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Summary

Background: The use of chemical pesticides for the treatment of phytopathogenicfungi has harmfuleffects on
the environment and humanhealth. The objective of thisstudyis to propose a strategy for the use of natural
substances of plant origin as an alternative to the use of chemicalfungicides.

Materials and Methods: To meetthis objective, weevaluated by the method of the double dilution of a
geometricsequence of reason %, on PDA medium the antifungalpotential of the aqueous and ethanolicextracts of
Terminaliaivorensis and Terminaliasuperba on Fusariumoxysporum. Greenhouse tests of tomato cultivars
arranged in Fisher blocks

Results: The ethanolicbarkextract of Terminaliaivorensiswasfungicide at CMF = 6,25 mg / mL on
Fusariumoxysporum. For the ethanolicextract of leaves of Terminaliasuperba, the minimum fungicidal
concentration on the twostrainswas CMF = 6.25 mg / mL. Tests undershelter of theseextracts on the
tomatorevealed, a beneficialeffect on the growth and the development of the inoculated plants.

Conclusion: The ideal in the promotion of agriculture in this new world concernedwith the health of consumers
and the preservation of the balance of ecosystems, wouldbethat the pesticides of the future are
naturalbiodegradableproducts.
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I. INTRODUCTION

Les traitements chimiques en agriculture ont des effets néfastessur la santé du consommateur
et I’environnement ainsi que 1’apparition de souches résistantes aux produits fongicides utilisés™. Les produits
naturels, notamment d’origine végétale, sont utilisés comme une source de diversité moléculaire dans plusieurs
programmes de découverte®. Les perspectives offertes par I’exploitation de produits naturels dansle secteur
agricolesont de nouvelles approches qui consiste en 1’utilisation des agents bio-compétitifs non toxinogeénes sur
les cultures aux champs®.Les extraits de plantes ont I’avantage d’étre non seulement disponibles & moindre coiit
pour les paysans, mais aussi non toxiques et facilement biodégradables et donc sains pour I’environnement®.En
effet, des résultats trés encourageants ont été rapportés sur 1’usage des biofongicides contre les pourritures de
fruits en France tels que les agrumes®’, les péches®, les fraises®, les poires'. Cependant, moins de 10 %
seulement des plantes a fleur terrestre auraient été étudiés scientifiquement pour leurs propriétés
pharmacologiques sur prés de 240 000 & 300 000 espéces™.C’est dans ce contexte quece projet
proposed’évaluer le potentiel antifongique in vitro et in vivodes extraits aqueux et éthanoliques de
Terminaliaivorensiset Terminaliasuperba; sur Fusariumoxysporum.
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Il. MATERIEL
Matériel végétal
11 se compose d’écorcede tronc et les feuilles de TerminaliaivorensisA.Chev.(Figure 1) et
TerminaliasuperbaEngl. &Diels. (Figure 2a et 2b).

Matériel biologique

L’agent phytopathogéne utilisé, a été choisi comme modéle a cause de son importance en agriculture. I
est représenté par la soucheFusariumoxysporum. Il provient du Laboratoire de Biotechnologie Végétale et
Microbiologie Environnementale de I’Institut National Polytechnique Félix HOUPHOUET-BOIGNY de
Yamoussoukro (Cote d’Ivoire).

Matériel pour les tests en culture sous abri

L’évaluation in vivo de l’activité antifongique des substances naturelles d’origine végétale s’est
effectuée sur deux cultivars de tomate inoculés au Fusarium. Il s’agit de variétés recommandées pour les
cultures en zone tropicale. La variété Caraibo a croissance déterminée, cultivable sans tuteur a été utilisée de
méme que Tropimech. Ces différentes variétés de tomates ont été achetées a Semivoire a Abidjan (Cote
d’Ivoire). Les essais biologiques sont été réalisés avec deux différents extraits :
- Des extraits éthanoliques poudreux d’écorce de Terminaliaivorensis ;
- Des extraits éthanoliques poudreux de feuilles de Terminalia superba ;
Ces extraits poudreux ont été émulsionnés dans de 1’eau distillée.

