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Résumé

La pourriture des inflorescences du palmier dattier causée par le champignon Mauginiella
scaettae représente un grave probléme dans la plupart des régions productrices de dattes. Bien
que les fongicides jouent un r6le important dans la lutte contre cette maladie, leur utilisation
engendre des conséquences néegatives sur la santé humaine et I'environnement. Cette étude a
donc pour objectif d'explorer des alternatives naturelles bioactives pour lutter efficacement et
en toute sécurité contre ce pathogéne.

Une enquéte préliminaire visant a estimer la prévalence de la maladie dans quelques vergers
de la région de Biskra a revelé une grande variation du taux d'incidence de la maladie,
oscillant entre 0 et 3,40 %. Les isolats du champignon pathogene se sont révélés hautement

pathogenes.

L’utilisation de champignons antagonistes et d'huiles essentielles est considérée comme une
méthode de lutte biologique tres prometteuse. Des tests de confrontation directe in vitro entre
trois champignons, Aspergillus niger, Trichoderma harzeanum et Penicillium sp. contre M.
scaettae ont montré que les trois antagonistes exercaient un effet inhibiteur tres important sur
la croissance mycélienne du pathogéne (85,33+0,57 %, 85,33+1,15 % et 82+6,92 %
respectivement).

Par ailleurs, l'activité antifongique des huiles essentielles extraites de trois plantes
aromatiques (Mentha pulegium, Ruta chalepensis et Eucalyptus globulus) a été évaluée. Les
résultats obtenus montrent que le taux d'inhibition de la croissance mycélienne a atteint 100 %
pour E. globulus et M. pulegium, ou la CMlyq était de 1,5 pl/ml et 0,5 pl/ml respectivement.
En revanche, I'huile essentielle de R. chalepensis s'est avérée moins active, ne provoquant pas
une inhibition compléte de la croissance du pathogéne, mais un ralentissement significatif
(83,48 %).

Ces résultats prometteurs ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de
stratégies de lutte biologique contre la pourriture des inflorescences du palmier dattier. Ces
approches, plus respectueuses de I'environnement, pourraient contribuer a réduire la
dépendance aux fongicides de synthese et a améliorer la durabilité des systémes de production
de dattes.

Mots-clés : palmier dattier, pourriture des inflorescences, Mauginiella scaettae, champignons

antagonistes, huiles essentielles, lutte biologique, Biskra.
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Abstract

Date palm inflorescence rot, caused by the fungus Mauginiella scaettae is a serious problem
in most date palm growing areas. Although fungicides play an important role in controlling
this disease, their use has negative consequences for human health and the environment.
Therefore, the aim of this study is to explore natural bioactive alternatives for the safe and
effective control of the fungus responsible for this disease.

A preliminary survey aimed at estimating the prevalence of the disease in some date palm
groves in the Biskra region revealed a wide variation in disease incidence, ranging from 0 to
3.40%. Isolates of the pathogenic fungus showed high pathogenicity.

The use of antagonistic fungi and essential oils is a very promising method of biological
control. Direct in vitro confrontation tests between three fungi (Aspergillus Niger,
Trichoderma harzianum and Penicillium sp.) and M. scaettae showed that the three
antagonists exerted a powerful inhibitory effect on the mycelial growth of the pathogen (85.33
+ 0.57 %, 85.33 = 1.15 %, and 82 + 6.92 % respectively).

Concurrently, the antifungal activity of essential oils derived from three aromatic plants
(Mentha pulegium, Ruta chalepensis and Eucalyptus globulus) was evaluated for their effect
on the mycelial growth of M. scaettae strains. The results show that t

he M. scaettae strain has an increased sensitivity to the different concentrations of essential
oils studied. The rate of inhibition of mycelial growth reached 100% for E. globulus and M.
pulegium, with MICjqo values of 1.5 pl/ml and 0.5 pl/ml respectively. On the other hand, R.
chalepensis essential oil showed reduced efficacy against M. scaettae, with only 83.48 %
inhibition of the pathogen's growth. However, a notable slowing of the pathogen’s growth
was observed.

These promising results open new perspectives for the development of biological control
strategies against date palm inflorescence rot. These more environmentally friendly
approaches have the potential to reduce dependence on synthetic fungicides and improve the

sustainability of date production systems.

Key words: date palm, inflorescence rot, Mauginiella scaettae, essential oils, antagonistic

fungi, biological control, Biskra.
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Dans la region saharienne de 1’Algérie, la culture du palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.), communément appelé dattier, représente l'une des principales activités
agricoles. Ce palmier joue un role socio-économique crucial, en particulier dans les oasis du
désert algérien, et constitue une source de revenus essentielle pour les habitants (Cheriet &
Benziouche, 2012). La filiére palmier dattier est également le deuxiéme secteur d'exportation
du pays apres les hydrocarbures (Abdelmalek, 2023). L'Algeérie se distingue par plusieurs
variétés de dattes, qui se caractérisent par leur valeur nutritionnelle et leur rendement élevé ;

et parmi les plus importantes de ces variétés, on trouve la Deglet Nour (AlFaris et al., 2022).

Cependant, cette culture fait face a des defis majeurs, tels que les ravageurs, les
maladies et les mauvaises herbes. Ces fléaux provoquent des pertes considérables dans la
production et peuvent entrainer une érosion génétique (Dakhia et al., 2013a). L'un des
pathogenes fongiques les plus redoutables est la pourriture de I'inflorescence, une maladie
grave qui affecte a la fois les inflorescences males et femelles, et qui peut étre épidémique
dans les régions de culture les plus humides ou lors d'années tres pluvieuses (Carpenter et al.,
1978a). En général, les pertes de rendement liées a cette maladie varient entre 2% et 15%,
mais elles peuvent dépasser 50 % a 80 % lors d'épidémies séveres (Alvani Pour et al., 2020;
Bouhlali et al., 2021).

La pourriture de l'inflorescence, connue sous le nom de « Khamedj » en Afrique du
Nord, est 1’'une des maladies les plus dévastatrices pour les palmiers dattiers dans les régions
phoenicicoles du monde (Abdullah et al., 2005; Bouhlali et al., 2021; Hussain, 1958). Elle a
également été documentée en Irak, en Egypte, en Arabie saoudite, en Italie, en Mauritanie, en
Iran et en Tunisie (Al-Ani et al., 1971; Alvani Pour et al., 2020; Chabrolin, 1930; Hussain,
1958; Michael & Sabet, 1970; Munier, 1955).

Cette maladie est causée par le champignon Mauginiella scaettae, découvert pour la
premiére fois par Cavara en Libye en 1925 (Abdullah et al., 2005; Al-Ani et al., 1971,
Hussain, 1958). Ce champignon imparfait se distingue par des conidies hyalines fragmentées

en cellules unicellulaires ou bicellulaires (Abdullah et al., 2005; Bounaga & Djerbi, 1990).

Pour lutter contre cette maladie, des mesures classiques telles que I'élimination et
I’incinération des parties infectées, ainsi que l'utilisation de fongicides, ont été adoptées

(Carpenter et al., 1978a; Chabrolin, 1930). Cependant, l'utilisation de fongicides présente des
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risques pour la santé humaine et I’environnement, justifiant la recherche d'alternatives plus

durables.

En effet, de nombreuses recherches ont été menées pour trouver de nouvelles solutions
de lutte contre les maladies causées par des agents pathogenes (Youssef et al., 2012). La lutte
biologique apparait comme une solution prometteuse, exploitant les propriétés antagonistes de
certains micro-organismes, comme Trichoderma (Corkley et al., 2022; Dennis & Webster,
1971).

Cependant, aucune étude adeéquate n'a eté réalisée sur l'utilisation de la lutte
biologique contre cette maladie, et certains micro-organismes antagonistes sont proposés pour
contréler ce pathogene, tels que Trichoderma harzianum, Penicillium pinophilum et
Pseudomonas fluorescence (Elad et al., 1980). Des recherches récentes ont montré que
I'application du pesticide composé de spores de T. harzianum réduisait l'incidence de la
maladie. De plus, Aspergillus spp. a démontré des capacités antagonistes significatives, grace
a ses mécanismes de mycoparasitisme et de production de substances antimicrobiennes (Khan
& Javaid, 2021).

Outre la lutte biologique classique, I'aromathérapie a base d'huiles essentielles apparait
également comme une alternative intéressante. Dans ce contexte, les extraits naturels de
plantes médicinales, tels que les huiles essentielles, suscitent un grand intérét en tant que
moyen de lutte biologique, en raison de leur activité antimicrobienne, qui est liée a leur
composition chimique et en particulier & la nature de leurs principaux composants volatils
(Bouhlali et al., 2021; Caillet & Lacroix, 2007). Des études récentes ont mis en évidence les
propriétés antifongiques de certaines plantes médicinales, telles que Mentha pulegium, Ruta
chalepensis et Eucalyptus globulus, en raison de la composition chimique de leurs
composants volatils (Belghazi et al., 2002). Ces essences ont historiquement éte utilisées pour
leurs propriétés antiseptiques, anticholériques, antispasmodiques, antituberculeuses,
antifongiques, insecticides, antiparasitaires, antioxydantes, dépressives et anti-inflammatoires.
Elles pourraient constituer une solution efficace contre la pourriture de l'inflorescence
(Aouadhi et al., 2013; Marzouk et al., 2008a; Mejri et al., 2012; Merghache et al., 2009;
Teixeira et al., 2012).
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Dans ce contexte, étant donné I'importance économique, sociale et environnementale
du palmier en Algérie, ainsi que le manque d'études sur la pourriture de I'inflorescence, et afin
de contribuer a clarifier certains aspects de cette maladie et de trouver des moyens de la
controler, cette étude vise a évaluer I'efficacité des antagonistes fongiques et des huiles
essentielles dans la lutte contre la pourriture de I'inflorescence du palmier dattier. Elle s'appuie
sur une prospection visant a déterminer le taux d'infection de certaines variétés de palmiers
dans différentes zones de Biskra, décrire les symptdmes et la pathogénicité de la maladie, puis
a évaluer la toxicité du pathogéne sur les grains de pollen et de la sensibilité des plantes en

fonction de la composition phénolique et sucrée des spadices.

Ce travail est divisé en deux parties principales : une partie bibliographique traitant du
palmier dattier et de la pourriture de l'inflorescence (Khamedj), et une partie expérimentale
exposant les méthodologies utilisées, les résultats obtenus, et leur discussion. Enfin, une

conclusion et des perspectives futures viennent compléter cette étude.
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I. Synthese bibliographique
I.1 Plante hote

I.1.1. Description morphologique du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.)

Le palmier dattier, Phoenix dactylifera L. a été dénommeé par LINNEE en 1753, qui en
a donné une description morphologique compléte. Phoenix dérive de phoenix le nom du
palmier dattier chez les grecs de 1’antiquité, et dactylifera vient du latin dactylus dérivé du
grec daktulos. Phoenix dactylifera indique le doigt en référence a la forme du fruit (Djerbi,
1994).

Le palmier constitue un élément essentiel de 1’écosystéme oasien en raison de sa
capacité notable d’adaptation aux conditions climatiques, de la qualité nutritionnelle de ses
fruits et de la multi-utilisation des produits qui en sont issus (Toutain et al., 1989).

Le palmier dattier (Phoenix dactylilera L.) est une plante arborescente
monocotylédone a tronc en forme monopode. Le tronc est constitué de faisceaux libéro-
ligneux ; les vaisseaux conducteurs ont des cloisons terminales avec des perforations
scalariformes (Figure 1). Le jeune palmier est doté d’un cambium extra-fasciculaire au niveau
du méristéme qui a pour réle d’élargir le tronc. Ce développement de structures cellulaires lui
donne sa taille finale, puis il se réduit a néant par la suite. 1l posséde un seul bourgeon
terminal sur toute sa longueur. Le stipe est régulierement garni de traces de vieilles palmes
(Wertheimer, 1956).

Le systéme racinaire (Figure 2) est composé d’une racine primaire unique et
temporaire et de racines secondaires minces, longues, obliques mais généralement intégrées

dans un amas spongieux de racines mortes (Munier, 1973).

Djerid (les palmes) sont attachés a la tige en spirales étroitement enroulées, avec une
base de feuille proéminente (cornaf) qui est recouverte d'un matériau fibreux appelé life. Le
pétiole, également appelé rachis, a une forme semi-cylindrique et est hérissé a la base et dur,
ce que l'on appelle (chouque). Le limbe semble d'abord froissé et entier au début de la
croissance, mais il se développe ensuite et se divise en folioles. La nervation de la feuille suit
un schéma penné. Le limbe de la foliole, caractérisé par une cuticule substantielle, présente
systématiquement une texture de cuir et est recouvert d'une délicate couche de cire. La

nervure de chaque foliole est proéminente sur la face inférieure ; les folioles sont dupliquées.



Chapitre | Synthése bibliographique

Les palmes peuvent avoir une longueur de 2 & 6 m et une durée de vie de 3 & 7 ans. Chaque
arbre a généralement une portée estimée entre 50 et 200 (Toutain, 1967).

Les palmiers dattiers sont des plantes dioiques qui se distinguent par leurs
inflorescences en forme d'épis (Figure 3). Les fleurs sessiles sont disposées a I'apex le long
d'un axe succulent et ramifié. La collection est entourée d'une enveloppe protectrice appelée
spathe. Les fleurs males sont composées de six étamines qui subissent une déhiscence interne.
Les fleurs femelles comprennent généralement un ovaire composé de trois carpelles
différents, chacun contenant un ovule anatrope a axe basilaire (2n = 36), Un petit nombre
d'ovules sont avortés, avec chacun un ovule par fleur fécondé, ce qui entraine la formation
d'un seul carpelle. Le parfum des fleurs méles ressemble de fagon perceptible a celui de I'anis.
Les fleurs femelles n'ont pas d'odeur perceptible (Munier, 1974, 1981; Peyron, 2000).

Le fruit est classé parmi les baies. Le mésocarpe est composé de tissus fibreux et
charnus, tandis que I'endocarpe, qui est relié a la graine, est constitué d'une fine membrane.

La graine contient un embryon rond ainsi qu'un albumen collant constitué de matiere
cellulosique (Djerbi, 1994).

Le palmier dattier a une fécondation obligatoirement croisée et les individus d'un
méme groupe ne produisent souvent pas de fleurs simultanément. Le Phoenix dactylifera qui
présente une forte diversité génétique, a la capacité de produire des ramifications (appelées
djebar) pres de la base de la tige. Chaque rejet planté donne naissance a un palmier dattier aux
caractéeres identiques a ceux de la plante mere, contrairement au semis (Munier, 1973; Peyron,
2000; Toutain, 1967).

1.1.2. Position systématique
La classification systématique de cette espéce est comme suit (Daher Meraneh, 2010;
Moore, 1973) :

Regne : Plantae

Embranchement : Angiosperme/ Magnoliophida
Classe : Monocotyledone /Lilopsida

Ordre : Arecales

Famille : Palmacées/Arecaceae

Genre : Phoenix

Espéce : Phoenix dactylefera L.
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Figure 1. Schéma du palmier dattier (Munier, 1973)
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Figure 2. Les quatre types de racines (Peyron, 2000)
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Figure 3. Inflorescences et fleurs du dattier (Munier, 1973)
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1.1.3. Les exigences du palmier dattier

1.1.3.1. Exigences climatiques

Le palmier dattier a besoin d'un certain type de milieu pour sa croissance et surtout
pour la maturation de ses fruits. L'aire de répartition géographique de cette espece fruitiere est
élucidee par ces exigences (GIRARD, 1962). Cette plante est une espece thermophile cultivee
dans des régions chaudes et séches. Il a besoin d'une période de 5 a 7 mois, allant de la
pollinisation a la récolte, caractérisée par des étés chauds, sans précipitations ou humidité
excessive. Bien qu'elle présente une bonne tolérance a la sécheresse, cette plante a des besoins
élevés en eau d'irrigation pour se développer et atteindre un rendement optimal (Peyron,
2000).

La température minimale requise pour la croissance de la végétation (le zéro de
végétation) est supérieure a 10 °C. A une température initiale de 32 °C, l'activité biologique
atteint un état stable a son niveau optimal. La plante présente une grande tolérance aux
températures extrémes pendant I'été, supportant des températures maximales de 56 °C pendant
plusieurs jours sans effets négatifs apparents, méme lorsqu'elle est suffisamment arrosée par
I'irrigation ou par des sources d'eau souterraines. Les basses températures pendant la
fécondation peuvent entrainer toute une série de conséquences négatives, notamment la mort
des organes floraux, une maturation inadéquate du pollen et I'avortement des fleurs. En
général, les températures comprises entre 10 et 40°C sont optimales pour la croissance des
plantes (Ben Abdallah, 1990).

Le palmier est une plante héliophile, c'est-a-dire qu'il prospere dans des conditions de
luminosité élevée qui favorisent la photosynthese et la maturation des dattes.

Par ailleurs, les précipitations dans les régions sahariennes sont insuffisantes pour
répondre aux besoins des palmiers dattiers. En revanche, si les pluies surviennent au moment
de la fécondation des fleurs et de la maturation des dattes, elles stimulent eégalement
I'émergence de maladies fongiques, provoquent I'avortement et diminuent I'efficacité du
pollen. elles entrainent aussi la déchirure du péricarpe et provoquent la chute des fruits
(Peyron, 2000).
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D'autre part, le taux d'humidité optimal est d'environ 48 a 52 % d'humidité relative.
Quant a la récolte des dattes, elle est optimale dans les endroits ou I'hnumidité relative est
faible, souvent de l'ordre de 15 a 20 %. Une humidité élevée, en revanche, entraine la
pourriture des inflorescences pendant la floraison et a un impact négatif sur la qualité des
dattes pendant la phase de maturation, ce qui donne des fruits pateux et collants (Munier,
1973). De plus, lorsque I'humidité est faible, les fruits perdent beaucoup de leur fraicheur,
notamment en cas de brises chaudes et seches (Ch'hili). En outre, il est largement reconnu que
les palmiers présentent une résistance aux vents qui transportent généralement du sable et des
poussieres minérales. Lorsque ces vents sont doux, ils facilitent le processus de pollinisation.
Néanmoins, ils peuvent également avoir un impact négatif sur I'état des fruits, entrainant la
chute des fruits, la perforation, la dessiccation et la brdlure des dattes. Ils peuvent également
provoquer la rupture des tiges des régimes et des palmiers (Toutain, 1967).

Les palmiers dattiers présentent une grande résistance au vent, mais les effets du vent
peuvent étre a l'origine de divers incidents. Lorsque le vent est doux au printemps, il est
favorable a la pollinisation. Cependant, lorsque le vent devient fort, il transporte le pollen, et
entraine alors la chute des fruits et la rupture des tiges. Les fruits sont alors endommagés, de
la nouaison a la maturation. Elles peuvent également poser un probléme lors de la récolte, tant
en termes de main-d'ceuvre que d'hygi¢ne en particulier pour les des dattes semi-tendres et
tendres. Cependant, les rafales de vent brllantes et desséchantes sont les plus dangereuses, car
elles provoquent des bralures ; les dattes sont saisies et mdrissent prématurément ; les fruits
peuvent étre ridés et, par conséquent, perdre de leur valeur. Dans les régions arides, le vent
dépose de la poussiére sur les palmiers, alors que les pluies hivernales ont un impact positif en
nettoyant les feuilles et en améliorant leurs capacités respiratoires, transpiratoires et

photosynthétiques (Toutain, 1967).
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1.1.3.2. Exigences édaphiques

Le palmier-dattier a une existence tres marquée et cyclique. Il est cultivé dans des
zones désertiques extrémement chaudes, caractérisees par les températures maximales les plus
élevées du monde, des précipitations atmosphériques minimales, des vents fréquents, une
forte évaporation et une faible humidité. Pour obtenir une croissance substantielle des plantes
dans un environnement sec, il est nécessaire de fournir une irrigation abondante, dont la
quantité est influencée par divers facteurs, notamment le type de sol, la qualité de l'eau
d'irrigation, la protection contre le vent, la densité de plantation et la présence d'autres cultures
en contrebas. La complexité de ces parameétres pose des problémes pour déterminer avec
précision le volume d'eau nécessaire a la subsistance et a la culture des palmiers-dattiers. Les
doses d'irrigation nécessaires a la phoeniciculture sont fortement influencées par le climat,
ainsi que par d'autres facteurs environnementaux tels que l'altitude, le type de sol, la présence
d'eau souterraine, la nature de I'eau d'irrigation et la position géographique. Ces facteurs
peuvent modifier I'importance des volumes d'irrigation nécessaires. Lorsque le palmier dattier
n'est plus en mesure de satisfaire ses besoins en eau, il diminue considérablement sa
productivité, notamment en termes de surface foliaire. Un palmier en manque d'eau présente
une diminution de la hauteur de son bouquet central et une diminution de I'épaisseur de la
partie supérieure de son stipe. L'eau saline est souvent présente dans les systémes d'irrigation
en Afrique du Nord. Les palmiers dattiers présentent une grande tolérance a ce type d'eau
(Peyron, 2000).

1.1.3.3. Exigences agrologiques

Le palmier-dattier s'adapte a divers types de sols, avec une préférence marquée pour
les sols neutres, plus ou moins profonds, a la porosité modérée et humidité constante. 1l peut
également prospérer dans des sols alluviaux comprenant une teneur importante en argile, a
condition qu'ils soient bien drainés et bien aérés. Si les sols salés sont correctement irrigués et
drainés, il peut y résister. Cependant, il ne prospere pas dans les sols argileux denses. Au
contraire, les sols ayant une excellente rétention d'eau et un drainage efficace sont trés
favorables a la phoeniciculture. Un développement optimal et un rendement supérieur ne
peuvent étre atteints que lorsque le sol permet l'infiltration de I'eau a une profondeur allant de
2 a 2,50 meétres. Les palmeraies de qualité supérieure sont généralement situées dans des

zones ou le sol est constitué d'un limon sableux profond.
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Le palmier-dattier a besoin d'un climat chaud, aride et ensoleillé de type saharien,
d'une source d'eau fiable et d'un sol neutre, profond et bien drainé qui soit naturellement
fertile ou qui puisse étre enrichi d'engrais pour prospérer et produire des fruits de maniére
efficace (Munier, 1973).

I.1.4. Importance économique du palmier dattier en Algérie

En Algérie, le palmier dattier est cultivé dans les oasis sur une superficie de 167 279
hectares et sa répartition varie d'une province a l'autre. La principale superficie est celle des
wilayas de Biskra (43 105 ha) et d'EI-Oued (37 070 ha). Son aire de culture se repartit de la
frontiere ouest marocaine a la frontiére est tuniso-libyenne, ainsi que de I'Atlas saharien dans
le nord jusqu'a Reggane (sud-ouest), Tamanrasset (centre), et Djanet (sud-est). Les palmeraies
se situent avant les régions sahariennes, puisqu'on les trouve également dans le domaine
steppique.

Les vraies palmeraies se trouvent sur le versant sud de I'Atlas Saharien, a I'est des
palmeraies de Biskra, au centre des palmeraies de M'zab et a I'ouest des palmeraies de Beni
Ounif. La frontiere méridionale de la palmeraie algérienne est représentée par l'oasis de
Djanet (Babahani & Bouguedoura, 2009).

Selon les statistiques du ministére de 1’Agriculture et du Développement rural
(MADR, 2019) la wilaya de Biskra englobe la grande portion, avec plus de 4 336 358 pieds
ensuite il y a El-oued, Adrar, Ouargla, Bechar et Ghardaia, respectivement avec 3 835 630
pieds, 3 798 965 pieds, 2 590 185 pieds, 1 639 862 pieds et 1 262 510 pieds.

Les chiffres soulignent également que la variété Deglet-Nour domine par plus de 7
238 881 pieds, soit 38,75% de I’ensemble d’arbres des dattes.

1.1.5. Maladies du palmier dattier

La culture du palmier dattier rencontre dimmenses difficultés notamment les
ravageurs et les maladies. lls provoquent des déficiences considérables dans la production et
peuvent également conduire a I'érosion génétique (Dakhia et al., 2013b). Parmi les maladies
qui infectent les palmiers dattiers, citons : Le Bayoud, La pourriture de I’inflorescence
(Khamedj), La pourriture du Coeur a Thielaviopsis (Mejnoun), La pourriture du bourgeon a
Phyfophthora sp. (Blaat), Maladie des fruits, Maladies a dépérissement (Bounaga & Dijerbi,
1990).
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La pourriture de Il'inflorescence qui fait I’objet de la présente étude est une maladie
grave qui peut étre épidéemique dans les régions de culture les plus humides ou lors d'années
tres pluvieuses. Cette maladie a été détectée dans presque toutes les régions productrices de
dattes (Carpenter & Elmer, 1978)

Dans les paragraphes suivants, nous ferons une étude bibliographique de cette

maladie.
1.2 Maladie pourriture de I’inflorescence (khamedj)

1.2.1. Introduction

La pourriture de l'inflorescence du palmier dattier, également connue sous le hom de
"Khamed;j" en Afrique du Nord, est généralement due au fongus Mauginiella scaettae, dont
Cavara a signalé I'existence pour la premiere fois en Libye en 1925. Elle fait partie des
maladies les plus graves qui affectent les palmiers dans de nombreuses régions du monde
productrices de palmiers, en particulier dans les régions les plus humides et chaudes ou dans
des régions ou les fortes pluies sont abondantes de 2 a 3 mois avant I'émergence des spathes.
On la retrouve dans les régions productrices de dattes d'Afrique du Nord, mais aussi en
Egypte, en Irak, en ltalie, en Mauritanie, en Arabie Saoudite et en Tunisie. Elle devient
épidémique dans les cas ou ces facteurs se rencontrent. La maladie affecte aussi bien les
inflorescences femelles que les inflorescences males. On constate que chaque inflorescence
infectée est systématiquement perdante. Les dommages peuvent atteindre 40 % de la
production. En effet la maladie peut se manifester a nouveau chaque année sur le méme
palmier a la méme intensite (Abdullah et al., 2005; Al-Ani et al., 1971; Bounaga & Djerbi,
1990; Chabrolin, 1930; Hussain, 1958; Michael & Sabet, 1970; Munier, 1955). Par ailleurs,

Dakhia et al. (2013) a constaté que la variété Deglet Noor est plus sensible a cette maladie.

