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Abstract

This study has the objective to evaluate the antifungal activity of the methanolic extract of retem plant species (Retama
raetam (Forssk.) Webb & Berthel.) originating from the arid and Saharan regions collected from the saoura region on May
month of 2019’s year. This activity was tested on mycelial growth and sporulation of Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
the causal agent of Bayoud disease on date palm (Phoenix dactylifera L.), by the use of the well extract method with three
diferent concentrations. The results revealed a significant (P <0.01) on mycelial growth and also on sporulation compared
to the control. The values of the inhibition rate vary between 22 and 62,6% on the mycelial growth, and between 17 and
70,6% on the sporulation. In comparison between these three concentrations of methanolic extract, the two concentrations
10" and 107 g / ml have important antifungal capacity than the third concentration 10° g / ml. These results are promising
to practice in the field this plant to limit the damage caused by this fungus.

Key Words : Retama raetam L., Bayoud, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, date palm, Phoenix dactylifera, methanolic
extract, inhibition.

Résumé

Ce travail a pour objectif I’évaluation de I’activité antifongique de I’extrait méthanolique de I’espéce R’tem (Retama
raetam (Forssk.) Webb & Berthel.), originaire des régions arides et sahariennes collectée de la région de saoura durant le
mois de Mai 2019. Cette activité a été testée sur la croissance mycélienne et la sporulation de Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis, agent de Bayoud du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), par I’utilisation de la méthode de I’extrait en puits
avec trois concentrations différentes. Les résultats sont significatifs (P<0.01) sur la croissance mycélienne ainsi que sur la
sporulation par rapport au témoin. Les valeurs du taux d’inhibition varient entre 22 et 62,6% sur la croissance mycélienne,
et entre 17 et 70,6% sur la sporulation. En comparaison entre les concentrations de I’extrait, les deux premieres
concentrations 10™ et 10 g/ml ont la capacité antifongique la plus importante que celle de la concentration 10° g/ml. Ces
résultats sont trés prometteurs pour pratiquer sur terrain cet extrait sur les pieds du palmier malades afin de limiter les
dégats causés par ce champignon.

Mots Clés : Retama raetam, Bayoud, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, palmier dattier, Phoenix dactylifera, extrait
méthanolique, inhibition.
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1. Introduction

Le Bayoud, flétrissement vasculaire provoqué par Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa), est considéré comme une
infection fongique la plus destructive dans les palmeraies algériennes cultivées dans la région du sud ouest (Béchar,
Timmimoun et Adrar), avec des variétés sensibles, a I'exemple Feggous, H’mira, Charka, Figuig et tinnaceur, cultivars trés
appréciés pour ses caractéristiques productives et organoleptiques (Djerbi, 2003). Ce risque a arrivé aux palmeraies de
M’zab lorsque cette maladie a touché les palmeraies de I’ouest et du centre de Ghardaia (Sedra, 2005a ; Benzohra et al.,
2017). Depuis sa premiére apparition, qui remonte a plus d’un siécle, dans les palmeraies marocaines ou il a été enregistré
la disparition de plus de 12 millions de palmiers (Djerbi, 2003).

Le Bayoud représente une menace sur non seulement le coté agro-économique sur les meilleures variétés commerciales de
renommée mondiale, mais aussi il a contribué a accentuer le phénoméne de désertification (Bouguedoura et al., 2015).

Toute tentative de lutte chimique reste inefficace pour les palmeraies anciennes ou leur enracinement plus profond avec son
inconvénient pour I’environnement et la santé publique (nappes phréatiques, faune utiles), (Saaidi, 1990).