1. METHODE
Meéthode de préparation des extraits aqueux et éthanoliques

Les feuilles et écorces de plantes sélectionnées ont été récoltées, nettoyées pour les débarrasser
de toute impureté, découpées et séchées séparément selon les espéces a 1’ombre, a la température ambiante et a
I’abri de ’humidité pendant deux semaines. Aprés séchage, elles ont été rendues en poudre fine grace a un
broyeur électrique de type IKA Labortechnik. La fine poudre (broyat) a subi une extraction selon la méthode
de™. Ainsi, 100 g de broyat ont été macérés dans 1 L d’eau distillée a ’aide d’un mixer (Blender) pendant trois
fois 3 minutes. L’homogénat obtenu a été d’abord essoré dans un carré de tissu, puis filtré successivement deux
fois sur du coton hydrophile et une fois sur du papier filtre Wathman 3 mm. Le filtrat recueilli, a été séché a
I’étuve a 50 °C. Le solvant évaporé, une poudre de couleur marron foncé a étérécupérée et constitue 1’extrait
total aqueuxnoté ETA.

L’extrait éthanolique a été réalisé par fractionnement de I’extrait aqueux, selon la méthode
de®®, ainsi décrite : 10 g d’ETA ont été dissouts dans 200 ml de solution hydro-alcoolique (70 % éthanol et 30 %
eau distillée). On obtient une phase supérieure liquide alcoolique et un résidu qui se dépose dans le fond de
I’ampoule a décanter. La phase liquide alcoolique obtenue est recueillie, réduite et séché a I’étuve a 50 °C ; c’est
P’extrait éthanolique noté (ETE). Les extraits aqueux et éthanoliques des feuilles et écorces, au nombre de huit
(8) au total ont été conservés au réfrigérateur a 6 °C et utilisé plus tard pour les testsantifongiques
deFusariumoxysporum.

Calcul de rendement des extraits végétaux
Le rendement de 1’extrait est le rapport de la masse de I’extrait obtenu par rapport a la masse du matériel extrait.
Il est déterminé par la formule ci-dessous.

Poids sec extrait (g)
R (%) = X 100
Poids sec de départ (q)
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Préparation du milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar)

Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) a été utilisé pour la culture des champignons. Il est
composé¢ de 20 g d’Agar, 20 g de purée de pomme de terre et de 20 g de saccharose pour 1L d’eau distillée. Les
milieux ont été préparés dans huit erlenmeyers, et stérilisés a I’autoclave a 120 °C pendant 20 min.
L’incorporation des différents extraits végétaux au milieu PDA avant sa solidification a été faite selon la
méthode™ de la double dilution de suite géométrique de raison ¥ réalisée de la maniére suivante : 2 g d’extrait
végétal ont été dilués dans 40mL de PDA de I’erlenmeyer n° 1. Ce mélange a été homogénéisé par un agitateur
magnétique (IKA-MAG-RCT). La moitié du volume de ce mélange homogene est transférée dans 20 mL de
PDA de I’erlenmeyer n° 2 et homogénéisée. Cette opération est reprise avec I’erlenmeyer n° 3, et ainsi de suite
jusqu’a I’erlenmeyer n° 8. A la fin de cette opération, c¢’est-a-dire a 1’erlenmeyer n° 8, la moitié du volume du
mélange est rejetée. Cette double dilution donne les gammesdeconcentrations suivantes : 50 mg/mL, 25 mg/mL,
12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL et 0,39 mg/mL. Soit huit concentrations
retenues pour les extraits aqueux (ETA). Pour les extraits éthanoliques (ETE) six concentrations ont été retenues
et ce sont les suivante : 12,50 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL et 0,39 mg/mL.Ces
différentes concentrations ont été utilisées pour tester la croissance mycélienne deFusariumoxysporium. Les
témoins n’ont subi aucun amendement avec les extraits. Ces différents milieux ont été coulés a 40 °C dans des
boites de Pétri de 90 mm de diamétre sous la hotte, autour d’une flamme. Pour chaque concentration et chaque
souche fongique, ’essai a été répété trois fois. Les boites de Pétri ont été maintenues sous la hotte jusqu’a la
solidification du milieu et a I’ensemencement du fragment mycélien.

Réalisation in vitro des tests d’activités antifongiques

Une fois la gélose solidifiée sous la hotte, les tests antifongiques ont été réalisés par la suite, un explant
de 6 mm de diametre de chaque champignon age de 7 jours, a été prélevé au niveau du front de croissance du
champignon dans la boite de culture. L’explant a été placé au centre géométrique de la boite de Pétri sur le
milieu PDA. Les boites de Pétri ensemencées, ont été scellées avec du film adhésif et mises en incubation a
I’étuve a 25 £ 2 °C pendant 8 jours.

Mesure de la croissance radiale des champignons ensemencés

La mesure de la croissance radiale moyenne du mycélium des différentes souches fongiques a été
effectuée quotidiennementjusqu’a ce que dans les lots témoins, les filaments mycéliens atteignent la périphérie
de la boite de Pétri.Elle a été réalisée en millimétre a partir de deux axes perpendiculaires tracés au revers de la
boite de Pétri.
Cels5 mesures ont permis de déterminer le taux d’inhibition de la croissance radiale mycélienne selon la formule
de™.