1.2.2. Importance économique

Bien que parasitaire, le Khamedj parait peu contagieux et, dans les jardins
normalement cultivés, il n'affecte qu'un petit nombre d'arbres, souvent toujours les mémes. La
proportion d’arbres portant des inflorescences malades est assez souvent de 1’ordre de 5 %.
Elle peut atteindre 10 % sur des terres fortes et humides. Par contre, quand il n'y a pas de
pluie pendant la floraison, le pourcentage peut étre bien plus faible. En tout état de cause, elle
est considérée comme la plus grave des maladies du palmier-dattier dans la région de Biskra

et ne peut étre ignorée (Chabrolin, 1930).

11
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En effet, l'aire de répartition géographique du Khamedj est considérable. Elle a été
déclarée au Djerid (sud de la Tunisie), dans différents oasis du sud de I'Algérie et dans les
oasis du sud du Maroc. Il s'agit d'une maladie tres fréquente des palmiers dattiers. Le
Khamedj ne parait pas avoir été signalé jusqu'ici dans les autres pays cultivant le dattier, mais
on ne saurait encore en conclure qu'il ne s'y rencontre pas. D'ailleurs, son existence dans les
vieux centres de culture du Dattier de I'Ancien Monde parait au contraire tres vraisemblable
(Carpenter et al., 1978b; Dakhia et al., 2013b).

1.2.3. Symptdmes

La maladie apparait lorsque les spathes débutent a apparaitre entre la fin de I'hiver et
le début du printemps. Au début, les spathes affectées se distinguent a peine des spathes
normales. Sur la spathe non ouverte, des zones brunéatres ou rouillées se développent tandis
que le champignon a déja envahi les tissus floraux. Les Iésions peuvent étre confluentes et
sont plus fréquentes pres du sommet de la spathe qui, au moment de l'infection, est molle et
encore cachée dans la base de la feuille. La face interne de la spathe, sous les Iésions, est
jaune et translucide et peut présenter des points bruns correspondant aux points de contact
avec les fleurs malades.

Le champignon attaque les fleurs et les rameaux et peut se déplacer sur le pédoncule
de l'inflorescence (Photo 1). Les spathes, gravement endommagées lorsqu'elles sont jeunes,
peuvent rester fermées ; Cependant, la spathe se fissure généralement, laissant apparaitre des
dommages sur une partie ou sur la totalité des fleurs et des brins. Typiquement, certains
palmiers infectés développent des symptémes chaque année, alors que d'autres palmiers de la
méme plantation ne présentent des symptomes dans les inflorescences qu'occasionnellement,
méme en cas de conditions propices au développement de la pathologie (Carpenter & Elmer,
1978).

12
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a : inflorescence femelle infectée,
b : Infection sévére d'une spathe méale non ouverte
Photo 1. Inflorescence infectée (Abdullah et al., 2010)

1.2.4. Biologie d’agent pathogéne

Le champignon M. scaettae, de I'ordre des champignons imparfaits et des hyphes, est a
l'origine de cette maladie. Elle est également causée par une autre moisissure, le Fusarium
moniliforme. Encore plus rarement, Thielaviopsis paradoxa peut provoquer la pourriture des
inflorescences (Bounaga & Djerbi, 1990; Munier, 1973).

Ce champignon forme en culture pure un mycélium de couleur blanche qui produit des
fructifications conidiennes abondantes sous forme d'une couche poudreuse blanche. En effet,
ces fructifications sont formées par des chaines de conidies hyalines dont la fragmentation se
fait en articles unicellulaires ou bicellulaires, et tres rarement pluricellulaires (Djerbi, 1983).

Dans les premiers stades, le champignon infecte les jeunes fleurs mais se propage
rapidement au pédoncule de l'inflorescence, a la spathe, et méme a la base des feuilles vertes.
Les conidies sont a parois fines, ont une durée de vie courte et ne peuvent pas survivre aux
températures estivales élevées (Alhassen & Waleed, 1977). Il est évident que le champignon
survit sous forme de mycélium dans du bois en décomposition (spathes, tiges d'inflorescence
ou bases de feuilles) qui sert de source primaire d'inoculum pendant les épidémies de la

maladie & la fin de I'hiver ou au début du printemps (Carpenter & Elmer, 1978).
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Sur I'néte : le pathogéne apparait sous la forme d’une croissance myceélienne
duveteuse sur les jeunes fleurs, spathes ou les bases des feuilles, puis se transforme en masse
poudreuse en raison de la production de spores.

Mycélium intercellulaire de 3 a 4,5 cm de large, ramifié, a parois minces, court-
circuité. Myceélium externe ou aérien 3 a 6 mm de large, ramifié, septé, a parois minces. Les
conidies sont produites par segmentation des hyphes aériens, unicellulaires ou
multicellulaires, jusqu'a 128 um de long, et 5 a 16 um de large, généralement avec 1 a 6
(rarement jusqu'a 13) septa et ont une paroi subhyaline, ferme, jusqua 1 pum d'épaisseur
(photo 2).

En culture : croissance lente, recouvrant 3 cm (sur Malt Agar) et 3,6 cm (sur PDA) a
24° C en 7 jours a partir d'un inoculum central, blanc cotonneux a I'état jeune, devenant
poudreux aprés la sporulation ; zone de progression étroite (1 mm) mais distincte ; revers
inchangé ; odeur non particuliére ; test a I'oxydase non concluant (faible coloration brune).

Hyphes (aériens et submergés) 3-5,5 um de large, ramifiés, septés, a parois minces.

Conidies abondantes et similaires a celles produites sur I'héte.

c. Spathe male ouverte et infectée.  d. Arthroconidies en chaines.

Photo 2. M. scaettae isolé a partir d'inflorescences infectés (Abdullah et al., 2010)

Selon Rattan & Al-Dboon (1981), la température optimale de croissance est de 20 °C,

au-dela de laquelle le diamétre du tapis fongique atteint 3,2 cm.

[HEN
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1.2.5. Moyens de lutte contre la pourriture de I’inflorescence
Afin de lutter contre la maladie, diverses méthodes de contrble physiques et/ou chimiques

(fongicides) ont été adoptees.
> Lutte physique

La gestion culturales et sanitaire fait partie des principales mesures de lutte contre
cette maladie. Une bonne hygiene est la premiere étape de la lutte contre le khamedj. Apres la
récolte, toutes les parties malades de Il'inflorescence doivent étre ramassées et brilées
immédiatement aprés la récolte, et dans tous les palmiers, les vieilles tiges florales et les
spathes doivent étre coupées aussi complétement que possible et retirées de la plantation. Les
fongicides doivent étre appliqués immédiatement apres la récolte sur les anciennes zones de
floraison des palmiers malades, et au début du printemps sur la nouvelle zone de floraison,
juste avant I'émergence des spathes (Abdullah et al., 2010; Carpenter & Elmer, 1978).
Michael & Sabet (1970) ont souligné que l'assainissement, qui consiste a enlever les vieilles
feuilles, les bases des feuilles et les inflorescences, et I'application de fongicides, devraient

étre organisés sur une base communautaire pour une lutte vraiment efficace.
» Lutte chimique

En outre, Chabrolin (1930) affirme que I'application d'un mélange concentré de chaux
et de soufre, ou encore la dispersion d'une combinaison de sulfate de cuivre et de chaux,

principalement sous forme de poudre permet de lutter efficacement contre ce pathogéne.

Par ailleurs, Al-Ani et al. (1971) ont obtenu de bons résultats contre le khamedj avec
une pulvérisation de Tuzet administrée entre novembre et janvier en Irak. De méme dans les
oasis cotieres du Sinai, les fongicides Cupravit et Du-Ter ont été les plus efficaces lorsqu'ils
ont été appliqués a trois reprises apres la récolte, en décembre et en janvier-février. Les
couronnes des palmiers peuvent également étre désinfectées avec 3 % de dichlone ou 4 % de
thirame a raison de 8 litres par palmier (Abdullah et al., 2010; k k Alhassen & Waleed,
1977). Dans une expérience a petite échelle menée par Al-Yaseri et al. (2011) entre 2003 et
2005, le fongicide Score 250 EC s'est avéré étre le plus efficace contre M. scaettae sur les
palmiers dattiers. Les résultats d’Al-fadhal & Sharif (2013) ont montré que le fongicide Score
250 EC (Difenoconazole) était plus efficace pour inhiber la croissance de pathogénes M.

scaettae, avec un taux d'inhibition de 93,7 %.
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De nombreux fongicides ont été utilisés pour lutter contre la maladie Khamedj, tels
que Derosoal, Brestan, Benlate et Bavistin (Dennis & Webster, 1971; Elad et al., 1980). De
plus, Fayyadh & Al-Badran (2012) ont également signalé que les pesticides Fungal
Thiobedazol, Thrim, Thiophonatemethyl, Propiconazole et Tridemorph étaient efficaces
contre cette maladie.

1.3 Lutte biologique contre la pourriture de I’inflorescence

1.3.1. Lutte biologique par ’application des antagonistes

En Algérie, aucune expérience de terrain n'a été réalisee sur [l'utilisation du
biocontrole pour lutter contre la maladie de Khamedj. Ce moyen de lutte est principalement
basé sur I'exploitation de I'antagonisme de certaines espéces fongiques telles que Trichoderma
harzianum, Penicillium pinophilum et Pseudomonas fluorescens (Dennis & Webster, 1971,
Elad et al., 1980; M. Fayyadh & Al-Badran, 2012). Une grande attention a été accordée aux
micro-organismes antagonistes pour réduire les populations de pathogénes. Les Aspergillus
spp. sont des agents de lutte biologique importants en raison de leur activité antagoniste, qui
dépend de leurs mécanismes d'action durant I'antagonisme, que ce soit par la lyse mycélienne
(le mycoparasitisme) ou par la synthése de substances volatiles ou non volatiles (I'antibiose)
(Khan & Javaid, 2021). L'effet antagoniste des espéces d'Aspergillus est di a leur capacité a
produire une large gamme de mycotoxines, notamment I'aflatrem, I'aflavinine, I'acide kojique,
le flavocol, I'acide aspergillique, I'aspertoxine, l'acide cyclopiazonique, la paspallinine et les
aflatoxines (Okoth et al., 2018). L'une des espéces d'Aspergillus généralement utilisées pour
le biocontrole est Aspergillus niger, qui peut produire des mycotoxines telles que
I'ochratoxine, la fumonisine et I'aflatoxine (Perrone et al., 2007; Putri et al., 2020).

Plusieurs chercheurs ont également affirmé que T. harzianum avait la capacité de
lutter contre les agents pathogénes des plantes. Cette propriété d'inhibition de la croissance
des champignons pathogénes est attribuée a la capacité de produire des antibiotiques tels que
le trichodermol, la trichodermine et la gliotoxine, ou a la production d'enzymes qui dégradent
les cellules fongiques telles que les glucanases et les chitinases ou a la capacité du
champignon de parasiter directement les cellules hotes (Markovich & Kononova, 2003;
Shalini & Kotasthane, 2007).
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Fayyadh & Al-Badran (2012) ont révélé que le taux d'infection par le pathogéne a
diminué considérablement aprés la pulvérisation des spores de T. harzianum, ils ont enregistré
62,8% avant le traitement, tandis que le taux est diminué apres la pulvérisation jusqu'a
15,1 %.

Les études de Sharif et al. (1988) ont donné des résultats similaires. 1ls ont affirmé que
les champignons T. harzianum et P. pinophilum ont une importante capacité a inhiber la
croissance du champignon M. scattae, comme il a été constaté par Al-Chougiri (2005) que
I'utilisation du pesticide Bicont, composé de spores du champignon T. harzianum, a réduit

I'incidence de la maladie in vivo.

1.3.2. Lutte biologique par I’application des huiles essentielles

En plus de I'approche traditionnelle de la lutte contre les maladies biologiques, la
phytothérapie, qui implique l'utilisation d'huiles essentielles, offre un moyen intéressant de
protéger les vergers biologiques, en particulier contre les infections fongiques.

Bien que les huiles essentielles présentent des propriétés antifongiques importantes qui
ont déja été testées sur certains champignons, l'aromathérapie est moins utilisée dans
I'agriculture. De nombreux essais in vivo ont été réalisés sur des meéthodes alternatives a
l'utilisation de fongicides biologiques, telles que la phytothérapie et I'isothérapie. Les
connaissances sur l'effet de ces préparations sont essentiellement empiriques et ne peuvent
étre appliquées a I'échelle pratique.

Depuis quelques anneées, les travaux de recherche se sont focalisés sur les effets des
composés antifongiques issus des plantes aromatiques et médicinales (Bouhlali et al., 2021;
Caillet & Lacroix, 2007).

Ainsi, les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature appartiennent a la
famille des Labiées (thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge), des Myrtacées
(Eucalyptus), des Rutacées (Ruta chalepensis, Citrus), des Lauracées (Nerium) et des
Astracées (Cammomille, Anula) (Merghem, 2009).

En effet, les huiles essentielles sont capables d'inhiber la germination des spores, la
croissance du mycélium, la sporulation et la synthese de toxines, en agissant sur un trés grand

nombre de champignons (Merghache et al., 2009).
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1.3.3. Quelques travaux antérieurs d’activités biologiques des huiles essentielles des trois
espéces etudiées

Concernant l'effet des huiles essentielles sur le phytopatogéne M. scaettae, aucune
étude n'a été menée. En revanche, de nombreuses études ont été réalisees pour déterminer
I'activité biologique des huiles essentielles des trois especes éetudiées. Ces études ont permis
de constater que les huiles essentielles étudiées ont des propriétés antifongiques tres
importantes.

Parmi les propriétés biologiques et antifongiques étudiées, on peut citer les huiles
essentielles de R. chalepensis communément appelée fidjel en Algérie. C'est une espéce qui
pousse spontanément dans les rocailles, les pelouses, les rochers et les collines seches
(Beniston & Beniston, 1984). Cette espéce a des feuilles ovales, grandes, pennées, bleu-vert,
avec de nombreux lobes oblongs lancéolés. Elle présente une inflorescence en forme de cyme
(Daoudi et al., 2016). L’huile essentielle de R. chalepensis présente une activité antifongique
significative contre les champignons A. niger, A. flavus, Alternaria sp., Trichoderma sp., F.
oxysporum, B. cinerea et C. albicans (Aouadhi et al., 2013; Bergheul, 2018; Bnina et al.,
2010). Sharma & Tripathi (2006) ont montré que les huiles essentielles provoquaient la
dégénérescence des hyphes fongiques qui semblaient vides de leur contenu fongique et de leur
cytoplasme, et une perte de rigidité et d'intégrité de la paroi cellulaire.

Sur la base de leurs propriétés microbiologiques et antifongiques, il a été déterminé
que les huiles essentielles de M. pulegium contiennent divers composés naturels ayant une
activité biologique (Belghazi et al., 2002). M. pulegium est largement répandue partout dans
le monde, en particulier en Europe, au Moyen-Orient, en Asie et en Afrique du Nord.
Historiquement, elle était utilisée pour ses propriétés antiseptiques, anticholériques,
antituberculeuses et anti-inflammatoires. En outre, I'huile essentielle a des propriétés
antifongiques, insecticides, antiparasitaires, antispasmodiques et antioxydantes (Marzouk et
al., 2008b; Teixeira et al., 2012).

En revanche, Hmiri et al. (2011) ont constaté que 10 pl dhuile de M. pulegium
éliminaient complétement la croissance des mycéliums de deux champignons Alternaria
alternata et P. expansum. Hmiri et al. (2013) ont confirmé ces résultats et demontré que A.
alternata etait plus sensible tandis que P. expansum et B. cinerea étaient totalement inhibés.
Hajlaoui et al. (2009) ont mentionné l'activité antifongique intéressante de cette huile contre

F. oxysporum, Trichoderma sp., A. flavus, A. niger, F. culmorum, et B. cinerea.
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Le méme résultat a été enregistré par Uwineza et al. (2018) qui ont démontré une
suppression totale de la croissance fongique de F. culmorum. En effet, la puissante efficacité
fongicide des huiles essentielles de M. pulegium peut étre corrélée a la teneur élevée en
composés monoterpéniques oxygeneés et a l'effet synergique avec des composes mineurs.

De nombreuses études ont montré que les composants chimiques de M. pulegium, y
compris les phénols (carvacrol, octanol, etc.), les aldéhydes et les cétones (camphre, etc.),
ainsi que les alcools (terpinen-4-ol, terpineol), sont reconnus pour étre des agents
antibactériens efficaces (Celiktas et al., 2007). En outre, méme a de faibles concentrations,
I'impact synergique observé avec le carvacrol et le thymol fournit un large spectre d'activité
antimicrobienne (Didry et al., 1993). Lucini et al. (2006) ont d'ailleurs démontré que le
camphre, le 1,8 -cinéole, le linalol et le menthol sont ceux qui ralentissent le plus le
développement de la sclérose. Sharma & Tripathi (2006) rapportent que la détérioration du
mycélium, qui semble dépourvu de cytoplasme, ainsi que la réduction de la rigidité et de
I'intégrité de leurs parois cellulaires, sont provoquées par I'utilisation d'huiles essentielles.

Quant a la troisieme plante étudiée, il s'agit de I'Eucalyptus, un arbre ornemental de
grande taille aux feuilles variables, a forte croissance (60 meétres de haut) et doté d'un tronc
lisse. Ses feuilles sont polymorphes, étendues et opposees (Anton & Bernard, 2003).

En revanche, De Soura et al. (2005), révelent que les huiles essentielles d'E. globulus
présentent un plus fort pouvoir antifongique vis-a-vis de Rhizopus spp., A. figer, Penicillium
spp., A. fiavus et Fusarium spp. Mémes résultats ont été obtenus par Rai et al. (1999) avec les
espéces : F. soloni, F. oxysporum, F. pallidoroseum, F. acuminatum et F. chlamydosporum.
Pattnaik et al. (1996) et Pattnaik et al. (1997) ont montré que I'espece F. oxysporum est plus
résistante aux huiles essentielles d'E. globulus que A. fumigatus, A. oryzae et A. citrii.

En effet, Daroui Mokadem (2012) a estimé la valeur de CMI pour le champignon P.
chrysogenum a 160 pg/ml, alors que Vilela et al. (2009) rapportent que la concentration
inhibitrice de 100 % des deux espéces A. flavus et A. parasiticus, était de 1 000 pl.
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1. Matériel Et Méthodes

1.1 Présentations de la région d’étude

La région de Biskra est située a 400 Km au Sud - Est d'Alger (Figure 4). Elle se situe
entre 34° 48 de latitude et 5° 44° de longitude, et a une altitude de 124 m au niveau de la mer.
La région de Biskra se compose de quatre types de géomorphologie distincts : les montagnes,
les plaines, les plateaux et les dépressions (ANAT, 2002). Elle dispose au total d'une
superficie cultivable de 185 473 ha, dont prés de 77,4 % sont consacrés a la culture du palmier
dattier. Ce qui en fait une région pheenicicole par excellence. Elle représente 41,2% de la

production locale de dattes en Algérie (Benmehaia & Atallaoui, 2018).
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Figure 4. Situation géographique de la wilaya de Biskra (Open Street Map 2023)
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11.1.1. Données climatiques

Pour étudier la croissance et la propagation des champignons, le climat est un facteur
non négligeable. Il est en effet indispensable d'étudier le climat pour comprendre son impact
sur le développement des pathogenes. Pour de comprendre le climat de la zone en question,
nous nous basons sur les données climatiques obtenues aupres de I'Office national de

météorologie pour la période 2009 - 2020.

D'apres les données du tableau ci-dessous (Tableau 1), la région étudiée se caractérise
par d'importantes variations journaliéres de température. La variation de I'amplitude des
températures journalieres est significative au cours des différents mois de l'année. Les
précipitations sont soudaines, trés localisées, irréguliéres et inégalement réparties. Elles sont
tres irréguliéres d'une saison a l'autre et d'un mois a l'autre, le maximum étant enregistré en
octobre (8,03 mm) et le minimum en juillet (0,24 mm). En ce qui concerne I'humidité, le mois
de décembre a connu le taux le plus élevé avec une moyenne mensuelle de 57,6 %, tandis que
le mois de juillet a connu le taux le plus faible avec une moyenne mensuelle de 27,1 %. Les
vents sont relativement fréquents tout au long de I'année dans la région de Biskra. En juin, le
vent atteint un maximum de 6,4 m/s, tandis qu'en décembre, il atteint un minimum de 3,1 m/s.
En général, les vents du sud sont froids et secs en hiver. En revanche, en été, ils sont trés secs

et chauds (sirocco). lls favorisent I'évaporation et augmentent ainsi la sécheresse.

Tableau 1. Données climatiques moyennes mensuelle de la région d’étude (2009-2020)

Mois Tmax(C°) | Tmin (C°) | Tmoy (C°) | H (%) | Précipitation (mm) | Vent (m/s)
Jan 17,88 7,24 12,65 56,57 2,91 5,02
Fév 19,09 9,57 13,41 48,61 3,91 4,51

Mars 23,18 11,47 17,36 45,47 4,94 4,71
Avr 27,61 15,36 21 42,15 6,86 4,56
Mai 32,36 19,75 26,14 35,18 5,18 4,36
Juin 37,66 24,84 30,98 28,85 1,51 6,43
Jui 41,48 28,43 35,03 27,05 0,23 6,16
Aout 40,21 27,79 34,03 32,45 0,88 5,35
Sep 35,13 23,71 29,20 41,25 6,58 3,17
Oct 29,63 18,30 23,97 45,98 8,02 3,42
Nov 22,77 14,48 17,50 53,33 3,02 3,88
Dec 18,77 9,58 13,35 57,56 1,36 3,08

Source (O.N.M, 2020)
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11.1.2. Synthese climatique

Nous nous sommes basés pour cette synthése sur le diagramme ombrothermique et le
climagramme d'Emberger.

» Le diagramme Ombrothermique :

D'apres le diagramme ombro-thermique de Bagnouls et Gaussen (Bagnouls &
Gaussen, 1957), la région de Biskra connait un temps sec tout au long de I'année pour la
période 2009-2020 (Figure 5).

P (mm) Diagramme ombrothermique T (°0)
80 - 40
7 s
e Période séche [
40 - 20
% s
2 10
10 s
0 ’_’/\—/\ -0

@“’\ié&é@& v&\ * \"’\Q\&\é Ypiﬁiﬁiﬁ f@@@“@
& O
——Précipitation(mm) ——T (°)

Figure 5. Diagramme ombro-thermique de GAUSSEN de la région de Biskra (2009-2020).

» Climagramme d’Emberger

Le quotient pluviométrique de la région méditerranéenne est exprimé par la formule
suivante : Q2 = 3,43. P/ (M-m) (Stewart, 1968).

Ou : P : Pluviométrie moyenne annuelle (mm).
M - m : Amplitude thermique (C°).

Emberger a construit un climagramme dont l'ordonnée est Q2 et l'abscisse est la
température minimale moyenne du mois le plus froid (m). Selon les données du tableau 1,
Q2 =4,54.
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A partir de la représentation graphique d'Emberger (Figure 6), on constate que la

région se situe dans 1’étage bioclimatique saharien a hiver chaud.
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Figure 6. Climagramme d'emberger de la région de Biskra (2009-2020)

11.2 Inventaire de la prolifération de la maladie pourriture des inflorescences
11.2.1. Méthodologie du travail

11.2.1.1. Choix et présentation des sites d’enquétes

Notre enquéte a pour objectif de donner une appréciation générale sur la prolifération
de la maladie pourriture de l'inflorescence du palmier dattier au niveau de quelques stations de
la région de Biskra, et de déterminer les éléments en faveur de celle-ci. D'autre part, nous
cherchons a déterminer si la propagation de cette maladie est liée au mode de conduite au sein
des palmeraies des différentes stations étudiées. Toutes les données ont été collectées a partir
d'un questionnaire adressé a un échantillon d'exploitations agricoles des oasis de la région de
Biskra. Les investigations menées dans le cadre de cette étude ont porté sur soixante et une
(61) exploitations agricoles réparties sur douze (12) communes représentatives du territoire
considéré (Figure 7) (Tableau 2). La tracabilité des zones de palmeraies, la richesse en
palmiers et la production importante de dattes, notamment la variété Deglet Nour, a forte

valeur commerciale, justifient le choix de ces communes.
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Figure 7. Localisation des stations d’étude dans la région de Biskra

] Oumeéche
[ miili
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[] Lichana
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B Laghrous
[] Lioua
[ Tolga
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[J Khanguet Sidi Nadji

Tableau 2. Données cartographiques des stations étudiées (Map Data, Google 2013).

