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Résumé

Evaluer Iactivité antifongique in vitro des extraits de plantes sur la
croissance des pathogenes fongiques responsables de la pourriture des fruits
tropicaux (papaye et tomate). Les extraits au méthanol, dichlorométhane, et a
I’eau de Trichilia heudelotii, Nesogordonia papaverifera, Celtis mildbraedii,
Cola gigantea et Triplochiton scleroxylon ont été testés sur des souches de
champignons isolées et identifiées des fruits de papaye et de tomate. Les tests
d’inhibition réalisés ont permis de mesurer leur niveau de résistance. Des
réactions en tubes ont été effectuées pour la détection des classes de composés
responsables de l'activité des extraits de plantes. Les tests antifongiques ont
révélé que les extraits de toutes les plantes ont été fongicides a la concentration
de 10 mg/mL sur les fongiques Colletotrichum higginsianum, Fusarium
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oxysporum, Rhizopus stolonifer, pathogenes de la papaye et de la tomate.
Fusarium oxysporum a été la plus sensible des souches aux extraits
méthanoliques et dichlorométhanes des organes de toutes les plantes. Les
investigations phytochimiques ont révélé la présence de composes
phénoliques et stérols et polyterpénes dans les extraits des divers organes de
plantes étudiées. La présence de ces composés a permis d’expliquer I’activité
antifongique des extraits de ces plantes sur ’ensemble des souches
sélectionnées. L’utilisation des extraits de plantes pour la formulation de
biofongicide dans le contréle des pertes post-récoltes dues aux agents
pathogénes de la papaye et de la tomate s’aveére étre une belle alternative aux
produits chimiques toxiques utilisés pour la conservation de ces produits.

Mots-clés: Colletotrichum higginsianum, Fusarium oxysporum, Rhizopus
stolonifer, tomate, papaye, biofongicides, extraits de plantes, composés
phytochimiques
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Abstract

To evaluate the in vitro antifungal activity of plant extracts on the
growth of fungal pathogens responsible for tropical fruit rot (papaya and
tomato). Methanol, dichloromethane, and water distillated of Trichilia
heudelotii, Nesogordonia papaverifera, Celtis mildbraedii, Cola gigantea
and Triplochiton scleroxylon were tested on strains of isolated and identified
fungi from fruits of papaya and tomato. Growth inhibition tests carried out
made it possible to measure their level of resistance in presence of plant
extracts. Tube reactions were performed for the detection of classes of
phytochemicals compounds responsible for the activity of plant extracts.
Antifungal tests revealed that the extracts of all plants were fungicidal at a
concentration of 10 mg / mL on fungal Colletotrichum higginsianum,
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Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer, pathogens of papaya and tomato.
Fusarium oxysporum was the most sensitive strain to methanolic and
dichloromethane extracts of the organs of all plants tested. Phytochemical
investigations revealed the presence of phenolic compounds, sterols and
polyterpenes in the extracts of plant organs studied. The presence of these
compounds may explain the antifungal activity of the extracts of these plants
on all the selected strains. The use of plant extracts for the development of
formulation technology of biofungicides for the control of post-harvest losses
of papaya and tomato due to pathogens is proving to be a good alternative to
the toxic chemicals products used for the conservation of these foods.

Keywords: Colletotrichum higginsianum, Fusarium oxysporum, Rhizopus
stolonifer, tomato, papaya, fungicides, plant extracts, phytochemicals

Introduction

L'économie de la Cote d’Ivoire, a I’instar de la plupart des pays en
développement, est basée principalement sur ses ressources agricoles. Elle est
productrice de nombreux fruits tropicaux (papaye, tomate et mangue...)
consommeés géneralement frais, cuits ou transformés en jus ou confiture. La
papaye, Carica papaya L., est I'un des fruits tropicaux les plus exportés de la
Cote d’Ivoire qui en est deuxieéme pays exportateur apres le Ghana, avec
environ 1,163 tonnes chaque année vers I'Union européenne (Dembele et al.,
2009). La papaye contient des macro et micro minéraux tels que Na, K, Ca,
Mg, P, Fe, Cu, Zn, Mn. Elle est également source de caroténoides, vitamines
C, thiamine, riboflavine, vitamine B6 et vitamine K (Adetuyi et al., 2008). La
tomate est, quant a elle, une bonne source de vitamines A et C et permet de
réduire leurs carences dans les pays en voies de développement. De nos jours,
elle connait un succes prononcé a cause de sa forte teneur en lycopéne, un
antioxydant responsable de sa couleur rouge. Le lycopéne réduit le risque de
développer des maladies chroniques telles que différents types de cancers ou
des maladies cardiovasculaires (Agarwal et Rao, 2000).

