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Effect of Acacia raddiana extracts on Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
the causal agent of Bayoud

Abstract. In the present study, a medicinal plant from algerian Sahara (South-West of Algeria), Acacia raddiana
has been used (leaves, bark) to evaluate its extracts (reflux extraction with four solvents: methanol, ethyl acetate,
dichloromethane, hexane) on Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa). The Foa is the causal agent of the most
dangerous disease of date palm (Phoenix dactylifera L.). The preliminary evaluation has been realized by agar diffusion
technique and virulence test on potato tuber tissues. The extracts that present an inhibition or decrease the relative
virulence (RV) below 50% undergo phytochemical screening and direct bioautography. The bioautography has been
used to localize the antifungal activity on the chromatogram and study the correlation with phytochemical screening
data.

Among eight extracts, five has been chosen for phytochemical screening and bioautography (2 leaves extracts and 3 bark
extracts). Only six tests among 32 (22.58%) present a detectable effect. The best effect is related to bark extract with
ethyl acetate (inhibition diameter: 18mm), which is a moderate effect. Some extracts show an increase in RV. On the
other hand, others decrease the RV. The best effect on RV is presented by hexanic extract of bark (RV=48%).

The phytochemical screening highlighted the presence of flavonoids, tannins, coumarins and alkaloids in the studied
plant. The direct bioautography has demonstrated no detectable effect. According to realized analyses, we can conclude
that this species contains bioactive substances on Foa but need more precise analyses. The reason is simple, in addition
to synergy principle in the crude extracts; the quantity of these metabolites is low compared to the detection level.

Key Words: Date palm, Bayoud, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, Acacia raddiana, polyphenols, antifungal.

Résumé. Dans la présente étude, une plante médicinale du Sahara algérien (Sud-Ouest d'Algérie); I’Acacia raddiana
a été utilisée (Feuilles, écorces) pour évaluer leurs extraits (extraction a reflux par quatre solvants: méthanol, acétate
d’éthyle, dichlorométhane, hexane) sur Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa). Le Foa est I'agent causal de la
maladie la plus grave du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). L'évaluation préliminaire a été réalisée par la
technique de diffusion par disque et la virulence sur le tissu des tubercules de pomme de terre. Les extraits présentant
une inhibition et/ou diminution de la virulence relative au dessous de 50 % ont subis un criblage phytochimique et une
bioautographie directe. La bioautographie a été utilisée pour localiser I'activité antifongique sur le chromatogramme et
étudier sa corrélation avec les données du criblage phytochimique.

Parmi huit extraits, cing ont été choisis pour criblage phytochimique et bioautographie (2 extraits de feuilles et 3
extraits d’écorces). Seulement six tests parmi 32 (22.58 %) ont présenté un effet détectable. Le meilleur effet est lié a
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Uextrait par acétate d’éthyle des écorces avec diametre de zone d'inhibition (& 18 mm), c’est un effet modéré. Certains
extraits ont montré une augmentation de la virulence relative (VR). Par contre, d'autres ont diminué la VR. Le
meilleur effet sur la VR a été présenté par 'extrait hexanique des écorces (VR=48%).

Le criblage phytochimique a mis en évidence la présence de flavonoides, tannins, coumarines, et alcaloides chez I’espéce
étudiée. La bioautographie directe n’a pas montré un effet détectable. D apres les analyses réalisées, on peut conclure
que cette espece contient des substances bioactive sur Foa mais nécessite des analyses plus précises. La raison est
simple, en plus du principe de synergie dans l'extrait brut, la quantité de c’est métabolites bioactives est faibles par
rapport au seuil de détection.

Mots clés: Palmier dattier, Bayoud, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, Acacia raddiana, polyphénols, antifongique.

Introduction

A travers I'histoire, I'humanité a été toujours intéressée par les composés naturels des sources
prébiotiques, microbiennes, végétales et animales. Beaucoup de produits naturels, tels que les
hormones végétaux, ont un réle de régulation, alors que d'autres fonctionnent comme défense
chimique contre les ravageurs (Ikan et al., 2008).