N° Station Situation géographique Nbr
d’exploitations

1 Tolga Latitude : 34°43°44”* Nord, longitude : 5°22°50"* Est, a 40 km au sud- 14
ouest du chef-lieu de la wilaya. Superficie : 1225 km?

2 Lioua Latitude : 34°38°00°’ Nord, longitude : 5°25°00°” Est, se situe au sud- 12
ouest de la Wilaya de Biskra. Superficie : 243,20 km?

3 Laghrous Située a 50 kilometres a I’ouest de Biskra. Latitude : 34°42°19” Nord, 6
longitude : 5°17° 07> Est. Superficie : 245,30 km?

4 Foughala Latitude : 34°43°50’ Nord, longitude : 5°19°31” Est, se situe a I’Ouest 2
de la Wilaya. Superficie : 80,42 km?

5 Ourelal Située au sud de la Wilaya de Biskra. Latitude : 34°39°20" Nord, 3
longitude : 5°30°41°” Est. Superficie : 187, 25 km?

6 Chetma Située a I’est de la Wilaya de Biskra. Latitude : 34°50°59”” Nord, 3
longitude : 5°48°35"’ Est. Superficie : 110,03 km?

7 Khanguet Sidi | Se trouve au nord-est du chef-lieu de la Wilaya. Latitude : 34°48°21"’ 3

Nadiji Nord, longitude : 6°42°25°" Est. Superficie : 80,00 km?

8 Lichana Latitude : 34°43°29°° Nord, longitude : 5°25°57’ Est, situ¢e a 1’Ouest 3
du chef-lieu de la Wilaya. Superficie : 39,46 km?

9 | Bouchagroune | . de : 34°4318” Nord, longitude : 5°27°56”" Est, 4 24 km 3
1’Ouest du chef-lieu de la wilaya. Superficie : 57,34 km?

10 M’khadma Localisée au sud- Ouest de la Wilaya. Latitude : 34°39°00” Nord, 6
longitude : 5°29°00°" Est. Superficie : 152,30 km?

11 Mlili Latitude : 34°48°21°° Nord, longitude : 6°42°25"’ Est, située au sud de 3
la Wilaya de Biskra. Superficie : 371,80 km®

12 Oumeéche Latitude : 34°41°40°’ Nord, longitude : 5°42°02°’ Est, au sud de la 3

Wilaya. Superficie : 828,53 km?

24



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

[1.2.1.2. Déroulement de I’enquéte

Un questionnaire de type : ouvert, semi-ouvert et ferme a été établi pour mener
I’enquéte. Les questions étaient claires et directes, ce qui a permis aux participants de les
comprendre et de fournir des réponses sans équivoque (Annexe 1). Les visites des
exploitations ont été effectuées de maniére aléatoire. L'enquéte s'est déroulée au stade de la
floraison (la fin d'hiver et/ou début du printemps) pendant trois saisons. Une premiére
prospection a été effectuée pendant la saison 2018, la deuxieme en 2019 et la troisieme en
2020.

Les exploitants ont été interrogés sur leurs champs t6t le matin, séparément, et de
facon directe et volontaire.
NB : Des difficultés ont été rencontrées durant la saison 2020 en raison de la pandémie de la
Covid-19, mais I'enquéte a été menée avec succes.
Ultérieurement, deux principaux volets ont été dégagés apres avoir analysé les réponses et les

informations recueillies dans le cadre du questionnaire :

[1.2.1.3. Informations générales relatives a I’exploitation

La premiere section comprend des variables qui représentent les attributs et les
qualités des exploitations agricoles : identification de I'exploitation et de son propriétaire, type
de sol et technique d'irrigation, systeme de drainage, superficie cultivée, conduite et entretien,

fertilisation organique ou minérale et les types de productions.
11.2.1.4. Situation phytosanitaire de la palmeraie

La deuxiéme section est ensuite consacrée aux variables qui permettent d'interpréter
les observations phytosanitaires des palmeraies, telle que la maladie de la pourriture de
I'inflorescence et son ampleur, les palmiers dattiers présentant ou sans symptémes, la prise de
vues des différentes parties de la spathe, les variétés touchées, les moyens de lutte, traitement

utilise, les pratiques phytosanitaires et les principales contraintes phytosanitaires.
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11.2.1.5. Evaluation de la relation entre le degré de négligence des exploitations et le taux

d'infection par la pourriture de I'inflorescence.

Pour déterminer la relation entre I'incidence des maladies et le degré de négligence

dans les palmeraies, on a utilisé I'échelle suivante (Ghali, 2001).

Cette échelle comprend cing degrés de negligence :

0 = aucune négligence (Palmeraie non négligée).

1 = Palmeraie a un degreé de négligence.

2 = Palmeraie a deux degrés de négligence.

3 = Palmeraie a trois degrés de négligence.

4 = Palmeraie négligée (tous les points de négligence).

La négligence a été identifiee en fonction de quatre éléments fondamentaux liés a la conduite
des vergers :

A- Manque de nettoyage.

B - pas d'irrigation réguliére du verger.

C - aucune utilisation de fongicides.

D- Absence de fertilisation.

De ce fait, un degré de négligence a été attribué a chaque élément puis une estimation du
pourcentage d'infection par la pourriture a été déterminée. Enfin, le coefficient de corrélation

entre les deux a été calculé.

11.2.2. Réle des précipitations dans I'émergence et la propagation de la maladie

Il a été largement documenté que la maladie Khamedj causée par M. scaettae est
particulierement grave dans les zones caractérisées par une humidité élevée ou par de longues

périodes de fortes pluies en hiver et au printemps (Abdullah et al., 2005).

Afin de confirmer ces résultats et de déterminer le rble des précipitations dans
I'émergence et la propagation de la maladie, nous avons évalué les précipitations et I’humidité

au cours de la période d'étude qui s'étendait de 2018 a 2020.
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11.2.3. Traitements des données :

Les réponses collectées sur le terrain ont été enregistrées et codifiées, puis traitées et
analysées a 1’aide du logiciel "SPSS version 25". Quant aux valeurs des moyennes et des
écarts types (SD) des données expérimentales, elles ont été obtenues avec Microsoft Excel
2013.

11.3 Etude mycologique

Notre étude a été réalisée dans les laboratoires de la Faculté des sciences exactes et des
sciences de la nature et de la vie de l'université de Biskra, dans le laboratoire de mycologie de
I'Institut national de protection des plantes (INPV)- Biskra et dans les laboratoires du
CRSTRA — Biskra. La technique GC-MS a été réalisée au laboratoire des produits naturels de

I'université de Gaziosmanpasa, Tokat (Turquie).
11.3.1. Isolement des souches (Méthode d'Ulster)

Pour I’isolement des souches de pathogéne, des spathes infectées du palmier dattier
ont été collectées dans les palmeraies inventoriées en 2019 et 2020 (Photo 3), puis emportées
pour la mise en culture au laboratoire de Mycologie de I’Institut national de la protection des
plantes (INPV, Biskra).

Vingt-cing échantillons ont été collectés (15 en 2019 et 10 en 2020) a partir
d’inflorescences infectées, dont 18 échantillons méles et 7 échantillons de palmiers femelles.
De petits morceaux (2 cm de long) de chaque inflorescence infectée ont été stérilisés
superficiellement en utilisant de ’hypochlorite de sodium a 2 % (3 min), puis lavés a trois
reprises (3 min) avec de l'eau déminéralisée stérile. Les fragments ont été séchés sur des
compresses stériles puis placés sur du papier filtre stérile et humide a raison de quatre
fragments par boite de Pétri. Les boites préparées ont été incubées a 25 + 2 °C durant 7 jours
(Abdullah et al., 2005; Al-Sharidi & Al-Shahwan, 2003).
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HAMMIA: H

Photo 3. Spathes infectées du palmier dattier (Photo originale)

11.3.2. Purification des isolats fongiques

Apres sept jours d’incubation, des colonies visibles de l'agent pathogene autour des
fragments ont été préelevées et transférées dans de nouvelles boites de Pétri contenant un
milieu de culture PDA.

Les isolats recueillis sont purifiés par un repiquage multiple, qui consiste a transférer
dans des conditions aseptiques le micro-organisme dans un milieu stérile sous conditions
aseptiques afin de I'isoler ou de le maintenir en culture pure. Quelques spores ou un fragment
mycélien sont prélevés a l'aide d'une anse stérile et transférés dans un nouveau milieu, puis

incubés pendant 3 a 5 jours (Botton et al., 1990).

Ce processus a été recommencé par la suite plusieurs fois afin d'obtenir des cultures pures.

11.3.3. Identification des isolats fongiques

Aprés purification, des examens macroscopiques et microscopiques ont été effectués
pour identifier les champignons en fonction des aspects morphologiques du mycélium et des

conidies.

Aspects macroscopiques
Les boites sont analysées a 1'ceil nu, sur la base des caractéristiques morphologiques
des colonies. Des observations minutieuses sont effectuees dans un endroit bien éclairé :
v’ La consistance des colonies,
v’ La couleur : du recto et du verso de la boite de Pétri ;
v’ Lataille de la colonie en mesurant son périmetre ;
v

La régularité du contour ; et la Surface : lisse, ridee, etc.

28



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Aspects microscopiques

Pour déterminer les caractéristiques d'un champignon, I'examen microscopique se base
sur des caractéristiques qui vont au-dela de I'aspect morphologique, comme les organes
reproducteurs, l'aspect des thalles (septés ou non), les types de spores, la disposition des
spores, etc.

Pour préparer le matériel fongique nécessaire a l'observation microscopique, la
technique de microculture a été utilisée (Su et al., 2012). Cette technique est illustrée dans la
photo ci-dessous (Photo 4).

Photo 4. Les étapes de micro-culture (Su et al., 2012)

(A). Papier filtre, batonnets et lame stérile.

(B). Ajouter de I'eau stérile au papier filtre pour maintenir I'numidité.

(C) et (D). Une petite portion de mycélium est inoculée sur 1 cm? de PDA.

(E). Placer une lamelle couvre-objet stérile sur le bloc d'agar, fermer la boite de Pétri et
incuber pendant 7 a 14 joursa 25 + 2 °C.

A la suite de lincubation, la lamelle couvre-objet a été retirée et observée au
microscope. La lamelle est prélevée sur la surface interne ou le mycélium et les conidies sont
bien développés ; sur une lame, une goutte de lactophénol est ajoutée, puis la lamelle est
placée pour I'observation au microscope optique (x 10, x 40 et x 100).

Les souches isolées ont été identifiées sur la base d'une bibliographie spécialisée dans
I'identification des moisissures, qui fournit des clés d'identification complétes basées sur des
caractéristiques culturales et morphologiques. On peut citer: (Abdullah et al., 2005; Botton et
al., 1990; Dufresne & Guy, 2018; Rattan & Al-Dboon, 1981).
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L’identification des souches a egalement été confirmée par le Pr. Yusuf YANAR au

laboratoire de biotechnologie microbienne de I’université de Tokat (Turquie).

11.3.4. Conservation des souches

Les souches purifiées et identifiées, ont été conservées dans des tubes inclinés

contenant du milieu PDA, a une température de 4 °C.

11.3.5. Test de pathogénicité des isolats de M. scaettae

11.3.5.1. Préparation de la suspension conidienne

Les isolats de M. scaettae ont été cultivés sur milieu PDA durant 7 jours a 25° = 2 °C
dans un endroit sombre, pour préparer une suspension d'inoculum fongique. Les colonies
développées sont récupérées, puis mises en suspension dans de 1’eau stérile. Aprés avoir
éliminé le mycélium par filtration sur du papier Whatman, la concentration de I'inoculum est
ajustée & 10° conidies/ml & laide d’un hémocytométre. La surface de trois spathes séparés et
ouverts a été stérilisée avec de I'éthanol a 95 %, et la couche supérieure la plus externe a été
enlevée de facon a ce que les fleurs et les rameaux soient exposés a I'atmosphere. Les zones
séparées ont été inoculées en pulveérisant les sites de pollinisation (fleurs et rameaux) avec 20
ml de suspension a l'aide d'un atomiseur. Pour le témoin, on a utilisé de I'eau distillée. Les
spathes inoculées ont été stockées dans des boites en plastique et incubées a 25 + 2 °C a
I'obscurité. Les échantillons ont été contr6lés pour détecter les lésions aprés 4 jours
d'incubation (Abdullah et al., 2005; El-Gali et al., 2012).

11.3.5.2. Ré-isolement du pathogéne

Pour confirmer la présence du pathogéne, des échantillons ont été préleves sur les
parties inoculées des sites symptomatiques, stérilisés en surface pendant 10 min avec de
I'nypochlorite de sodium a 2 % et lavés trois fois avec de I'eau distillée stérile, puis cultives
sur PDA et incubés a 25 + 2 °C pendant 4 jours. Apres incubation, la purification a été

effectuée comme décrit ci-dessus.
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I1.4 La toxicité du filtrat de M. scaettae sur la viabilité des grains du pollen de

différentes variétés du palmier dattier.

La possibilité de germination du pollen est connue sous le nom de viabilité, et il est
donc conseillé d'évaluer le pollen fraichement récolté ou conservé avant de l'utiliser pour la

pollinisation (Bounaga & Djerbi, 1990).

En outre, la toxicité des filtrats des isolats est estimée par le test de viabilité du pollen ; a cette

fin, on a utilisé les tests de coloration et de germination in vitro.
11.4.1. Présentation du matériel biologique utilisé

11.4.1.1. Matériel biologique végétal

Pour réaliser notre expérimentation, nous avons choisi des spathes saines de trois
cultivars de palmier méles ; Deglet-Nour (DN), Ghars (Gh) et Mech Deglat (MD). Le matériel
végetal utilisé a été collecté au hasard dans la zone de la commune d’Oumeéche, en mars 2021,
au stade de la floraison, c'est-a-dire immeédiatement apres I'ouverture des spathes. Ainsi, le

matériel était exempt de dommages morphologiques et de maladies fongiques.

11.4.1.2. Matériel biologique fongique
Le matériel fongique que nous utilisons est constitué d'une collection d'isolats fongiques

obtenus a partir d'une opération d'isolement telle que décrite ci-dessus.

11.4.2. Préparation du filtrat de M. scaettae

Le milieu liquide Potato Dextrose (PD) a été utilisé pour préparer le filtrat de M.
scaettae. Il est préparé comme suit :

200 g de pommes de terre, coupées en petits morceaux, ont été cuites a I'eau distillée
dans un bécher gradué de 1 litre jusqu'a ce qu'elles soient molles pendant 30 min, filtrées dans
un erlenmeyer, complétées a 1000 ml avec de l'eau distillée, puis le filtrat obtenu a été
mélangé avec 15 g de glucose. La solution a été homogénéisée a l'aide d'un agitateur
magnétique. Le milieu de culture a été stérilisé dans un autoclave a une température de 120
°C durant 15 min (Mondo et al., 2016).
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Apres stérilisation, le milieu est laissé refroidir pendant 30 min, puis on le verse a
raison de 100 ml dans des flacons de 250 ml. Chaque flacon est inoculé avec 2 disques de
mycélium mesurant 5 mm de diamétre, obtenus a partir d'une souche de 7 jours a I’aide d’un
instrument de perforation stérile.

Les flacons sont ensuite fermés et placés dans un incubateur-agitateur (Edmund
Buehler TH 15) a 25 £ 2 °C pendant 10 jours. Des témoins constitués de PD sans mycélium

ont été utilisés simultanément (Hameed, 2005).

Apres la période d'incubation, le mycélium est retiré du milieu par filtration grossiére a l'aide

de papier Whatman n° 1, suivi d'un filtre & seringue (0,45 pm).

11.4.3. Appréciation du degré de toxicité de filtrat de culture de M. scaettae sur la

viabilité du pollen

La toxicité des filtrats de culture a été étudiée sur des épillets prélevés au hasard (base,
milieu et sommet) de spathes saines appartenant aux cultivars DN, Gh et MD. Cette méthode
consiste a couper les épillets et a les placer dans des tubes a essai contenant 100 ml de filtrat
de culture. Pour chaque variété, 3 épillets ont été soumis au filtrat et 3 épillets, constituant le
témoin, ont été soumis au milieu PD liquide. Chaque essai a été répété trois fois (Hameed,
2005).

11.4.3.1. Test de coloration

Apres 4 jours, une petite quantité de pollen de chaque épillet est montée entre lame et
lamelle couvre-objet sur une goutte d'acétocarmin a 45 %, utilisé comme colorant
cytoplasmique, a raison de 30 min, puis observée au microscope optique. La vitalité du pollen

est estimée sur la base du pourcentage de pollen coloré et de pollen non coloré.

Tout pollen viable devient rouge et prend une forme sphérique. Le pollen non coloré prend un
aspect ridé. Le comptage se fait par I'observation de 3 champs microscopiques (a raison de

100 pollens par champ) (Boughediri, 1997).

% de coloration = (nbr de grains de pollen colorés/nbr de grains de pollen totals) x 100
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11.4.3.2. Test de germination

Cette technique permet de calculer le pourcentage de pollen qui a germé in vitro. Le
milieu utilisé est le milieu Brewbaker et Kwack modifié (BKM), qui a été modifié et adapté
au pollen de palmier dattier par Furr et Enriquez (1966). La composition de ce milieu pour
100 ml d'eau distillée est la suivante :

15 g de saccharose ; 0.05 g de H3sBOs; 0.03 g de Ca (NO3) 2,4 H,0; 0.02 g de Mg
S0,4.7 H,0; 0.01 g de KNOs et 1 g de geélose (agar agar); PH 5.5 (Boughediri, 1997).

Apres avoir préparé le milieu de culture décrit ci-dessus, la stérilisation a été effectuée
dans un autoclave a 120 °C pendant 30 min. Le milieu préparé a ensuite été versé dans des
boites de Pétri a raison de 20 ml par boite. Les grains de pollen de chaque épillet ont été
semés uniformément dans les boites de Petri et incubés dans I'obscurité & 26 + 2 °C durant 24
heures. Chaque traitement a fait I'objet de trois répétitions.

Un pollen dont la longueur du tube pollinique est supérieure ou égale au diameétre du
grain est considéré comme ayant germé (Acar & Kakani, 2010).

La lecture a été prise apres six heures, et 3 champs microscopique ont été examinés a

raison de 50 pollens par champ (Hameed, 2005).

Le pourcentage de germination est exprimé selon la relation suivante :

% de germination = (nbr de grains de pollen germés / nbr de grains de pollen totals) x 100

11.5 Effet d’extraits des spadices de différentes variétés sur la croissance mycélienne de

M. scaettae

La présente étude a été menée a partir d'extraits d'épillets appartenant aux cultivars
DN, Gh et MD. Trois spathes matures ont été collectées pour chacun des trois cultivars males
de palmier dattier.

15 g d’épillet frais ont €té prélevés pour chaque spathe, variété par variété, puis
découpée en petits morceaux. Ceux-ci ont été ensuite placés dans 100 ml d'eau distillée stérile
et broyés a 1’aide d’un mixeur électrique. Pour éliminer les gros tissus, nous avons utilisé de
la gaze, puis une filtration a été effectuée en utilisant un papier filtre Whatman n° 1, puis un
filtre seringue (0,45 pum).
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Le filtrat obtenu a été complété a 150 ml avec de I'eau distillée et solidifié avec de
I'agar (10 %).

Le milieu de culture a été stérilisé dans un autoclave a 120 °C (15 min). Les extraits
préparés ont été versés dans des boites de Pétri a raison de 20 ml par boite. Pour le témoin, 3
boites de Pétri contenaient le milieu PDA.

A laide d'un emporte-piéce stérile, on a prélevé un disque de 5 mm de diamétre
environ sur un tapis mycélien de 7 jours et on I'a placé au centre de la boite de Pétri. Pour
chaque extrait, trois réplicats ont été effectués. Les boites de Pétri ont ensuite été
hermétiquement fermées avec du parafilm et incubées a 25 + 2 °C durant 10 jours.

La croissance mycélienne et le taux d'inhibition ont été évalués en mesurant la
moyenne de deux diameétres perpendiculaires traversant le centre du disque toutes les 24
heures.

L'effet des extraits a été déterminé en calculant le taux d'inhibition de la croissance

mycélienne de M. scaettae a lI'aide de la formule suivante (Hameed, 2005):

I % =[Co- Cn /Co] x 100
| : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne en pourcentage
Co : diamétre moyen des colonies témoins (cm).

Cn : diamétre moyen des colonies de pathogeénes en présence de 1’extrait (cm).

11.5.1. Dosage des sucres et des polyphénols totaux des spadices de différentes variétés

du palmier dattier

11.5.1.1. Préparation des extraits

On a broyé 15 g d’épillets frais de chaque variété, DN, Gh et MD, avec 150 ml d'eau
distillée stérile. On a chauffé le broyat légérement (30 a 40 min) puis on I’a laissée refroidir.
Une filtration sur de la gaze a été effectuée en utilisant des tissus grossiers, puis une nouvelle
filtration sur du papier Whatman n’ 1. Les extraits obtenus servent & la détermination du pH,

au dosage des sucres totaux et a celui des polyphénols totaux.
11.5.1.2. Détermination du PH

Le pH a été mesuré directement a I'aide d'un pH-meétre.
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11.5.1.3. Dosage des sucres totaux

La méthode de (DuBois et al., 1956) a éte utilisée pour estimer les sucres totaux. Elle
consiste a utiliser de I'acide sulfurique concentré et du phénol, qui produisent une couleur
jaune-orange. L’intensité de cette couleur est proportionnelle & la concentration de sucres. La

densité optique est mesurée a 490 nm.

Pour commencer, prélevez 2 ml de I'extrait aqueux préparé et placez-les dans un tube a
essai propre. Ajoutez ensuite 2 ml de phénol a 5 % et 3 ml d'acide sulfurique concentré a 97
%. Une solution jaune-orange apparait alors a la surface. Agitez la solution a l'aide d'un
vortex pour homogénéiser sa couleur. Laissez les tubes refroidir pendant 10 min avant de les
placer dans un bain-marie a 30 °C pendant 20 min. Enfin, arrétez la réaction en faisant couler
un courant d'eau froide et relevez I'absorbance a une longueur d'onde de 490 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-visible.

La concentration en sucres totaux a été exprimée en se basant sur une droite
d’étalonnage. Pour préparer la gamme étalon on a utilisé une solution de glucose (1 mg/ml)
comme solution meére (standard), dans les mémes conditions, trois répétitions ont été

effectuées pour chaque extrait.
11.5.1.4. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés a l'aide de la méthode du réactif de Folin-
Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Ce réactif est un acide jaune composé d'un mélange d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Dans un milieu alcalin, ce réactif fait
s'oxyder les composés polyphénoliques en ions phénolates et se réduit en un complexe
d'oxyde bleu de tungstene (W8023) et de molybdene (Mo8023) (Nguang et al., 2017).
L'intensité de I'absorption est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les
extraits végetaux (Molyneux, 2004).

200 ul d'extrait aqueux de chaque spathe ont été mélangés séparément avec 1 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (10 %), aprés agitation pendant 3 min, 800 pl de carbonate de
sodium (7,5 %) ont été ajoutés. L'ensemble du mélange a été incubé pendant 30 min a

température ambiante.
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L'absorbance de tous les extraits a été mesurée a 765 nm sur un spectrophotomeétre
UV-visible. Une courbe d'étalonnage linéaire (y = a x + b) a été établie avec I'acide gallique
standard a huit concentrations allant de 25 a 200 mg/ml et dans les mémes conditions que
I'échantillon.

La teneur totale en polyphénols a été exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide

gallique par gramme d’extrait frais (mg EAG/g) (Boizot & Charpentier, 2006).
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Photo 5. Dosage des polyphénoles a I’aide d’une plaque d’essai.

11.6 Lutte biologiques contre la pourriture des inflorescences

11.6.1. Lutte biologique par I’utilisation des agents antagonistes (Antagonisme in vitro

contre M. scaettae)

11.6.1.1. Agent antagoniste

Trois espéces fongiques : Aspergillus Niger, Trichoderma harzianum et Penicillium
sp. (Photo 6) ont été utilisées comme agents de lutte contre I'agent pathogéne M. scaettae, qui
provoque la pourriture des inflorescences. Les antagonistes fongiques proviennent de la
collection mycologique du Dr. DANDOUGA Wassila (département SNV-Biskra). Ils sont

entretenus régulierement par repiquage sur un milieu gélosé PDA.
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Photo 6. Vue macroscopique des agents antagonistes (Photo originale).

11.6.1.2. Mise en évidence de I'activité antagoniste

La méthode de confrontation directe a été utilisée pour tester I'activité antifongique des
antagonistes contre M. scaettae in vitro. On a donc placé deux disques de gélose (5 mm de
diametre) colonisés par le pathogene ou l'antagoniste a partir de cultures de 7 jours dans la
méme boite de Pétri (9 cm de diamétre) contenant 20 ml de PDA. Les explants ont été placés
sur des axes diamétraux opposés, a 3 cm de distance et a égale distance du centre de la boite.
Les repiquages ont été effectuées en méme temps. Les boites ont été incubées pendant 10
jours dans I'obscurité a 25 + 2 °C. Des boites témoins contenant uniquement le pathogéne ont
été incubées dans les mémes conditions. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque
combinaison. La croissance mycélienne a été évaluée quotidiennement en prenant la moyenne
de deux diametres perpendiculaires du pathogéne (Hmouni et al., 1999; Omoifo & Ikotun,
1987; Rapilly & Viennot-Bourgin, 1968).
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On a estimé l'inhibition de la croissance myceélienne de l'agent pathogene par

I'antagoniste a I'aide de la formule suivante :

I %= [1-Cn/Co] x 100
| % : le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne
Cn : diamétre moyen des colonies de I'agent pathogene en présence de I'antagoniste (cm).