D’autre part, les mesures prophylactiques proposées incapables d’arréter la progression du Bayoud, surtout que les données
épidémiologiques sont a la faveur d'une dissémination progressive de cette maladie (Benzohra et al., 2017). La lutte
génétique par I'utilisation des variétés résistantes reste un moyen prometteur pour diminuer les dégats causés par le
Bayoud, mais malheureusement tous les cultivars résistants au Bayoud, ont des qualités alimentaires médiocres (Djerbi,
2003 ; Sedra, 2005a,b). La sélection de palmiers productifs, de bonne qualité dattiére et résistants au Bayoud nécessite une
méthodologie rigoureuse et un temps large pour sélectionner ces cultivars (Sedra, 1994; Sedra et Besri, 1994 ; Sedra,
2005a,b). Dans ce contexte, des méthodes alternatives de lutte contre les agents phytopathogenes doivent étre étudiées
comme des nouveaux composés dérivés de sources végétales comme moyen de lutte biologique peuvent étre devenus
efficaces (Garibaldi et al., 1990 ; Alabouvette, 1999). En effet, les plantes médicinales et leurs extraits ont également été
signalés comme agents antimicrobiens efficaces contre certains champignons de stockage des aliments et de céréales,
contre les agents pathogénes foliaires, les pathogenes du sol et dans le contr6le de la fusariose vasculaire de plusieurs
cultures (Bowers et Locke, 2000 ; Coulibaly et al., 2010 ; Soro et al., 2010 ; Hadian et al., 2011 ; Doumbouya et al., 2012).

La plante R’tem (Retama raetam (Forssk.) Webb & Berthel.), est une fabacaea du milieu aride, couvre toutes les régions
steppiques et pré-sahariennes, joue un réle primordial de point de vue écologique sur le maintien de I’équilibre de
I’écosysteme steppique du sud ouest et centre algérien, s’adapte au milieu extréme aride (salinité et sécheresse), (Mittler et
Rizhsky, 2000 ; Mittler, 2002), et améliore les propriétés des sols (Mittler, 2002). Cette espece est répertoriée comme une
plante médicinale et agropastorale (Hamrouni, 2001 ; Mittler et Rizhsky, 2000).

A raison de ces propriétés de la plante R’tem, avec son existence au voisinage des palmeraies affectées par le Bayoud, ce
travail consiste a étudier I’effet antifongique des extraits méthanoliques de Retama raetam sur la croissance mycélienne et
la sporulation de trois souches de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, originaires du sud-ouest algérien.

2. Matériel et Méthodes
2.1. Matériel végétal

L’espéce de R’tem a été collectée a partir de leur habitat dans les zones de la commune de Taghit (95 km au sud-est de la
wilaya de Béchar). Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des rameaux et des feuilles de
I’espece Retama raetam (Figure 01).

2 .2. Matériel fongique

Trois souches de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa), ont été utilisées dans cette étude d’origines différents fournies
par la mycothéque de CRSTRA au niveau de station (Station Expérimentale de Saoura de Béchar du Centre de Recherche
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Scientifique et Technique sur les Régions Arides, Biskra): Ces souches sont originaires des régions de Béchar, de
Timmimoun et d’Adrar. La citation des isolats avec leur codification et origines, a été présentée dans le tableau 01.

Figure 01 : Plante de R’tem ‘Retama raetam’ (région : Taghit, w. Béchar ; Cliché : Benzohra CRSTRA-03-2019).

Tableau 01: Isolats de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) avec leur origine.

Souches de Foa Provinces Wilayas, Communes Dates d’isolement
S01 Saoura Béchar, Ouakda Mars 2018
S02 Gourrara Adrar, Timmimoun Mars 2018
S03 Touat Adrar, Telmine Mars 2018

S: Souche; Foa : Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

2.3.Purification et conservation des souches

Le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar), est le milieu usuel de culture pour la plupart des champignons (Oei,
2005). Sa composition pour un litre est la suivante: 200 g de pomme de terre, 20 g de Glucose, 20 g de Agar Agar et pH=
50a5,7.

Stériliser toutes ces compositions a l'autoclave a 121 oC pendant 15mn a une pression de 1,2 bar, puis laisser refroidi
jusqu'a 55 oC pour éviter la condensation de vapeur; Distribuer dans des boites de pétri stériles, de 9 cm de diamétre, a
raison de 20 ml par boite (Oei, 2005).