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Killian et Maire) Gordon est un champignon tellurique
responsable de la fusariose des palmiers dattiers connu sous le nom de « Bayoud ». Cette maladie
continue a détruire les palmeraies en Algérie et au Maroc sans aucun traitement efficace
(Chakroune et al., 2005; OEPP, 2005).

L’objectif est d’analyser 1’effet des extraits d’Acacia raddiana sur le Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis. Les extraits les plus efficaces vont subir une bioautographic directe et criblage
phytochimique pour évaluer la relation entre I’effet antifongique et classe du composé responsable.

Matériel et Méthodes

1. Description botanique de I’espéce étudiée

Le genre Acacia compte environ 600 espéces réparties pour la plupart dans les régions
tropicales et subtropicales (Benzyane et al., 1999). Acacia raddiana est un arbre de 2 a 10 m de
hauteur, a rameaux agés d’un blanc d’ivoire, a longues épines droites. Fleurs blanchatres ; gousses
contournées en spirale (Ozenda, 2004) (Figure 1).

2. Utilisation populaire

L’Acacia raddiana est utilisée en cas de: allergie, avitaminose, convulsion, dermatose,
diarrhée, cedeme, entérite, ficvre, troubles gastriques, impotence, infections, ictére, problémes
ophtalmiques, problémes pulmonaires, traitement des plaies (Duke, 2007).

3. Classification
Famille: FABACEAE
Genre: Acacia
Espece: Acacia raddiana
Nom vernaculaire: Talh

4. Procédures expérimentales
4.1. Matériel végétal

Les feuilles et écorces d’Acacia raddiana ont été récoltées de leur habitat naturel dans la
région de Bechar (Sud-Ouest d'Algérie). L’espece a été identifiée au niveau de l'agence nationale
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pour la protection de la nature (Bechar, Algérie) et un spécimen est conservé au niveau de 1'herbier
du Laboratoire de Phytochimie et de Synthése Organique (LPSO), Université Tahri Mohamed
(Bechar, Algérie) sous le code CA00/37. Les parties fraiches récoltées ont été séchées a l'air et a
I'ombre (chaque partie seule).

Figure 1: Acacia raddiana dans son milieu naturel (LPSO Data Base).

4.2. Souche fongique

La souche fongique utilisée dans cette ¢tude est de l'espéce Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis (Foa), l'agent causal de la maladie du Bayoud qui affecte les palmiers dattiers (Phoenix
dactylifera L). La souche utilisée dans cette étude a été obtenue a partir de 1'Institut Technique
d'Agronomie Saharienne (ITAS), Adrar, Algérie.

4.3. Préparation des extraits

Le méthanol, 'acétate d'éthyle, le dichlorométhane et I'hexane ont été utilisés en tant que
solvants organiques avec leurs polarités différentes pour extraire les substances actives des tissus
végétaux en utilisant l'extraction sous reflux. Dans chaque séquence d'extraction, 10 g de chaque
partie de plante séchée en poudre ont ét¢ mélangées avec 80 mL de solvant dans un ballon de 250
mL surmonté d'un réfrigérant pour refroidissement. La température d'extraction est contrdlée a la
température d'ébullition du solvant pendant 2 heures. Les poids secs (aprés filtration et évaporation)
ont été déterminés et les extraits ont ét¢ maintenus dans des tubes a 5 °C.

4.4, Test antifongique

Des disques en papier Whatman (6 mm de & et 1 mm d’épaisseur) ont été¢ imbibé par les
extraits dissous dans un volume appropri¢ de solvant pour avoir un poids bien déterminé dans
chaque disque (200, 400, 800 ou 1600 pg) et maintenu a 40 °C a sec. Les disques ont été stérilisés a
l'autoclave a 121 °C pendant 15 min, et gardés a 70 °C pendant une nuit pour assurer le séchage.