Malheureusement, la production et la commercialisation de ces fruits
sont menacées par une multitude d'insectes et de microorganismes dont les
principales sont d'origine virale et fongique (Diallo et al., 2007). En Cote
d'lvoire, les moisissures sont jugées responsables de nombreuses pertes post-
récoltes et constituent un véritable probleme pour la préservation de leur
qualité et leur commercialisation surtout les pays importateurs qui ont des
normes assez rigides (Dembele et al., 2009; Akinmusire, 2011). L’activité
fongique peut conduire a des contaminations par des mycotoxines dangereuses
pour le consommateur. Environ 20 a 25 % des fruits récoltés sont, ainsi,
dépréciés par les agents pathogenes pendant la manipulation post-récolte,
méme dans les pays développés, influencant ainsi, négativement, leur valeur
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économique (Droby, 2006). Pour minimiser les pertes post-récoltes et réduire
les maladies épidémiques résultantes des intoxications alimentaires, les
produits périssables sont traités avec des fongicides chimiques de synthese
dont l'utilisation a été restreinte en raison des effets secondaires identifiés.
Certains sont cancérigénes, de haute toxicité, de longue période de
dégradation, de pollution de I’environnement. IIs constituent une menace pour
la sécurité¢ de ’humain d’ou I’intérét de plus en plus grandissant pour une
agriculture sans résidus chimiques.

La recherche et le développement de nouvelles molécules bioactives
pouvant agir plus efficacement sur les nouvelles générations de micro-
organismes résistants et préservant ’environnement et I’homme deviennent,
alors, des priorités (Coates et al., 2002 ; Ouahiba et al., 2010). L’utilisation de
composés naturels bioactifs offre une alternative de premier choix pour les
plantes a activité antifongique dans le contrle des pathogénes de plusieurs
produits. Les propriétés thérapeutiques et antimicrobiennes de plusieurs
plantes ont été mises en évidence pour traiter plusieurs affections de I’homme :
coqueluche, asthme, dermatomycoses, syphilis ... (Sattarian, 2006 ; Agyare et
al., 2012). Selon la littérature, Trichilia heudelotii et Cola gigantea ont une
activité antimicrobienne par 1’inhibition de Aspergillus niger, Candida
albicans et Trichophyton mentagrophytes (Sonibaré et al., 2009). Trichilia
heudelotii, Nesogordonia papaverifera, Celtis mildbraedii, Cola gigantea et
Triplochiton scleroxylon utilisées en médecine traditionnelle, en Cote
d’Ivoire, contre les champignons pathogénes de la peau chez ’homme, ont
montré de bonnes activités antimicrobiennes (antifongiques et
antibactériennes). Cependant, aucune étude sur les pathogénes responsables
de la pourriture des fruits n’a encore été réalisée.

La présente étude a consisté a évaluer I’activité antifongique in vitro
de leurs extraits aqueux et méthanoliques sur la croissance de Colletotrichum
higginsianum, Fusarium oxysporum et Rhizopus stolonifer, pathogénes de la
papaye et de la tomate en Cote d’Ivoire puis rechercher les composés
chimiques actifs qu’elles contiennent et qui font d’elles des plantes de valeur.

Matériel et méthodes
Matériel

Le matériel végétal est constitué de poudres de feuilles de Trichilia
heudelotii et d’écorces de tronc de Nesogordonia papaverifera, Celtis
mildbraedii, Cola gigantea et de Triplochiton scleroxylon. Colletotrichum
higginsianum, Fusarium oxysporum et Rhizopus stolonifer sont les pathogenes
de la papaye dans les champs de la région d’Azaguié et d’Agboville (Cote
d’Ivoire).

Les souches fongiques (Colletotrichum higginsianum, Fusarium
oxysporum et Rhizopus stolonifer) utilisées ont été isolées de fruits de papayes
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prélevées dans des champs dans la région d’Azaguié et d’Agboville en Cote
d’Ivoire en 2011. Ces souches ont ensuite été identifiées selon la méthode
moléculaire PCR-DGGE suivie de séquencage (Kossonou et al., 2014).

Méthodes
Préparation des extraits végétaux

Les plantes utilisées ont été récoltées dans le département de Divo et
identifiées au Centre National de la Floristique (CNF) de I’Université Felix
Houphouét Boigny (Cote d’Ivoire). Les écorces du tronc et feuilles des plantes
ont été prélevées puis séchées sous climatisation a 22°C, a I’abri du soleil,
pendant trois semaines. Les organes secs ont ensuite été réduits en poudre fine
a ’aide d’un broyeur ¢électronique (Retsch de de type SM 100). Les poudres
ont été conditionnées dans des bocaux.

La préparation des extraits végétaux a été est faite selon deux
méthodes: la macération a I’aide de solvants organiques de polarité croissante
et I'infusion dans de I’eau distillée.

