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Abstract

A phenol acid and three flavones isolated from the plant Asteriscus
graveolens subsp. odorus were tested against three fungi: Botrytis cinerea,
Penicillium digitatum and Penicillium expansum. Using the method of
incorporation of products in a PDA, a high sensitivity of Botrytis cinerea to
caffeic acid and nevadensine was observed. Penicillium digitatum is the
sensitive to luteolin, as to Penicillium expansum, it marks a sensitivity to
artemetin. The efficacy of the tested molecules could be the subject of an
investigation and exploitation in the integrated fight against the three tested
fungi that cause a lot of damage to fruits and vegetables post-harvest.

Keywords: Antifungal activity, Asteriscus graveolens subsp. odorus,
pathogenic fungi Flavonoids

Résumé

Un acide phénol et trois flavones isolées de la plante Asteriscus
graveolens subsp. odorus ont été testés contre les trois champignons :
Botrytis cinerea, Penicillium digitatum et Penicillium expansum. En utilisant
la méthode d’incorporation des produits dans un milieu PDA, une forte
sensibilité du Botrytis cinerea a I’acide caféique et a la névadensine a été
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observé. Le Penicillium digitatum est sensible a la lutéoline, quant au
Penicillium expansum, il marque une sensibilité a I’artemétine. L’efficacité
des molécules testées pourrait étre le sujet d’une investigation et une
exploitation dans la lutte intégrée contre les trois champignons testés qui
causent beaucoup de dégats sur les fruits et Iégumes en post-récolte.

Mots clés: Activité antifongique, Asteriscus graveolens subsp. odorus,
Champignons pathogénes, Flavonoides.

Introduction

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts
multiples mis a profit dans I'industrie : en alimentation, en cosmétologie et
en dermopharmacie. Parmi ces composés on retrouve dans une grande
mesure les flavonoides qui sont présents chez toutes les plantes vasculaires ;
ils se sont surtout illustrés en thérapeutiqgue comme anticarcinogenes, anti-
inflammatoires, antitumoraux, et antioxydants (Bahorun, 1995 ; Pietta,
2000). Les flavonoides sont aussi utilisés dans I’industrie alimentaire comme
colorants et édulcorants, certains anthocyanes sont des colorants végétaux
autorisés a usage pharmaceutique et alimentaire (E163). Ils sont utilisés dans
les produits de charcuterie, dans les produits laitiers, glaces et crémes
glacées, conserves de fruit et légumes (Moll M et Moll N, 1998).

Suite a une etude réalisée par Alilou et al., (2014a) qui a fait I’objet
d’une extraction, isolement et purification des flavonoides majoritaires de la
plante Asteriscus graveolens subsp. odorus et dans le but de rechercher les
composés actifs dotés de propriétés antifongiques, Il nous a semblé
intéressant de tester les flavonoides de cette plante afin de mieux cerner leurs
effets sur les champignons pathogenes de post récolte. A cet effet, I’acide
caféique, le névadensine, la lutéoline et I’artemétine ont été testées contre les
trois champignons Botrytis cinerea, Penicillium digitatum et Penicillium
expansum.

Matériel et méthodes
Matériel végétal

La récolte de la partie aérienne de la plante Asteriscus graveolens
subsp. odorus a été faite aléatoirement pres de la région d’Agadir (Maroc)
durant le mois d’Avril (2004). L’identification de la plante a été effectuee
par le Professeur Ouyahya A. a I'Institut Scientifique (Rabat, Maroc). Un
spécimen de cette plante a été déposé a I'herbier de la Faculté des Sciences
d’Agadir (Université Ibn Zohr, Agadir, Maroc). Une fois séchée a I’ombre et
a I’abri de I’humidité, la plante a été ensuite broyée au moulin électrique
jusqu'a obtention d’une poudre.
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Isolement de I’agent pathogéene

Le choix des champignons Penicillium digitatum, Penicillium
expansum et Botrytis cinerea est d0 aux dégats causés dans les stations de
conditionnements de la région du Sud du Maroc. Ces champignons ont été
isolés a partir des fruits infectés de la station Soussia (Tassila, Agadir). Des
morceaux d’écorce infectés sont détachés est placé au centre du milieu de
culture Potato-Dextrose-Agar (PDA). L’incubation a été faite a 25°C
pendant sept jours. Apres purification par des repiquages successifs sur PDA,
les champignons sont isolés puis conservés a 4°C sur le méme milieu de
culture.