Les isolats sont conservé dans des boites de Pétri contenant le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) (Hibar et al.,
2007). Ces isolats sont maintenus dans le milieu dans une étuve a une température de 20+2 °C (Hibar et al., 2007).
2.4. Préparation de I’extrait brut

Nous avons choisi la préparation des extraits bruts méthanoliques pour I’évaluation de I’activité antifongique.

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est I’extraction solide-liquide par soxhlet pendant 3 heures en utilisant
50g de matériel végétal dans 500mL de méthanol comme solvant d’extraction. L’extrait obtenu évaporer a sec par
évaporateur rotatif.

2.5. Rendement des extraits bruts

Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec obtenu et la masse du
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matériel végétal traité (Béné et al., 2016). Ce rendement est calculé selon la formule suivante :
Rdt (%) = (P1 - P2 /P3) x 100

Ou:

P1 : poids du ballon aprés évaporation ;

P2 : poids du ballon avant évaporation ;

P3 : poids de la matiére végétale de départ.

Pour obtenir les trois concentrations des extraits 10-1, 10-2 et 10-3 (g/ml), on fait une dilution classique par I’ajout de I’eau
distillée stérile pour ajuster la concentration (Favel et al., 1994) :

v" Concentrationl :10% de solution mére et 90% de |’eau distillée stérile.
v" Concentration2 :50% de solution C1 et 50% de I’eau distillée stérile.

v Concentration3 :50% de solution C2 et 50% de I’eau distillée stérile ; respectivement.

2.6. Test de I’extrait en puits

La méthode consiste a ensemencer I'inoculum de 1ml en surface du milieu de culture PDA gélose préalablement coulé dans
des boites de Pétri. Apres, des puits (05 a 06 puits par boite) ont été découpés a l'aide de pipettes Pasteur (diamétre de 5
mm). On enléve les explants.

Les boites de Pétri du témoin restent sans puits. On remplit ces puits par I’extrait végétal (Figure 02), (Kutzner, 1981). Les
cultures sont incubées a 37°C pendant 24 h, et les auréoles d'inhibition sont mesurées par un pied a coulisse ou bien une
regle. Le diametre du puits (5 mm) est inclus dans la lecture.

emporte-piece pipette
pergage Pasteur
el n le liquide descend
puits

par gravité

trous équidistants

Figure 02 : Méthode d’obtention des puits sur le milieu de culture solide. (Source : Travaux pratiques en microbiologie,
Univ. Lyon, URL : http://imww2.ac-lyon.fr/enseigne/biologie/ress/immuno/dif_imm.html).

2.7. Evaluation de la croissance mycélienne

Pour I’estimation de la croissance mycélienne, la technique utilisée est celle indiquée par Howell (2003). Cette méthode
consiste a mesurer la croissance mycélienne linéaire journaliére des colonies jusqu’au septiéme jour, selon la
formule suivante:

L=(D-d)/2

L : Croissance mycélienne (mm).
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D : Diametre de la colonie (mm).

d : Diametre de I’explant (5mm).
Les moyennes de croissance mycélienne sont calculées par la formule suivante :
V(mm/j) =3 (Ln-Ln-1)/n

V : Vitesse de croissance mycélienne (mm/j),
Ln, Ln-1 ... Croissances mycéliennes pendant le jour n.
Le taux d’inhibition (%), est calculé comme suit :
Tl (%) = (Lt—L) % 100/ Lt
Tl : Taux d’ inhibition (%).
Lt : Croissance mycélienne journaliére du témoin.

L : Croissance mycélienne journaliere des isolats de Foa sous I’effet de I’extrait du végétal.

