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Abstract

The aim of this study is the evaluation of the antifungal activity of
Punica granatum peel towartds two phytopathogenic agents, wich are: the
Ascocyhta rabiei (pass.) Labr and Fusarium oxysporum f.sp . radicis-
lycopersici (FORL). To test the effectiveness of the ethanol extract of
pomegranate peel (EEPP), three parameters were studied: the mycelial
growth, inhibition rate and sporulation. It is thus that the strain of Fusarium
oxysporum lycopersici f.sp.Radicis was more resistant to 5% EEPP with
myecelial growth of 9 mm and an inhibition rate of 75.67%, compared to
those of Ascocyhta rabiei (pass). Labr with mycelial growth of 7 mm and
an inhibition rate of 79.41% after 7 days of incubation. This difference is
mainly due to the sensitivity and the natural resistance of the strains tested.

Keywords: Punica granatum, ascocyhta rabiei (Pass), Labr - Fusarium
oxysporum lycopersici-f.sp.Radicis - ethanolic extract, mycelial growth

Résumé
Le contexte de cette étude s’inscrit sur I’évaluation de 1’activité
antifongique des écorces de Punica granatum vis-a-vis de deux agents
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phytopathogénes qui sont : L’Ascocyhta rabiei (pass .) Labr et le Fusarium
oxysporum f.sp.Radicis -lycopersici (FORL) .Pour tester ’efficacité de
I’extrait éthanolique d’écorces de grenade (EEEG), trois paramétres ont été
étudiés a savoir : la croissance mycélienne, le taux d’inhibition ainsi que la
sporulation, c¢’est ainsi que la souche Fusarium oxysporum f.sp.Radicis —
lycopersici était la plus résistante a 5% d’EEEG avec une croissance
mycélienne de 9 mm et un taux d’inhibition de 75,67% comparés a ceux
d’Ascocyhta rabiei (pass .) Labr avec une croissance mycélienne de 7 mm et
un taux d’inhibition de 79,41 % aprés 7 jours d’incubation. Cette différence
de susceptibilité s’explique principalement par la sensibilité et la résistance
naturelle des souches testées.

. _________________________________________________________________________________________________________________________|
Mots-Clés: Punica granatum, Ascocyhta rabiei (pass) Labr, Fusarium
oxysporum f.sp.Radicis —lycopersici ,Extrait éthanloique, croissance
myceélienne

Introduction

La tomate est exposée a plusieurs maladies dont la pourriture des
racines et du collet (Fusarium crown and root rot) causée par le Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ( Katan et al. ,1997). Cette maladie peut
occasionner des dégats pouvant atteindre 90 % des plantes dans certaines
serres .Si la lutte chimique par le bénomyl ou le captafol a donné des
résultats encourageants dans la lutte contre ce pathogene (Marios et Mitchell
,1981), l'utilisation répétée des produits de synthése entraine souvent la
pollution de I'environnement avec une apparition de souches résistantes et
augmente la quantité des résidus sur les fruits (Ozbay et Newman ,2004) .

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une Iégumineuse importante
sur le plan économique dans le monde aprés 1’haricot (Gan et al ., 2006).Un
des plus grands stress biotique réduisant les rendements potentiels du pois
chiche est l'anthracnose causée par 1’Ascochyta rabiei Pass.(Labr.)
(téleomorphe, Didymella rabiei v. Arx. syn. Mycosphaerella rabiei
Kovachevski) (Ahmed et al.,2005) .En Algérie, les données de plusieurs
années d’observation ont montré la présence et l'extension de la brdlure
ascochytique avec des chutes de production pouvant aller jusqu'a 100%
(Bouznad et al.,1996).