Co : diamétre moyen des colonies du témoin (cm).

En outre, des observations microscopiques des prélevements de la zone de contact
entre les deux colonies (pathogene-antagoniste) ont été effectuées afin d'étudier les
modifications structurelles affectant les isolats de M. scaettae en réaction antagoniste a la
souche de Trichoderma harzianum, Aspergillus niger et Penicillium sp. Trois observations

ont été menées pour chaque combinaison (Camporota, 1985).
11.6.1.3. Mise en évidence des propriétés fongicides ou fongistatiques

Afin de déterminer I’effet des champignons antagonistes sur le champignon
pathogene, on a utilisé la méthode suivante : un disque de 5 mm de diametre du pathogéne
agé de 13 jours a compter du début de la double culture a été prélevé dans la zone
d'interaction (pathogene - antagoniste) de chaque combinaison séparément et planté dans une
boite de Pétri contenant le milieu PDA. Des explants prélevés d’une culture pure (ne
contenant que 1’agent pathogene) serviront du témoin. Les boites ont été incubées a 25 + 2 °C
pendant 10 jours. Chaque essai a été effectué en trois répétitions. En cas de germination,
I’action inhibitrice de 1’antagoniste est supposee fongistatique ; dans le cas contraire, elle est
fongicide (Bell etal., 1982).

L'antagoniste est considéré comme fongistatique lorsque le pathogéne continue a se
développer pendant l'incubation supplémentaire et il est considéré comme fongicide en
I'absence de croissance.
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11.7 Lutte biologique par I’application des huiles essentielles des plantes médicinales
11.7.1. Matériel biologique

11.7.1.1. Matériel végétal

Sur la base d'une enquéte ethnobotanique menée dans la région étudiée et de données
bibliographiques, trois espéces de plantes médicinales on été sélectionné pour évaluer leur
potentiel antifongique : Eucalyptus globulus, Mentha pulegium et Ruta chalepensis (Photo 7).

La partie aérienne (tiges et feuilles) des plantes sélectionnées a été collectée de
maniere aléatoire dans leur habitat naturel, respectivement dans les régions de Sidi Okba,
Besbes et de M'chounech (Wilaya de Biskra) durant le mois de mars (2019).

L'identification a été effectuée au centre de recherche scientifique et technique sur les
régions arides (CRSTRA-Biskra). Les échantillons ont été laissés sécher a I’ombre, en un
endroit sec et aéré, puis stockés soigneusement. Les plantes ont ensuite été broyées
grossieérement.

Le tableau ci-dessous présente la situation géographique des régions de prélévement.

Tableau 3. Situation géographique des régions de prélevement (Map Data, Google 2013).

N° Région Situation géographique

1 Sidi Okba Située a 18 km au Sud-Est du chef lieu de la wilaya.
Latitude : 34°45°00’ Nord, longitude : 5°54°00°” Est.

2 Besbes Située a 125km au Sud-Ouest de la Wilaya de Biskra.

Latitude : 34°9°00”’ Nord, longitude : 4°59°27"’ Est.

3 M'chounech Située a 30 kilométres a I’est de Biskra.
Latitude : 34°57°00°” Nord, longitude : 6°00° 00’ Est.

39



Chapitre 11

Matériel et Méthodes

-~ -:\. , ;:‘ / Y
FANINIA B =

Aspect général de Ruta chalepensis

Photo 7. Vues générales des trois plantes étudiées
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11.7.1.2. Matériel fongique

Les souches fongiques de M. scaettae sur lesquelles nous avons travaillé appartiennent
a la collection des souches obtenues par isolement, décrites ci-dessus. Elles sont

régulierement maintenues en sous-culture sur le milieu nutritif PDA.

11.7.2. Méthodes du travail

11.7.2.1. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation dans un appareil de type
Clevenger. Trois distillations ont été réalisées pour chaque plante, par ébullition de 100 g de
matiére végétale séche avec 1000 ml d’cau distillée pendant 3 heures. Les huiles essentielles
recueillies ont été conservées a l'obscurité & 4 °C en présence de sulfate de sodium anhydre
(Ismaily Alaoui et al., 2014).

11.7.2.2. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle représente le rapport entre le poids d'huile essentielle

obtenue et le poids de matiére végétale traitée.

Le rendement (Rd) est évalué selon la formule suivante :
Rd= M'/M.100

Rd : Le rendement en huile essentielle (%)

M’ : la quantité d’huile obtenue (g)

M : la masse du matériel végétal séche (g) (AFNOR, 1996).
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11.7.2.3. Analyse par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse (GC-
MS)

Les huiles essentielles obtenues ont été analysées par chromatographie en phase
gazeuse au Laboratoire de recherche sur les produits naturels, Département de chimie, de
I’Université Gaziosmanpasa de Tokat en Turquie.

L’analyse a été effectuée a l'aide d’un chromatographe en phase gazeuse Trace 1310
équipé d’un spectrométre de masse quadripolaire unique ISQ (Thermo Fisher Scientific,
Austin, TX). La procédure a été réglée a une température initiale de 60 °C pendant 6 min, puis
montée en charge a 2 °C/min jusqu’a 230 °C, et enfin 30 min a 230 °C. La source d’ions et la
température du détecteur étaient respectivement de 250 °C et de 250 °C. L’échantillon a été
filtré a 1’aide d’un filtre a seringue jetable de 0,22 um. Un volume de 1 ul a été injecté dans
un modele sans fractionnement. La séparation de 1’échantillon a été effectuée sur une colonne
Thermo TG-WAXMS GC (60 m x 0,25 mm ID x 0,25 pum) utilisant de 1’hélium comme gaz
porteur a un débit de 1,2 ml/min. La plage de balayage spectral de masse a été réglée au taux
de 55 a 550 (amu). L’identification des constituants a été effectuée par comparaison avec des
composants connus stockés dans la démo NIST, Wiley7, Wiley9, redlip, mainlip, WinRI
(Adams, 2001).

11.7.3. Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles des différentes espéces

étudiées sur la croissance mycélienne

Aprés I’extraction des huiles essentielles d'E. globulus, M. pulegium et R. chalepensis,
des tests préliminaires ont été réalisés pour déterminer les concentrations a évaluer. La
méthode de contact direct a été retenue afin d'évaluer I'activité antifongique des HESs des trois

plantes étudiées.
11.7.3.1. Méthode du contact direct

L'évaluation de l'activité antifongique de I'huile essentielle est effectuée par la
méthode du contact direct. Cette technique a été appliquée pour déterminer la sensibilité des
moisissures a I’HE. Elle consiste a ajouter les différentes concentrations d’huile au milieu de
culture encore liquide (Fandohan et al., 2004; Mohammedi & Atik, 2012).

L'HE a été diluée avec du Tween 20 (0,1 % v/v) puis ajoutée a 20 ml de PDA pour

obtenir différentes concentrations finales.
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Des concentrations de 0,25, 0,5 et 1 ul /ml de PDA ont été préparées pour les deux
plantes M. pulegium et R. chalepensis et de 0,5, 1 et 1,5 ul /ml de PDA pour I’E. globulus. On
ajoute 1 ml de chaque concentration a un flacon contenant 20 ml de milieu PDA, puis on agite
le flacon pendant 5 min afin d'homogénéiser le milieu PDA avec I'HE.

Aprés agitation des bouteilles, le mélange (PDA + HE + Tween 20) a été verse dans
des boites de Pétri de 9 cm de diamétre. Des boites témoins constituées de PDA sans huile ont
également été utilisées. Une fois le milieu solidifié, des fragments de 0,5 cm de diametre d'un
tapis mycélien de 7 jours ont été déposés au centre de la boite de Pétri préparée et incubés
dans Il'obscurité a 25 £ 2 °C pendant 7 jours. Trois répétitions ont été utilisées pour I'huile
testée et le contrdle (Remmal et al., 1993).

Le diametre de croissance radial de chaque explant cultivé a été mesuré
quotidiennement en calculant la moyenne de deux diametres perpendiculaires passant par le

centre de chaque boite.

11.7.4. Expression des résultats

11.7.4.1. Estimation de la croissance mycélienne

Cette mesure permet d'évaluer la croissance linéaire et diamétrale des colonies en

utilisant la formule suivante (Brewer, 1960; Leach, 1962) :

L=D-d/2
L: croissance mycélienne
D: diamétre de la colonie

d: diametre de I’explant

11.7.4.2. Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

L'activité antifongique des HEs est évaluée en calculant le taux d'inhibition de la

croissance des colonies fongiques selon la formule suivante (Leroux & Credet, 1978) :

T%=[(L-1)/L]x100
Tl : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne en (%) ;
L : Diametre de la colonie mycélienne témoin, en (cm);

I : Diameétre de la colonie mycélienne dans I’expérience (cm) ;
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11.7.4.3. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'huile essentielle a été déterminée
selon la méthode rapportée par (Remmal et al., 1993). Elle correspond a la concentration
minimale d'HE pour laquelle aucune croissance n'est observée a 1'ceil nu. Elle a été déterminée
par observation de l'absence totale de croissance des souches traitées par les différentes

concentrations d'HE testées.
11.7.4.4. Effet fongicide ou fongistatique

Pour déterminer si I'huile est fongistatique ou fongicide, il est en effet nécessaire de
transférer les souches complétement inhibées dans un autre milieu de culture PDA.

S'il n'y a pas de croissance pendant la période d'incubation supplémentaire, I'huile est
considérée comme fongicide. Dans le cas contraire, elle est considérée comme fongistatique.

Suite aux événements imprévus provoqués par la pandémie de COVID-19, qui a
entrainé une mise en quarantaine pendant la réalisation de la présente étude, les essais ont été
interrompus au quatriéme jour d'incubation, et cette période est insuffisante pour déterminer

et confirmer le caractére fongicide ou fongistatique des huiles utilisées.
11.7.5. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été soumis a une analyse de la variance a un sens unique
(ANOVA), suivie du test de Newman-Keuls pour la comparaison des moyennes, a l'aide du
logiciel d'analyse XLSTAT 2014.5.03. Toutes les données sont représentées sous forme de

moyenne * écart-type. Les résultats sont significatifs lorsque p < 0,05.
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I11. Résultats et Discussion
I11.1 Résultats d’enquéte
I11.1.1. Situation phytosanitaire des palmeraies

I11.1.1.1. Prévalence de la pourriture de I'inflorescence

D'apreés les resultats de I'enquéte, qui a porté sur un certain nombre de palmeraies de la
région de Biskra, il apparait que la contamination des palmiers variait de 0 a 3,40 % (Figure
8). De plus, la maladie de la pourriture des inflorescences a été rencontrée sur les palmiers
dattiers des dix stations sur douze étudiées. L'enquéte a également révélé que le pourcentage
de contamination différait entre les différentes stations enquétées, l'incidence étant la plus
élevée sur le site Ourelal (3,40 £ 2,46 %) suivi par les stations Bouchagroune et Foughala ou
la moyenne du pourcentage de palmiers dattiers infectés a atteint 3,06 + 0,18 % et 3,06 + 0,18
% respectivement. Une contamination faible a été enregistrée sur les sites Chetma et
Mkhadma (0,16 + 0,21 % et 0,16 + 0,27 %), tandis que les stations Lichana et M’lili ne

présentent aucune contamination (0 %).

En revanche, il ressort de cette étude que la situation phytosanitaire des palmeraies de
la région d’étude est satisfaisante ; les résultats obtenus montrent que les palmiers dattiers
bien entretenus sont généralement exempts de symptémes de la maladie. En effet, parmi les
18 641 palmiers examinés, seuls 144 pieds étaient contaminés, avec une moyenne du
pourcentage estimée a 0,77 + 1.17 %. Ceci concorde avec les résultats de Dakhia et al. (2013),
qui ont noté que les maladies fongiques sont plus localisées dans les Ziban. Tandis que
Cheriet & Benziouche (2012) ont révélé que la situation phytosanitaire des palmeraies de la
région de Biskra n’est pas bonne ; ils ont enregistré que prés d’une palmeraie enquétée sur

deux est infectée par des maladies fongiques ou subit les méfaits de parasites.
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Figure 8. Taux de prévalence de la maladie dans les stations étudiées.
111.1.1.2. Variétés les plus vulnérables a la maladie

Suite a I'évaluation de I'incidence de la pourriture des inflorescences dans les divers
vergers étudiés, nous avons établi une liste des variétés touchées dans chaque verger, afin de
repérer les variétés les plus touchées et les plus vulnérables a cette maladie.
Il a également été constaté que la fréquence de la pourriture de l'inflorescence différe d'un
cultivar a l'autre, avec le taux d'infection le plus élevé enregistré sur les cultivars Dokar et DN
(31,1 % et 24, 6 % respectivement), tandis que le cultivar Gh enregistrait un taux de 14,8 % et

que le cultivar MD enregistrait un taux de 4,9 % (Figure 9).

H Dokar
H Deglet Nour
 Ghars

m Mech Degla

Figure 9. Variétés de palmiers dattiers les plus touchées par la pourriture de I'inflorescence.
Ces résultats confirment ceux obtenus par Dakhia et al. (2013), qui ont fait remarquer
que cette maladie fongique peut affecter tous les types de palmiers. Cependant, la DN y est la

plus vulnérable.
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En général, les inflorescences males ont été plus touchées que les inflorescences
femelles, ce qui est en accord avec les études antérieurs d’Al-Ani et al. (1971) et Al-Roubaie
et al. (1987).

Par ailleurs, I’étude menée en Espagne par Abdullah et al. (2005), sur cette maladie
démontre également que I’incidence de I’infection chez les palmiers males des sites étudiés
variait entre 43 et 87 %, tandis que chez les palmiers femelles, elle était comprise entre 14 et
26 %. En général, les inflorescences males ont été plus touchées que les inflorescences
femelles. Le taux élevé de pourriture de l'inflorescence chez les palmiers males peut
s'expliquer par le fait que les palmiers males recoivent peu d'attention et que les vieilles

inflorescences infectées ne sont pas enlevees régulierement.

111.1.1.3. Moyens de lutte contre la maladie

En ce qui concerne l'utilisation des fongicides, il a été observé que la majorité des
agriculteurs les évitent. En effet, 99,4 % des vergers étudiés n'en utilisent pas, tandis que 0,6
% les utilisent (Figure 10).

0,6%

M non

W Ouj
99,4%

Figure 10. Taux d'utilisation des fongicides

De plus, 88,1 % des agriculteurs rencontrés ont affirmé qu'ils font appel a la lutte
physique (arrachage ou brillage des palmiers infectés) (Figure 11), car cela est plus efficace
pour éliminer cette maladie et n'a aucun impact négatif sur la plante et la qualité de la récolte.

47



Chapitre 111 Résultats et Discussion

11,9%

M Non

H Oui

Figure 11. Utilisation de la lutte physique

D’autre part, certains agriculteurs nous ont informés que d’autres hésitaient a enlever
les spathes infectées et a vendre le pollen, qui ne présente aucun symptdme de la maladie, sur
le marché a des agriculteurs provenant de différentes régions qui ignorent qu'ils sont infectés,
ce qui entraine l'infection des palmiers pollinisés. Ces résultats confirment ceux obtenus par
Abdullah et al. (2006) qui ont noté dans leur étude sur le pathogene de la pourriture des
inflorescences que les conidies de M. scaettae peuvent survivre en tant que saprophytes dans
les inflorescences mortes infectées pendant plus de 12 mois, ce qui suggeére que ces conidies

peuvent contribuer a une nouvelle infection.

L'utilisation de produits chimiques est écartée en raison de la vulnérabilité de
I'écosysteme oasien et de son efficacité incertaine. Les mesures préventives et la quarantaine

ne permettent pas d'enrayer la maladie (Cheriet & Benziouche, 2012).

111.1.1.4. Evaluation de la relation entre le degré de négligence des exploitations et le

taux d'infection par la pourriture de I'inflorescence.

Dans le but de mesurer la corrélation entre la propagation de cette maladie dans les
palmeraies des différentes stations étudiées et le mode de gestion, un test de corrélation a été
réalisé pour évaluer la relation entre le degré de négligence des palmiers dattiers, I'entretien

des palmeraies et le taux d'infection (Coefficient de Spearman).

A la lecture des résultats de I'enquéte, qui a porté sur les palmeraies touchées par la
pourriture de l'inflorescence dans les stations étudiées, il est apparu que 50,7 % des vergers
bénéficiaient d'un trés bon entretien, tandis que 45 % des vergers étaient dans un état bon a
moyen (29,7% et 15,3% respectivement). En revanche, 4,3 % des vergers avaient un mauvais

entretien (Figure 12).
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Figure 12. Niveau d’entretien dans les exploitations enquétées.

L'analyse de la corrélation entre le pourcentage d'infection et le pourcentage d'entretien des
palmeraies suggere qu'il existe une relation négative faible mais statistiquement significative
entre les deux variables (R = -0,171 et P = 0,000). Cela signifie que lorsque le pourcentage
d'entretien des palmeraies augmente, le pourcentage d'infection a tendance a diminuer, et vice
versa. On peut donc en déduire que les palmeraies qui sont mieux entretenues ont tendance a

avoir un pourcentage d'infection plus faible.

Quant au degré de négligence, les résultats obtenus indiquent que 95,71% des vergers
¢tudiés ne présentaient qu'un seul degré de négligence (aucune utilisation de fongicides),
tandis que 4,29 % avaient 2 degrés de négligence (Figure 13), ce qui indique que les vergers

étudiés sont dans un excellent état.

M un seul degré de négligence
B> degré de négligencs

Figure 13. Degré de négligence
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En effet, les résultats de I'analyse de corrélation de Spearman indiquent qu'il existe une
faible corrélation positive, mais statistiquement significative (R = 0.25 et P = 0,000) entre le
degré de négligence et le pourcentage d'infection. Cela signifie que plus le degré de
négligence est élevé, plus le pourcentage d'infection est susceptible d'étre important.

D’apres les résultats représentés ci-dessous (Figure 14 et 15), il semble qu'il y ait une
certaine variabilité dans les taux d'infection entre les différentes palmeraies, méme au sein du
méme niveau d'entretien et degré de négligence. Cela pourrait étre dii a un certain nombre de
facteurs, tels que la variété des dattiers qui sont plus ou moins sensibles aux maladies, les
pratiques culturales spécifiques et les conditions environnementales locales, telles que le

climat.

Bien que l'entretien des palmeraies demeure un facteur important influencant le risque de
maladie, il est clair que la relation est plus complexe qu'une simple relation linéaire. Il semble
qu’il y ait une tendance a la baisse du pourcentage d'infection avec I'amélioration du niveau
d'entretien, puisque ce pourcentage est de 1,75 % pour le niveau "Mauvais" et de 0 a 7,04 %
pour le niveau "Moyen". Cette tendance suggére qu'un bon entretien des palmeraies pourrait

effectivement contribuer a réduire le risque de maladie.

De méme, on a constaté qu’avec un seul degré de négligence le taux d’infection variait
de 0 a 7,04 %, tandis qu’avec deux degrés de négligence, le taux d’infection diminuait,
atteignant 1,75 %. Cela qui confirme encore qu'il n'y a pas nécessairement de corrélation entre

le taux d’infection des palmiers et I’entretien des vergers ou le degré de négligence.

Ces résultats corroborent également les informations fournies par les agriculteurs
interrogés, qui nous ont indiqué que le taux d'infection des palmiers n'est pas obligatoirement
lié au degré de négligence ou d'entretien.

Il est important de noter que cette corrélation ne signifie pas qu'il existe une relation
causale entre le degré de négligence, I'entretien des palmeraies et le pourcentage d'infection. Il

est possible que d'autres facteurs expliquent cette association.

Selon Al-Ani et al. (1971), la maladie se propage facilement aux palmiers voisins
lorsque les conditions sont favorables a son développement. Ils ont également montré que le
pathogéne est principalement conservé sous forme de mycélium dans les inflorescences
infectées qui restent sur les palmiers de la saison précédente ou dans les bases des feuilles

infectées.
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Cela pourrait également indiquer que cette maladie fongique semble étre influencée

par une combinaison de mauvaises pratiques d'irrigation / de drainage et/ou d’entretien, de

pratiques agricoles, de fertilisation, d'utilisation de fongicides et de données climatiques.

Dakhia et al. (2013) ont souligné que la fluctuation des maladies dans les vergers de palmiers

des différents bassins phoenicicoles était étroitement liée a la maniére dont les vergers étaient

gérés et au respect des pratiques culturalles. 1l convient de noter que les palmiers dattiers bien

entretenus ne présentent généralement aucun symptoéme de la maladie.
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111.1.2. Rdle des preécipitations dans I'émergence et la propagation de la maladie

D’apreés les données résumées dans la figure 16, il apparait que la région de Biskra se
caractérise par de faibles précipitations, tres localisées, irrégulieres et mal réparties au cours
des années d’étude. La précipitation maximale est de 16,6 mm au mois de mai 2018, tandis
qu’il n’y a eu aucune précipitation au mois de janvier, avril, juin, juillet et décembre (0 mm).
Durant les deux années 2019 et 2020 on a remarqué un maximum de 5,07 mm au mois de
novembre et 8,03 mm au mois d’octobre respectivement, la valeur minimale est de 1’ordre de

0,67 et 0,24 mm au mois de janvier et juillet respectivement.

Pour cette période d’étude (2018, 2019 et 2020), la moyenne mensuelle est de I’ordre
de 3,53 mm, 3,96 mm et 3,79 mm.

18.00

P (mm)
=
[=))]
o
o

janv | féev | mar | avr | mai | juin | juil |aout| sep | oct | nov | déc
E2018|0.00 |2.67 |4.00|0.00|16.6 |0.00 |0.00|0.67 |5.67 |12.3/0.33|0.00
H2019|0.67 (3.73/3.40|5.00|4.93 |4.83(4.27|3.33|3.53 /4.13 | 5.07 |4.60
2020(2.91 (392|494 |6.86|5.18 |1.51|0.24|0.89 |6.58 |8.03 3.03|1.36

Figure 16. Précipitation moyenne mensuelle pour la période (2018-2020). (ONM, 2020).

En ce qui concerne I'humidité relative, on constate, selon les données présentées dans
la figure 17, que la moyenne mensuelle de I'humidité relative de l'air est d'environ 47,61 %,
40,72 % et 36,77 % pour la période d'étude 2018, 2019 et 2020. En effet, il a été observé que
le mois le plus humide est celui de décembre, avec une moyenne mensuelle de 61,00 % en
2018, tandis que le mois le plus sec est celui de juin, avec une moyenne mensuelle de 10,6 %
en 2019.
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janv | fév | mar | avr | mai | juin | juil |aout| sep | oct | nov | déc
W 2018|53.0059.3346.0042.00447.0035.00126.0042.6744.33|55.67/59.3361.00

W 2019(54.67/45.67/42.3345.6737.0010.67|125.67/30.0045.0044.0055.0053.00
2020|51.2037.0042.6740.33(27.57|24.27|24.67|124.3339.00136.6043.83}49.73

Figure 17. Humidite relative mensuelle de la région de Biskra a la période (2018-2020)
(ONM, 2020)

En se basant sur les données ci-dessus, on peut conclure que les précipitations ont été
faibles, voire inexistantes, et que I'nhumidité relative a été relativement faible au cours de la
période allant de janvier a mars, avant la formation des boutons floraux, et de mars a avril, au
début de la formation des boutons floraux. Ces deux périodes correspondent a la période de
croissance du pathogene étudié, ce qui a conduit a la création de conditions défavorables a la
propagation de ce dernier. Selon la littérature, le manque de précipitations rend les conditions
impropres a la croissance fongique, ce qui signifie que les facteurs climatiques ne sont pas
propices a I'émergence et a la propagation de la maladie. Nos résultats sont en accord avec
ceux rapportés par Al-Ani et al. (1971), Alhassen & Waleed (1977), Djerbi (1983) et Zaid et
al. (2002), qui ont déclaré que plusieurs attaques de la maladie ont été enregistrées dans des
zones soumises a des peériodes prolongées de pluie et de froid, deux a trois mois avant
I'émergence des spathes. Hussain & El Baldawy (1977) ont indiqué que jusqu'a 52 % des
palmiers pouvaient étre affectés dans la ville de Basrah (Irak), ou I'numidité est élevée, alors
que les proportions d'arbres affectés dans le centre d'lrak se situaient entre 10 et 20 %. En
regle générale, les conidies de M. scaettae sont tres courtes et ne perdurent pas pendant
I'hiver. D’aprés Al-Ani et al. (1971), Alhassen & Waleed (1977) et Djerbi (1983), les

infections primaires sont causées par les mycéliums.
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111.2 Symptomes de la maladie

Sur la base des enquétes menées dans les palmeraies, les palmiers infectés sont
identifiés par la présence de symptomes de la pourriture de l'inflorescence. La zone touchée
présente des symptdmes sur I'ensemble de I'inflorescence, y compris les parties méles et
femelles, et dégage une odeur désagréable due a l'attaque fongique. Cela indique que ces
zones sont propices au développement de moisissures. Les symptoémes de la maladie observés

se révelent sur la surface externe des spathes fermées par I'apparition de taches de rouille.