(D-d)
T @)= —— X 100
D

T : taux d’inhibition
D : croissance mycélienne dans les boites témoins
d : croissance mycélienne dans les boites essais

Biotest en culture de la tomate sous abri

Le choix des extraits de plantes utilisés dans cet essai a été basé sur leur efficacité observée in vitro. Ce
biotest a été conduit selon la méthode d’expérimentation sous serre en blocs de Fisher. La multiplication des
champignons en vue de produire I’inoculum. La préparation des plants & inoculer apres avoir effectué les
pépiniéres en faisant germer les graines des différents cultivars de tomate dans des bacs contenant un substrat de
culture préalablement stérilisé par autoclavage a 121 °C pendant 30 min sous une pression de 1,5 bar. Les
plants obtenus en 2 semaines ont été transplantés dans des pots de 500 cm® contenant un substrat de culture
constitué de 25 p.c. de fumier de fermier bien décomposé et 75 p.c. de sol. Les extraits de plantes qui ont été
émulsionnés dans de ’eau distillée. La solution (solvant + extraits) a été pulvérisée sur les parties aériennes de
plants inoculés ainsi que ceux non inoculés de tomates a 1’aide d’un pulvérisateur manuel. Les plants agés de 8
semaines ont été dépotés, nettoyés et la mesure du poids secs ; aériens et racinaires a été effectuée.
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Mesure des parametres de croissance

Deux paramétres de croissance (hauteur, diamétre) ont été évalués sur les plants de tomates du stade 2 feuilles
jusqu’a 8 semaines de croissance. La hauteur a ét¢ mesurée avec un double décimeétre depuis le collet jusqu’a la
cime de la plante.

HmM=X hv/N

¥ hv= Somme des hauteurs mesurées par variété et par traitement

N= Nombre total de variété

Le diametre a été mesuré avec un pied a coulisse de marque Mitutuyo de précision 10-2 mm. Le diameétre
moyen a été calculé selon la formule suivante :

Dm= X dv/N

¥ dv= Somme des diamétres mesurés sur une variété.

Parametres de développement

Les paramétres de développement (indice de mortalité, biomasse) ont été mesurés simultanément avec les
parameétres de croissance sur les mémes plants de tomates. La matiére séche racinaire et foliaire a été mesurée 2
jours apres le séchage a 45 °C a I’étuve sur une balance électrique de marque (Sauter 1000) de précision 10-1g
Méthodes statistiques d’analyse des données

Dans cette étude, les paramétres de distributions des différents échantillons ont été comparés entre eux grace a
deux tests statistiques : I’analyse de variance (ANOVA) et celui du Khi-deux.La nature qualitative des données
obtenues nous a ramené vers deux types de techniques d’analyses : 1’analyse en Composante Principale (ACP)
sur les groupes de variables quantitatives. Les objectifs de la méthode sont d’obtenir une typologie des lignes,
une typologie des colonnes et de relier les deux typologies ensemble™.

Le criblage phytochimique

Une analyse chimique basée sur des réactions de coloration et de précipitation a été effectuée sur les huit (8)
extga;\its végétaux(T1.E-f, TL.E-é, TI.A-f, TL.LA-é, TS.E-f, TS.E-é, TS.A-f, TS.A-€)selon la méthodologie utilisée
par-.

IV. RESULTATS
Rendement des différents extraits
Les rendements des extraits aqueux obtenus & partir de 100 g de poudre des différentes parties de
Terminaliasuperbaet Terminaliaivorensisainsi que ceux des extraits éthanoliques issus du fractionnement de 10
g de chaque extrait aqueux des feuilles et écorces de nos plantes sont mentionnés sur la Figure 3.

80.00% 70.53%
I 61.60%
60.00%  93.95% 57"116% I
40.00% 22.13% .
12.04% 14.81%
20.00% I i 7.08%
I
I
0.00%
Terminalia superba Terminalia superba Terminalia Terminalia ivoresis
(Feuilles) (Ecorce) ivorensis (Feuilles) (Ecorce)
Rendement % ETE Rendement % ETA