Par ailleurs en Algérie comme dans les autres pays du Maghreb,
I'ascochytose reste la principale contrainte du développement du pois
chiche ; les fongicides employés a I’heure actuelle sont des composants
essentiels de la lutte contre les maladies fongiques des plantes( Mabsoute et
al.,1996), pour éviter 1’apparition fréquente de souches résistantes lors de
ces traitements fongicides par I'utilisation des pesticides et en limiter les
impacts environnementaux dus a leur application répétitive, il est
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indispensable de valoriser et exploiter les plantes médicinales ;l’usage
thérapeutique de ces derniéres est trés présent dans certains pays du monde et
surtout les pays en voie de développement ,en raison de 1’absence d’un
systtme médical moderne (Tabuti et al.,2003) .Depuis l'antiquité, les
produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours été une
source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de
tous les médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont
dérivés des produits naturels (plantes, animaux, bactéries et champignons)
(Boldi ,2004) .La capacité d’un reméde (a base de plantes) a exercer des
effets inhibiteurs de développement microbiens est due a ses différents
composants. Il s’agit pour la plupart du temps des produits du métabolisme
de la plante qui d’un point de vue chimique peuvent appartenir aux groupes
de substances tres variées : composés phénoliques, tanins, anthocyanines,
coumarines, alcaloides et les flavonoides.(Bruneton,1999 ;Gilly ,2005 ;lserin
,2007;Koth,2007).

Si des études de valorisation des écorces de fruits ont été réalisées
pour traiter différentes infections microbiennes sur les populations humaines,
par contre il existe peu de littérature sur I’activité antifongique de 1’extrait
éthanolique d’écorces de ce fruit sur les deux agents phytopatgénes testés
dans nos travaux.

La Punica granatum est beaucoup cultivée dans le bassin
méditerranéen (Espagne, ltalie, Grece, Algérie, Tunisie et Maroc ....etc)
(Langley ,2000 ) d’ou son nom vernaculaire Roumana, djoulanar , thar’mant
, aremane .Le grenadier a été décrit par Linné et introduit dans sa
classification en 1753 (Spichiger et al.,2004).Dans le but de rechercher
I’activité antifongique des extraits de la grenade vis-a-vis des agents
phytopathogénes (Ascocyhta rabiei (pass.) Labr et Fusarium oxysporum
f.sp.Radicis -lycopersici ) ; la présente étude a donc eu pour objectif de
tester 1’activité antifongique d’extrait éthanolique d’écorces de Punica
grantum sur les deux souches objet de notre travail qui nous ont été fournis
par le laboratoire d’agronomie de I’universit¢ de Mostaganem (Algérie).

Matériel et méthodes
Matériel végétal

Le fruit de grenade a été récolté ,durant le mois de novembre 2008
dans la localité de Sidi —Ali —Benyoub distante de 25 km au sud de la ville de
Sidi —Bel-Abbés ,450 Km a I’ouest d’Alger et 80 Km au sud d’Oran ; les
fruits, les feuilles et les écorces ont été photographiés pour authentification,
le specimen de référence de la plante a été envoyé pour identification et
confirmation au laboratoire de taxonomie végétale par le professeur
Benhassaini .H au département de 1’environnement de la faculté des sciences
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de la nature et de la vie de I’université Djillali Liabés de Sidi—Bel-Abbés
(Algérie) ,ou I’échantillon a été déposé et codé sous le N° PG2008 .

Méthodes
Préparation de I’extrait

Le fruit a été lavé avec de I’eau de robinet, les écorces ont été séchées
a I’ombre pendant un (01) mois sur une plaque en bois, a I’abri de I’humidité
et de la lumiere et a tempeérature ambiante. Apres séchage, les écorces ont été
concassées dans un mortier traditionnel ensuite pulvérisées au broyeur
manuel ,la poudre obtenue a été conservée dans des récipients
hermétiquement fermés jusqu’a leur extraction , cette dernicre a été réalisée
avec 300 g de poudre puis mise a macérer dans 700 ml d’éthanol a 96° sous
agitateur magnétique a I’abri de la lumiére et a température ambiante .Apres
48 heures ,I’extrait a été filtré a 1’aide d’un papier Whatman (N°3), suivi
d’une deuxiéme extraction réalisée sur le marc obtenu (400 ml :900 ml )
(v :v) dans les mémes conditions opératoires de départ , les filtrats obtenus
sont concentrés a 1’aide du rotavapor de type Laborota 4000 sous vide a la
température de 70 °C et avec une rotation de 120 rpm ,I’extrait obtenu est
conservé a +6°C avant de le tester sur les deux souches fongiques
sélectionnées. Le rendement en g d’extrait par rapport a la masse du
matériel végétal a traiter est calculé selon la formule suivante:

R=m.100/m- R: Rendement de I’extrait brut en pourcentage (%), m :

la masse de I’extrait brut obtenu aprés extraction(g), m-: la masse du
matériel vegétal (g) ( Caree ,1953).

Test d’activité antifongique

L’extrait végétal est dilué¢ avec le D.M.S.O (diméthyle sulfoxyde)
jusqu’a I’obtention des concertations désirées (0%, 1%, 2%, 3% et 5%). Une
quantité de 1ml de chaque concentration est rajoutée dans chaque boite de
Pétri contenant le milieu de culture CDA (Chickepea Seed —meal Dextrose
Agar) en surfusion a raison de 15 ml par boite ( Jamil et al. ,2002 ; Pande et
al.,2011) . Apres solidification du milieu, ’ensemencement a été réalisé avec
des explants de 5 mm de diametre prélevés d’une culture dgée de 7 jours, a
I’aide d’un emgorte piéce stérile, la suspension fongique de départ est
ajustée a 9 x10 > spores /ml. Ces explants sont déposés dans des puits creusés
préalablement avec une pipette Pasteur stérile au centre des boites de Pétri
contenant des doses croissante de 1’extrait, trois répétitions sont retenues
pour chaque concentration (Kolai et al.,2012) .

L’évaluation de la croissance mycélienne est déterminée par la
technique de Rapilly (Rapilly,1968) qui consiste a mesurer le diameétre du
mycélium durant sept jours, en utilisant la formule suivante :
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L=D-d/2

L: croissance mycélienne

D: diametre de la colonie

d: diamétre de I’explant

Les moyennes de croissance mycelienne sont calculées par la formule
suivante:

V (mm/jour) = (Lp— Lpa) /0

V : Moyenne de croissance mycélienne

I—n, I—n-l .....
n : Nombre de jours (Benzohra et al.,2011).

Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus a partir de I’estimation de la croissance
mycélienne sont aussi exprimés en pourcentage (%) par rapport a la
croissance mycélienne du témoin selon la formule décrite par Leroux et
Credet (Leroux et Credet ,1978).
T (%) = (L-1/L) x 100
T : taux d’inhibition.
L : croissance mycélienne du témoin exprimée en cm.
| : croissance mycélienne des champignons subissant le traitement exprimés
en cm.

Test de sporulation

L'évaluation de la sporulation est effectuée selon le principe de la
méthode utilisée par Maslouhy (Maslouhy ,1989). Ce test a été réalisé par
un lavage avec 10 ml d'eau distillée stérile de la boite de Pétri entiere
contenant du myceéte, afin de libérer toutes les spores, par la suite la
suspension obtenue est récupérée dans une fiole remplie d’eau distillée
stérile a 50 ml, le nombre de spores pour chaque échantillon est comptée par
la cellule de Mallassez sous le microscope optique.

Résultats

Apres évaporation sous rotavapor, ’extrait obtenu est de couleur
marron foncé avec une odeur forte caractéristique de la plante, le rendement
a été de 37% par rapport au poids initial de la poudre végétale. L’extrait
testé a réagit positivement sur les deux souches étudiées, cet effet
antifongique s’est traduit par le taux d’inhibition de la croissance
mycélienne variable d’une souche a l’autre, les résultats de ce parametre
test¢ avec différentes concentrations de ’EEEG sont présentés dans les
tableaux 1 et 2 dont les résultats qui y sont contenus ont été tirés a partir des
lectures relevées sur des boites de Pétri cultivées (Figure 1 et 2).
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Figure 1 :Photos de Fusarium oxysporum lycopersici sur boite de Pétri au septiéme jour
d’incubation en fonction de la concentration d’extrait éthanolique d’écorces de Punica
granatum ( témoin , E1 , E2 \E3,E5 : EEEG respectivement a 0% , 1% ,2% ,3%,5% )