Test antifongique

L’acide caféique, le névadensine, la lutéoline et I’artemétine ont été
isolés, purifiés, identifies (Alilou et al., 2014a) et testés pour leur activité
antifongique sur Penicillium digitatum, Penicillium expansum et Botrytis
cinerea. Une solution mére des molécules a été préparée pour obtenir les
concentrations finales 0, 50, 100, 125, 150, 200, 250, 500, 1000 et 2000 ppm
qui ont éte ajoutées au milieu PDA stérile. 20 mL de la solution a été coulee,
sous agitation magnétique, dans les boites de pétri. Un disque de 6 mm de
diametre de culture jeune de chaque champignon a été déposé au centre de la
boite de pétri contenant le milieu de culture et les différentes concentrations
des produits purs. L’incubation a été effectuée a une tempeérature de 25°C +
1°C pendant 7 jours. Le pourcentage d’inhibition (PI) a été calculé en
utilisant la formule suivante :
Pl =[(C-T)/C] x 100

C . Diametre moyen de 3 répétitions de la croissance mycélienne
estimé du champignon testé ou de colonie des spores sur milieu témoin (Cm)

T : Diametre moyen de 3 répétitions de la croissance mycélienne ou
de colonie des spores de boite, traitées avec I’une des concentrations de
produit pur (Cm).

Résultats et discussions
Activité antifongique de I’acide caféique d’Asteriscus graveolens subsp.
odorus
Test in vitro de I’acide caféique sur la croissance myceélienne du Botrytis
cinerea

Neuf concentrations de I’acide caféique (50, 100, 125, 150, 200, 250,
500, 1000 et 2000 ppm) ont été utilisées pour tester la réponse des trois
champignons étudiés (Botrytis cinerea, Penicillium digitatum et Penicillium
expansum). Les pourcentages d’inhibitions ont été calculés pour déterminer
les concentrations efficaces de I’acide caféique pour I’inhibition des trois
champignons testés (Tableau 1).
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Tableau 1 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne de Penicillium digitatum
(PD), Penicillium expansum (PE) et Botrytis cinerea (BC) en fonction des différentes
concentrations de I’acide caféique d’Asteriscus graveolens subsp. odorus.

50ppm 100ppm  125ppm  150ppm  200ppm 250ppm  500ppm 1000ppm  2000ppm

PI (BC)
en% 3220 4356 4924 5303 6439 70,83 7348 84,85 96,97
Pl (PD)
en % 1157 2314 2907 3085 3676 4190 47,56 84,83 100
Pl (PE)
en % 1241 2153 2920 4635 4891 5000 63,87 82,12 100

PI : Pourcentage d’inhibition

Une différence significative a été enregistrée quant a I’ampleur et
I’évolution de I’effet des différentes doses de I’acide caféique (Figure 1)
contre Botrytis cinerea. Les doses 50 et 150 ppm présentent une méme allure
avec des valeurs semblables. Ceci est le cas des doses 200 et 500 ppm tandis
que les doses 1000 et 2000 ppm affichent une inhibition élevée plut6t
différente. La dose 2000 ppm reste toutefois la meilleure quant a la rapidité
et I’intensité et la stabilité de I’activité antifongique (Tableau 1).

Wilk=0,000003 F(60;31,25208)=5,55 p<0,001
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Figure 1 : Evolution de la croissance mycélienne de Botrytis cinerea en fonction de
différentes concentrations de I’acide caféique d’Asteriscus graveolens subsp. odorus durant
les 7 jours d’incubation.

Test in vitro de I’acide caféique sur la croissance mycélienne du
Penicillium digitatum

La réponse du Penicillium digitatum est trés semblable a celle du
Botrytis cinerea (Figure 2). En effet, les différentes doses présentent toujours
le méme comportement précédemment décrit avec un rendement plut6t
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inférieur pour toutes les concentrations a I’exception de la dose 2000 ppm
dont le pourcentage d’inhibition atteint pratiquement 100% (Tableau 1).

Wilk=0,000006 F(54;35,1882)=6,16 p<0,001
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Figure 2 : Evolution de la croissance mycélienne de Penicillium digitatum en fonction de
différentes concentrations de I’acide caféique d’Asteriscus graveolens subsp. odorus durant
les 7 jours d’incubation.

Test in vitro de I’acide caféique sur la croissance mycélienne du
Penicillium expansum

Une hétérogénéité significative caractérise les effets des différentes
doses sur le développement du Penicillium expansum aussi bien en termes
d’intensité que de comportement au cours de la période d’incubation (Figure
3). Les doses 50-125 ppm présentent des comportements semblables, ce qui
est le cas des doses 150-250 ppm. Toutefois, en termes de pourcentage
d’inhibition, la réponse du Penicillium expansum est trés semblable a celle
du Penicillium digitatum. La dose 2000 ppm reste toujours la plus efficace et
atteint, depuis le premier jour d’incubation, une inhibition de 100% (Tableau
1).
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Wilk=0,0000003 F(60;31,25208)=25,65 p<0,001
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Figure 3 : Evolution de la croissance mycélienne de Penicillium expansum en fonction de
différentes concentrations de I’acide caféique d’Asteriscus graveolens subsp. odorus durant
les 7 jours d’incubation.

