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Résumé

L'objectif de ce mémoire est d'évaluer l'activité antifongique de I'extrait d'ail
(Allium sativum) contre deux especes d'Aspergillus phytopathogénes, a savoir
Aspergillus flavus et Aspergillus niger. Ces deux champignons sont connus pour
leur impact négatif sur les cultures agricoles, provoquant des pertes
économiques significatives et posant des risques pour la santé humaine a cause
de leur production de mycotoxines. Deux extraits d'ail ont été préparés (aqueux
et brut), et leur activité antifongique a été testée a l'aide des techniques de
diffusion par puits et par des disques sur gélose. Les résultats ont montré que les
extraits d'ail possedent une activité antifongique significative contre les deux
especes d'Aspergillus, avec une inhibition remarquable pour Aspergillus flavus.
Les zones d'inhibition observees autour des puits et des disques impregnés par
les deux extraits d'ail indiquent leur efficacité contre les deux souches testées.
Ces résultats suggérent que l'extrait d'ail peut étre utilisé comme une alternative
naturelle et écologique aux fongicides chimiques dans la lutte contre les

phytopathogénes fongiques.

Mots clés : Allium sativum, Extrait d'ail, Activité antifongique, champignons

phytopathogenes, zone d’inhibition.
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Abstract

The objective of this dissertation is to evaluate the antifungal activity of garlic
extract (Allium sativum) against two species of phytopathogenic Aspergillus,
namely Aspergillus flavus and Aspergillus niger. These two fungi are known to
negatively impact agricultural crops, causing significant economic losses and
posing risks to human health due to their mycotoxin production. Two garlic
extracts were prepared (aqueous and crude), and their antifungal activity was
tested using well diffusion and agar disk techniques. The results showed that
garlic extracts possess significant antifungal activity against both Aspergillus
species, with more marked inhibition for Aspergillus flavus. The zones of
inhibition observed around the wells and the disks impregnated with the two
garlic extracts indicate their effectiveness against the two strains tested. These
results suggest that garlic extract can be used as a natural and environmentally
friendly alternative to chemical fungicides in the fight against fungal plant
pathogens.

Keywords : Allium sativum, Garlic extract, Antifungal activity,

phytopathogenic fungi, zone of inhibit



Table de matiéres

Résume
aile
Abstrat
(I (30 [SISY=T o] oAV T U o o N I
[IES] (0 (ISR 7 ] [T T ) II
LiStE S TIQUIES tueiniieiieiieeiintiateeensenteassesnsonssnsssoiosessnssnsosssssnsonsssssssnssnssssesss 111
INtroduction .....coveiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit i r e e e e aee. 1
Synthese bibliographique
Chapitre 1 : Présentation de la plante Allium sativum
1.1. Généralités sur la plante AHiUM SatiVUM...cuiieiieiiiiiiieeieeneintenceeceecnsencescescnsannn. 3
HIBZR 5 1103 10) (1) 3
1.3. Répartition géographique .......cccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieciecenanne. 3
1.3.1. Production de I’ail dans le monde ..........ccccceviiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiienn. 3
1.3.2. La production d’ail en AIZErie ......cccocvveiiieiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiieiieceeenees 4
1.3.2.1. Zone et production d’ail en Algérie 2019 .......ccccvveiiiiiiniinieinnnnnns 5
1.2. Etude botanique d’AllIUM SAIVUM ..iuiieiiiiiiiiieiieiersnientiesnsonssnssasescnssnsonsosnns 5
HIZ0 B D TT14 113 11 | R 5)
1.2.1.1. Appareil vEgétatif .......ccoviieiiniiiiiiniiiiiieiiiiiieiinieiaiinionecsassnsonmncsnes 6
1.2.1.1.1 Le DUlbe..cuieineiniiniieiiiiiieiieiiiiniieiieiieiniiatiesesameesasmmnssns 6
1.2.1.1.2 Racines, tiges et TeUIlIEs ...cc..iiveieiniiiiiiiiiiiiiciicrreceneeaeaes 6

1.2.1.1.2. 1 RACINES vvvvrerrerrrererrerersesseesessesssssssssssssssssssssassasssses 6