Selon les agriculteurs enquétés, la maladie apparait lorsque les spathes commencent a
émerger au début du printemps. Il est difficile de distinguer la spathe saine de la spathe
infectée au deébut de son apparition. Il a été constaté que les symptdémes apparaissaient
principalement pres du sommet de la spathe apres l'ouverture des spathes infectées. Dix jours
plus tard, une destruction totale des spadices a été remarquée (Photo 8 a). D’autre part, les
spathes séverement affectées deviennent séches et restent fermées (photo 8 b).

Dans ce contexte, Djerbi (1983) montre que les spathes ne s‘ouvrent pas en raison de la
dégradation compléte de leur contenu par le pathogene qui a envahi les spathes. On a
également remarqué dans d'autres échantillons que les symptémes s'étendent au pédoncule de

I'inflorescence.

Notre étude confirme ceux rapportés par Al-Sharidi & Al-Shahwan (2003) qui ont
constaté que les échantillons prélevés sur des palmiers infectés présentaient des inflorescences
pourrissantes, accompagnées de I'apparition d'une odeur désagréable sur les spadices méales ou

femelles, avant ou apres leur ouverture.

Nous pouvons confirmer que les symptémes détectés dans cette enquéte sont
identiques a ceux enregistrés sur des palmiers de différentes origines. Selon Abdullah et al.
(2005), Al-Ani et al. (1971), Bounaga & Djerbi (1990), Carpenter & Elmer (1978), Chabrolin
(1930) et Djerbi (1983), la maladie apparait lorsque les spathes commencent a émerger a la
fin de I'hiver ou au début du printemps, lorsque les spathes affectées se distinguent a peine des
spathes normales. Des zones brunatres ou rouillées se développent sur la spathe non ouverte,
les lésions étant plus fréquentes pres du sommet de la spathe, qui, au moment de l'infection,
est molle et encore cachée dans la base de la feuille. La face interne de la spathe, sous les
Iésions, est jaune et translucide et peut présenter des taches brunes correspondant aux points
de contact avec les fleurs malades. Le champignon attaque les fleurs et les rameaux et peut se

déplacer le long du pédoncule de I'inflorescence.
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Les spathes, qui sont gravement endommagées lorsqu'elles sont jeunes, peuvent rester
fermées ; cependant, la spathe se fend généralement, révélant des dommages partiels ou
presque complets aux fleurs et aux brins. Une abondante poussiére blanche de spores de M.

scaettae recouvre les zones brunes infectées par le champignon.

HAMMIA. H

Photo 8. Symptdmes de la pourriture de l'inflorescence (Photo originale).

a : Destruction totale des spadices ; b : Spathes séverement affectées

111.3 Diagnostic et détection de I'agent pathogene

L’isolement a été effectué a partir de 25 spathes de palmiers dattiers présentant les
symptomes typiques de la pourriture de I’inflorescence (Photo 9). Aprés la purification et
suivant les clés d'identification décrites ci-dessus, il a été constaté que 24 spathes avaient
donné des cultures pures de M. scaettae (Photo 10).

Photo 9. Isolement de de I'agent pathogéne a partir de spathes présentant les symptomes
typiques de la pourriture de I’inflorescence (Photo originale).
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HAMMIA. H HAMMIA. H

HAMMIA. H HAMMIA. H
c d

Photo 10. Observation macro et microscopique de M. scaettae

A : Aspects morphologiques recto ; b : Aspects morphologiques verso ; c et d : les hyphes et
les conidies du champignon

Nos résultats confirment également ceux d’ Abdullah et al. (2005), Al-Ani et al.
(1971), Bounaga & Djerbi (1990) et Djerbi (1983), qui ont rapporté que le champignon M.

scaettae est la cause principale de la pourriture des inflorescences.

Nous avons constaté lors de notre étude que parmi les 25 spathes infectées par M.
scaettae, une seule spathe était infectée par d’autres champignons (Thielaviopsis et Alternaria
sp.). Ceci est en accord avec les résultats d’Abdullah et al. (2005), Al-Roubaie et al. (1987),
Al-Sharidi & Al-Shahwan (2003), Djerbi (1983) et Rattan & Al-Dboon (1981), qui ont
mentionné que plusieurs champignons autres que M. scaettae, tels que F. oxysporum, F.
moniliforme, F. solani, Trichothecium roseum, Botrytis aclada, Thielaviopsis paradoxa,
Acremonium strictum et Memmoniella sp, ont été signalés dans plusieurs cas de pourriture de

I'inflorescence du palmier dattier et considérés comme d'importance mineur.

Il a également été constaté que le genre Alternaria était a l'origine de la maladie
Khamedj dans certaines régions d'Arabie Saoudite ou les espéces Alternaria chlamydospora
et Alternaria alternata ont été référencées a Jizan et Al Qasim (Kassim, 1983).
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De plus, une étude menée en Arabie saoudite a révelé que la maladie Khamedj était
provoquée par Thielaviopsis paradoxa (De Seyn.) Hohn dans les spathes infectées, que ce soit
en l'absence ou en association avec M. scaettae. Il s'agit du premier signalement de
I'isolement de T. paradoxa & partir de pourritures d'inflorescences de palmiers dattiers dans la
région de Riyadh (Arabie Saoudite) (Al-Sharidi & Al-Shahwan, 2003). De plus, Abdullah et
al. (2005), Dufresne & Guy (2018) et Rattan & Al-Dboon (1981) ont mentionné que le
champignon Thielaviopsis paradoxa était responsable de cette maladie a Basrah (Irak).

En raison de son rdle essentiel en tant que principal agent pathogene de la plante,
I'espéce M. scaettae a été choisie pour l'analyse de la maladie de la pourriture de
I'inflorescence. Sa classification a été effectuée en se basant sur les caractéristiques

morphologiques et la similarité phylogénétique.

Sur le milieu PDA, les colonies de M. scaettae sont de couleur blanche sur le recto et
crémeuse a brun péle, devenant noir dans certains isolats du verso. Elles atteignent 2,5 & 3 cm
de diameétre aprés 7 jours de croissance. Les jeunes colonies ont un aspect cotonneux et

deviennent poudreuses aprés une sporulation abondante (Photo 10 a et b).

Nos résultats confirment ceux rapportés par Abdullah et al. (2005), Dufresne & Guy
(2018) et Rattan & Al-Dboon (1981), qui ont démontré que ces -caractéristiques

morphologiques sont typiques de M. scaettae.

Selon Alhassen & Waleed (1977), le champignon M. scaettae posséde deux types
phénotypiquement distincts, mais ils sont tous les deux similaires en ce qui concerne leur
pathogénicité. Le premier type est celui ou la couleur de la colonie est blanche. Au début de la
croissance, elle devient noire aprés quelques jours, on parle alors de type noir qui se distingue
par une croissance rapide. En revanche le type blanc se distingue par une croissance lente et la
couleur de la colonie reste blanc jaunatre pendant toute la vie du champignon. Ils ont
également noté que le type blanc est un agent pathogéne trés répandu dans la majorité des

régions phoenicicoles.

Selon les résultats enregistrés, le mycélium est composé d'hyphes ramifiées, hyalines
et septées avec une paroi mince mesurant entre 15 et 80 um de long et 3 a 10 um de large. Les
hyphes immergés ont une taille de 1,5 a 2,5 um, tandis que les hyphes aériens ont une taille de
3 a 4,5 um. Les arthroconidies sont unicellulaires ou multicellulaires. Les spores mires sont

unicellulaire, bicellulaire, tricellulaire ou pluricellulaire (Photo 10 c et d).
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En effet, les résultats obtenus sont en accord avec ceux d’Abdullah et al. (2010) et
Rattan & Al-Dboon (1981), qui ont noté que les hyphes immergés ont une taille de 2 a4 2,5
um, les hyphes aériens de 3 a 4 um, et que les arthroconidies sont causées par la segmentation

des hyphes aériens, qu'ils soient unicellulaires ou multicellulaires.

En ce qui concerne la forme conidienne, décrite par Cavara sous le nom de M.
scaettae, elle se caractérise par des spores matures unicellulaires, bicellulaires, tricellulaires
ou, plus rarement, pluricellulaires. Leur longueur varie de 10 a 90 pm en fonction du nombre
d'articles qui les composent, tandis que leur largeur varie de 3 a 12 pm. La taille habituelle de
ces spores se situe entre 7 et 9 um (Chabrolin, 1930). Par ailleurs, 1’étude menée par
Carpenter & Elmer (1978) affirme également que les chaines de conidies de M. scaettae se
fragmentent en unités d'une a plusieurs cellules de 10 a 50 pum de long et de 5 a 10 um de

large.

111.4 Test de pathogénicité

Le test de pathogenicité a été réalisé sur des inflorescences détachées exemptes de
maladie. Aprés quatre jours d’incubation a 1’obscurité, toutes les spathes précédemment
inoculées avec la suspension de spores de M. scaettae ont montré des symptémes typiques de
la maladie. On a observé des zones brunatres ou rouillées se développant sur la spathe. Ce test
a prouvé la capacité du pathogene a engendrer la pourriture de I'inflorescence (Photo 11). Des
cultures pures de M. scaettae avec des arthroconidies abondantes ont été ré-isolées a partir de

toutes les spathes inoculées (Photo 12).

Dans le cadre des tests de pathogeénicité, nos résultats sont similaires a ceux
d’Abdullah et al. (2005), Abdullah et al. (2010) et Bouhlali et al. (2021), qui ont démontré que

M. scaettae possede un pouvoir pathogene éleve.
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HAMMIA. H HAMMIA. H

a b

Photo 11. Symptdmes de la pourriture de I'inflorescence provoqués par les souches de M.
scaettae sur les spathes, 4 jours aprés inoculation (Photo originale)..

a : Spathe injectée de spores de M. scaettae ; b : Spathe témoin injectée d'eau distillée.

HAMMIA. H

Photo 12. Réisolement du pathogene M. scaettae (Photo originale).

Aspects macroscopiques a : recto ; b : verso.
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111.5 Toxicité du filtrat de M. scaettae sur la viabilité des grains de pollen de différentes

variétés de palmiers dattiers.

111.5.1. Test de coloration

Les résultats obtenus montrent un effet toxique du filtrat de M. scaettae sur la vitalité
des grains de pollen. Apres 10 jours de culture une différence trés hautement significative (P
< 0,0001) a été enregistrée entre les différentes variétés testées (Annexe 3, Tableau 1). La
coloration maximale a été enregistrée pour les trois variétés témoins DNT, MDT et GHT,
avec des valeurs de 93,33 £ 1,52 %, 91,66 + 4,04 % et 90,33 + 1,26 % respectivement. Les
cultivars DN, MD et GH, en présence de filtrat, ont montré une sensibilité élevée, dont la
coloration estimée est de 32,51 + 3,34 %, 26,07 £+ 13,77 % et 9,3 £ 1,61 % respectivement. I

a été rapporté que le faible pourcentage de coloration a été enregistré pour GH (Figure 18).

La classification des groupes homogénes selon la variété montre une différence tres
hautement significative. On constate que la variété GH représente un groupe indépendant (C)
avec la valeur la plus faible. Par contre, les deux variétés DN et MD sont regroupées dans le
groupe (B).
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Figure 18. Taux des grains de pollen colorés.
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111.5.2. Germination

Les résultats de 1’¢tude sur la toxicité des filtrats sur la germination du pollen montrent
un effet inhibiteur trés hautement significatif (P < 0,0004) (Annexe 3, Tableau 2). En effet, le
taux de germination enregistré pour les trois variétés témoins DNT, MDT et GHT est
respectivement de 52 £ 6 %, 51,33 £ 4,04 % et 44 £ 12,16 %. Le pourcentage de germination
des DN, MD et GH a diminué en présence de filtrat de culture, avec des valeurs respectives de
10+£7,21 %, 13,33 +2,3% et 12,66 + 13,31 % (Figure 19).

L’analyse de classification des groupes homogenes en fonction de la variété a montré
une différence tres hautement significative. On constate que les trois variétés DN, GH et MD

sont regroupées dans le méme groupe (B) avec des valeurs faibles par rapport au témoin.
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Figure 19. Taux des grains de pollen germés.

A la suite de I'évaluation de la toxicité du filtrat de culture de M. scaettae, les résultats
ont montré un effet toxique élevé sur la viabilité du pollen. Cela se manifeste par une

diminution de leur vitalité et de leur germination.

Les résultats de cette expérience corroborent les travaux de Bouguedoura (1991), qui a
rapporté que le pollen de palmier dattier a une durée de vie allant jusqu'a plusieurs années et
que sa viabilité a I'état frais varie de 90,50 a 95,80 %. De méme, Halimi (2004) signale que la
viabilité du pollen a I'état frais est viable de 47 a 99 %. Néanmoins, dans cette étude, le filtrat
de M scaettae réduit la vitalité des grains de pollen par rapport au témoin. En effet, les
résultats obtenus confirment les travaux d’Abass (2005) et Hameed (2012), qui ont rapporté
I'effet inhibiteur des filtrats de culture de M. scaettae sur la vitalité et la germination des

grains de pollen.
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L'effet toxique du filtrat sur la viabilité du pollen peut s’expliquer par la sécrétion
d'enzymes qui dégradent les parois et les membranes des cellules du pollen (Abass, 2005; Al-
Saadoon et al., 2005). Ces dernieres ont en effet démontré la capacité de M. scaettae a
sécréter plusieurs enzymes, telles que des protéases (enzymes de dégradation des protéines, le
principal composant des enzymes et des membranes cellulaires), qui affectent donc gravement
le systeme et la fonction de la cellule hote ainsi que la cellulase (une enzyme qui dégrade la
cellulose, le principal composant de la paroi cellulaire). Elles ont également démontré la
capacité du champignon a sécréter la lipase, une enzyme qui dégrade les lipides, le principal
composant de la membrane plasmique. Outre les phénol-oxydases, qui dégradent la substance
lignine, cette derniere est l'un des composés phénoliques résistants aux microbes, et les
champignons sont le seul groupe capable de la détruire. Cela explique 1’effet des enzymes de
dégradation et des mycotoxines qui empéchent le gonflement des grains de pollen et font

échouer le processus de germination (Belkarami, 1988).

111.6 Effet des extraits de spadice de différentes variétés sur la croissance mycélienne de

M. scaettae

111.6.1. Dosage des sucres et des polyphénols totaux des spadices de différentes variétés

du palmier dattier

Le dosage des sucres totaux et des polyphénols de spadice de différentes variétés de
palmiers par spectrophotométrie est justifié par le fait que la majorité de leurs propriétés

antimicrobiennes leur sont attribuées.

111.6.1.1. Détermination du pH

Les résultats de I'analyse de variance et du test de Newman-Keuls (5 %) (Annexe 4,
Tableau 1) montrent une différence hautement significative entre les trois extraits aqueux des
variétés testées (P < 0,0001). Le groupe A, représenté par la variété MD, présente le pH le
plus élevé (6,36 + 0,15), tandis que les groupes B et C, comprenant les variétés DN et GH,

enregistrent des valeurs respectives de 5,75 + 0,13 et 4,93 + 0,09 (Figure 20).

Le pH des extraits DN, MD et GH était inférieur a la neutralité. Le pH se situait dans

la gamme acide.
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Figure 20. Valeurs de pH des extraits aqueux de trois variétés étudiees.

D'apres les données recueillies, le pH des spadices (fleurs avec leur pollen) du palmier
dattier n'a jamais été abordé auparavant. En effet, toutes les études réalisées se sont focalisées
sur le pollen ou les dattes. La seule étude que nous avons trouvee est celle de Karra et al.
(2019) qui a évalue le pH de fleurs méles de palmier dattier dépourvues de pollen. La présente
tentative vise non seulement a quantifier ce parameétre, mais aussi a déterminer son effet

éventuel sur la croissance mycélienne de M. scaettae.

Nos résultats confirment ceux rapportés par Karra et al. (2019), qui a montré que les
fleurs males de palmier dattier en Tunisie avaient un pH égal a 5,96 + 0,01. Dans la méme
région (Tunisie), une autre étude menée par Sebii et al. (2019) a démontré que la valeur du pH

des grains de pollen de palmier dattier méle était de I’ordre de 6.31.

Il faut noter que les valeurs de pH du pollen et des dattes mentionnées dans la
littérature sont comprise entre 5 et 7 (Acourene & Tama, 1997; Al Temimi, 2020; Maryam et
al., 2015; Reynes et al., 1994).

Cependant, il est utile de noter que M. scaettae se développe sur différents milieux de
culture dont le pH varie de 4 a 8 (Bensaci & Rahmania, 2009). Reynes et al. (1994) ont
¢galement rapporté qu’un pH compris entre 5 et 6 est propice au développement de la flore

fongique.
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111.6.1.2. Dosage des sucres totaux

La concentration en sucres totaux dans les extraits aqueux a été exprimeée sur la base
de I'équation de la courbe d'étalonnage du glucose (y = 0,0899x + 0,2313 ; R?* = 0,9986)
(Figure 21).
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Figure 21. Courbe d’étalonnage du glucose

L'analyse statistique montre des différences trées hautement significatives entre les
moyennes en sucres totaux des variétés étudiées (P < 0,0001) (Annexe 4, Tableau 2). Suivant
le test de Newman-Keuls (5 %), trois groupes homogenes distincts ont été identifiés : le
groupe A, qui comprend la variété GH, le groupe B, qui rassemble la variété DN, et le groupe

C, qui comprend la variété MD.

Les résultats obtenus pour la teneur en sucres totaux montrent que la valeur la plus
élevée a été enregistrée pour GH avec une valeur de 21, 36 + 0, 82 %, et la plus faible pour
MD 5,23 + 0, 07 % tandis qu'une teneur moyenne a été enregistrée pour DN avec 12,12 +

0,14 % (Figure 22).
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Figure 22. Dosage des sucres totaux des trois variétés étudiées.

Les teneurs en sucres totaux estimées dans les trois extraits de variété DN, GH et MD
sont inférieures a celles rapportées par Hameed (2005), qui a montré que la teneur en sucres
totaux dans les inflorescences de différentes variétés de palmier dattier en Irak était de 1’ordre
de 32,3 % pour Hillawi, 31,4 % pour Sayer, 31% pour Ghannamy Akhdhar et 28,1 % pour

Breem.

D’autre part, I'étude de Karra (2020) a également rapporté que la valeur des sucres
totaux dans les fleurs males de palmier dattier sans pollen était inférieure a celle obtenue dans

notre étude ou le taux était de 2%.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Abd (2016), qui a rapporté que les
teneurs en sucres totaux dans les grains de pollen de palmier dattier des variété Ghannamy
Ahmar, Khikri Adi et Ghannamy Akhdhar étaient respectivement de 20,60 %, 8,1 % et 12,3
%.

Dans ce sens, une étude menée par Al Temimi (2020) en Irak sur trois sites agricoles
dans les provinces de Thi Qar, Basra et Babylone afin d'estimer les composants chimiques
dans les pollens de palmier dattier (variété Samisemi), a indiqué que les teneurs en sucres
totaux étaient fortement différentes dans les trois régions étudiées, ou elles étaient
respectivement de 20,09 %, 19,02 % et 18,32 %.

Une autre étude menée par Sebii et al. (2019) sur les grains de pollen de palmier
dattier male de la variété Deglet Nour a révéle une valeur de 18,22 %.
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Par ailleurs, Mehaoua (2006) a etudié la teneur en sucres totaux dans les Folioles des
trois variétés de palmier dattier GH, DN et DB. Il a démontré que les deux variétés GH et DN
ont la méme teneur en sucres totaux de 0,04 % alors que la variété DB a une faible teneur de
0,02 %.

111.6.1.3. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont des principes actifs végétaux présents dans le régne végetal et
utilises sous différentes formes. Ils sont capables de modifier le comportement de plusieurs
systemes cellulaires et sont reconnus pour leurs propriétés antibactériennes, antifongiques,

anti-inflammatoires, antioxydantes et méme anti-tumorales (Kouakou et al., 2006).

Les polyphénols totaux ont été dosés par la méthode Folin-Ciocalteu. La teneur en
polyphénols totaux des différents extraits aqueux a été calculée a l'aide de I'équation de la
courbe d'étalonnage de I'acide gallique (y = 0,005 x + 0,0999 ; R2 = 0,9957) (Figure 23).
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Figure 23. Courbe d’étalonnage de ’acide gallique.

Une différence hautement significative en polyphénols a été révélee par l'analyse
statistique entre les trois variétés de palmiers dattiers (P < 0,05) (Annexe 4, Tableau 3). La
teneur en polyphénols des trois extraits DN, GH et MD était respectivement de (2,77 + 0,29,
1,99 + 0,04 et 2,48 + 0,15) (mg EAG/g MF) (Figure 24).

La figure ci-dessous montre que les variétés DN et MD sont classées dans le méme
groupe homogene (A) en fonction des résultats de I'analyse du test de Newman-Keuls (5 %),
les différences entre elles n'étant pas significatives. La variété GH est, quant a elle, classée
dans la classe B avec un taux minimum. Cela démontre les différences hautement

significatives entre les trois types.
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Figure 24. Dosage des polyphénols des trois variétés étudiées.

En effet, Karra et al. (2019) a révélé que la teneur en polyphénols totaux dans les
fleurs males de palmier dattier exemptes de pollen était d’environ 3829,22 mg EAG /100g
MS.

Une étude effectuée par Marouf et al. (2010) a prouvé que la teneur en composes
phénoliques totaux dans les extraits aqueux des feuilles de 20 cultivars de palmiers dattiers
variait fortement. Le cultivar 'Ghars' présentait la valeur maximale de 170,79 £ 2,39 mg EAG/
g d'extrait lyophilisé, tandis que le cultivar 'Deglet nour' avait des valeurs plus faibles, soit
57,94 + 3,13 mg EAG/g d'extrait lyophilisé.

Tirichine (2010) a également prouvé, dans ses travaux sur les folioles d’une vingtaine
de cultivars de palmiers dattiers échantillonnés dans les oasis du Mzab que la teneur moyenne
en polyphénols est de I’ordre de 134,21 mg EAG/g d’extrait méthanolique sec, dont 145,87
mg EAG/g d’extrait méthanolique sec a été marqué au DN et 225,72 mg EAG/g d’extrait

méthanolique sec pour GH.

D'autre part, Sebii et al. (2019) ont signalé que la teneur en polyphenols dans les
grains de pollen de palmier dattier méale de la variété Deglet Nour est de 909,30 + 1.12 mg
EAG/100 g MS. Alors que Abd (2016) a remarqué que les grains de pollen du palmier dattier
variété Ghannamy Ahmar et Khikri Adi contiennent une teneur en polyphénols estimée a
22,09 % et 19,25 % respectivement.

Le méme auteur a réalisé une autre étude en 2016, sur les deux variétés étudiées,

Ghannamy Ahmar et Khikri; il a obtenu des valeurs différentes de celles enregistrées
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précédemment, et a trouvé une teneur de 52,13 mg /g d'extrait alcoolique et de 44,14 mg /g

d'extrait aqueux, respectivement.

Cela indique que la teneur en polyphénols peut varier en fonction du solvant utilisé
dans le processus d'extraction. On peut citer a titre d'exemple une étude effectuée par Al
Temimi (2020) sur les grains de pollen de la variété Samisemi Male ou des taux de 20,78 % et
de 17,54 % ont été enregistrés. Une autre étude menée par Laouini (2014) dans la région
d’Oued Souf a révélé des taux de polyphénols de 215,24 mg EAG/ g Ms pour la variété
Ghars, 179,30 mg EAG/ g Ms pour Deglet Nour et 156,46 mg EAG/ g Ms pour la variété

Hamraya.

De nombreux chercheurs ayant travaillé sur plusieurs variétés de palmiers dattiers ont
indiqué que la teneur en sucres et en polyphénols des différentes parties du palmier dattier
varie en fonction de la variété. Cette variation est due a différents facteurs, tels que les
caractéristiques du sol, la qualité de I'eau d'irrigation, qui influe sur la composition chimique
des différentes parties de la plante, l'origine géographique, les données climatiques et
environnementales, la procédure de stockage et de séchage, la période de récolte et le stade de
développement de la plante, ainsi que la méthode et les solvants utilisés pour I'extraction. En
outre, les différenciations génotypiques entre les variétés de palmiers dattiers sont dues
également a l'interaction entre les genes et I'environnement (Abd, 2016; Al Temimi, 2020;
Bentabet et al., 2014; Hameed, 2005; Karra et al., 2019; Lee et al., 2003; Mehaoua, 2006;
Miliauskas et al., 2004).

111.6.2. Effet des extraits sur la croissance mycélienne de M. scaettae.

Les figures ci-dessous illustrent les résultats relatifs a I'effet des extraits de spadice de

différentes variétés sur la croissance mycélienne de M. scaettae.

En ce qui concerne l'inhibition de la croissance mycélienne de M. scaettae, les
analyses statistiques ont révélé qu’il n’y avait pas de différences significatives (p » 0,05) entre
les cultivars MD, DN et GH (Annexe 4, Tableau 4). En effet, les trois variétés présentent
respectivement un taux d'inhibition de la croissance mycélienne de 19,79 £ 5,8 %, 15,27 + 1,2
% et 8,68 £ 12,62 % (Figure25).
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Figure 25. Taux d’inhibition (%) de M. scaettae cultivé sur 1’extrait des spadices de
différentes variétés étudiées.