L’étude menée sur I’activité antifongique de I’acide caféique sur les
trois champignons Penicillium digitatum, Penicillium expansum et Botrytis
cinerea a montré une efficacité remarquable aux différentes concentrations
de la molécule étudiée. En effet, les doses 50-125 ppm présentent une faible
inhibition avec des valeurs semblables contre Penicillium digitatum et
Penicillium expansum. Pour les mémes doses, I’étude a montré un effet
modéré sur Botrytis cinerea. Les mémes résultats ont été observés pour les
doses 200 et 500 ppm. Quant aux doses 1000 et 2000 ppm, elles affichent
une inhibition compléte contre Penicillium digitatum et Penicillium
expansum. En outre, en termes d’efficacité, Botrytis cinerea reste le plus
sensible aux différentes concentrations de I’acide caféique.

L’effet antifongique de [I’acide caféique pourrait étre di au
groupement hydroxyle présent dans cette molécule. L'acide caféique a une
structure trés proche de l'acide cinnamique dont il dérive. Comme lui, il
présente un groupe acrylique en bout de chaine, mais s'en différencie par la
présence de deux groupes hydroxy sur le phényle qui lui donne des
propriétés propres aux polyphénols. En effet, le nombre et les sites des
groupements hydroxyle sont les deux facteurs responsables de la toxicité
envers les microorganismes (Cowan, 1999). Ce méme auteur a montré que
I’augmentation de I’hydroxylation induit I’augmentation de la toxicité, d’ou
le réle antifongique joué par cette hydroxylation. D’ailleurs, selon Cowan
(1999), I’acide caféique est connu pour son grand pouvoir antifongique.
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L’explication du mécanisme d’action responsable de la toxicité
antifongique des acides phénols tient peut-étre a I’inhibition par les
composés oxydés des enzymes fongiques a travers une réaction avec les
groupements sulfhydryl ou bien avec des interactions non specifiques avec
les protéines fongiques (Cowan, 1999).

Activite antifongique des flavones d’Asteriscus graveolens subsp. odorus
Neuf doses de trois flavones (névadensine, lutéoline et artemétine)
ont été utilisées pour tester la réponse des trois champignons étudiés
(Botrytis cinerea, Penicillium digitatum et Penicillium expansum). Les
pourcentages d’inhibition figurent dans le tableau 2.
Tableau 2 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne de
Penicillium digitatum (PD), Penicillium expansum (PE) et Botrytis cinerea
(BC) en utilisant les différentes concentrations des flavones d’Asteriscus
graveolens subsp. odorus.

50ppm  100ppm  125ppm  150ppm  200ppm  250ppm  500ppm  1000ppm  2000ppm

PLBO) 2951 3048 5314 5720 6679 6900 7159 8007 8930
Nevadensine P! (D) 1003 2031 085 3548 ss30 4344 ae2r 5758 8380
PIPS 1180 1844 2541 4426 5123 6311 7295 8156 8811
PLBO) 074 1144 2841 4133 4760 5203 5078 6974 7417
Luoline PP 054 3188 sz s270 504 7301 7712 9049 100
PIPS 1180 2008 2860 4057 51238 5861 6516 7459 8484
PLBO) s e2r 1771 3026 3395 4317 4760 5978 6716
aremeine  PLOD) o150 2031 4370 4807 s0e4 5913 7018 8L75 9100
PIPE) 1475 2541 5041 6107 7541 8115 8525 9426 97,95

en %

Pl : Pourcentage d’inhibition

Test in vitro des flavones sur la croissance mycélienne du Botrytis cinerea

Les trois produits testés semblent avoir des effets inhibiteurs
significativement différents (Figure 4). En effet, la névadensine présente
I’effet le plus élevé des produits testés avec des pourcentages d’inhibition
atteignant 80,07% et 89,30% pour les doses 1000 et 2000 ppm. L’artemétine
est la moins efficace des trois produits avec une valeur maximale a peine de
67,16% pour la dose 2000 ppm. Quant a la lutéoline, elle présente un effet
intermédiaire entre les deux autres molécules avec un taux estimé de 74,17%
pour la concentration 2000 ppm (Tableau 2).
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Wilk=0.001813 F(120; 270.8458)= 2.83 P<0.001
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Figure 4 : Evolution de la croissance mycélienne de Botrytis cinerea en fonction de
différentes concentrations des flavones d’Asteriscus graveolens subsp. odorus durant les 7

jours d’incubation.