Activités antifongiques

Le pouvoir fongicide du MANCOZAN 80 WP sur Fusariumoxysporum s’est manifesté a C3 = 1,56 mg/mL.
Une concentration C3 = 1,56 mg/mL a été suffisante pour inhiber a 100 % Fusariumoxysporumaucune reprise
de la pastille mycélienne n’a été observée aprés repiquage dans le milieu PDA. Les extraits éthanoliques de
feuilles et écorce de Terminaliaivorensis ont exercé un pouvoir inhibiteur plus important que les extraits aqueux
sur Fusariumoxysporum. Cette souchea été inhibée & 100 % a la concentration C4 (3,12 mg/mL) de I’extrait
éthanoliques d’écorce de Terminaliaivorensis. L’effet fongicide de cet extrait a été obtenu a la concentration
CMF = C5 (6,25 mg/mL). Les extraits aqueux de Terminaliasuperba ont révélé une activité antifongique trés
faible de cette espéce sur Fusariumoxysporum. L’effet fongicide des extraitséthanoliquesa été obtenu a la
concentration CMF = 6,25 mg/mL sur Fusarium.
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TLE  extraits éthanoliques de Terminalia ivorensis, ~TLA extraits aqueux de Terminalia ivorensis,
TSE  extrais éthanoliques de Terminalia superba  TSA extraits aqueux de Terminalia superba

Fusariumoxysporum

Concentrations Clso(mg/mL)  Clg(mg/mL)  CMF (mg/mL)
Extraits
MANCOZAN 0,27 0,83 1,31
TI.E-feuille 1,56 3,12 6,25
TI.E-écorce 1,56 3,12 6,25
TS.E-feuille 1,56 3,12 6,25
TS.E-écorce 1,56 3,12 6,25
TILE extraits éthanoliquesdeTerminaliaivorensis,
TS.E extraits éthanoliquesdeTerminaliasuperba
Composés Alca Polyph Tanins Flavo  Terp Sapo Stérols Coum
chimiques Cat Gal et
Extraits Séroides
TS.E-feuille + +++ - +++ +++ +++ ++ +++
++
TS.E-écorce - +++ - ++ ++ ++ ++ + ++
T1.E-feuille + +++ + + + + ++ + -
TI.E-écorce ++ + - + +++ +++ ++ +++
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Les extraits aqueux et éthanoliques des différents organes des plantes ont fourni des rendements
variables. En effet,*®rapportent que les conditions environnementales, la période de récolte et I’dge du matériel
végétal a I’organe considéré peuvent influencer sur les rendements d’extraction. De plus, 1’éthanol est un solvant
organique qui fixerait plus de composés par rapport a 1’eau et augmenterait, par conséquent, le rendement des
extraits éthanoliques™®.Selon la classification de”, le niveau d’activité des extraits éthanoliques est qualifié de
moyen. Le méthanol permet une meilleure extraction des composés tels que les flavonaides et les terpénoides
qui sont des molécules reconnues pour leur activité antifongique?*. Avec 1’analyse des paramétres de croissance
évalués sur deux variétés de tomate (Tropimech et Caraibo), la résistance du cultivar Tropimechpeut trouver
son explication dans sa capacité de détruire les toxines produit par Fusariumoxysporumdans la plante de
tomate®?. En effet, les activités antimicrobiennes des poudres de Terminaliasuperba et Terminaliaivorensis
dérivent des alcaloides®, des tanins® et les activités antifongiques par la présence des composés phénoliques®.
Ces composés phénoliques auraient un effet inhibiteur sur I’activité et la production des protéases, des cellulases
et des pectinases mis en évidence chez Fusariumoxysporumf.sp. albedinis®.Le tri phytochimique des extraits
aqueux et éthanoliquesTerminaliasuperba et Terminaliaivorensis a montré la présence de plusieurs groupes
chimiques. ?’ont rapporté que les extraits végétaux d’un certain nombre de plantes contiennent des composés
tels que les tanins, et les flavonoides qui sont dotés de propriétés fongicides. L’incorporation de ces substances
allélochimiques dans la gestion de ’agriculture peut réduire ’utilisation de fongicides et d’insecticides ; aussi
diminuer la pollution de I’environnement®.

V1. CONCLUSION

Bien que I’activité antifongique in vivo des extraits éthanoliquesait été significativement comparable a
celle du Mancozan 80 WP. Le tri phytochimique de nos extraits étudiés a révélé la présence de polyphénols, de
flavonoides, de saponosides, et de terpénes dans l’ensemble des extraits. Le traitement des plants de
Capsicumannuum L. par la pulvérisation foliaire des extraits ont entravés I’infection des champignons testés.
Cette réduction est plus importante dans le cas des plants traités par les extraits végétaux et inoculés qui n’est
pas différent de celle des traitements aux fongicides de synthése. Dans ce nouveau monde soucieux de la santé
des consommateurs et de la préservation de 1’équilibre des écosystémes, 1’idéal serait que les pesticides de
I’avenir soient des produits naturels biodégradables.
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