En outre, on a observé que la croissance était a peu pres stable en fonction du temps.
Des le deuxieme jour, la croissance a démarré a un rythme relativement lent, puis a progressé
graduellement pour atteindre une valeur maximale apres 10 jours d'incubation sur l'extrait des
cultivars DN, MD et GH (Figure26). Le diametre des colonies a été estimée a 4,06 £+ 0,05 cm,
3,85 + 0,27 cm et 4,38 £ 0,57 cm respectivement. Ces résultats sont tres proches de ceux du
témoin (colonies cultivées sur PDA) ou 4,8 £ 0,832 cm ont été enregistrés (Figure27 et Photo
13).
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Figure 26. Evolution de la croissance myceélienne de M. scaettae sur I’extrait des spadices de
differentes variétés étudiées durant 10 jours d'incubation.

69



Chapitre 111 Résultats et Discussion

[F,]

s
H

diamétre des colonies (cm)
N w

[

PDA DN GH MD

extrait de spadices

Figure 27. Diamétre des colonies aprés 10 jours d’incubation.
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Photo 13. Aspect cultural des isolats de M. scaettae sur I’extrait des spadices de différentes
variétés étudiées apres 10 jours d’incubation (Photo originale)..

a: Témoin ; b : Extrait de DN ; ¢ : Extrait de GH ; d : Extrait de MD

Si nous considérons I'ensemble des résultats, il apparait que les trois extraits testés
issus de différents spadices ont une action similaire sur la croissance mycélienne de M.
scaettae et ne montrent aucune réduction de la croissance. Ces résultats indiquent que tous les
extraits favorisent la croissance des champignons, mais a des degrés différents, et que la
teneur des spadices en composés chimiques et en nutriments utiles a la croissance des
champignons ne différe pas beaucoup d'une variété a l'autre.
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Les résultats ci-dessus confirment ceux d’Abass (2005), d’Al- Saadoon et al. (2004),
d’Abd (2016), de Hameed (2005) et d’Alarkon et al. (1978), qui ont indiqué que le pollen
contient de nombreux composés chimiques, des éléments minéraux et d'autres composants, ce
qui en fait une bonne base pour la croissance et la propagation des champignons pathogenes

qui ont une grande capacité a hydrolyser les glucides.

Une étude effectuée par Alhassen & Abass (1983) a également prouve que la
croissance de T. paradoxa dans un milieu de culture contenant du jus de palmes ou de dattes
n’est pas différente de sa croissance sur un milieu contenant du jus de pomme de terre et de
soja. Dans le méme contexte, une étude réalisées par Karra (2020) sur Il'extrait aqueux de
fleurs males de palmier dattier a montré une activité antibactérienne considerable vis-a-vis de
B. subtilis, S. aureus, L. monocytogenes et E. coli, avec des zones d'inhibition supérieures a 10

mm.

De plus, Al-Edany (2005) a rapporté dans une étude sur l'effet de I'extrait de chou
palmiste (Djammar) sur la croissance radiale de T. paradoxa que la croissance de la
moisissure dans un milieu composé de chou de palmier dattier, variétés Al-Halawy, Al-Diri,
Al-Khadrawi et Bareem, était similaire a celle obtenue dans un milieu composé de PDA. Ceci
est également confirmé par Carpenter & Elmer (1978), qui ont affirmé que la croissance
fongique est plus importante sur les extraits de tissus ou les décoctions que sur I'eau. Dans une
autre étude Netham Eddin et al. (1983) ont démontré qu'une augmentation de la concentration
en phénols dans les dattes avait conduit & une diminution de l'incidence des champignons.
Dans le méme sens, Agrios (2005) a montré que la teneur en phénols totaux dans la plante ou
formés apres l'infection, joue un ré6le efficace dans la résistance des plantes vis-a-vis des

pathogenes.

En revanche, ces résultats ne sont pas similaires a ceux obtenus par Hameed (2005)
qui a montré, dans une étude sur l'effet des extraits de spadices de différents cultivars de
palmiers dattiers sur la croissance radiale des isolats de M. scaettae, que les cultivars Halawi,
Sayer, Bream, Barhi et la variété Ghanami ne présentaient pas le méme pouvoir inhibiteur.
Dans ce sens, l'auteur a rapporté que I'effet des extraits était différent, enregistrant le taux le
plus élevé d'inhibition de la croissance dans le traitement de I'extrait de Barhi, tandis qu'il n'y

avait pas d'effet significatif de l'extrait d’ Al-Sayer.
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Le fait que les extraits inhibent la croissance des pathogenes peut étre dd aux
composés organiques naturels ayant une activité antifongique qu'ils contiennent. En outre,
Cowan (1999) et Al-Saadoon et al. (2004) ont montré que la plupart des cas de Khamedj se
manifestent dans des variétés contenant un taux élevé en glucides par rapport a d’autres
variétés, et que la teneur élevée en glucides est connue pour stimuler la croissance des
champignons phytopathogénes, tandis que les variétés a teneur élevée en phénols sont moins

sensibles a la maladie que d’autres variétes.

Selon Cowan (1999), I'activité antimicrobienne des polyphénols est considérable en
raison de leur diversité structurelle. Il est supposé que I'emplacement et le nombre de groupes
hydroxyles dans les groupes phénoliques sont liés a leur pouvoir relatif sur les micro-
organismes. Selon des études antérieures, de nombreuses hypotheses ont été avancées pour
expliquer cette activité, parmi lesquelles nous présentons ici celles suggérées par Daglia
(2012), Haraguchi et al. (1998) et Hilliard et al. (1995) :

- L’intégration des polyphénols dans les phospholipides membranaires peut conduire

a une inhibition des fonctions membranaires cytoplasmiques.
- Inhibition de la synthese d'ADN.
- Inhibition du processus de production d'énergie microbienne.

- Le piégeage des éléments indispensables a la croissance microbienne.
I11.7 Mise en évidence de I'activité antagoniste.

111.7.1. Confrontation directe sur milieu de culture entre M. scaettae et les antagonistes

L’analyse statistique a démontré qu'il n'y avait pas de différences significatives (P =
0,54) entre les différents isolats antagonistes dans l'inhibition de la croissance mycélienne de
M. scaettae (Annexe 5, Tableau 1). Ces résultats indiquent que les trois antagonistes exercent
un effet inhibiteur tres significatif sur la croissance mycélienne de M. scaettae. En effet, une
différence trés hautement significative (P < 0,0001) a été enregistrée entre les différents
antagonistes testés en termes d’effet sur la croissance radiale de M. scaettae (Annexe 5,
Tableau 2).
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Les résultats ont également révélé que la croissance de M. scaettae a été arrétée des le
deuxiéme jour de la confrontation. En outre, le diamétre moyen des colonies de M. scaettae a
diminué de maniére significative par rapport au témoin. Les résultats obtenus sont illustrés
dans les figures 28, 29 et 30.

Confrontation directe de M. scaettae et A. niger

Les résultats obtenus ont montré une inhibition importante entre I'antagoniste A. niger
et le pathogene M. scaettae. Aprés 10 jours d'incubation, la boite de Pétri était presque
complétement envahie par I’antagoniste (Figure 28), tandis que le pathogene M. scaettae
n'occupait que 0,61+0,015 cm de diameétre (Figure 29). Ceci correspond a une inhibition
considérable de la croissance myceélienne ou un pourcentage de 85,33 + 0,57 % a été

enregistré (Figure 30).

Les observations microscopiques ont montré qu’il n’y avait pas de zone d’inhibition
entre les deux champignons confrontés, et que 1’antagoniste A. niger se développait au-dessus
du pathogene et I’envahissait complétement. La sporulation abondante d’A. niger autour de la

colonie de M. scaettae, indique une activité mycoparasitaire trés élevée (Photo 14 a, b).
Confrontation directe entre M. scaettae et T. harzianum

La confrontation directe de T. harzianum et de M. scaettae a démontré une croissance
mycélienne plus importante de l'antagoniste que celle du pathogene. Apres deux jours de
confrontation, le taux d'inhibition est devenu trés important et la croissance de M. scaettae a
été quasiment nulle ((Figure 28). A la fin de I'incubation, M. scaettae ne dépassait plus un
diamétre de 0,61 + 0,02 cm (Figure 29), alors que les isolats de T. harzianum occupent de
grandes surfaces, représentant une inhibition du taux de croissance mycélienne de 85,33 *
1,15 % (Figure 30).

Les observations microscopiques réalisées a la périphérie des colonies de M. scaettae
ont montré une zone d’antibiose entre les deux champignons confrontés. Cela implique la

présence de sécrétions antifongiques au milieu de la culture.

Les changements structuraux dans la morphologie des isolats de M. scaettae sont
causés par le phénoméne de mycoparatisme par 1’agent antagoniste T. harzianum, suite a une

confrontation directe.
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Une réorganisation en forme de cordon avec enroulement des filaments mycéliens des
isolats de Trichoderma autour de M. scaettae a provoqué des anomalies dans la morphologie
des phytopathogeénes (Photo 14 c, d).

Confrontation directe entre M. scaettae et Penicillium sp.

Les résultats du test d'antagonisme entre M. scaettae et Penicillium sp. ont révélé que
les mycéliums de l'antagoniste se développaient plus rapidement que ceux du pathogene
(Figure28). En effet, le M. scaettae a atteint un diamétre de 0,75 £ 0,25 c¢cm tandis que le
diametre moyen du témoin était de 4,03 £ 0,43 cm (Figure 29). Alors que l'antagoniste a
rempli 1/3 de la surface totale de la boite de Pétri, entrainant un taux d'inhibition qui allait
jusqu'a 82+6,92% (Figure 30).

Les observations microscopiques ont montré [’attachement du mycélium de
Penicillium sp. a celui du mycélium de M. scaettae. Cet enroulement a été suivi par
I'apparition d’une activité enzymatique antagoniste qui a entrainé la lyse du contenu mycélien.
Une zone d’antibiose a été observée entre les deux champignons confrontés. Par ailleurs, on a
observé au microscope des perturbations au niveau du mycélium de I'agent pathogene, ce qui
a entrainé un arrét de la croissance mycélienne. Au niveau de la zone de contact entre
I'antagoniste et le pathogéne M. scaettae, les observations microscopiques ont mis en
évidence des altérations du mycelium du pathogéne, entrainant la lyse et la dégradation du

myceélium (Photo 14 e, f).
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Figure 28. Evolution de la croissance mycélienne de M. scaettae en confrontation directe
avec les antagonistes pendant 10 jours d'incubation.
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Diameétre des colonies (cm
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Témoin M. scaettae-A. niger M. scaettae -T harzianum M. scaettae - Penicillium sp.

Confrontation M. scaettae - antagoniste

Figure 29. Diameétre des colonies de M. scaettae aprés 10 jours d’incubation
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Figure 30. Effet des antagonistes sur la croissance des isolats de M. scaettae
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M scaettae témoin Aspect microscopique d’isolat (x40)

a. Confrontation directe M. scaettea - A. niger

b. Modifications structurelles affectant le mycélium du M. scaettae (x40).

¢. Confrontation directe M. scaettea - T. harzianum

d. Modifications structurelles affectant le mycélium du M. scaettae (x40).

e. Confrontation directe M. scaettae - Penicillium sp.

f. Modifications structurelles affectant le mycélium du M. scaettae (x40).

Photo 14. Confrontation directe de M. scaettae contre les antagonistes (Photo originale).

76



Chapitre 111 Résultats et Discussion

111.7.2. Mise en évidence des propriétés fongicides ou fongistatiques

Les résultats obtenus ont montré que les trois champignons antagonistes testés
présentaient une forte activité inhibitrice vis-a-vis des souches fongiques de M. scaettae.
Compte tenu de cette inhibition compléte des souches pathogénes, il était important de savoir
si les antagonistes avaient une action fongistatique ou fongicide. Il a été nécessaire de
transférer les champignons pathogénes totalement inhibés dans un autre milieu de culture

PDA afin d'évaluer leur viabilité.

Les résultats du transfert ont montré que le champignon M. scaettae n'a pas repris sa
croissance et que la croissance mycélienne n'est pas réapparue apres le transfert du disque, ce
qui indique que l'effet des trois champignons antagonistes testés est fongicide et que le

champignon pathogeéne a été completement détruit (Photo 15).

Photo 15. Effet fongicide des antagonistes contre M. scaettae (Photo originale).

a: M. scaettae —A. niger ; b: M. scaettae — T. harzianum ; c: M. scaettae - Penicillium sp.

111.8 Discussion

Les maladies fongiques sont généralement traitées avec des substances chimiques, qui
ont des effets nocifs et toxiques pour l'environnement. Par conséquent, il est nécessaire de
trouver des solutions alternatives pour lutter contre ces maladies. Les micro-organismes
pathogénes peuvent étre combattus par voie biologique en utilisant d'autres micro-organismes
antagonistes qui permettent la destruction totale ou partielle des agents pathogenes (Nasraoui,
2008). Dans ce contexte, notre étude a été réalisée pour évaluer le pouvoir antifongique de
différents antagonistes contre M. scaettae.

Notre étude a montré que les trois antagonistes testés T. harzianum, Penicillium sp. et
A. niger, inhibaient de maniére significative la croissance de l'agent pathogene M. scaettae.



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Les résultats obtenus montrent que le champignon T. harzianum couvre la totalité de la
boite de Pétri et qu’il a donc une capacité antagoniste élevée contre le champignon M.
scaettae. Sur cette base, le champignon antagoniste est considéré comme trés efficace pour
antagoniser le champignon pathogene.

En ce qui concerne l'antagonisme avec le champignon M. scaettae, cette étude est
cohérente avec des études antérieures dans lesquelles la capacité du champignon T. harzianum

a inhiber la croissance du champignon M. scaettae a été mentionnée.

Nos résultats sont cohérents avec les études menées par Fayyadh & Al-Badran (2012)
qui ont prouvé que le pourcentage de contamination par le pathogéne a diminué
considérablement apres la pulvérisation des spores de T. harzianum, ils ont enregistré 62,8 %
de contamination avant le traitement, tandis que le taux a diminué apres la pulvérisation

jusqu'a 15,1 %.

Sharif et al. (1988) ont obtenu des résultats similaires en affirmant que les
champignons T. harzianum et P. pinophilum ont une importante capacité a inhiber la
croissance du champignon M. scaettae, comme il a été constaté par Al-Chougiri (2005) que
I'utilisation du pesticide Bicont composé de spores du champignon T. harzianum a diminué
cette maladie dans le terrain.

El-Zawahry et al. (2000) ont montré que les antagonistes T. harzianum, T.
pseudokoningi et T. viride ont un pouvoir inhibiteur élevé sur les agents pathogenes

Botryodiplodia theobrome, Diplodia phoenicum et Thielaviopsis paradoxa.

Les résultats enregistrés confirment les travaux d’Al-Edany (2005), qui a évalué I’effet
de différents isolats des trois espéces de T. harzianum, Penicillium sp. et A. niger contre le
pathogene Thielaviopsis paradoxa (agent responsable de la pourriture du bourgeon terminal).
Il n’a constaté que T. harzianum, Penicillium sp. et A. niger réduisaient la croissance de
Thielaviopsis paradoxa de 1,67 cm, 6,53 cm et 5,03 cm respectivement, alors que le témoin

montrait une croissance maximale de 9 cm.

Dans le méme sens, Ouadah et al. (2017) ont montré que T. harzianum et A. niger ont
inhibé la croissance de Fusarium sp. avec des pourcentages de reduction de 68 % et 46 %

respectivement.
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En revanche, Aydi et al. (2013) ont indiqué que les isolats d’A. niger réduisaient la
croissance diamétrale des colonies de Pythium sp. (causant la pourriture aqueuse des tubercules
de pomme de terre) et par conséquent, sa croissance mycélienne, dont les taux d’inhibition

enregistrés étaient de 19,94 % - 24,12 %.

En outre, les résultats de Juliette et al. (2010) relatifs aux interactions in vitro et in vivo
entre A. niger, Mucor sp. et F. oxysporum, F.solani, Phoma sp., Penicillium sp., Trichoderma

sp, ont montré qu’A. niger a inhibé la croissance de F. oxysporum de 92,30 %.

Cependant, Daami-Remadi et al. (2012) ont documenté I'inhibition de P. ultimum et P.
aphanidermatum (Pythium sp.) in vitro et in vivo, en utilisant Trichoderma sp., Penicillium

sp. et Aspergillus spp. comme antagonistes.

De plus, Benhamou & Chet (1996) ont observé que les isolats de T. harzianum

envahissaient le mycélium du pathogéne P. ultimum.

Dans le méme contexte, il convient de mentionner les résultats obtenus par Boureghda
(2009) qui a evalué l'effet de différents isolats de trois especes de Trichoderma spp. (T.
atroviride, T. longibrachiatum et T. harzianum) contre deux pathotypes (flétrissement et
jaunissement) de l'agent de flétrissement F. oxysporum dans le pois chiche, ou elle a
enregistré 84,44 % pour le pathotype de jaunissement et 65,64 % pour le pathotype de

flétrissement avec l'isolat de T. atroviride.

En effet, Gautam & Gupta (2014) ont constaté, suite a des tests antagonistes, que T.
harzianum inhibait 70 % de la croissance du F. moniliforme et 55 % de celle de F. sacchari.
D'autre part, Bouziane et al. (2011) ont révélé que la croissance mycélienne d'Alternaria sp.

était inhibée d'environ 34% lorsqu'elle était directement confrontée a T. harzianum.

Par conséquent, T. harzianum, Penicillium sp. et A. niger exercaient une forte
inhibition vis-a-vis de M. scaettae. De plus T. harzianum et Penicillium sp. ont la capacité
d'arréter la prolifération des pathogeénes, et de former des zones d'inhibition autour des
colonies en confrontation. En conséquence, les membranes mycéliennes sont lysées par la
pression exercée par le mycélium de T. harzianum et de Penicillium sp. qui s'enroule autour
du mycelium de M scaettae. Ces deux antagonistes ont une action de mycoparasitisme. Ce
sont des agents de biocontrdle, ils agissent sur les filaments du champignon pathogéne par
I'enroulement d'hyphes, puis par une lyse provoquée par les enzymes sécrétées et diffusées par

I'agent de biocontrole.
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Il est a noter egalement que dans le cas d'A. niger, le contact direct entre les deux
organismes n'a révélé aucune zone d'antibiose. L'antagoniste se développait au-dessus du
pathogene, ce qui indique que I'antagonisme peut se produire par le biais du mécanisme de
parasitisme fongique. En effet, le parasitisme se traduit par la dégradation du pathogéne a la
suite de I'enroulement d'A.niger autour de celui-ci, soit en I'étranglant, soit en pénétrant a
I'intérieur et/ou en "injectant” des substances (enzymes) qui le détruisent. Plusieurs chercheurs
ont également affirmé que T. harzianum avait la capacité de lutter contre les agents
pathogenes des plantes. Cette propriété de T. harzianum a inhiber la croissance des
champignons pathogenes est attribuée a sa capacité a produire des antibiotiques tels que le
trichodermol, la trichodermine, la gliotoxine et d'autres ou a la production d'enzymes qui
dégradent les cellules fongiques telles que les glucanases et les chitinases ou encore a la
capacité a parasiter directement le champignon (Markovich & Kononova, 2003; Shalini &
Kotasthane, 2007).

Khan et al. (2017) affirment que les especes de Trichoderma produisent différents
types de composés volatils et non volatils qui leur permettent d'inhiber la croissance et le
développement des agents pathogenes. lls ont également démontré que les espéces de
Trichoderma se développent rapidement et ont la capacité d'éliminer les agents pathogénes en
entrant en compétition avec eux pour la nourriture et I'habitat, mais aussi en les inhibant par le

biais du mycoparasitisme.

Le mycoparasitisme s’exerce en s’enroulant autour des hyphes de son hote ; ils sont
attachés par des lacérations covalentes de 1’appressorium. La pénétration s’effectue a 1’aide de
crochets et par la formation d’un appressorium qui sécréete des chitinases et des Bl1-
3glucanases dissolvant la paroi de I’héte. Dans le méme contexte, des études antérieures ont
attribué la capacité des champignons a inhiber les pathogénes a la chitine, le principal
composant de la paroi cellulaire fongique, car elle recouvre les cellules fongiques et les
protége des agressions de I'environnement. Les altérations de la paroi cellulaire entrainent la
dégradation du mycélium. Une dégradation ou une vacuolisation ou une rétraction du
cytoplasme du mycélium peut également étre responsable de Il'inhibition de la croissance
myceélienne des champignons (Benhamou & Chet, 1996; Daami-Remadi et al., 2012; Howell,
2003).
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Les micro-organismes antagonistes disposent d'un large éventail de méthodes de
contrble possibles, mais ils restent relativement inconnus. Les modes d'action varient
également en fonction des partenaires impliqués et des conditions physico-chimiques de
I'environnement (température, humidité, etc.). lls agissent surtout de maniere préventive, mais
peuvent également étre utilisés de maniére curative. Leur efficacité n'est cependant pas
garantie dans tous les cas. En effet, les biomolécules antifongiques sont des substances
secondaires secrétées par les antagonistes au cours de l'antibiose, comme les antibiotiques et
les toxines, et/ou au cours du mycoparasitisme, comme les enzymes lytiques. Ces
biomolécules ont une forte activité antifongique vis-a-vis des phytopathogéenes (Aydi et al.,
2013; Mathivanan et al., 2008).

111.9 Lutte biologique par I’application des huiles essentielles des plantes médicinales
111.9.1. Analyses des huiles essentielles

111.9.1.1. Rendement d’extraction

On a calculé le rendement moyen en HE a partir de la masse seche de la partie

aérienne des plantes étudiées. La figure 31 présente les résultats obtenus :

Rendement (%)

Eu.globulus M.pulegium R. chalepensis

Figure 31. Rendement d’extraction des huiles essentielles d’E. globulus, M. pulegium, et
R.chalepensis
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M. pulegium

D'aprés la figure 31, le rendement en HE a été estimé a 0,99 £ 0,041 % pour I'HE de
M. pulegium. Cette estimation est cohérente avec les résultats de Zwaving & Smith (1971),
qui indiquent que I'HE de la méme espéce provenant de Greéce est de l'ordre de 0,95 %. Le
rendement obtenu a partir de nos échantillons de M. pulegium est inférieur a celui rapporté par
Hmiri et al. (2011) (3,30 %) dans la région d'Asilah (nord du Maroc) et par Yasa et al. (2012)
(1,6 %) a Bodrum (Turquie). Parallelement, Beghidja et al. (2007) ont déclaré que les taux en
HE étaient compris entre 1,16 et 2,19 % pour la méme espéce poussant dans I'Est de
I’Algérie. Ainsi, le rendement enregistré par Uwineza et al. (2018) est de ’ordre de 1,9 %.
Dans le méme contexte Bouhaddouda (2016) a obtenu un rendement de 2,69% a partir de M.
pulegium prélevées dans la Nechmeya (Guelma, Algérie). Par ailleurs, I'étude de Zekri et al.
(2013) sur la composition chimique des espéces de M. pulegium en provenance du Maroc a
quantifié des taux plus importants et largement supérieurs a notre résultat, allant de 5,29 % a
6,2 %.

R. chalepensis

Suivant la figure 31, R. chalepensis a donné un rendement de 0,41 + 0,02 %. Les
résultats enregistrés sont cohérents avec ceux de Merghache et al. (2009), qui ont démontré
une variation du rendement de I'HE de R. chalepensis collectée a Tlemcen (Algérie) en

fonction du lieu et du moment de la récolte, respectivement (0,35-1,28) % et (0,28-0,84) %.

De plus, notre résultat est moins élevé que celui signalé par Chibani et al. (2013), qui
indiquent que la partie aérienne de R. chalepensis récoltée dans la région de Grarem
(Constantine) présente une teneur en HE de 0,80 %. Mé&me constat pour les resultats d’
Aouadhi et al. (2013) avec un rendement de 0,85 % pour la méme espece prélevée dans le Kef

(nord-ouest de la Tunisie).

Ainsi, le rendement enregistré par Daoudi et al. (2016) pour R. chalepensis de la
région de Meknes (Maroc) peut étre considéré comme un taux relativement élevé (1 %). En
revanche, un rendement inférieur a celui de notre étude, éstimée a 0,34 % a été enregistré par

Majdoub et al. (2014) pour la méme plante collectée a Mednine (Tunisie).
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E. globulus

Le rendement de I’HE d’E. globulus est de 0,8 £ 0,15 % (Figure 31). Ces résultats
concordent avec ceux d’lgbal et al. (2006), qui ont montré que le rendement en HE de quinze
E. globulus différents prélevés dans la région de Faissalabad (Pakistan) variait entre 0,41 et
1,06 %.

Cependant, nos résultats sont significativement plus faibles que ceux rapportés par
Benayache et al. (2001) (1,1 %) pour la méme espece dans la région de Constantine (Algérie).
Ainsi que Akolade et al. (2012) ont démontré que le rendement de I’HE extraite des feuilles

d'E. globulus cultivées a Abuja (centre-nord du Nigeria) était de 0,96 %.

Des taux inférieurs a ceux obtenus dans notre étude ont été enregistrés par Selvakumar
(2012) (0,77 %) au Tamil Nadu (Inde) et Boukhatem et al. (2014) (0,2 %) a Blida (Algérie).
L’étude menée par Salem et al. (2018) sur la variation de la composition chimique de I’HE
d'Eucalyptus tunisien en fonction des stades phénologiques a montré que les rendements en
HE d'E. globulus durant les stades végeétatifs et en pleine floraison étaient respectivement de
0,11 et 0,14 %, et que ce rendement avait atteint son optimum au stade de la fructification

tardive, avec une valeurs de 0,32 %.

111.9.1.2. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

Tableau 4. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles des plantes étudiées.