Préparation des extraits aqueux: Dix grammes (10 g) de poudre de chaque
organe de plantes ont été infusés pendant 15 min avec 100 mL d’eau distillée
bouillante. La préparation a été filtree apres refroidissement ; et la solution
aqueuse obtenue a été congelée puis lyophilisee pour obtenir les extraits
Vegeétaux aqueux.

Préparation des extraits organiques: L’extrait dichlorométhanique a été
prépare par des macérations successives réalisées a froid avec 10 g de poudre
vegétale de chaque organe de plantes dans 100 mL de dichlorométhane, a
température ambiante, sous agitation mécanique, pendant 30 min. Apres
filtration, le filtrat recueilli est laissé a la température ambiante de la salle pour
I’évaporation du dichlorométhane. Le produit gras obtenu constitue 1’extrait
dichlorométhanique. Le marc résultant a été séché sous climatisation, sur du
papier buvard puis repris par 100 mL de méthanol. Aprés le méme procédé de
filtration, le filtrat recueilli a été soumis a I’évaporateur rotatif. Ensuite, le
résidu sec obtenu, récupéré dans un peu d’eau a été congelé puis lyophilisé
pour I’obtention de ’extrait méthanolique

Tests d’inhibition des souches fongiques aux différents extraits de plantes

Une solution mére de chaque extrait de concentration 100 mg/mL a été
préparée en dissolvant 1,2 grammes d’extrait lyophilisé dans 12 mL de
diméthylsulfoxide (DMSO). Dans 15 mL de gélose Sabouraud au
chloramphénicol (Biomérieux) en surfusion coulée dans des boites de Pétri,
ont été incorporés des prélévements de solution mére de volume 300 uL, 600
pL, 1200 pL et 1500 pL pour obtenir des concentrations équivalentes
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respectives de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 8 mg/mL et 10 mg/mL. Ensuite 0,5 uL de
I’inoculum contenant chaque germe (Colletotrichum higginsianum, Fusarium
oxysporum et Rhizopus stolinifer) a été déposé séparément sur ces milieux
solidifiés. Un Témoin a été préparé selon le méme procédé sans incorporation
d’extraits végétaux. Pour chaque traitement, trois boites de Pétri ont été
utilisées et 1’essai a été répété 3 fois. Les boites de Pétri ont été mises en
incubation pendant six jours a 25 °C a I’étuve. Les diametres moyens de la
croissance radiale du mycélium de chaque souche de champignon ont été
ensuite mesurés chaque jour.

L’inhibition de la croissance a été déterminée par la moyenne de croissance
radiale du mycélium pour chaque germe fongique. Le niveau de résistance ou
de sensibilité des souches fongiques aux extraits de plantes a été déterminé
selon la formule et ’échelle de sensibilité proposées par Kumar et al. (2007) :

’[(%)=$x100

I = Inhibition (%), C = Croissance radiale (cm) du témoin, T = Croissance
radiale (cm) du traitement

Lorsque pour une concentration donnée, il n’y a aucune croissance mycélienne
observeée, le germe est repiqué sur un milieu gélosé dépourvu d’extrait végétal.
Une reprise de la croissance traduit un effet fongistatique et 1’absence de
croissance un effet fongicide.
Parametres antifongiques recherchés:
- CMI (concentration minimale inhibitrice) : c’est la plus petite
concentration d’extrait pour laquelle il n’y a aucune croissance visible
a Pceil nu.
- Clso (concentration qui induit 50 % d’inhibition)

Tests de détection des classes de composés chimiques

La caractérisation phytochimique des extraits végétaux a été faite selon
les méthodes utilisées par Ribéreau-Gayon (1968), Randerath (1971), Rizk
(1982), Al-Yahya (1986), Mogode (2005) puis Kpémissi (2007). La détection
des stérols et polyterpenes a été faite selon la réaction de Salkowski. Les
saponosides ont été mis en évidence par leur indice de mousse.

Quant aux polyphénols, ils ont été mis en évidence par la réaction au
chlorure ferrique. Parmi les composés phénoligues, les flavonoides ont été mis
en évidence par la réaction a la soude. Les anthocyanes ont été recherchées
par la réaction a I’ammoniaque 2N. La fluorescence nette bleue aux rayons
UV 366 nm a permis de déterminer les coumarines. La réaction de Stiasny a
permis de détecter les tanins. Enfin, les quinones et dérivés ont été détectés
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par la réaction de Borntrager. Les Alcaloides ont quant & eux été recherchés
par la réaction de Dragendoff.