Une suspension de spores du champignon a été préparée en transférant la culture de 7 jours du Foa
sur le milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar) vers le milieu SNA (Synthetic Nutrient poor Agar)
pour induire la formation de spores. Les boites contenant la culture de Foa sur la SNA (10 jours)
¢taient utilisées pour la récupération des spores. La surface de chaque boite était submergée avec 10
mL d’eau stérilisée pour déloger les spores fongiques puis I’eau récupérée était filtrée pour éliminer
les fragments de mycélium. La concentration des spores de Foa était ajustée a 10° spores/mL par
dilution et comptage.
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Le test antifongique a été réalisé par la technique de diffusion en agar. Des boites de Pétri stériles
(90 mm ) contenant le milieu PDA ont été inoculées avec 100 pL de la suspension de spores de
Foa (10° spores/mL). Les disques stériles (6 mm &) contenant les extraits (200, 400, 800, 1600ug)
ont ét¢ déposés sur le PDA inoculé (incubation a 21°C pendant 5 jours). Les résultats ont été
obtenus en tant que diamétre de zone d'inhibition (millimétre) a partir de trois disques pour chaque
expérience.

4.5. Effet des extraits sur la virulence de Foa
L'analyse de virulence a été réalisée comme décrite par Herrmann et al. (1996) avec légeres
modifications (Boulenouar et al., 2009 ; Boulenouar et al., 2012).

4.6. Criblage phytochimique et bioautographie

En se basant sur les résultats obtenus du test antifongique et du test de virulence, les extraits
qui ont montré un effet d’inhibition ou ont diminué la VR en dessous de 50 % étaient choisis pour
le criblage phytochimique et bioautographie. Dans ces conditions, cinq extraits ont été choisis
(Tableau 1).

Tableau 1: Les extraits soumis au criblage phytochimique et bioautographie.

Espéce Parties Solvant d'extraction
Feuilles Meéthanol
Hexane
Acacia raddiana Méthanol
Les écorces Acétate d’éthyle
Hexane

4.6.1. Criblage phytochimique:

La révélation des Flavonoides, Tanins, Coumarines et Alcaloides a été réalisée par
pulvérisation de réactifs sur les plaques CCM développées (Boulenouar et al., 2011). Concernant
les saponosides, le test est réalisé par calcul d’indice de mousse (Dohou et al., 2003).

4.6.2. Bioautographie
La bioautographie directe a été réalisée comme décrite par Horvath et al. (2004a; b).

Résultats

1. Test Antifongique

Concernant I’effet antifongique sur Foa, 32 tests ont été réalisé (16 tests pour chaque partie).
Quatre sur huit extraits ont montré un effet détectable au moins dans un test ; comme pour 1'extrait
hexanique des feuilles et I’extrait méthanolique d’écorce a 800 pg confirmant la présence des
substances anti-Foa chez cette espéce (Tableau 2).

L'analyse des fréquences a démontré que 81,25 % des expériences réalisées ont représenté des effets
non détectés. En plus, 15,62 % des résultats ont montré un effet faible sur le Foa avec des diametres
des zones d'inhibition (J: 8-14 mm). Seulement 3,12 % des résultats ont montré des effets
antifongiques modérés sur Foa avec des diamétres des zones d'inhibition (&: 15-20 mm). Sur 32
expériences réalisées, aucune n'a présenté un effet fort sur Foa (diametre de zone d'inhibition > 20
mm).
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Tableau 2: Activité antifongique des extraits d’Acacia raddiana sur Foa
comme diamétre de zone d’inhibition (mm).

Poids d’extrait dans le disque (ug)
Espece Partie Solvant 200 400 800 1600
Méthanol ND ND 10 12
Feuilles Acétate d’éthyle ND ND ND ND
Dichlorométhane ND ND ND ND
Acacia Hexane ND ND ND 10
Raddiana Méthanol ND ND ND 11
Ecorse Acétate d’éthyle ND ND 13 18
Dichlorométhane ND ND ND ND
Hexane ND ND ND ND

ND : Non détecté

2. Test de virulence

Aprées 6 jours d'incubation a l'obscurité, les 1ésions nécrotiques étaient visibles comparés aux
expériences sans culture de Foa et/ou extrait. La présence des nécroses dépend des extraits et/ou de
l'effet de Foa. Les résultats sont présentés en tant que virulence relative (VR) comparée a la
virulence de Foa sans extrait. (Tableau 3).