Plante Aspect Couleur Odeur Saveur
R. chalepensis | Liquide huileux Jaune verdatre | Forte odeur fétide Amere
E. globulus Liquide huileux Jaune clair Forte odeur (agréable) | légérement ameére
M. pulegium Liquide huileux Jaune trés pale | Forte odeur menthé Saveur douce

Les huiles obtenues se présentent sous la forme de liquides, de couleur jaune verdatre
avec une saveur ameére pour R. chalepensis, jaune clair avec une saveur aromatique
legerement amere pour E. globulus et jaune tres péle et de saveur douce pour M. pulegium
(Tabeau 4). En ce qui concerne l'odeur, les deux especes, E. globulus et M. pulegium ont
respectivement dégagé une odeur agréable, une odeur camphrée et une odeur mentholée, alors
que R. chalepensis a dégagé une forte odeur fétide. Ces résultats sont conformes aux normes
citées par ’AFNOR (AFNOR, 1996).
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111.9.1.3. Analyse par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse
(GC-MS)
111.9.1.3.1. Eucalyptus globulus

La lecture du spectre GC/MS de I'HE d'E. globulus a permis d'identifier 26 composes,

constituant 100% de sa composition totale de I'huile (Tableau 5, Figure 32 et Annexe 6).

Tableau 5. Composition chimique de I’huile essentielle d’E. globulus

Compound Name RT Area %
D-Limonene 15.38 0.23
Eucalyptol 15.80 5.64
Sabinene 17.96 0.43
Benzene, Methyl (1methylethyl) (CAS) 19.45 5.73
3-Octanol (CAS) 26.87 0.18
Athujone 29.77 0.46
Cyclohexanone, 5Smethyl2 (1methylethyl), (2Rcis) (CAS) 31.12 1.90
Cyclohexanone, 5methyl2 (1methylethyl), Cis(CAS) 32.81 0.52
Bicyclo [2.2.1] Heptan2one, 1, 7,7trimethyl, (1R) 34.23 2.53
Linalool 36.36 1.08
1TERPINEOL 37.14 1.10
Pentalene, Octahydro 2,5 Dimethyl(CAS) 38.04 1.17
3-Cyclohexenlol, 4methyl1 (1methylethyl) 39.51 7.76
1TERPINEOL 41.01 0.73
Pulegone 42.01 3.45
Cryptone 43.43 13.45
Propanal, 2methyl3phenyl 49.75 5.81

Benzenemethanol, A A 4trimethyl (CAS) 53.49 1.08
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3,5Heptadienal, 2ethylidene6m Ethyl (CAS) 57.58 1.32
(-) Myrtenol 59.85 0.38
acetic aciddamethyll,2,3,4,4a,5,6,7- octahydro-naphthalen2ylester 61.29 0.48
Globulol 64.70 1.50
() Spathulenol (CAS) 67.09 33.55
Phenol, 2methyl5 (1methylethyl) (CAS) 70.32 4.52
Phenol, 2methyl5 (1methylethyl) (CAS) 71.64 2.69
2,50ctadecadiy Noic Acid, Methyl Ester 75.41 2.31
Total 100,00

TR : temps de rétention

La composition chimique de ’HE d’E. globulus se compose essentiellement de
constituants monoterpéniques oxygenes (40,97 %), principalement I’Eucalyptol (5,64 %), 3-
Cyclohexenlol, 4methyll (1methylethyl) (7,76 %), le Pulegone (3,45 %), le Propanal,
2methyl3phenyl (5,81 %) et le Phenol, 2methyl5 (1methylethyl) (4,52 %). La famille des
sesquiterpenes oxygénés a également été quantifiée a 35,05 %, dont le Spathulenol est sans

aucun doute le composant le plus abondant représentant 33,55 % de I’huile totale.

La famille des monoterpenes hydrocarbonés représente 7,56 % de la composition de
I’HE, et est principalement composée de Benzéne, Méthyle (1methylethyl) (5,73 %), ’'HE
d'E. globulus a également montré que la cryptone était dominante (13,45 %).

Pour les autres constituants, leur pourcentage est plus faible : Cyclohexanone, 5Smethyl
2 (1methylethyl), (2Rcis) (1.90 %), Bicyclo [2.2.1] Heptan2one, 1, 7, 7 trimethyl (2,53 %),
Linalool (1.08 %), 1Terpineol (1.10 %), Pentalene, Octahydro 2,5 Dimethyl (1.17 %),
Benzenemethanol, A A 4trimethyl (1.08 %), 3,5Heptadienal, 2ethylideneém Ethyl (1.32 %),
Globulol (1.50 %), Phenol, 2methyl5(1methylethyl) (2.69 %), 2,50ctadecadiy Noic Acid,
Methyl Ester (2.31 %).
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B Eucalyptol
5,64%
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Cryptone

Propanal, 2methyl3phenyl

B Spathulenal (CAS)

W autres

Figure 32. Principaux composés de I'huile essentielle d’E.globulus

En comparant les résultats obtenus avec la littérature, on a constaté que I’HE d’E.

globulus présente une composition chimique tres variable.

Ainsi, il apparait que les HEs d’E. globulus de nos échantillons ont des compositions
chimiques différentes. Celles-ci sont dominées soit par des monoterpenes 0Xygénés
(Eucalyptol,  3-Cyclohexenlol, 4methyll  (1methylethyl),  Pulegone,  Propanal,
2methyl3phenyl, et Phenol, 2methyl5 (1methylethyl)) soit par des sesquiterpénes oxygénés
(Spathulenol). En outre, de faibles niveaux de monoterpenes hydrocarbonés ont été
enregistres. 1l serait donc intéressant d’étudier la variabilité chimique possible des HES des

parties aériennes d’E. globulus récoltés dans différentes régions d’Algérie.

Nos résultats confirment ceux présentés par Akolade et al. (2012) et Bey-ould Si Said
(2014), qui rapportent la dominance des monoterpénes oxygénés, des sesquiterpenes
oxygenés et des monoterpénes hydrocarbonés, mais avec des proportions différentes
respectivement (46,5 %-79,43 %), (1,23 %.-13,89 %) et (23,37 %-6,67 %).

Auparavant, les travaux portant sur la variation de la composition chimique des HEs
d’E. globulus ont révélé que le principal composant des huiles essentielles d'Eucalyptus était

I ’Eucalyptol (1,8-cinéole).

D’aprés 1’étude de Boukhatem et al. (2014) a Hammam Righa (Ain-Defla), 1’analyse
CG et CG/SM des HEs d’E. globulus de la région de Blida (Algérie) montre que la partie
aerienne a deux constituants majeurs : I’'Eucalyptol (1,8-cinéole) (51,08 %) suivi de 1'a-pinéne
(24,6 %).
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Par ailleurs, des études antérieures ont montré que I'HE d’E. globulus provenant

d'Algérie se caractérise par un taux élevé d Eucalyptol (71,3 %) (Benayache et al., 2001).

Cependant, les travaux menés par Bey-ould Si Said (2014) sur la méme plante
prélevée a Bejara (Algeérie) ont rapporté I'Eualyptol comme constituant majeur (55,9 %).

Une étude comparative des composants chimiques des HEs de quinze individus
differents d’E. globulus prélevés dans la région de Faissalabad (Pakistan) a révélé que les
principaux composants identifiés dans ces HEs étaient a-pinene (1,68 %-26,96 %), B-pinene
(0,81 % - 28,57 %), a-phellandrene (0 - 35,24 %), 3-carene (0 - 27,71 %), y-Terpinene (O -
49,24 %), Eucalyptol (1,8 - cineol) (17,46 % - 51,62 %) (Igbal et al., 2006).

En effet, dans les différentes recherches mentionnées précédemment, I'HE d'E.
globulus présente une teneur en 1,8-cinéol (Eucalyptol) importante par rapport a I'HE de la
plante étudiée. En outre, cette huile présente une composition chimique totalement différente
de celles des HEs déja publiées dans la littérature. Elle présente un profil chimique spécifique
composé de Spathulenol, Cryptone, 4methyll (Lmethylethyl) en concentrations significatives,
avec une prédominance du Spathulenol. D'autre part, la teneur en 1,8-cinéol (eucalyptol) de
cette huile est faible, de 1’ordre de 5,64 %.

Dans le méme contexte, Akolade et al. (2012) ont démontré que I’HE d’E. globulus
d’Abuja (centre-nord du Nigeria) posséde plusieurs constituants majeurs : le Terpinen-4-ol
(23,46 %), le y-Terpinene (17,01 %), le spathulenol (8,94 %) et le p-cymene (8,10 %) avec

I’absence totale de 1,8-cineol (Eucalyptol).

Viturro et al. (2003) ont observé que I'huile extraite des feuilles d'E. globulus,
obtenues par hydrodistillation pendant plus d’une heure, peut contenir plus de composants et

un plus grand nombre de sesquiterpénes que I'huile distillée pendant une heure.
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111.9.1.3.2. Mentha pulegium

L’analyse par GC/MS de I'HE de M. pulegium a permis de mettre en évidence 17

composes, représentant 100 % de la composition de I'huile. Le tableau 06, la figure 33 et

I’annexe 6 illustrent les résultats obtenus.

Tableau 6. Composition chimique de I’huile essentielle de M . pulegium

Compound Name
D-Limonene
1,4Cyclohexadiene, 1methyl4 (1methylethyl)
Benzene, methyl (1methylethyl) (CAS)
ETHYL AMYLCARBINOL
Cyclohexanone, 5methyl2 (1methylethyl), cis(CAS)
Cyclohexanone, 5methyl2 (1methylethyl), (2Rcis)
Bicyclo [2.2.1] heptan2one, 1, 7,7trimethyl, (1R)
(+)-MENTHYLACETATE
Isopulegone
Thymylmethylether
neo-Menthol
Cyclohexanone, 5methyl2 (1methylethylidene)
2Cyclohexenlone, 3methyl6 (1methylethyl) (CAS)
2Cyclohexenlone, 3methyl6 (1methylethylidene) (CAS)
2Allyl4methylphenol
Phenol, 2methyl5 (1methylethyl) (CAS)
Phenol, 5methyl2 (1methylethyl) (CAS)

Total

TR : temps de rétention

RT

15.34

17.93

19.43

26.86

31.14

32.80

34.21

35.14

37.77

38.24

41.04

42.04

46.69

57.32

61.18

69.54

70.28

Area %

1.26

4.89

5.27

1.16

19.31

4.76

0.43

0.42

0.28

4.57

0.27

36.01

3.04

5.37

0.96

0.61

11.39

100
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Les résultats figurant dans le tableau 6 montrent que la composition chimique de I'HE
de M. pulegium est dominée par les monoterpénes oxygénés (72,43 %), tandis que les
monoterpénes hydrocarbonés représentent 11,42 %. La majeure partie de l'huile était
caractérisée par des monoterpenes oxygénés, avec Cyclohexanone, 5methyl2
(Imethylethylidene) (36.01 %) comme composeé le plus abondant. Les autres composés
identifiés comprennent Cyclohexanone, 5methyl2 (1methylethyl), cis(CAS) (19.31 %),
Phenol, 5methyl2 (1methylethyl) (CAS) (11.39 %), 2Cyclohexenlone, 3methyl6
(Imethylethylidene) (CAS) (5.37 %), le Thymylmethylether (4.57 %), Cyclohexanone,
5methyl2 (1methylethyl), (2Rcis) (4.76 %), 2Cyclohexenlone, 3methyl6 (1methylethyl)
(CAS) (3.04 %). Le reste des constituants contient des pourcentages plus faibles, a savoir :
I’Isopulegone (0.28 %), le neo-Menthol (0.27 %), 2Allyldmethylphenol (0.96 %), Phenol,
2methyl5 (1methylethyl) (CAS) (0.61%).

Les principaux monoterpénes hydrocarboneés trouvés dans cette huile sont :

D-limonene (1.26 %), 1,4Cyclohexadiene, 1methyl4 (1methylethyl) (4.89 %) et
Benzene, methyl (1methylethyl) (CAS) (5.27 %).

5.27%
m Cymol
Isomenthone
H p-Menth-4(8)-en-3-one

M Piperitenone

Thymol (CAS)

| Autres

Figure 33. Principaux composés de I'huile essentielle de M. pulegium

D'aprés l'analyse des résultats, il ressort que I'HE de M. pulegium collectée dans la
région de Biskra est tres différente de celles citées dans la bibliographie et dévoile un
chémotype spécifique par la présence de trois composés: p-Menth-4(8)-en-3-one,
Isomenthone et Thymol, en concentrations importantes et I'absence totale de pulégone.
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En effet, plusieurs auteurs ont révélé que I'HE de M. pulegium contient de la pulégone
comme constituant majeur, a savoir : Boukhebti et al. (2011) : 38.815 % a Setif (nord-est
algérien) ; Stoyanova et al. (2005) : 42,9-45,4% en Bulgarie ; Lorenzo et al. (2002) : 73,4 %
en Uruguay ; Mkaddem et al. (2007) : 41,8 % en Tunisie.

Dans ce contexte, les études menées sur le M.pulegium poussant dans deux régions
différentes du nord du Maroc (Ouazzane et Asilah) ont rapporté des teneurs en pulégone de
I’ordre de 90,2 % et 80,28 % respectivement (Hmiri et al., 2011, 2013). Cependant, les
travaux effectués par Uwineza et al. (2018) sur la méme plante marocaine ont montré que la
pulégone est le principal constituant des HEs de M. pulegium, dont la teneur est de 84,75 %.
Par ailleurs, une étude menée par Rodrigues et al. (2013) sur 14 populations de M. pulegium
d’origines géographiques différentes, au Portugal continental, a révélé que le chémotype
pulégone est le plus répandu (52-82 %), suivi de I'isomenthone (2-36 %), de la menthone (0,1-
17 %) et de la pipérénone (1-15 %).

De méme, les travaux entrepris par Yasa et al. (2012) ont révélé que les HEs de M.
pulegium provenant de Bodrum (Turquie) sont riches en pulégone (34,7 %), pipérénone (31,4
%) et isomenthone (17,6 %).

D'autres travaux antérieurs aux notres ont révélé I'existence de composés majoritaires,

a savoir : la piperitone et la pipérénone, mais a des taux variables.

En revanche, I’HE de la région de Nechmeya (Guelma - Algérie) est composée d’un
seul composant majoritaire, la piperitone (65,019 %), avec I’absence totale de pulégone
(Bouhaddouda, 2016).

Par ailleurs, ’analyse de ’HE de la méme plante, récoltée dans la région de Boulmane

(Skoura, Maroc), présente le chimiotype pipéritone (35,56 %) (Elhoussine et al., 2010).

De plus Mahboubi & Haghi (2008) (Mahboubi & Haghi, 2008) confirment la richesse
en pipéritone (38,0 %) et pipérénone (33,0 %) des HEs de M. pulegium collectées dans la

région de Kazeron (province de Fars, Iran), avec de faibles teneurs en pulégone (2,3 %).

Par ailleurs, lI'analyse de I'HE de la méme plante, récoltée dans la région de Boulmane

(Skoura, Maroc), montre le chémotype piperitone (35,56%) (Elhoussine et al., 2010).

Par ailleurs, Mahboubi & Haghi (2008) confirment la richesse en piperitone (38,0 %)
et piperenone (33,0 %) des huiles essentielles de Mentha pulegium récoltées dans la région de

Kazeron (province de Fars, Iran), avec de faibles teneurs en pulegone (2,3 %).
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Enfin, la comparaison de nos résultats aux résultats publiés dans la littérature montre

une grande variabilité du chémotype de I’HE de M. pulegium d'une région a l'autre.

111.9.1.3.3. R.uta chalepensis

La GC/MS de I'HE de R. chalepensis a révélé 9 composants, qui représentent 99,99 %

au total de sa composition (Tableau 07, Figure 34 et Annexe 6).

Tableau 7. Composition chimique de I’huile essentielle de R. chalepensis

Compound Name

dl-Limonene

Eucalyptol

p-Cymene

Acetic acid, 2-ethylhexyl ester

Camphor

trans- 4-1sopropyl-1-methyl-2-cyclohexen-1-ol
3-Cyclohexen-1-ol,4-methyl-1-(1-methylethyl)

1-terpineol (Terpenene-1-ol)

Borneol

Total

TR : temps de rétention

RT

15.28

15.72

19.37

31.95

34.23

37.13

39.49

40.99

45.17

Area %

1.56

3.12

1.05

1.35

76.57

3.55

1.70

2.34
8.75

99.99

Le tableau montre que I'HE de R. chalepensis est composée essentiellement de

monoterpenes oxygeénés (97,38 %), parmi lesquels le camphor (76,57 %), le borneol (8,75 %),

I'eucalyptol (3,12 %), le trans-4-lsopropyl-1-méthyl-2-cyclohexene-1-ol (3,55 %) et le 1-

terpineol (Terpenene-1-ol) (2,34 %). De plus, la famille des hydrocarbures monoterpéniques

représente 2,61 % de la composition totale de I'HE, et est essentiellement constituée de dl-

Limonene (1,56 %) et de p-Cymene (1,05 %).
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B trans- 4-lsopropyl-1-
methyl-2-cyclohexen-1-ol
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Eucalyptol
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Figure 34. Principaux composes de I'huile essentielle de R. chalepensis

Suite a I'analyse de nos résultats, il a été constaté que I'HE de R. chalepensis collectée
dans la région de M'chounech (Biskra) est complétement différente de celles rapportées dans
la littérature, avec un chémotype différent dans lequel le camphre est le composant dominant
a 76,57 %.

De nombreux auteurs ont confirmé que I’HE de R. chalepenssis est dominée par deux

composés majeurs, mais a des taux différents : la 2-undécanone et la 2-nonanone.

En effet, les résultats enregistrés par Merghache et al. (2009) ont révélé que I'HE de R.
chalepensis de Beni Mester (Tlemcen, Algérie) est principalement dominée par la 2-
undécanone (20,40 % - 82,74 %). Cependant, les travaux de Bnina et al. (2010) sur la méme
plante dans la région de Jemmel (Monastir, Tunisie) ont montré que la 2-undécanone est le
composé principal dans les feuilles et les fleurs (34,7 % et 72,0 %, respectivement), tandis que
la 2-nonanone constitue le composant principal des HEs dans les tiges. En outre, une étude
menée par Mejri et al. (2012) sur la méme espece dans la région de Zaghouan (Tunisie), a
montré que le chémotype undécan-2-one (77,7 %) est le plus répandu, suivi de I’E-farnesal
(12,13 %).

De méme, les études de Majdoub et al. (2014) ont montré que I'HE de R. chalepensis
de Mednine (sud de la Tunisie) est riche en 2-undécanone, suivie de la 2-nonanone (27,15 %).
Par ailleurs, I’analyse de I’HE de la méme plante, poussant en Turquie, montre que la 2-
undécanone (66,49 %) et la 2-nonanone (16,24 %) sont les principaux constituants (Baser et
al., 1996). Dans le méme contexte, Rustaiyan et al. (2002) confirment la richesse des HEs de
R. chalepensis poussant en Iran en 2-Undecanone (52,5 %) et en 2-nonanone (24,1 %).

92



Chapitre 111 Résultats et Discussion

En revanche, I’HE de R. chalepensis cultivée dans les plaines de I'Inde est composée
d’un composé majoritaire, le 2-Undécanone (41,3-67,8 %) suivie de la 2-nonanone (Bagchi et
al., 2003).

Par contre, Chibani et al. (2013) ont rapporté que I’HE de R. chalepensis provenant de
Grarem (a ’est de I'Algérie) est caractérisée par la présence de 2-acétoxytétradécane (58,44
%), de 2-acétoxytridécane (19,07 %) et de 2-tridécanone (6,39 %). En revanche, I’HE de la
région du Kef (Tunisie) présente différents constituants majeurs : le menthol (49,92 %), le
linalol (31,1 %) et le 2-hexanal (5,2 %) (Aouadhi et al., 2013).

Les résultats de cette étude nous permettent de conclure que la quantité et la qualité de
la composition chimique des HEs des plantes étudiées, R. chalepensis, M. pulegium et E.
globulus, présentent une grande variabilité. Cette variation du rendement et de la composition
chimique peut étre liée a différents facteurs, a savoir : la localisation géographique, la durée et
le lieu de séchage, la température, le type de sol, les conditions environnementales, les
maladies causées par des agents exogenes, les techniques de récolte et d'extraction des
plantes, ainsi que le stade végétatif de la plante (Atailia & Djahoudi, 2015; Bergheul, 2018;
Daoudi et al., 2016).

Il convient également de noter que la technique et le moment de I'extraction affectent
la composition chimique des HEs. En effet, le volume d'eau et le moment de I'extraction sont
deux facteurs qui agissent sur la teneur en composes oxygénés de I'HE, l'eau agissant sur

I'oxydation ou I'nydrolyse de ces composés (Mejri et al., 2012).

En outre, le temps d'hydrodistillation est tres important quant au nombre de
composants et a la prédominance des monoterpénes dans I'huile essentielle extraite (Viturro et
al., 2003).

111.10 Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles des différentes espéces

étudiées sur la croissance mycélienne

Afin d'évaluer I'activité antifongique des HESs des trois plantes, des tests antifongiques
ont également été realisés vis-a-vis du patogéne M. scaettae. Pour démontrer cette activité, la
technique du contact direct a été appliquée. Cette methode se base sur la mise en contact de
I’HE avec la souche fongique et sur I’observation de I'absence ou de la présence de croissance
mycélienne. Cette méthode a été utilisée pour calculer la croissance mycélienne (cm), le taux

d'inhibition de la moisissure testée et la concentration minimale inhibitrice (CMI).
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En vue de déterminer I'effet des HEs d'E. globulus, de M. pulegium et de R.
chalepensis sur la croissance mycélienne des souches de M. scaettae, trois concentrations ont
été utilisées : 0,25, 0,5 et 1 ul /ml PDA pour M. pulegium et R. chalepensis et 0,5, 1 et 1,5 ul
/ml de PDA pour E. globulus.

111.10.1. Estimation de la croissance mycélienne

Les graphiques ci-dessous représentent la croissance mycélienne de M. scaettae traité

avec les HEs étudiées.
Eucalyptus globulus

La figure 35 montre que I'HE d'E. globulus possede un important pouvoir antifongique
important contre la souche de M. scaettae a la concentration (1,5 pl /ml PDA) ou les

diametres de croissance mycélienne sont nuls.

A la concentration de 0,5 pul /ml PDA, on observe qu'a partir du cinquiéme jour, la

croissance se déclenche légérement jusqu'a une valeur maximale de 2,20 £ 0,73 cm.

La concentration de 1 pl /ml de PDA présente une croissance quasiment constante en
fonction du temps. La croissance mycélienne augmente progressivement a partir du 4°™ jour
pour atteindre une valeur maximale estimée a 0,21 + 0,21 cm, bien inférieure a celle du
témoin (3,42 + 0,79 cm) (Photo 16).

témoin
0,5ul /ml
1ul /ml
1,5ul /ml

Croissance mycélienne (cm)
N

i1 i2 i3 ia i5 i6 i7

Durée d’incubation (jour)

Figure 35. Croissance myceélienne de M. scaettae en fonction des différentes concentrations
de I’HE d’E. globulus.
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Mentha pulegium

En ce qui concerne la figure 36, une distribution linéaire relativement proche a été
observée pour les trois doses étudiées. Pour les doses de 0,5 et 1 ul /ml PDA, on observe que
I'HE de M. pulegium possede une forte activité antifongique contre les souches de M. scaettae
a tel point qu'aucune croissance n'a été observée. De plus, on constate que méme avec la
concentration la plus faible (0,25 pl /ml PDA), la croissance mycélienne a progressé trés
Iégerement des les premiers jours d’essai. Elle se déclenche a partir du deuxiéme jour (0,03 +
0,06 cm), puis trés lentement, jusqu'au cinquiéme jour ou elle s'est stabilisée et a atteint une

valeur maximale estimee a 0,08 + 0,14 cm (Photo 17).

1.4
— 1.2
£
A
@ 1
S
Q2
g 0.8 témoin
>
€ 056 0.25ul /ml
)
2 0.5ul /ml
g 0.4
.§ 1ul /ml
o 0.2

|
|

i 2 i3 4 is i6 i7

Durée d’incubation (jour)

Figure 36. Croissance mycélienne de M. scaettae en fonction des différentes concentrations
de I’HE de M. pulegium.

Ruta chalepensis

Le résultat obtenu avec I’HE de R. chalepensis montre une activité antifongique
significative sur la souche M. scaettae a une concentration de 1 pl /ml PDA, ou la croissance a
été pratiquement stable en fonction du temps. Une Iégere croissance mycélienne est survenue
apres le quatrieme jour d’incubation jusqu'a une valeur maximale de 0,02 + 0,03 cm, bien
inférieure a celle du témoin (0,97 + 0,64 cm) (Figure 37).

Néanmoins, I’HE de R. chalepensis, & des concentrations de 0,25 ul /ml, s’est révélée
inactive contre la souche de M. scaettae, & partir du 2™ jour. Une augmentation progressive
de la croissance myceélienne a alors été observee, atteignant une valeur maximale de 0,75 +
0,54 cm, proche de celle du témoin (0,97 + 0,64 cm). En revanche, a une concentration de 0,5
ul /ml, la croissance évolue a un rythme lent durant quasiment tout le temps, atteignant une

valeur maximale de 0,35 £ 0,61cm (Photo 18).
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Figure 37. Croissance mycélienne de M. scaettae en fonction des différentes concentrations
de I’HE de R. chalepensis.