Analyses statistique

Les résultats des tests d’inhibition des extraits végétaux sur les souches
fongiques ont été exprimés sous formes de pourcentage d’inhibition.
L’ANOVA 1 a servi de modele pour la comparaison de I’effet des extraits de
plantes entre eux pour chaque concentration. Lorsqu’au seuil de significativité
a = 0,05, une différence est observée entre les effets inhibiteurs des extraits
pour un germe, le test de la PPDS (Plus Petite Différence Significative) a été
utilisé pour déterminer les extraits dont les effets inhibiteurs différent
significativement des autres (Dagnelie, 1998). L’analyse des données a été
effectuée a I’aide du logiciel Statisca 7.0. Pour la détermination des CI50, une
détermination graphique a été effectuée sur la courbe de tendance entre les
concentrations des extraits et les pourcentages d’inhibition observées et cela
gréce au logiciel Excel 2016.

Résultats et discussion
Résultats
Activité antifongique des extraits de plante

Les extraits végétaux dichlorométhaniques, méthanoliques et aqueux
des différents organes de plantes ont tous présenté des activités antifongiques
contre les trois souches fongiques étudiées :Colletotrichum higginsianum,
Fusarium oxysporum et Rhizopus stolonifer. Les activités manifestées étaient
selon la concentration, soit fongistatique, soit fongicide.

Sur la souche fongique Colletotrichum higginsianum, tous les extraits
des trois solvants d’extraction ont été fongistatiques aux trois premicres
concentrations (2 mg/mL, 4 mg/mL et 8 mg/mL). A ces concentrations, la
souche fongique apreés repiquage a eu une croissance radiale variant entre 15
% et 55 % environ pour les extraits dichlorométhaniques, entre 32 % et 67 %
pour les extraits méthanoliques et une croissance entre 26 % et 69 % pour les
extraits aqueux. Cependant, a la concentration de 10 mg/mL, tous les extraits
ont été fongicides (aucune croissance observée) excepté I’extrait
dichlorométhanique de 1’écorce de tronc de Celtis mildbraedii ou une reprise
de croissance d'environ 23 % a été observée. La concentration minimale
inhibitrice pour ’ensemble des extraits fongicides sur C. higginsianum est de
10 mg/mL (Tableau 1).
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Tableau | : Effet des extraits végétaux sur la croissance radiale de Colletotrichum
higginsianum et valeurs des CMI et Clsq mesurées

Pourcentage d'inhibition de la croissance radiale de
Colletotrichum higginsianum selon la concentration

Paramétres
antifongiques

Extraits Organes de plantes diextrait
2mg/mL  4mg/mL  8mg/mL 10 mg/mL (m(gjllﬁr(;L) (ng:];\/ImIL)
Ecorce de tronc (Np)  45,12+0,23* 50,93+0,23* 85,04+0,48°  100+0,00* 5,25 10
Feuilles (Th) 44,88+0,40° 50,70+0,40% 72,79+0,23°  100+0,00% 5,24 10
Dichlorométhanique Ecorce de tronc (Cm) 44,81+0,36* 50,62+0,36% 85,35+0,23*  76,67+0,36° 5,24 >10
Ecorce de tronc (Cg) 44,88+0,23* 50,70+0,23* 85,43+0,27*  100+0,00? 5,24 10
Ecorce de tronc (Ts) 44,88+0,00° 50,70+0,00° 84,81+0,13*  100+0,00° 5,24 10
Ecorce de tronc (Np)  33,2620,23* 40,93+0,23* 68,84+0,23*  100+0,00 5,34 10
Feuilles (Th) 33,02+0,40* 40,70+0,40* 68,60+0,40*@  100+0,00? 5,36 10
Méthanolique Ecorce de tronc (Cm) 32,95+0,36% 40,62+0,36% 68,53+0,36*  100+0,002 5,42 10
Ecorce de tronc (Cg)  33,02+0,23* 40,70+0,23* 68,60+0,23*  100+0,00? 5,36 10
Ecorce de tronc (Ts)  33,02+0,00° 40,70+0,00° 68,60+0,00°0  100+0,00 5,36 10
Ecorce de tronc (Np)  32,09£0,23% 39,30+0,232 74,1940,23*  100+0,00 5,26 10
Feuilles (Th) 31,86+0,40* 39,07+0,40* 73,95+0,40*8  100+0,00? 5,28 10
Aqueux Ecorce de tronc (Cm) 31,78+0,36* 38,99+0,36% 73,88+0,36®  100+0,002 5,32 10
Ecorce de tronc (Cg)  31,86+0,23* 39,07+0,23* 73,95+0,23*  100+0,00? 5,28 10
Ecorce de tronc (Ts)  31,86x0,00% 39,07+0,00° 73,95+0,00*  100+0,00? 5,28 10

Np = Nesogordonia papaverifera ; Th = Trichilia heudelotii ; Cm = Celtis mildbraedii ;