L'analyse des fréquences a démontré que 17 tests (53,12%) ont montré une diminution du VR de
Fao sur le tissu de tubercule de pomme de terre (< 100%). Quinze sur 32 tests (46,88%) ont montré
une VR supérieure a celle du Foa (> 100 %). La valeur maximale de la VR est présentée par
I’extrait hexanique (200 pg) des feuilles (VR = 329 %). La valeur minimale de la VR est présentée
par I'extrait hexanique des écorces (800 pg), (VR =30 %).

Tableau 3: Effet des extraits d’Acacia raddiana sur la virulence relative du Foa.

Poids d’extrait par disque (ug)
Espéce Partie Solvant 200 400 800 1600

Utilisée PTN | VR | PTN | VR | PTN | VR | PTN | VR
(mg) | (%) | (mg) | (%) | (mg) | (%) | (mg) | (%)

Méthanol 100.2 | 151 78.9 119 95.8 144 62.6 94

Feuilles AE 73.2 110 49.8 75 38.5 58 44.6 67

DCM 70.0 106 | 95.2 144 | 75.1 113 | 59.6 90

Acacia Hexane 217.8 | 329 | 89.2 135 | 79.2 119 | 495 75
raddiana Méthanol 94.5 143 51.5 78 60.8 92 86.6 131

Ecorse AE 63.6 96 103.4 | 156 42.0 63 44.9 68

DCM 131.8 | 199 82.4 124 52.2 79 34.5 52

Hexane 55.5 84 42.5 64 32.0 48 33.1 50

AE: Acétate d’éthyle, DCM: Dichlorométhane, PTN: Poids du tissu nécrosé (mg), VR: Virulence relative (%), la
virulence relative était comparée a la virulence du Foa sans extrait de plante (représenté par 100%, correspond a
66.3£1.7 mg de tissu de pomme de terre nécrosé).

3. Criblage phytochimique

Les tests de flavonoides sont positifs pour deux extraits: extrait méthanolique des feuilles et
extrait par acétate d’éthyle d’écorces (les Rf dans I’intervalle [0,00-0,76]). Les extraits d’écorces
avec l’acétate d’éthyle ont montré une richesse en tannins (Rf: [0,00-0,69]). Les extraits
méthanoliques des feuilles et d’écorces ont montré une présence de tannins. La présence de tannins
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dans les extraits hexaniques et par dichlorométhane n’est pas détectée. Concernant les coumarines,
les tests positifs sont détectés pour les extraits par acétate d’éthyle des écorces (Rf: [0,17-0,38]), et
les extraits méthanolique et hexanique des feuilles (Rf: [0,00-0.98]). Les alcaloides sont présents
presque dans tous les extraits avec différents Rf. L’évaluation de saponosides réalisée par I’indice
de mousse (IM) a montré une présence faible au niveau des écorces (50<IM<100), et une présence
non détectée au niveau des feuilles (IM<50).

4. Bioautograghie directe
Le test de bioautographie directe n’a pas montré un effet anti-Foa détectable.

Discussion

Dans cette étude, nous avons évalué l'effet des extraits d’Acacia raddiana sur l'agent causal
du Bayoud «Fusarium oxysporum f. sp. albedinis» (Foa), un microbe pathogéne tellurique du
palmier dattier « Phoenix dactylifera L. ».

Nous avons étudié l'effet direct des extraits de plantes sur le champignon par la technique de
diffusion en agar; l'effet de ces extraits sur la virulence du Foa (sur le tissu de tubercule de pomme
de terre). Les extraits montrant une inhibition du Foa ou diminuant la VR au-dessous de 50 % ont
subit des analyses par bioautographie directe et criblage phytochimique pour les flavonoides, tanins,
coumarines, alcaloides et saponosides.

Tenant compte des extraits ayant montré un effet sur Foa et des meilleures valeurs de zones
d'inhibition, les extraits obtenus par l'acétate d'éthyle ont présenté les effets les plus importants. Il
est bien connu que l'acétate d'éthyle permet une bonne extraction des composés phénoliques; ainsi
l'effet observé peut tre 1i€ a la présence de ces composés dans les extraits testés.

Le faible pourcentage des extraits montrant un effet positif signifie que Foa est résistant a la plupart
des extraits et/ou quantités utilisées.