111.10.2. Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus pour chaque concentration d'huile essentielle des différentes
plantes testées sont illustrés dans les figures 38, 39 et 40. Ces dernieres montrent le taux

d'inhibition antifongique apres sept jours d'incubation.
Eucalyptus globulus

L'analyse de la variance a montré que les concentrations d'HE d'E. globulus avaient un
effet trés significatif sur la croissance mycélienne (P<0,001) (Annexe 7, Tableau 1). Les trois
concentrations testées ont montré des valeurs différentes de taux d'inhibition sur la croissance
mycélienne. La souche testée était trés sensible & la concentration de 1,5 pl/ml, avec un taux
d'inhibition de 100% (Photo 16). A 1 pl/ml, I'nuile a inhibé M. scaettae a 94 + 6,21 % (Figure
38). En effet, la concentration de 0,5 pl/ml a induit une faible inhibition de la croissance
mycélienne (35,76 + 21,46 %).

La classification des groupes homogenes en fonction de la concentration a révélé une
difference hautement significative. Il apparait que la concentration de 0,5 pl/ml constitue un
groupe indépendant (B) avec le taux le plus faible. Par contre, les deux concentrations (1 et

1,5) pl/ml sont regroupées dans le groupe (A).
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Figure 38. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de M. scaettae vis-a-vis de 1’effet
de I’'HE d’E.globulus.

Témoin 0.5 pl/ml PDA 1 pl/ml PDA 1,5 pl/ml PDA

Photo 16. Photographie de la croissance mycélienne de M. scaettae en fonction des
différentes concentrations d’huile essentielle d 'E. globulus aprés 7 jours d’incubation.

Mentha pulegium

Les résultats obtenus pour l'activité antifongique de I’HE de M. pulegium sont
présentés a la figure 39. Les trois concentrations d'huile essentielle (0,25 pl/ml, 0,5 pl/ml et 1
ul/ml) présentent un fort pouvoir antifongique vis-a-vis de la souche M. scaettae. En effet, la
souche testée est trés sensible a ces concentrations, avec des taux d'inhibition de 92,90 +
12,28 %, 100 % et 99,71 + 0,49 % respectivement (Photo 17).

Une analyse de variance a ensuite été utilisée pour étudier les résultats du taux
d'inhibition de la croissance mycélienne en fonction des concentrations. Selon cette analyse
de variance, aucune différence n'a été observée entre les doses, comme le démontre 1’analyse
de différence non significative p = 0,43 (P > 0,05) (Annexe 7, Tableau 2). De plus, ils sont
regroupés dans un méme groupe (A).
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Figure 39. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de M. scaettae vis-a-vis de 1’effet
d’huile essentielle de M. pulegium.

Témoin 0.25 pl/ml PDA 0.5 pl/ml PDA 1 pl/ml PDA

Photo 17. Photographie de la croissance mycélienne de M. scaettae en fonction des
différentes concentrations d’huile essentielle de M. pulegium aprés 7 jours d’incubation.

R. chalepensis

Les résultats de I'analyse de variance (Annexe 7, Tableau 3) ont démontré un effet
hautement significatif (P < 0.001) des différentes concentrations d'HE de R. chalepensis sur le

taux d'inhibition de la croissance myceélienne.

D'apres nos résultats, les valeurs obtenues montrent que le taux d’inhibition varie
considérablement entre les différentes concentrations appliquées. En effet, les doses de 0,5 et
1 pl/ ml présentent une inhibition significative contre la souche étudiée, avec un taux
d’inhibition de 78,12 + 11,08 % et 83,48 + 1,78 % respectivement. Par contre, la dose de 0,25
ul/ml montre une faible inhibition de 47,88 + 1,78 % (Figure 40, Photo 18).
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Les résultats ci-dessus ont montré une relation proportionnelle entre le taux
d'inhibition et la concentration en HE : plus la concentration en huile essentielle est faible,
plus le taux d'inhibition est faible. Selon le test de Newman—Keuls, la classification des
groupes homogeénes en fonction de la concentration en HE était hautement significative. On
constate que la concentration de 0,25 pl/ml PDA représente un groupe indépendant (B) avec

le taux le plus faible. En revanche, les deux concentrations (0,5 et 1) ul/ml sont regroupées
dans le groupe (A).
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Figure 40. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de M. scaettae vis-a-vis de 1’effet
d’huile essentielle de R. chalepensis.

Témoin 0.25 nl/ml PDA 0.5 ul/ml PDA 1 ul/ml PDA

Photo 18. Photographie de la croissance mycélienne de M. scaettae en fonction des
différentes concentrations d’huile essentielle de R. chalepensis aprés 7 jours d’incubation.
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111.10.3. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La CMI est déterminée lorsque les souches de M. scaettae sont totalement inhibées

aux différentes concentrations adoptées pour les trois especes étudiées.

Les résultats obtenus ont montré que la souche fongique M. scaettae est trés sensible
aux HEs d'E. globulus et de M. pulegium, pour lesquelles une activité inhibitrice de 100 % a
été observée, avec des valeurs de CMI de 1,5 et 0,5 pl/ml respectivement. Dans le cas de R.
chalepensie, M scaettae a montré un degré de résistance pour lequel aucune inhibition
compléte (100%) n’a été obtenue, mais compte tenu des doses utilisées, ce champignon est

toujours sensible a I'HE de cette plante.
Le tableau 8 présente les valeurs obtenues.

Tableau 8. CMI100 en pl/ml des trois espéces étudiées vis-a- vis de M. scaettae.

CMli00 E.globulus M. pulegium R.
chalepensis

M. scaettae 1,5 0,5 -

I111.11 Discussion

Nos résultats sont difficilement comparables a la littérature, car aucune recherche n'a
été menée sur l'effet des HEs sur le phytopatogene M. scaettae. En fait, notre étude est
considérée comme la premiére a aborder ce sujet. Pour cela, nous avons essayé d'étudier
I'effet de trois plantes médicinales (E. globulus, M. pulegium et R. chalepensis) connues pour

leur activité antifongique dans la lutte contre le pathogéne fongique étudié.

Les résultats obtenus montrent que les HEs des trois plantes ont un tres fort effet
antifongique sur la souche M. scaettae. En ce qui concerne la cinétique de croissance
mycélienne, il a été observé que la croissance du Témoin augmentait avec la durée
d'incubation. Cependant, une relation inverse entre la croissance mycélienne et la
concentration en HE a été rapportée. Par conséquent, le diamétre du mycélium diminue avec
l'augmentation de la concentration. Dans le méme contexte, le taux d'inhibition de la
croissance mycélienne a également atteint 100 % pour E. globulus et M. pulegium et plus de
83,48 % pour R. chalepensis. En termes d'efficacité, la souche M. scaettae s'est montrée plus

sensible aux différentes concentrations étudiées.
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Dans le cas de I'huile essentielle d'E. globulus, I'effet antifongique a été trés fort sur la

souche de M. scaettae, avec une concentration inhibitrice a 100 % était de 1,5 pl/ml.

En confrontant nos résultats a la littérature, nous constatons que I'activité antifongique
de cette huile est proche de celle rapportée dans des études antérieures. En revanche, Souza et
al. (2005) révelent que les HEs d'E. globulus présentent un pouvoir antifongique plus fort

contre Rhizopus spp, A. figer, Penicillium spp, A. fiavus et Fusarium spp.

Dans une autre étude, Belyagoubi Larbi (2006) a évalué I’activité antifongique des
HEs d'E. globulus collectées dans la région du Mansora (Tlemcen) contre plusieurs micro-
organismes dont Rhizopus stolonfer, A. flavus, A. niger, Penicillium, F. oxysporum et
Trichoderma. Les résultats ont donné des indices antifongiques variant de 53,33 % a 94,44
%, dans cette étude, il a été noté que I'HE d'E. gobulus n‘avait pas d'effet inhibiteur total sur
les souches étudiées méme a la concentration la plus éelevée utilisée. Alors que Rai et al.
(1999) ont eégalement rapporté que F. oxysporum était le plus résistant a I'effet de I'huile d'E.
globulus par rapport aux autres especes de Fusarium (F. soloni, F. oxysporum, F.
pallidoroseum, F. acuminatum et F. chlamydosporum), et que sa CMI était de I'ordre de 250
ul /ml. Pattnaik et al. (1996, 1997) ont obtenus les mémes résultats en montrant que l'espéce
F. oxysporum est plus résistante aux HEs d'E. globulus que A. oryzae, A.fumigatus et A. citrii.
Dans le méme contexte, Daroui Mokadem (2012) a estimé la valeur de la CMI pour le
champignon Penicillium chrysogenum a 160 pg/ml. En effet, Vilela et al. (2009) ont rapporté
que la concentration inhibitrice a 100 % des deux especes A. flavus et A. parasiticus, était de
1 000 pl.

En revanche, nos résultats ont confirmé la capacité de I'HE de M. pulegium a inhiber
totalement la croissance de M. scaettae a une concentration de 0,5 pl/ml. Cela confirme les
résultats obtenus par d'autres chercheurs qui ont démontré le pouvoir antifongique des huiles
essentielles de la méme espéce. Cependant, Uwineza et al. (2018) ont révélé une inhibition
totale de la croissance mycélienne de F. culmorum avec une concentration de 1,25 ml/I, de
méme que la croissance mycélienne de B. sorokiniana a été ralentie avec les concentrations de
0,156 ml/ L et 0,312 ml/l, sans pour autant I'inhiber complétement. En revanche, Hmiri et al.
(2011) ont rapporté que I'HE de M. pulegium inhibait totalement la croissance myceélienne des

moisissures A. alternata et P. expansum a un volume de 10 pl.
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Dans une autre étude, Hmiri et al. (2013) ont confirme ces resultats et ont montre qu'A.
alternata était la plus sensible a une concentration de 156 pl/l, tandis que P. expansum et B.
cinerea étaient totalement inhibés a partir de 300 pl/l. Par ailleurs, Lahlou et al. (2005) et Sara
(2018) ont démontré que I’HE de M. pulegium inhibait complétement la croissance
mycélienne de 1’agent pathogéne Penicillium sp. a un volume de 20 pl, et de 80ul pour P.
italicum et P. digitatum. En outre, Hajlaoui et al. (2009) ont déclaré que les espéces
fongiques B. cinerea, F. culmorum, F. oxysporum, A. flavus, A. niger et Trichoderma sp.
¢taient toutes sensibles a I’activité antifongique de I’HE de cette plante a un volume de 10 pl.
Ces résultats concordent avec ceux de Bouhaddouda (2016), ou la CMI pour la croissance

d’Aspergillus sp. et de Fusarium sp. était respectivement de 3 ul/ml et 5 pl/ml.

Dans le cas de I'HE de R. chalepensis, comparée aux deux plantes étudiees, elle s'est
avérée moins active contre M. scaettae, ou elle n'a pas complétement inhibé la croissance du
pathogene, mais I'a significativement ralentie. En comparant nos résultats avec ceux de la
littérature, on constate que l'activité antifongique de cette huile est proche de celle rapportée
dans des études antérieures. De méme, 1’étude réalisée par Aouadhi et al. (2013) a révélé que
I’HE de R. chalepensis exerce une activité antifongique considérable contre A. niger, A. flavus
et Candida albicans, avec des CMI allant de 3,25 a 6,25 %. Dans le méme contexte,
(Bergheul, 2018) a noté une inhibition totale de FORL, B. cinerea et A. solani a une
concentration de 2 %. Par ailleurs, Bnina et al. (2010) ont démontré que I’'HE de fleurs de R.
chalepensis avait un effet antifongique plus puissant que celui des HEs de tiges et de feuilles,
avec une activité antifongique modérée vis-a-vis de T. viride. lls ont également observé une
légere activité antifongique contre Penicillium sp. & une concentration de 7 pl/disc, mais
aucune activité antifongique contre les souches : A. solani, B. cinerea, F. sambucinum, F.

solani et T. harzianum.

En effet, I’efficacité antifongique élevée des HEs d’E. globulus, de M. pulegium et de
R. chalepensis est peut-étre attribuée a la teneur élevée en composeés monoterpéniques
oxygénés et a I’effet synergique des composants mineurs. D'autre part, plusieurs études ont
révélé que les monoterpénes oxygenés sont des agents antimicrobiens actifs (Kordali et al.,
2003; Lucini et al., 2006). En outre, Kordali et al. (2003) ont demontré que les composés
monoterpenes oxygénés des HEs d'Artemisia santonicum et d'Artemisia spicigera ont une

activité antifongique plus élevée.
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D’apres la littérature, les composés chimiques tels que les phénols (1,8 cinéole,
carvacrol, octanol, etc.), les alcools (a-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes et les
cetones (Camphre, etc.) sont connus pour étre des agents antimicrobiens actifs (Celiktas et al.,
2007). Cependant, (Dorman & Deans, 2000) affirment que I'activité antifongique observée
des HEs est due non seulement a leurs composés majoritaires, mais aussi a d'autres composés
mineurs qui ont la capacité d’interagir de maniére antagoniste ou synergique pour générer un
pouvoir antifongique significatif. Dans ce sens, une étude publiée par Céardenas-Ortega et al.
(2005) a démontré une inhibition compléte des souches d'A. flavus par la pipéritone a des
concentrations faibles. De plus, I'effet synergique observé avec la combinaison du thymol et
du carvacrol, méme a de faibles concentrations, confére un large spectre d'activité

antimicrobienne (Didry et al., 1993).

En effet, Lucini et al. (2006) ont démontré que la différenciation sclérotique était
principalement retardée par le camphre, le 1,8-cinéole, le linalol et le menthol. L'étude de
Sharma & Tripathi (2006) a montré que les HEs provoquent la dégénérescence des hyphes
fongiques, qui semblent vides de contenu cytoplasmique, et la disparition de la rigidité et de
I'intégrité de la paroi cellulaire. Dans ce contexte, de nombreuses études ont demontré que la
toxicité des phénols vis-a-vis des moisissures est basée sur la désactivation des enzymes
fongiques qui renferment le groupe SH sur leur site actif. En outre, les terpenes phénoliques
se lient aux groupes amine et hydroxylamine des protéines membranaires des micro-
organismes, ce qui provoque une perturbation de la perméabilité et une perte des composants
intracellulaires (Celimene et al., 1999; Cowan, 1999; Farag et al., 1989; Juven et al., 1994;
Knowles et al., 2005; Lépez-Malo et al., 2005; Ultee et al., 1999).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette etude a permis de mettre en évidence I'importance de la lutte biologique dans la
gestion de la pourriture des inflorescences du palmier dattier causée par M. scaettae. Dans la
premiére partie de I'étude, nous avons commencé par mener une enquéte sur la prévalence de
la maladie dans plusieurs stations de la région de Biskra, suivie d'une étude fongique du
pathogéne. La deuxiéme partie de I'étude a été consacrée a la lutte biologique. Celle-ci a
consisté a effectuer des tests antifongiques en utilisant des antagonistes et des HEs extraites
de plantes médicinales pour la lutte biologique contre ce champignon.

Sur la base des résultats de lI'enquéte, le pourcentage de contamination varie entre les
différentes stations étudiées, allant de 0 a 3,40 %. Le pourcentage de contamination le plus
élevé a été enregistré dans la station d'Ourelal, tandis que le pourcentage de contamination le
plus faible a été enregistré dans les sites de Chatma et de Makhadema, avec une
contamination nulle dans les stations de Lichana et de Mliliili. On a également observé que
les variétés les plus contaminées étaient Dokar et Deglet Nour.

En effet, la grande majorité des agriculteurs évite d’utiliser des fongicides et adopte
des méthodes de lutte physiques (arrachage ou brilage des palmiers infectés), car celles-ci est
plus efficaces pour éradiquer la maladie et n'ont pas d'impact négatif sur la plante et la qualité
de la récolte. 1l convient également de noter que les palmiers bien entretenus ne présentent
généralement pas de symptdmes de la maladie et que cette maladie fongique semble étre
influencée par une combinaison de mauvaises pratiques d'irrigation/drainage et/ou d'entretien,

de pratiques agricoles, de fertilisation, d'utilisation de fongicides et de paramétres climatiques.

En ce qui concerne le role des précipitations dans I'émergence et la propagation de la
maladie, un bilan des précipitations et de I'numidité a été établi pour la période d'étude. Les
résultats ont montré que les deux facteurs étudiés n'étaient pas favorables a I'émergence et a la

propagation de la maladie au cours de cette période.

Quant au pouvoir pathogene, nos résultats ont montré que M. scaettae posséde un

pouvoir pathogéne tres éleve.

A propos de I'effet toxicologique du filtrat du pathogéne, on a observé que le filtrat de
culture de M. scaettae réduisait la vitalité (DN = 32,51 %, MD = 26,07 % et GH = 9,3 %) et la
germination (DN = 10 %, MD = 13,33 % et GH = 12,66 %) du pollen, ce qui révéle un effet

toxicologique élevé sur la viabilité.
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En outre, cette étude a montré que les extraits de spadices des trois cultivars etudiés
(DN, MD et GH) favorisaient la croissance de M. scaettae, mais a des taux d'inhibition de la
croissance mycélienne différents (19,79 %, 15,27 % et 8,68 %), en raison du fait que leur
teneur en composés phénoliques et glucidiques bénéfiques a la croissance des champignons
est suffisante.

A la lumiére de ces investigations in vitro, on peut conclure que les trois antagonistes
étudiés ont significativement inhibé la croissance de I'agent pathogene M. scaettae avec un
taux d’inhibition de 85,33% pour T. harzianum et A. niger de 82 % pour Penicillium sp. En
outre, les trois champignons antagonistes testés ont eu un effet fongicide et les champignons
pathogenes ont été complétement détruits.

Sur la base de ces résultats et en raison de leur activité fongicide ces champignons
antagonistes pourraient constituer un agent de lutte biologique efficace, capable de réduire la
gravité de la pourriture de l'inflorescence du palmier dattier. lls pourraient également étre
utilises comme alternative dans les systemes de lutte biologique intégrée contre les micro-
organismes pathogenes.

Cette recherche a également consisté a évaluer le pouvoir antifongique de I'HEs de R.
chalepensis, M. pulegium et E. globulus, contre la croissance mycélienne de M. scaettae. Les
résultats de ce travail ont démontré que I'HEs pouvait étre utilisée comme agent antifongique
potentiel.

L'analyse chimique des différents composés de I'HEs des trois plantes étudiées a révelé
la dominance des monoterpenes oxygénés.

Les résultats ont également montré que I’HEs d'E. globulus avait un effet antifongique
tres fort sur M. scaettae, avec une concentration inhibitrice a 100 % de 1,5 pl/ml. En
revanche, nos résultats ont confirmé la capacité de I'HEs d'E. pulegium a inhiber
completement la croissance de M. scaettae a une concentration de 0,5 ul/ml. Quant a I'huile
de R. chalepensis, elle s'est révelée moins efficace contre M. scaettae, puisqu'elle n'a pas
complétement inhibé la croissance du pathogene, mais I'a fortement ralentie.

Les résultats obtenus montrent que les HEs des trois plantes ont un tres fort effet
antifongique sur la souche M. scaettae. Cependant, la croissance mycélienne et la
concentration en HE sont toutefois inversement proportionnelles. En termes d'efficacité, la

souche M. scaettae s'est révélée plus sensible aux différentes concentrations étudiées.
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En conclusion, I'application d'antagonistes et d'HES est peu colteuse et respectueuse

de I'environnement. Parmi les résultats obtenus, certains sont pertinents et nécessitent des

études plus développées et plus approfondies.

En perspective, il est donc intéressant de :

>

>
>
>

Y VY

Tester 1’activité antifongique in vivo avec des molécules bioactives purifiées.
Approfondir ces resultats par une recherche moléculaire.

Etudier les mécanismes d'action de la lutte biologique.

Etudier les métabolites secondaires sécrétés par les moisissures étudiées et
éventuellement responsables de leur activité antagoniste.

Développer une formulation adaptée a une utilisation sur le terrain.

Etudier la durabilité et la stabilité des champignons choisis sur le terrain.
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Annexe 1.

Fiche d’enquéte

© 0 N o g bk~ wDhPE

el N T S T e e =
- N O 00 M W N B O

© 0o N o g B~ w D PE

Caracteéristiques des exploitations

Région : Commune : Age:

Type d’exploitation : Mise en valeur Traditionnel

Superficie totale :

Nombre total de pieds :

Nombre de variétés

En rapport : male femelle Improductif Djebbar
Age des pieds: 10 -20 20 -30 30 -50 80>
Principales cultures associées au palmier ..............oovvviiiiiiiiiiiiiiiiniaiennn..

Qualité des eaux d’irrigation : Bonne moyenne mediocre

. Fréquence d’irrigation : 1fois /semaine 1fois/2 semaine 1 fois/mois 2 fois /semaine

. Drainage : inexistant inefficace moyen efficace

. Entretien des palmerais et palmier : B TB M  Mauvaise T Mauvaise
. Fertilisation minérale : Oui Non

. Fertilisation organique: Oui Non

. Provenance de la fertilisation organique
. Brise vent : Bon Moyen Mauvais
. Nombre des variétés

Etat phytosanitaire
Observation de 1’état général des palmerais :
Nombre des pieds atteints
Les variétés touchées
Nombre des variétés atteints
Date d’apparition
A- t- elle été traité ? Oui Non
Pendant quelle période ?  Printemps Eté Automne Hiver
Combien de fois?

Moyens de lutte :  Utilisation des fongicides Lutte physique



Annexe 2.

Préparation de milieu de culture (PDA)

- 250 g de Pomme de terre (P)
- 20 g de Dextrose (Glucose) (D)

- 20g de Gélose nutritive (Agar - Agar) (A)
- 1000 ml d’eau distillée

Le milieu est stérilisé a 1’autoclave pendant une heure a 110°C. Puis distribué dans des boites

de Pétri et des tubes stériles (Pochon et Tardieux, 1962).

Annexe 3.

Appréciation du degré de toxicite de filtrat de culture de M. scaettae sur la viabilité du

pollen

Tableau 1. Analyse de variance du test de coloration

Source

Modéle

Erreur

Total corrigé

DDL

5
12
17

Somme des Moyenne des F
carrés carrés
22391.1761 4478.2352 117.5716
457.0731 38.0894
22848.2492

Tableau 2. Analyse de variance du test de germination

Source

Modele
Erreur
Total corrigé

DDL

12
17

Somme des Moyenne des F
carrés carrés
6334.4444 1266.8889 10.6164
1432.0000 119.3333
7766.4444

Pr>F

<0,0001

Pr>F

0.0004



Annexe 4.

Effet d’extraits des spadices de différentes variétés sur la croissance mycélienne de M.
scaettae
Tableau 1. Analyse de variance du PH d’extraits des spadices de différentes variétés étudiées

Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carres carres
Modele 2 3,0488 1,5244 92,0161 <0,0001
Erreur 6 0,0994 0,0166
Total corrigé 8 3,1482

Tableau 2. Analyse de variance du dosage des sucres totaux d’extraits des spadices de

différentes variétés étudiées

Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
Modele 2 327,4778 163,7389 578,5008 <0,0001
Erreur 5 1,4152 0,2830
Total corrigé 7 328,8930

Tableau 3. Analyse de variance du dosage des polyphénols totaux d’extraits des spadices de

différentes variétés étudiées

Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
Modele 2 0,9313 0,4656 12,3988 0,0074
Erreur 6 0,2253 0,0376
Total corrigé 8 1,1566

Tableau 4. Analyse de variance du taux d'inhibition de la croissance mycélienne de

M.scaettae sur I’extrait des spadices de différentes variétés étudiées

Source DDL | Somme des carrés Moyenne des F Pr>F
carrés

Modele 2 187,3044 93,6522 1,5552 0,2857

Erreur 6 361,3173 60,2195

Total corrigé 8 548,6217



Annexes 5.

Antagonisme in vitro contre M. scaettae

Tableau 1. Analyse de variance du taux d'inhibition de la croissance mycélienne de

M.scaettae
Source DDL Somme des Moyenne des F
carrés carres
Modele 2 22,2222 11,1111 0,6711
Erreur 6 99,3333 16,5556
Total corrigé 8 121,5556

Tableau 2. Analyse de variance de la croissance radiale de M. scaettae.

Source DDL Somme Moyenne des F
des carreés carrés

Modeéle 3 25,6223 8,5408 134,2887

Erreur 8 0,5088 0,0636

Total corrigé 11 26,1311

Pr>F

0,5457

Pr>F

<0,0001
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Figure 1. Chromatogramme de I’huile essentielle d’E. globulus par GC/MS.
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Figure 2. Chromatogramme de I’huile essentielle R. chalepensis par GC/MS.
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Figure 3. Chromatogramme de 1’huile essentielle M. pulegium par GC/MS.



Annexe 7.

Activite antifongique des huiles essentielles

Tableau 1. Analyse de variance du taux d’inhibition de M. scaettae traité a I’'HE d’ E.

globulus
Source DDL | Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modéle 2 6560,8979 3280,4489 22,6828 0,0016
Erreur 6 867,7349 144,6225
Total corrigé 8 7428,6328
Tableau 2. Analyse de variance du taux d’inhibition de M. scaettae traité a I’HE de M.
pulegium
Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
Modeéle 2 65,7475 32,8737 0,9602 0,4347
Erreur 6 205,4277 34,2380
Total corrigé 8 271,1752
Tableau 3. Analyse de variance du taux d’inhibition de M. scaettae traité a I’'HE de R.
chalepensis
Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carres carrés
Modéle 2 2211,0934 1105,5467 25,6575 0,0011
Erreur 258,5321 43,0887
Total corrigé 8 2469,6255
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