Les effets d’EEEG sur la croissance mycélienne des agents
phytopathogénes des plantes étaient différents selon la dose (effet dose).La
croissance mycélienne de Fusarium oxysporum lycopersici a 5% d’EEEG
au septieme jour d’incubation a été¢ fortement inhibée par rapport au
témoin (0 % d’extrait ) avec des valeurs de croissance mycélienne
respectivement de 9 mm et 37 mm ,cette inhibition est moins importante a
1% ou a 2% d’extrait dont le diameétre du mycélium était respectivement de
13 mm et de 15 mm (Tableau 1).
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Tableaul: Croissance mycélienne (mm) de Fusarium oxysporum
lycopersici en fonction du temps et de la concentration d’extrait éthanolique

d’écorces de Punica granatum

Jours d’incubation
concentrationde | JO J1 J2 | 33 | 4 | 5 B | 7
I’extrait La croissance mycélienne (mm)

Témoin (0%) 0 15 9 15 20 27 32 37
1% 0 1 3 6 12 13 13 13
2% 0 1 3 5 12 14 15 15
3% 0 0 2 4 10 12 12 12

5% 0 0 1.5 4 5 9 9

Pour Ascochyta rabiei le diametre de son mycélium au septieme
jour d’incubation a 5% d’EEEG était de 7 mm par rapport au témoin qui
¢tait de 34 mm (Tableau 2). Ces résultats montrent aussi que 1’inhibition qui
se manifeste par la diminution de la croissance mycélienne d’Ascochyta
rabiei est lente a différents jours d’incubation par rapport a Fusarium
oxysporum lycopersici ; c’est ainsi qu’il a été observé qu’au troisiéme jour
d’incubation et a une concentration de 1% d’EEEG, le diamétre du mycélium
était respectivement de 4 mm et de 6 mm. Par ailleurs, du cinquiéme jour au
septiéme jour d’incubation et a des concentrations de 3% et a 5% le
diameétre du mycélium de Fusarium oxysporum lycopersici est resté
constant.
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S

Figure 2 :Photos d’Ascochyta rabiei sur boite Pétri au septiéme jour d’incubation en
fonction de la concentration d’extrait éthanolique d’écorces de Punica granatum ( témoin ,
El, E2 ,E3,E5 :EEEG respectivement a 0% , 1% ,2% ,3%,5% )

Tableau ,. Croissance mycélienne (mm) d’Ascochyta rabiei en fonction du
temps et de laconcentration d’extrait éthanolique d’écorces de Punica

granatum
Jours d’incubation
concentration o | au | J2 | 13 [ w4 | B | 6 |
de ’extrait La croissance mycélienne (mm)

Témoin (0%) 0 2 9 15 18 23 30 34
1% 0 0 2 4 15 18 20 22
2% 0 0 1 3 9 12 15 16
3% 0 0 0 3 7 9 10 12
5% 0 0 0 1 3 5 6 7
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En ce qui concerne les taux d’inhibition, il est constaté que ces
derniers sont plus importants chez Ascochyta rabiei avec un pourcentage de
73,33 % au troisiéme jour d’incubation a 1 % d’EEEG par rapport a celui de
Fusarium oxysporum lycopersici qui était de 60% (Figures 3 et 4).

120
100
80
Taux ™ 1% d'EEEG
60
d'inhibition %

W 2%d'EEEG
40 3% d'EEEG

5% d'EEEG
20

J1 J2 J3 J4 J5 J6 17
Jours d'incubation

Figure 3:Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (%) de Fusarium oxysporum
lycopersici en fonction du temps et de la concentration d’EEEG

120

Taux
d'inhibition %

H1%EEEG
W2 % EEEG
3% EEEG

5% EEEG

Jours d'incubation

Figure 4: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (%) d’Ascochyta rabiei en
fonction du temps et de la concentration ’EEEG

Pour la sporulation et d’apres nos résultats ,I’effet d’EEEG a la
méme concentration et au méme jour d’incubation était plus marqué sur la
sporulation d’Ascochyta rabiei dont le nombre de spores est de 1,8 x10°
spores /ml au septieéme jour d’incubation a 5% d’EEEG comparé a celui de
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Fusarium oxysporum lycopersici qui était de 5,32 x 10° spores /ml( Figure
5).