Cg = Cola gigantea ; Ts = Triplochiton scleroxylon

Concernant la souche fongique Fusarium oxysporum, pour les extraits

dichlorométhaniques et méthanoliques, tous les extraits ont été fongistatiques
aux concentrations de 2 mg/mL et de 4 mg/mL (Tableau II). La croissance
radiale mycélienne observée étant d’environ 67 a 78 %. A partir de 8 mg/mL,

les extraits de ces deux solvants ont totalement

inhibé

la croissance

mycélienne du fongique. La concentration minimale inhibitrice fongicide des
extraits végétaux sur cette souche est de 8 mg/mL. Quant a I’effet des extraits
aqueux sur la croissance radiale de F. oxysporum, on note un effet
fongistatique de tous les extraits aqueux jusqu’a 8 mg/mL et un effet fongicide
a 10 mg/mL. La CMI pour ces extraits est alors de 10 mg/mL (Tableau 2).
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Tableau Il : Effet des extraits végétaux sur la croissance radiale de Fusarium oxysporum et
valeurs des CMI et Clso mesurées

Extraits Organes de plantes

Pourcentage d'inhibition de la croissance radiale de Paramétres
Fusarium oxysporum selon la concentration d'extrait antifongiques

2 mg/mL 4 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL Cleo

CMI

(mg/mL) (mg/mL)

Ecorce de tronc (Np)  22,87+0,13* 28,22+0,13*  100+0,00*  100+0,00° 5,25 8

Feuilles (Th) 22,87+0,13* 28,22+0,13*  100+0,00®  100+0,00® 5,25 8
Dichlorométhanique Ecorce de tronc (Cm) 22,95+0,36% 28,29+0,362  100+0,002  100+0,000 5,24 8
Ecorce de tronc (Cg)  22,95+0,36% 28,29+0,36°  100+0,00°  100+0,00°0 5,24 8

Ecorce de tronc (Ts)  22,95+0,36* 28,29+0,36*  100+0,00*  100+0,00° 5,24 8

Ecorce de tronc (Np)  25,66+0,13* 32,87+0,13*  100+0,00*  100+0,00° 5,04 8

Feuilles (Th) 25,66+0,13* 32,87+0,13*  100+0,00®8 100+0,00® 5,04 8

Méthanolique Ecorce de tronc (Cm)  25,74+0,36* 32,95+0,36*  100+0,00°  100+0,00*0 5,03 8
Ecorce de tronc (Cg)  25,74+0,36* 32,95+0,36%  100+0,00*  100+0,00° 5,03 8

Ecorce de tronc (Ts)  25,74+0,36% 32,95+0,36* 100+0,0020  100+0,00* 5,03 8

Ecorce de tronc (Np)  44,50+0,13* 49,15+0,13* 62,09+0,23° 100+0,00°0 4,34 10

Feuilles (Th) 44,50+0,13% 49,150,132 63,02+0,23* 100+0,00° 4,28 10

Aqueux Ecorce de tronc (Cm)  44,57+0,36  49,22+0,36° 62,95+0,36* 100+0,00? 4,32 10
Ecorce de tronc (Cg)  44,57+0,36%  49,22+0,36° 62,71+0,13* 100+0,000 4,34 10

Ecorce de tronc (Ts)  46,90+0,36° 51,55+0,36° 63,41+0,36* 100+0,00° 4,26 10

Np = Nesogordonia papaverifera ; Th = Trichilia heudelotii ; Cm = Celtis mildbraedii ;
Cg = Cola gigantea ; Ts = Triplochiton scleroxylon

Quant a Rhizopus stolonifer, le tableau 3 présente I’effet des extraits
vegétaux sur la croissance radiale mycélienne de cette souche fongique.
D’apres ces résultats, tous les extraits de tous les organes de plantes ont eu une
activité fongistatiqgue aux concentrations de 2 mg/mL, 4 mg/mL et de 8
mg/mL. Cette activité fongistatique est caractérisée par la reprise de la
croissance radiale du germe fongique aprés repiquage. L’inhibition de la
croissance radiale du fongique a ces trois premiéres concentrations était
comprise entre 39 % et 75 % chez les extraits dichlorométhaniques, entre 35
% et 77 % pour extraits méthanoliques et concernant les extraits aqueux, cette
inhibition était comprise entre 55 % et 84 %. Cependant a 10 mg/mL, tous les
extraits (dichlorométhaniques, méthanoliques et aqueux) de tous les organes
de plantes ont montré une activité fongicide, car aucune croissance radiale
mycélienne n’a été observée apres le repiquage du germe. En se référant aux
valeurs des Clso, les extraits aqueux qui en ont présenté les plus basses se sont
révélés les plus efficaces aux faibles concentrations. Les Clsg sont d’environ
1,8 mg/mL pour les extraits aqueux alors pour les extraits
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dichlorométhaniques et méthanoliques, elles sont respectivement de 1’ordre de
4,5 mg/mL et de 5,2 mg/mL. La concentration minimale inhibitrice de chaque
extrait sur ce germe fongique est 10 mg/mL.