2.8. Analyse statistique

L’étude de la signification est effectuée avec le test de Kruskal-Wallis a 5% (P<0.05) et a 1% (P<0.01). L’analyse a été
faite a I’aide du logiciel de stat appelé XLStat 2009.1.02, (AddinSoft, Etats-Unis). Le facteur étudié est I’inhibition
antifongique, I’observation Xi est la croissance mycélienne et la sporulation représentée par des moyennes de croissance en
mm/j et en conidies/ml respectivement, en présence ou en absence des extraits de la plante R’tem, et les variables sont les
trois concentrations de I’extrait méthanolique de la plante.

3. Résultats

3.1. Rendement d’extrait
Les résultats obtenus pour les deux extraits de R’tem montrent que I’extrait méthanolique a un rendement de (32,5%) ; qui

correspond a une masse de 20g.

3.2. Test de I’extrait en puits
L’effet des extraits méthanoliques de la plante R’tem (Retama raetam L.), dans le test d’extraits en puits, a un effet
hautement significatif (P<0.01), il y a une différence au niveau de la croissance mycélienne (Tableau 02 ; Figures 03, 04 et

05), ainsi que de la sporulation par rapport au témoin (Tableau 03).

Les valeurs du taux d’inhibition varient entre 22 et 62,6% sur la croissance mycélienne, et entre 17 et 70,6% sur la
sporulation. Les extraits méthanoliques ont montré un taux d’inhibition important qui a atteint jusqu’a 62,6% sur la
croissance mycélienne des colonies des souches de Foa (Figure 06) et a dépassé 70% sur la sporulation pour la
concentration a 10-1 g/ml de I’extrait (Figure 07). L’extrait a révélé donc, une capacité d’inhibition de sporulation plus

importante qu’un taux d’inhibition sur la croissance mycélienne (Figures 06 et 07).

Si on fait la comparaison entre les souches de Foa, on remarque une capacité antifongique trés proche et similaire de ce
I’extrait méthanolique a été observée sur la croissance mycélienne et la sporulation. Par contre, la comparaison dans
I’aspect du taux d’inhibition, cet extrait a donné des valeurs d’inhibition plus importantes sur la croissance mycélienne que

celle de la sporulation.
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Tableau 02: Effet des extraits méthanoliques de la plante R’tem sur la croissance mycélienne de Foa.

Témoin Par I’effet de I’Extrait Extrait (X £5) mm/j
Souches F calculé .
(X £6) mm/j 10t 10 10°®
S1 33,4 12.5% 0.5 16.5% +0.5 26 +1
S2 10,19** 34.3%+1.15 13%+15 15.5°+1 245%+0.5
S3 32,5° +0.5 12.25%® +0.5 14,5%® +1 23.25° +0.5

** . Effet hautement significatif (P<0.01) ; x : Moyenne de croissance mycélienne en mm/j ; & : Ecart-type; a, b, ¢ : Groupes homogeénes.

Tableau 03: Effet des extraits méthanoliques de la plante R’tem sur la sporulation de Foa.

Témoin Par I’effet de I’Extrait [(x +5)x 10*] conidies/ml
Souches F calculé (x £5)x 10°
conidies/ml 10 10° 10°
S1 3,4° 1° +0.15 2% 405 2.4%+0.3
S2 10,19** 3,6"+1 1,2°+0.12 28+1 2,2% 41
S3 3%+1 1°+0.25 2P +0,5 2,5 +0.5

** . Effet hautement significatif (P<0.01) ; x : Moyenne de concentration en spores/ml ; & : Ecart-type; a, b, ¢ : Groupes homogenes.

Figure 03: Colonies de la souche 1 de Foa sous I’effet des extraits méthanoliques par I’utilisation du test de I’extrait en

puits. T : témoain ; C1, C2 et C3 : Concentrations de I’extrait méthanolique.
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T

Figure 04: Colonies de la souche 2 de Foa sous I’effet des extraits méthanoliques par I’utilisation du test de I’extrait en
puits. T : témoain ; C1, C2 et C3 : Concentrations de I’extrait méthanolique.

