méthodes

Figure 10 : Diagramme d’extraction de la racine de Carlina acaulis
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2. Purification des souches phytopathogenes :

2.1. Origine des souches
Les souches phytopathogenes ont été isolées a partir des tubercules de la pomme de terre. Ce

travail a été réalisé par nos collégues Baiche Samah et Dinedane Kenza

2.2. La Purification
Avant toute manipulation sur les souches fongiques, il faut toujours contréler leur pureté.
Alors, Les souches obtenues ont été purifiées par des repiquages successifs sur milieu PDA
additionné de d’acide lactique et coulé en boite de Petri. L incubation se fait a 25°c pendant 7

a 10 jours.

Les préléevements ne doivent comporter qu’une petite quantité de thalle (Bourgeois et
Leveau, 1980), ou I'entourage des colonies agents cryptogamiques isolés (Botton et al.,
1990).

2.3. Conservation
La conservation de souche sont effectuée sur milieu PDA a 4°C apreés 1’obtention de culture
pure de champignon par le repiquage successive sur le milieu PDA en boites de pétris.
(Botton et al., 1990).

2.4. Identification des champignons phytopathogénes

+ ldentification macroscopique
L’identification se fait a 1’ceil nu, elle se base essentiellement sur les caractéres suivants :
I’aspect du mycélium aérien, la vitesse de croissance, la couleur des moisissures et couleur de

I’envers de la colonie.

+ ldentification microscopique
L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les deux les
plus utilisées sont celle du ruban adhésif et celle du bleu coton .Ces deux méthodes sont

décrites ci- dessous.




Matériel et méthodes

- La méthode du bleu de coton : un fragment de la colonie est prélevé a ’aide d’une
anse de platine et déposé sur une lame porte-objet dans une goutte de colorant,
ensuite recouvrir avec une lamelle couvre — objet qui écrase la préparation.

- Ruban adhésif (méthode de scotch) : un petit morceau du ruban adhésif est appliqué
par la face collante sur la colonie puis déposé sur une lame porte-objet. (Chabasse et
al., 2002).

L’observation microscopique est effectuée en microscope optique aux différents

grossissements (GX10, GX40) ainsi qu’a I’immersion (GX100).

3. Préparation de I’inoculum fongique

On a réalisé cette étape par ensemencement de chacune des souches conservées sur le milieu

de culture PDA coulée en boite de Pétri. L’incubation a duré 7 jours a 25° C.

Afin de préparer une suspension de spores fongique de 10* spore/ml, un disque de
champignon de 6 mm de diamétre était découpé stérilement par la face inferieure de la pipette
pasteur ensuite, il était transféré dans un tube de I’eau physiologie. (Murray et al.,1995 ;
Attrassi et al.,2008)

4. Tests d’activités antifongiques

On a utilisé la méthode de diffusion sur disque pour évaluer Le pouvoir antifongique des
extraits décrits par (Murray et al.,1995) . Le milieu utilisé est le PDA. Les disques sont
fabriqués a partir du papier filtre avec un diamétre d’environ 6 mm en utilisant I’emporte-piéce.

Puis ces disques sont mis dans un tube a essai et stérilisés a I’autoclave.

L’extrait sec de la racine de Carlina acaulis L. a été solubilisé par le DMSO. Ensuite, on a

prépare différent dilutions (20mg/ml, 30mg/ml et 50mg/ml).

Pour réaliser le test, tout d’abord on a coulé le milieu de culture PDA dans une boite de pétri.
Puis, on a déposé 1 ml d’inoculum fongique sur la surface du milieu de culture aprés sa
solidification. Ensuite, on a fait un étalement homogene de cet inoculum et un repos de 15

minutes. Apres, on a jeté le surplus et on a séché la boite de Pétri.

A I’aide d’une pince stérile, on a placé les disques (trois par boite) sur la gélose, ensuite on
a déposé par micropipette Sul de I’extrait. Le DMSO était utilis¢€ comme controle négatif.
Afin de faciliter la diffusion de I’extrait, La boite de pétri était laissé 30 minutes a la

température ambiante.




Matériel et méthodes

Les boites de Petri étaient incubées a I’étuve a 25°C durant 72h. Aprés incubation,
I’absence de la croissance fongique s’était traduite par un halo translucide autour du disque,

dont le diamétre était mesuré et exprimé en millimetre.







Résultat et discussion

Description des souches phytopathogénes :

s Aspergillus :

- Aspect macroscopique ( figure 11) : milieu de culture PDA, La température optimale
de croissance varie genéralement entre 25 et 30°C / 7 jours mais Aspergillus Niger
peut se développer jusqu’a 42°C.

e Couleur : Vert foncé a noir
e Aspect : Veloutée a poudreuse

e Revers : pas de pigment

Figure 11 : Observation macroscopique de I’Aspergillus

- Aspect microscopique :
L’aspect microscopique (figure 12) met en évidence des tétes conidiennes, bisériees, radiées,
disposees en plusieurs colonnes brunatres ou noires. Les conidiophores sont longs, lisses,

hyalins ou brunatres dans leur moitié supérieure.