Tableau 11 : Effet des extraits végétaux sur la croissance radiale de Rhizopus stolonifer et
valeurs des CMI et Clso mesurées

Pourcentage d'inhibition de la croissance radiale de Parametres
Rhizopus stolonifer selon la concentration d'extrait antifongiques
Extraits Organes de plantes

Clso CMI

2 mg/mL 4 mg/mL 8mg/mL 10 mg/mL (mg/mL)  (mg/mL)

Ecorce de tronc

o) 30,61£0,022 46,820,022 74,81+0,060 100:0,00° 4,47 10
Feuilles (Th) 30,0740,05° 46,28+0,05° 74,57+0,060 100:0,00° 4,53 10
Dichlorométhanique (Eccfnr)ce elonC 396140020 46,82+002% 74,88:0,11° 100£000° 4,47 10
(Eccg)rce de trone 39,53+0,05* 46,74+0,05° 75,19+0,06° 100+0,00° 4,49 10

(ETCso)rce de trone 39,53+0,05* 46,74+0,05° 74,96+0,06° 100+0,00° 4,49 10

(E,\Clggce de tronc 35,80+0,13° 39,610,13% 76,20+0,13° 100£0,00° 5,16 10

Feuilles (Th) 35,35£0,23° 39,0740,23% 76,98+023° 100£0,00° 5,18 10

Méthanolique (Ecc%ce delonC  3589:013° 3061:0,13 77212023 100:0,00° 512 10
(Eccg)rce de tronc 35,814023° 39,530,23% 76,98+023° 100£0,00° 5,16 10

(Efso)rce de tronc 35,81+0,23* 39,53+0,23" 76,82+0,36° 100+0,00° 5,16 10

(E,\‘jg;‘:e de tronc 55,10+0,13° 60,54+0,13% 82,09+023° 100£0,00° 1,82 10

Feuilles (Th) 54,65:0,23% 60,00£0,23° 83,020,223 100£0,00° 1,84 10

Aqueux (Eg%ce delronc  5g194013° 6054+013% 82,71:0,13 100£000° 1,82 10
(Eé’g)me de tronc 55124023 60,470,23%  83,1+027°  100£0,00° 1,82 10

(ETC;’;CQ de tronc 55,12+0,23* 60,47+0,23" 82,48+0,36° 100+0,00° 1,82 10

Np = Nesogordonia papaverifera ; Th = Trichilia heudelotii ; Cm = Celtis mildbraedii ;
Cg = Cola gigantea ; Ts = Triplochiton scleroxylon

Criblage phytochimique des extraits de plantes

Selon ces résultats, tous les extraits aqueux des organes de plante
contiennent des polyphénols. Dans le groupe des polyphénols, les tanins
(galligues et catéchiques) et les flavonoides sont simultanément présents dans
tous les extraits des plantes a I’exception des tanins galliques, dans les écorces
de tige de Celtis mildbraedii. Les hétérosides anthraquinoniques ont été
détectés dans les écorces de tige de Triplochiton scleroxylon et dans les
feuilles de Trichilia heudelotii. Les flavonoides et les tanins sont également
présents dans les feuilles de T. heudelotii et dans les écorces de tiges de T.
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scleroxylon, Cola gigantea et Nesogordonia papaverifera. Le groupe de
stérols et polyterpénes n’a uniquement été observé que chez N. papaverifera
(tableau 4).

Dans ces extraits méthanoliques, les polyphénols sont présents dans
toutes les plantes, de méme que le groupe des stérols et polyterpenes. Les
composés anthraquinoniques libres et les tanins ont été détectés uniquement
dans les feuilles de T. heudelotii. Cependant, dans les feuilles de T. heudelotii,
et les écorces de tige de Celtis mildbraedii, de C. gigantea, et de N.
papaverifera, ce sont les tanins qui ont été mis en évidence (tableau 1V).

En ce qui concerne les extraits au dichlorométhane, les polyphénols
sont présents dans toutes les plantes. Les tanins et les flavonoides ont été mis
en évidence dans les extraits des écorces de tige de C. gigantea et N.
papaverifera. Les tanins ont également éte détectes dans les extraits des
feuilles de T. heudelotii et de 1’écorce de tige de C. mildbraedii ainsi que la
présence des anthraquinoniques libres. Aucune preésence de stérols et
polyterpénes n’a été détectée dans ces extraits plantes.