10

Sporulation
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M sporulation FORL
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Figure 5 :Sporulation ( x10°) de Fusarium oxysporum lycopersici et d’Ascochyta rabiei au
septiéme jour d’incubation en fonction de la concentration d’EEEG .

Discussion

Les résultats d’inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum
lycopersici dans notre étude s’accordent avec ceux trouvées par Al-Askar
(Al-Askar ,2012) ,ou les écorces de grenade réduisent de facon significative
la croissance de F. oxysporum a différentes concentrations graduelles.
Certaines études de Gil et ses collaboraeurs (Gil et al.,2000) montrent que
parmi les principaux composés bioactifs ayant une activité antifongique
dans les écorces de grenade sont les ellagitanines et les punicalagines.(
Glazer et al .,2012) ont constaté que le niveau de punicalagine corréle de
maniere significative avec l'inhibition de la croissance des trois champignons
testés Alternaria alternata, Fusarium spp, et Stemphylium botryosum .

Nous avons remarqué dans notre étude que I’inhibition de la
croissance myceélienne démarre apres le deuxieme jour avec la souche d’A.
rabiei pour les concentrations 1% et 2% , et le troisieme jour pour les
concentrations 3% et 5% ; par contre pour la FORL elle débute le premier
jour lorsqu’elle est testé avec des concentrations de 1% et de 2% et le
deuxiéme jour pour les concentrations 3% et 5% .Cette différence de
sensibilité observée aux différents paramétres testés (inhibition de la
croissance mycélienne, taux d’inhibition et le test de sporulation) est due
principalement , a la diversité structurelle des agents pathogeénes, c’est dans
ce contexte que (Chang et al., 2007) ont recueilli 66 isolats d’une spore
d’Ascochyta rabiei qu’ils ont cultivés sur un milieu de croissance contenant
du chlorothalonil, du mancozébe ou de la pyraclostrobine, parmi eux
quarante-neuf soit 74 % des isolats étaient insensibles a un ou a plusieurs
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fongicides, la susceptibilité des spuches testées dans cette étude peut —étre
due a des propriétés de sélectivité des substances chimiques dans ’extrait
testé et au mécanisme d'action sur les souches testées comme dans le cas des
fongicides de synthése. Nos travaux ont démontré que la stabilité des valeurs
de I’inhibition de la croissance mycélienne de FORL a compter du sixieme
jour d’incubation pour toutes les concentrations d’EEEG testées, peut étre
expliqué par le phénomene de saturation des sites d’inhibitions ou I’effet
n’augmente pas.

Nos résultats des taux d’inhibitions concordent avec ceux trouveés
par (Onaran et Y:lar ,2012) ,ou I'extrait aqueux des feuilles de Trachystemon
orientalis .L a une concentration de 1% a diminué significativement la
croissance mycélienne d’ A. rabiei a un taux de 66,84% par rapport au
contrble, toutes les autres doses (3%, 5%,7%, 10% et 20%) I’ont
complétement inhibé.

Ces observations sont aussi similaires a celles trouvées par (Kolai et
al.,2012) qui ont travaillé sur Artemisia herba alba, ou la croissance
mycélienne des deux formes spéciales (F1 et F2) du Fusarium Oxysporum f.
sp. Radicis lycopersici testées avec les différentes concentrations d’huile
essentielle extraite de cette plante démarre apres le deuxiéme jour pour la
concentration de 0,1% et apres le troisieme jour pour la concentration de
0.5%, par contre pour la concentration de 1% elle démarre aprés le
cinquiéme jour, au-dela de cette concentration, les chercheurs n’ont observé
aucune croissance.