Test in vitro des flavones sur la croissance mycélienne du Penicillium
digitatum

La réponse du Penicillium digitatum & I’effet antifongique des trois
produits testés differe significativement (Figure 5). La lutéoline présente
I’effet le plus éleve des trois produits avec des pourcentages d’inhibition
atteignant 90,49% pour la dose 1000 ppm et 100% pour la dose 2000 ppm.
La névadensine a montré un faible effet sur Penicillium digitatum estimé a
83,80% pour la concentration 2000 ppm. Quant a I’artemétine, elle marque
un effet intermédiaire allant jusqu’a 91% pour la concentration 2000 ppm
(Tableau 2).
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Wilk=0.000229 F(120; 270.8458)=4.39  P<0.001
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Figure 5 : Evolution de la croissance mycélienne de Penicillium digitatum en fonction de
différentes concentrations des flavones d’Asteriscus graveolens subsp. odorus durant les 7
jours d’incubation.

Test in vitro des flavones sur la croissance mycélienne du Penicillium
expansum

A I’instar des autres champignons, les trois produits testés sur le
Penicillium expansum présentent des effets inhibiteurs significativement
différents (Figure 6). Toutefois, contrairement aux deux autres champignons,
c’est I’artemétine qui affiche I’effet le plus élevé des trois produits avec des
valeurs de 94,26% pour la dose 1000 ppm et 97,95% pour la dose 2000 ppm
(Tableau 2).

Wilk=0.001422 F(120; 270.8458)=2.996 P<0.001
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Figure 6 : Evolution de la croissance mycélienne de Penicillium expansum en fonction de
différentes concentrations des flavones d’Asteriscus graveolens subsp. odorus durant les 7
jours d’incubation.
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En général, les trois flavones ont montré un effet antifongique tres
important sur les trois champignons Botrytis cinerea, Penicillium digitatum
et Penicillium expansum. En effet, Botrytis cinerea est trés sensible a la
névadensine, le Penicillium digitatum est sensible a la lutéoline, quant au
Penicillium expansum, il marque une sensibilité a I’artemétine.

Bruneton (1999) et Kurkin (2003) ont montré que les phénols
simples, les acides phénoliques et les flavonoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires et antihémorragiques, des propriétés antibactériennes et
antifongiques, en particulier a I’égard des organismes phytopathogéenes.

Dans d’autres études de recherche, les flavonoides ont des activités
antivirales, antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anti-tumorales (Harbone et Williams, 2000 ; Wang et al.,
1999 ; Middleton et Kardasnami, 1993).

Kalt (2000) a montré que les flavonols et les flavones sont efficaces
pour la lutte contre les champignons pathogénes des grains de céréales.
Quant a Goutam (2008), il a montré que la névadensine a un effet anti-
inflammatoire, cytotoxique et antituberculeux.

Cushnie et Lamb (2005) ont montré I’efficacité des flavonoides (flavones,
isoflavones, flavonols...) dans [I’activité antifongique, antivirale et
antibactérienne.

Dans une étude presentée par Sertié et al., (1990), I’artemétine extrait
a partir de Cordia verbenacea DC (Boraginaceae) a montré une activité anti-
inflammatoire chez les rats. Quant aux De Souza et al., (2011), ils ont
montré que cette molécule isolée de Achillea millefolium a reduit la pression
artérielle moyenne des rats. D'ailleurs, I'huile essentielle de cette plante a
montré une activité antifongique et antioxydante tres importante (Alilou et
al., 2014b).

Conclusion

L’étude effectuée pour I’évaluation de I’activité antifongique des
flavonoides d’Asteriscus graveolens subsp. odorus a montré une différence
d’efficacité aussi bien pour les produits utilisés et les champignons testés que
les différentes concentrations étudiées.

L’acide caféique extrait d’Asteriscus graveolens subsp. odorus reste
un composé a efficacité variable selon les concentrations utilisées. En effet,
une inhibition modérée a été remarquée contre Botrytis cinerea pour les
concentrations 50-500 ppm. En outre, I’acide caféique a présenté une faible
inhibition contre Penicillium digitatum et Penicillium expansum pour les
mémes doses. Toutefois, les concentrations 1000 et 2000 ppm affichent une
inhibition compléte contre Penicillium digitatum et Penicillium expansum.
On peut conclure que, en termes d’efficacité, les différentes concentrations
de I’acide caféique se sont montrees trés efficaces sur Botrytis cinerea.
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Les trois flavones ont révelé une importante efficacité sur Botrytis
cinerea, Penicillium digitatum et Penicillium expansum. En effet, Botrytis
cinerea est tres sensible a la névadensine, le Penicillium digitatum est
sensible a la lutéoline, quant au Penicillium expansum, il marque une
sensibilité a I’artemétine.
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