En somme, en considérant I’ensemble des 5 organes de plantes et dans
les trois solvants d’extraction (dichlorométhane, méthanol, eau), les especes
ou il a plus été noté la présence des composés phytochimiques sont
respectivement, par ordre d’importance T. heudelotii (Fe), N. papaverifera
(Et), et Celtis mildbraedii (Et), tandis que les plus pauvres en composes

phytochimiques ont été Triplochiton scleroxylon (Et) et Cola gigantea.
Tableau IV : Résultat du criblage phytochimique des différents organes de plantes dans les
trois solvants d'extraction (eau, méthanol et dichlorométhane)

Organes de plantes Eau

Stp Pp An Ali Ha Ac Sa Co Tc Tg FI

Np (Et) + + +
Th (Fe) - + +

Cm (Et) - + - - - - - - + - +
+ +
+ +

- - + - - -
Cg (Et) - - - - - - -

Ts (EY) - .

Méthanol (MeOH)

Stp Pp An Ali Ha Ac Sa Co Tc Tg F
Np (Et) + - - - - - - +
Th (Fe) + - + - - - - + - -
Cm (Et) + + - - - - - - +
Cg (Et) - + +
+

Ts (Et) +

Dichlorométhane (DCM)

Stp Pp An Ali Ha Ac Sa Co Tc Tg F
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Np (Et) - + - - - - - - + - +
Th (Fe) - + - - - - - + - -
Cm (Et) - + - - - - - + - -
Cg (Et) - + - - - - - - + - +
Ts (Et) - + - - - - - - - - -

+: Présence du composé ; -: Absence du composé ; StP : Stérols et Polyterpénes ; Pp :
Polyphénols ; An : Anthocyanes ; Ali : Anthraquinones libres ; Ha : Hétérosides
antthraquinoniques ; Ac : Alcaloides ; Sa : Saponines ; Co : Coumarines ; Tc : Tanins
cathéchiques ; Tg : Tanins galliques ; FI : Flavonoides ; Np : Nesogordonia papaverifera ;
Th : Trichilia heudelotii ; Cm : Celtis mildbraedii ; Cg : Cola gigantea ; Ts: Triplochiton
scleroxylon ; Fe : Feuille ; Et : Ecorce de tige ; Pe : Plante entiére.

Discussion

L'approche vers de nouvelles substances naturelles comme alternatives
aux agents chimiques reste une solution prometteuse. Un total de quinze (15)
extraits obtenus dans trois solvants (eau, méthanol et dichlorométhane) a partir
des organes de cing (5) especes de plantes (Nesogordonia papaverifera, Cola
gigantea, Triplochiton scleroxylon, Trichilia heudelotii et Celtis mildbraedii)
ont eté utilisés pour la réalisation des tests antifongiques sur Colletotrichum
higginsianum, Fusarium oxysporum et Rhizopus stolonifer. L’analyse de
I’effet de la variation des concentrations des extraits de plantes sur la
croissance radiale de I’ensemble des souches a montré que Dactivité
manifestée est plus importante aux fortes concentrations. Cette variation
d’activité peut aller de 0 % a 100 % d’inhibition de la croissance radiale
respectivement a des concentrations de 2 mg/mL a 10 mg/mL selon I’espece
végétale et des types d’extraits. Ce qui montre que les activités antifongiques
mises en évidence sont dose-dépendantes.

Sur la souche fongique Colletotrichum higginsianum, les extraits au
dichlorométhane ont été plus actifs avec des valeurs de Clso plus basses que
celles des extraits méthanoliques et aqueux. Concernant Fusarium oxysporum,
ce sont les extraits dichlorométhaniques et méthanoliques qui ont été les plus
actifs vues les valeurs des CMI qui étaient plus basses (8 mg/mL) que celles
des extraits aqueux (10 mg/mL). Par rapport a ces extraits
(dichlorométhaniques et méthanoliques), F. oxysporum a été la souche
fongique la plus sensible de cette étude. Suffredini et al. (2004) ont montré
que l’activité des plantes médicinales peut étre améliorée en utilisant des
solvants organiques; ce qui pourrait expliquer I’activité antifongique
intéressante des extraits organiques de ces plantes. Quant au fongique R.
stolonifer, contrairement a 1’espece fongique F. oxysporum, I’analyse
comparative des activités des extraits de plantes sur sa croissance a montré sa
grande sensibilité plutbt aux extraits aqueux des plantes. Par ailleurs, les
valeurs des Clso observées pour les extraits aqueux étaient plus faibles que les
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Clso mesurées pour les extraits dichlorméthaniques et méthanoliques. Pour
certaines de ces plantes comme Trichilia heudelotii et Cola gigantea, ce
résultat était attendu. En effet Aladesanmi et al. (2007) ont montré que I’extrait
aqueux de I’espece T. heudelotii possede une forte activité antibactérienne et
antifongique. Egalement, selon Sonibaré et al. (2009), les feuilles de Cola
gigantea inhibent la croissance de Candida albicans et Aspergillus niger.
Traditionnellement, I’extrait aqueux de C. gigantea est utilisé contre les
dermatomycoses (Odugbemi, 2006).