Les vésicules sont globuleuses et entierement fertiles.




Résultat et discussion

Figure N°12 : aspect microscopique de I’Aspergillus

s Fusarium :
- Aspect macroscopique :
Les Fusarium poussent sur milieu Sabouraud, mais se développent mieux sur milieu PDA

(potato-dextrose-agar). Leur température optimale de croissance est comprise entre 22 et

37°C. Sur les milieux de culture, les Fusarium forment :

- des colonies duveteuses ou cotonneuses de couleur variable (blanche, créme, jaune,
rose, rouge, violette ou lilas) selon les espéces.
- Le revers peut étre créeme, rouge a pourpre, lilas ou violet (Figure 13).

- Les pigments diffusent souvent dans la gélose (Chermette et Bussieras, 1993).




Résultat et discussion

Figure N°13 : Observation macroscopique de Fusarium

- Aspect microscopique :
En culture, les colonies présentent souvent des nuances roses, jaunes, rouges ou violettes

(figure 14) (Katan et Ortoneda et al., 2003).
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Figure N° 14 : observation microscopique de Fusarium




Résultat et discussion

+ Lecture des résultats

La lecture des résultats a été effectuée aprés cing jours d’incubation & 25°C par la mesure du
diamétre de la zone de croissance des thalles. Parallelement, nous avons déterminé le diametre
des souches fongiques en absence de I’extrait des plantes. L’effet antifongique est déterminé
par la mesure du pourcentage d’inhibition de la croissance diamétrale en utilisant la formule

suivante :
P.1.C.D= (dt- Qe/@t) x100

P.I.C.D= pourcentage d’inhibition de la croissance diamétrale.
@t= diamétre moyen des thalles témoins.

@e= diamétre moyen des thalles exposés aux extraits végétaux. (hajji et al.,2016).

+ Evaluation de I’activité antifongique

L'activité antifongique de I’extrait brut de Carlina acaulis a eté évaluée selon le

pourcentage de I'inhibition de la croissance diamétrale des talles (%) :

e 30 a40 %: faible activité,

e 50 a 60 %: activité moderée,

e 60 a 70 %: bonne activité,

e >70 %: excellente activité (Abdellatif et al., 2011).

+ Discussion des travaux derriéres

L’effet antifongique a un seul métabolite que contient un extrait. Cet effet inhibiteur dépend
de la substance ou des substances a caractére antifongique présentes dans chaque extrait. Les
extraits contiennent toujours un mélange de plusieurs composés chimiques. En plus des
composés phytochimiques majoritaires d’une plante, des éléments mineurs peuvent apporter
une contribution significative a l'activité antifongique. Ces substances agissent simultanément
ou differemment, empruntent des voies semblables ou différentes, agissent ensemble ou
indépendamment sur une ou plusieurs cibles, conduisant ainsi a une activité antifongique
efficace (Mohammedi, 2013) .
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Résultat et discussion

Les plantes étudiées contenaient de grandes quantités de composés bioactifs tels que des
composés phénoliques simples et totaux, des flavonoides, des tanins des alcaloides, de la

saponine et des glycosides cyanogéniques (Hassan et Maswada, 2012).

Les potentiels antioxydants de quelques études des espéces du Carlina sont dus en particulier
a la présence des phénols totaux, des alcaloides, des flavonoides dont les tannins constituent la
classe chimique majeure chez cette espéce d’apres I’analyse phytochimique de différentes

partie de la plante de Carlina acaulis L (Baghdad et al.,2009).

Les tanins sont d’efficaces moyens de défense contre les herbivores, mais on suppose que
leur role majeur dans I’évolution a été de protéger les plantes des attaques fongiques et

bactériennes (Swain,1979).

Il'y a 20% des espéces de plantes qui produisent les alcaloides (Guignard, 2000). Les
plantes étudiées contenaient de grandes quantités de composés bioactifs tels que des composes
phénoliques totaux et simples, des tanins, des flavonoides, des alcaloides, de la saponine et des

glycosides cyanogéniques (Hassan et Maswada, 2012).

Les plantes utilisent les alcaloides pour la plupart d'entre eux dans leur systeme de défense

contre les pathogenes et les herbivores car ils sont toxiques (Caporel, 1995).