Nos constatations ont montré que la diminution du nombre de spores
des deux souches testées correspond a la diminution de la croissance
mycélienne sous I’effet d’EEEG, nos résultats concordent avec ceux trouvés
par (Serghat et al.,2004), ou la croissance mycélienne et la sporulation de
Pyricularia grisea sont inhibées par le tricyclazole .

L'activité antifongique des extraits de plantes est attribuée a leur
composition chimique fondée sur des analyses spectrales; tels que les
composés extraits d’écorces de grenade qui présentent une forte activité
antifongique, précédemment identifié<s comme punicalagine, ce dernier
possede une forte activité contre Candida spp. (Endo et al.,2010) , et
présente des propriétés antibactériennes, anti-oxydantes, anticancéreuses et
anti-inflammatoires (Miguel et al.,2010).

L’activit¢é antimicrobienne peut étre le signe de la présence de
métabolites toxiques ou des composés a large spectre d’activité , le screening
phytochimique de l'extrait éthanolique de Punica granatum a révélé la
présence de stérols , flavonoides, triterpenes, phénols et de 25 % de tannins
(Scalbert ,1991) .D’autre part, l'analyse d’HPLC réalisée par (Singh et
al.,2002) a montré que 1’extrait éthanolique des écorces de grenade contient
des composés mineurs mais principalement des composés phénoliques
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majeurs que sont I’acide gallique, 1’acide ellagique et les ellagitanines ,ces
derniers sont représentés essentiellement par les punicalagines. Notre extrait
est préparé dans un solvant qui permet d’extraire les composés bioactifs
parmi les polyphénols qui sont des substances phytochimiques hydrophiles et
les solvants d'extraction hydrophiles sont de meilleurs solvants pour leur
récupération a partir de plantes (Negi et Jayaprakasha ,2003 ; Alzoreky ,
Nakahara ,2003).Le mécanisme responsable de la toxicité des composés
pheénoliques vis-a-vis les microorganismes a été liée a une réaction avec les
groupements sulthydryles des protéines suivie d’une indisponibilité¢ de
substrats aux micro-organismes (Machado et al.,2003. ; Naz et al.,2007 ) ,les
sites et le nombre des groupements hydroxyles sur les composants
phénoliques peuvent augmenter la toxicité contre les micro-organismes
(Cowan, 1999). (Ahn et al. ,1998) ont remarqué que I’acide gallique
possede une activité antibactérienne contre certaines bactéries intestinales.
L'acide ellagique et la punicalagine ont été signalés comme possédant une
activité antimicrobienne sur les pathogeénes responsables de toxi-infections
alimentaires (Taguri et al.,2004 ).

Conclusion

Parmi les différentes parties de la grenade , seule [’écorce a été
sélectionnée dans ce travail pour son effet antifongique, son extrait
éthanolique posséde un effet inhibiteur contre certains agents
phytoptahogénes ,’EEEG a montré une activité antifongique sur les deux
souches en fonction de la relation dose- effet , c’est ainsi que la croissance
mycélienne diminue avec I’augmentation de la concentration d’EEEG, ce
dernier posséde un effet inhibiteur plus important sur Ascocyhta rabiei
(pass.) Labr que sur Fusarium oxysporum f.sp.Radicis —lycopersici
démontré par le test de sporulation et évaluation du taux d’inhibition.

En perspective il est prévu d’une part de tester in- vivo notre extrait
d’écorces sur la culture de pois-chiche et de la tomate ,d’autre part , la
poursuite de ce travail préliminaire est envisagée par 1’étude de
comportement in —vitro et éventuellement in- vivo des extraits de feuilles , de
fleurs et de fruits sur différents agents phytopathogénes pour repérer les
meilleurs afin de développer une alternative par rapport a I’utilisation des
fongicides d’origine synthétique dans le but de minimiser I’application des
antifongiques chimiques et les remplacer par des traitements biologiques a
base d’extraits de plantes.
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