Les activités antifongiques de I’ensemble de tous les extraits de plantes
sur ces trois souches fongiques responsables de la pourriture post-récolte de la
papaye et de la tomate sont rapportées ici pour la premiere fois.

Le criblage phytochimique réalisé a partir des extraits obtenus des
organes de cing (5) espéces de plantes sélectionnées (Nesogordonia
papaverifera, Cola gigantea, Triplochiton scleroxylon, Trichilia heudelotii et
Celtis mildbraedii) a montreé la présence de plusieurs métabolites secondaires,
particulierement les terpenes, stéroides et les composés phénoliques. Pour
Bruneton (2009), les terpénes et stéroides et les composés phénoliques decelés
sont deux classes de métabolites secondaires qui constituent des agents de lutte
chimique contre les pathogenes tels les bactéries et les champignons. De fagcon
générale, D’activité antimicrobienne est liée a la famille chimique des
composes phénoliques dont la structure (noyau aromatique lié au groupement
hydroxyle dans différentes positions), leur permet de former des liaisons
hydrogenes avec les groupes-SH dans les sites actifs des enzymes cibles, ce
qui entraine la désactivation de ces enzymes dans les champignons (Ultee et
al., 2002 ; Zongo et al., 2011). Au sein de ce groupe de composés, Harborne
et Williams (2000) ainsi que Sepulveda et al. (2011) affirment que les tanins
et les flavonoides décelés sont réputés pour leur capacité a inhiber la
croissance de nombreux microorganismes dont les bactéries et les
champignons. Aussi, les quinones et dérivés détectés dans les extraits de
feuilles et des écorces de Trichilia heudelotii, de Triplochiton scleroxylon et
de Celtis mildbraedii sont connus pour leurs propriétés laxatives et
vermifuges, antimicrobiennes et antifongiques (Hoffman, 2003). De méme,
Bajwa et al. (2007) ont soutenu par leurs travaux que parmi les dérivés
quinoniques, les hétérosides anthraquinoniques sont particulierement doués de
propriétés antifongiques. Ces dérivés ont été également décelés chez T.
heudelotii et chez Triplochiton scleroxylon. La présence de ces composes
expliquerait donc I’activité antifongique des extraits de ces plantes sur
I’ensemble des souches sélectionnées. De plus, Diame (2010) a indiqué que T.
heudelotii est traditionnellement utilisée contre des pathologies fongiques
comme les candidoses.

Outre les composés phénoliques, les terpénes et stéroides décelés sont
comme les huiles essentielles, protégeant la plante des champignons parasites
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et les bactéries (Raven et al., 2000). Les travaux de Soro et al. (2010) ont
montré que I’huile essentielle des fruits de Xylopia aethiopica contenant ces
composés, était fongicide contre le champignon Fusarium oxysporum. De
méme, les terpénes phénoliques agissent aussi en se fixant sur les groupes
amines et hydroxylamines des protéines membranaires de la cellule
microbienne en provoquant l’altération de la perméabilité¢ et la fuite de
contenus intracellulaires (Lopez-Malo et al., 2005). Ainsi, la présence des
composés décelés et leurs propriétés biologiques constituent le fondement
scientifique de I’importante activité des plantes a la suite des tests
antifongiques.

Conclusion

Ce travail a éeté réalise dans le cadre de la recherche des produits
naturels qui peuvent substituer les produits chimiques utilisés dans le controle
des pathogénes fongiques, responsables de la pourriture des fruits tropicaux
(papaye et tomate). Les tests antifongiques réalises a partir des extraits de
plantes contre trois souches fongiques (Fusarium oxysporum, Colletotrichum
higginsianum et Rhizopus stolonifer) ont montré que tous les extraits de
plantes ont inhibé significativement la croissance mycélienne de ces trois
agents phytopathogénes étudiés. Toutefois, de ces trois fongiques, Fusarium
oxysporum a été le plus sensible aux extraits avec des CMI égales a 8 mg/mL
contre des CMI de 10 mg/mL enregistrées par les extraits sur Colletotrichum
higginsianum et Rhizopus stolonifer. Les tests de détection phytochimique
réalisés ont permis de mettre en évidence la présence de certains composes
chimique dont les propriétés chimiques justifient pleinement les activités
antifongiques des extraits végétaux vis-a-vis des souches fongiques étudiées.
L’efficacité¢ des extraits de plantes sur ces souches fongiques suggere
d’envisager une formulation de biofongicides naturels soucieux du bien-étre
des consommateurs dans la conservation des produits post-récoltes.
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