Comme présenté par Amraoui et al. (2005), 1'effet nécrotique du Foa sur le tissu de tubercule de
pomme de terre est dii principalement de la production d'enniatine, mycotoxine non spécifique a
I'hote et 'une des responsables de la phytotoxicité du Foa (Herrmann et al., 1996). L'effet des
extraits sur la VR du Foa est probablement du a 1’altération de la synthése et/ou I'action de
l'enniatine sur les cellules. Le meilleur effet dépressif sur la VR peut étre 1i¢ a la diminution de
production d'enniatine ou son mode d'action. L'augmentation de la VR au-dessus de 100 % refléte la
cytotoxicité.

Comme 1I’ont démontré Bosch et Mirocha (1992) et Bacon et al. (1996), la virulence de 1'espéce de
Fusarium est due a la production de l'acide fusarique, et a d'autres mycotoxines. Le Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis produit plusieurs toxines dont 1’acide 3-phenyl lactique, acide fusarique,
acide succinique et leurs dérivés, marasmins et toxines peptidiques (EI Hadrami et al., 2005). Ces
mycotoxines jouent un role majeur dans la pathogénicité et la virulence de Foa, en tant que
déterminants primaires quand ils agissent dans le déclenchement de l'infection et le développement
des symptomes. Ils sont des causes déterminantes secondaires quand ils modifient seulement
l'intensité du symptdme. L'effet possible des extraits de plantes utilisés dans cette étude est d'agir
sur un ou plusieurs de ces mycotoxines en modifiant leur métabolisme ou leurs effets.

Les flavonoides et tanins ont été détectés principalement dans les extraits d’acétate d’éthyle et de
méthanol. Cela concorde avec le fait que ces deux solvants sont souvent utilisés pour leur bonne
capacité d’extraction des polyphénols (Baydar et al., 2003; Goli et al., 2005; Nayab et al., 2006).
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Selon Magdalena et Anna (2008), I’acétate d’éthyle et méthanol sont parmi les solvants utilisés
pour extraire les acides phénoliques. Selon leurs structures, certains flavonoides sont solubles dans
les solvants polaires (eau, méthanol,...), d’autres sont solubles dans des solvants de faible polarité
(acétate d’éthyle, chloroforme, ...) (Marica et al., 2008).

Pengelly (2004) a signalé que les tanins sont largement présents dans 1’écorce des arbres, feuilles,
tiges et fruits. Dans notre cas, les écorces ont montré une richesse en tanins. Ce résultat est en
accord avec celui de (Malan et Roux, 1975) travaillant sur plusieurs espéces du genre Acacia.

Contrairement aux flavonoides et aux tanins, les coumarines ont montré une présence plus large. Ce
résultat est expliqué par le fait que les coumarines ont des structures chimiques différentes et donc
diverses propriétés allant de I’hydrophilie a ’hydrophobie, d’ou leur extraction par des solvants de
polarités différentes (Monika et Miroslaw, 2008).

Les alcaloides sont les plus diversifiés par rapport aux autres classes de métabolites
secondaires (Magdalena et Anna, 2008). Cela refléte la diversité des couleurs et des spots
présentés par les extraits révélés pour les alcaloides. L’existence de certains spots de différents
extraits ayant les mémes Rf et les mémes couleurs, pourrait étre expliquée par leur identité
structurale.

Certains extraits ont montré un effet antifongique par la méthode des disques mais n’ont pas
présenté un effet par bioautographie. Ce résultat pourrait étre li¢ a 1’effet de synergie entre les
composés présents dans 1’extrait brut. Cowan (1999) a montré que parfois I’effet est lié au mélange
de composés (synergie).

Conclusion

D’apres les résultats obtenus, on peut conclure que I’efficacité de certains extraits dans le
test antifongique (diffusion en agar) mais pas dans la bioautographie directe est liée au seuil de
détection qui différe, et au principe de synergie et antagonisme.

En fin, la richesse de cette espece en métabolites secondaires bioactifs nous pousse a poursuivre les
travaux pour la valoriser et permettre d’avoir un traitement efficace contre le Bayoud.
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