Figure 05: Colonies de la souche 3 de Foa sous I’effet des extraits méthanoliques par I’utilisation du test de I’extrait en
puits. T : témoain ; C1, C2 et C3 : Concentrations de I’extrait méthanolique.

Croissance mycélienne
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Figure 06: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des souches de Foa (S1, S2 et S3), sous I’effet des extraits
méthanoliques par I"utilisation du test de I’extrait en puits. C1, C2 et C3 : Concentrations de I’extrait méthanolique.

Benzohra et al. (2019) Activité antifongique de I’extrait méthanolique de R’tem



8 Journal Algérien des Régions Arides (JARA) 13 (2): 01-11 (2019)

Sporulation
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Taux ¢'Inhibition de la
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Figure 07: Taux d’inhibition de la sporulation des souches de Foa (S1, S2 et S3), sous I’effet des extraits méthanoliques
par I’utilisation du test de I’extrait en puits. C1, C2 et C3 : Concentrations de I’extrait méthanolique.

4. Discussion

Ce travail a présenté la capacité antifongique de trois concentrations de I’extrait méthanolique de la plante de R’tem
(Retama raetam (Forssk.) Webb & Berthel.), sur la croissance mycélienne et la sporulation de Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis (Foa), par I’utilisation du test d’extrait en puits. Les résultats ont révélé [I’effet antifongique significatif des
extraits par rapport au témoin. Cette signification a été traduite par les valeurs du taux d’inhibition de croissance
mycélienne et de sporulation des souches de Foa (T1%). Les résultats obtenus ont montré un TI variant entre 22 et 62,6%

sur la croissance mycélienne, et entre 17 et 70,6% sur la sporulation.

Plusieurs recherches rapporté des résultats similaires contre certains agents phytopathogeénes par I’utilisation de I’extrait
végétal méthanolique (Al-Rahmah et al., 2013 ; Béné et al., 2016).

Dans notre essai, les trois concentrations de I’extrait méthanolique de R’tem ont montré des valeurs du taux d’inhibition
différentes. Les deux concentrations 10-1 et 10-2 g/ml ont montré des valeurs de T1 importantes que celle de la troisieme
concentration 10-3 g/ml. Abushaala et al. (2017) ont montré que I’extrait du R’tem présente une importante capacité
antifongique sur plusieurs espéces fongiques telluriques comme Fusarium oxysporum, Fusarium sp., F. solani, Aspergillus

flavus, Alternaria alternata ... etc.

Al-Rahmah et al. (2013) ont rapporté que le taux d’inhibition a arrivé jusqu’a 100% contre les agents de fonte de semis
(Pythium ultimum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani ... etc.), par I’utilisation de I’extrait de la plante Salvadora

persica.

L’importance des extraits de la plante Retama raetam contre les agents phytopathogenes a été rapportée par Edziri et al.,
(2010 ; 2012) contre les espéces fongiques de Candida, par Belabid et al. (2010) contre Fusarium oxysporum f. sp.

albedinis, agent de flétrissement vasculaire de la lentille.
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5. Conclusion

Cette étude consistait a évaluer la capacité antifongique de I’extrait méthanolique de la plante R’tem (Retama raetam),
collectée de la région de Taghit, w. Béchar, contre la croissance mycélienne et la sporulation de trois souches de Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis (Foa), agent de bayoud du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), par I’utilisation du test
d’extrait en puits. Un effet significatif a été observé de I’effet antifongique des concentrations de I’extrait méthanolique par

rapport au témoin.

Les valeurs du taux d’inhibition varient entre 22 et 62,6% sur la croissance mycélienne, et entre 17 et 70,6% sur la
sporulation. En comparaison, cet extrait a donné des valeurs d’inhibition plus importantes sur la croissance mycélienne que

celle sur la sporulation.

En perspective, cette étude ouvre la porte pour intégrer ce type de lutte par I’utilisation des extraits des végétaux comme

une nouvelle stratégie de lutte contre cette contrainte majeure du palmier dattier.
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