Le pouvoir antimicrobien a été mis en évidence par (Florian Herrmannen,2011), sur la
racine de Carlina acaulis L. et qui a prouvé que la forte activité de I'oxyde de Carline révéle
une forte activité contre Trypanosoma brucei avec une C150 de 1,0 Mg/ ml et un Sl de 446 par
rapport a les cellules humaines« HelLa »qui ont €té enregistrées. ( Dordevi¢ et al,2007 ) ont
montré pour la méme activité I’effet fort de cette espéce contre les bactéries Gram positives, les

Gram négatif et les champignons.

Les compositions chimiques de l'extrait d’hydrolysat et ’huile essentielle de C. vulgaris sont

caractérisées par une quantité treés appréciable d’oxyde de carline. ( Daniele et al.,2005).

La prédominance de I’oxyde de carline (91,5 et 97,2%, respectivement) dans les especes
du genre Carlina était confirmée par deux études antérieures sur la composition chimique de

I'huile essentielle des especes Carlina acanthifolia et Carlina acaulis (Chalchat et al.,1996).

+ Relation entre I’activité antifongique et les métabolites secondaires
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Résultat et discussion

Les plantes aromatiques et meédicinales (PAM) sont connues depuis longtemps pour leurs
effets antimicrobiens, elles constituent une richesse naturelle trés importante dont la
valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur. Les
propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de la présence d’agents bioactifs variés

et appartenant a différentes classes chimiques. (Ouraini et al., 2005).

Les extraits de plantes semblent étre 'une des méthodes alternatives les plus efficaces de
lutte contre les maladies des plantes, moins nocives pour 'nomme et I’environnement (Hanafey
et Sabry, 2013).

Les plantes sont riches en composés auraient des propriétés antifongiques in vitro et les
composés bioactifs tels que les tanins, les terpénoides, les saponines, les alcaloides, les
flavonoides (Arif et al., 2009).
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Conclusion

La plupart des espéces vegetales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur

I’organisme, on les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie.

Récemment, l'intérét a augmenté considérablement a I’étude ethnobotanique des plantes
utilisées traditionnellement de point de vue pharmacologique et thérapeutique et aide au
développement pharmaceutiques modernes comme médecine complémentaire. Plusieurs
médicaments utilisés de nos jours, sont extraits de substances végétales sur la base des études

ethnobotaniques.

Ce travail pour but d’évaluer I’effet de ’extrait brut de la racine de Carlina acaulis L sur

les champignons phytopathogéne de la pomme de terre Aspergillus et Fusarium.

La racine de Carlina acaulis L est riche des métabolites secondaires qui joue un role trés

important dans plusieurs fonction biologique. Tell que les tanins qui ont un effet antifongique.

Enfin, nous espérons par cette étude donner de I’importance a cette plantes médicinales qui

nous réserve encore assurément beaucoup de surprises et secrets.
A cet effet nous espérons que dans le futur avoir des études sur :

- L’effet toxique de la racine de Carlina acaulis L.
- Effet antifongique de la racine de Carlina acaulis L sur les champignons pathogénes

de la peau et ’eczéma.
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Résumé :

La multi résistance fongique pose de grands problémes au niveau de la protection des plantes. En
effet, il ne reste que peu de produits antifongiques efficaces contre certains agents multi résistants. Les
scientifiques sont donc a la recherche de nouveaux produits d’origine naturelle, présentant moins de
danger pour la santé, palliant aux effets secondaires des fongicides tels les métabolites secondaires des
plantes médicinales et présentant une activité antimicrobienne. Dans cette contribution, nous nous
sommes intéressés a 1’étude de 1’effet phytopathogéne de I’extrait de la racine de Carlina acaulis L, de
la région de Tlemcen, qui appartient a la famille des Astéracées et connue sous le nom vernaculaire de
« Tafgha ». La racine de cette plante a été utilisé pour soulager les maux de dents et a traiter la gale et
d'autres maladies de la peau, vessies et les petites blessures. Il était aussi connu pour les moines d'étre
utilisés comme un antidote pour les poisons. Autrefois, on 1’utilisait aussi comme vermifuge contre le

ténia.
Summary :

Multi-fungal resistance poses major problems in plant protection. Indeed, there are only a few
antifungal products left effective against certain multi resistant agents. Scientists are therefore looking
for new products of natural origin, presenting less danger to health, overcoming the side effects of
fungicides such as secondary metabolites of medicinal plants and presenting antimicrobial activity. In
this contribution, we looked at the plant pathogenic effect of Carlina acaulis L root extract from the
Tlemcen region, which belongs to the Asteraceae family and is known as the vernacular "Tafgha". The
root of this plant has been used to relieve toothache and to treat scabies and other skin diseases, bladders
and small injuries. It was also known to monks to be used as an antidote for poisons. In the past, it was

also used as a worm against tapeworm.