00 0 O I T 7

00 G T 0 1 | 7
1.2.1.2. Appareil reproducteur ......cccevuiiiieiiiniiieeiesnesssatcsnsssmsrssmssssssssnses 7
12121 LeSfleurs coueeueiieiiniiiiiiiiiiiiiiiniiiiiieiinieieiieieecisiinecnnnes 7
V0 7720 DT g | L 8
1.2.2. Classification ......ccceiuiiiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii et 8
1.2.2.1. Classification selon Saci et al., 2021 ..cceueiireieieeinererneeniiieencorenneenes 8
1.3. Les différents composent de I’ail ......cvieiniiiieiniiiieiiiieiiiiieinieeeeceerencseecncesens 9
1.3.1. COMPOSITIONS NUEFITIVES teviverernrenrenseeeersnsensessssnsssssssnssnssnssosssrassssssonss 9
1.3.2. COMpPOSItioNS CHIMIQUES ..cvviviieiieiiiieiieinrinieaceesresentsassssnssnsonssnsessesonss 9
1.4. La commercialisation de Pail ........cccoieiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieciisienenenees 10
1.4.1. L’huile essentielle d’ail ........ccooeiiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineneenae. 10
1.4.2. La poudre d’ail c....ooeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 10
IR N T 11 B 10T o | N 10
1.4.4. L’extrait d’ail Vieilli c...cooeiiiiniiniiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeees 10

Chapitre 2 : Etude de I’ Activité antimicrobienne de I’ail

2.1. Activité antibactérienne ........ccccoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 11
2.1.1. Spectre d’action.......ceeiuiiiiiiniieiieiiiiiieiiiiiiiiitiiir ettt s rieeeaseeas 11
2.1.2. Mécanisme d’action ........coevuiieiniiiiniieiieiiiiniiiieiieiiiiiiiatiesietnisaicassen 11

2.2, ACtivité antivirale ........ccoevuiiniieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirin s eas 11
2.2.1. Spectre et mécanisme d’action .........ccevvuiieiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiean, 11

2.3. Activité antiparasitaire et protozoaire ..........coccovevieiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieteiiasa 12

2.4, Activité antifongique .......ccoovviiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir et ane 12



2.4.1. Spectre d’action et Mécanisme d’action

................................................ 12
Chapitre 3 : les champignons phytopathogénes
3.1. Généralités sur les champignons phytopathogénes ..........ccoevviiiiiiinniiiniiiiniennes 13
3.2.L’espéce Aspergillus flavus .....cceevviieiniiinininenen. 13
SCTZ TR 15 €11 1) 11 (R 13
3.2.2. Potentiel tOXINOZENE .....c.cuvvuiineiiniiniiieiiniiiiiieiiniereciersnsosssensorassnsonsones 14
3.2.3. Pouvoir pathogene ......ccccviviiiieiiiniiiiiiieiiiniiiietesaiessatossscsssssssssssnscses 14
3.3. L espéce ASPErgillUS NIQEN .ueueiriieiieeeeeeiinteaeeeceentescescnsensensescnsansensessnscnsanss 14
SCTRCT TR IF:5. €11 1) 11 [ 15
3.3.2. Potentiel tOXINOZENE ...c.vvvuiiniiiniiiiieiiniiiiiieiinioreiiniosessntossssssssssssnsons 15
3.3.3. POUVOIF PAthOZEINE «.o.vuuireininiieininiieiniiiernrssecasssssassssnsnssssnssssnsnssssnses 15
Etude expérimentale
I Y B 17 § TS I ] 1 17
2. Microorganismes UtiliSEs .......ccovveiiiniiiniiiiniiiniiiiiiieiiiniieinicinecensnenscnnses 17
2.1. Réactivation des SOUCRES ......cccoviriiniiniieiiiiiiiniieiiiiiiiiieiiiiiiiiiineceann. 17
2.2. Mise en évidence de la pureté des souches fongiques ..........ccceevuvuvurnnnnen... 18
2.2.1. Etude macroSCOPIQUE «..ccevuvieiieiieiniieiieiieieietieeieceieciecseceescnscenions 18
2.2.1.1. ASPErgillus FlaVUS «.eeeeeniieenernieatiesnienieiienteesscnssnsescescnsonsosanns 18
2.2.1.2. ASPErgillUS NIQEN uveeiniiniietieitentiereeenrsnsessescnsensessessnssnssssnsions 19
2.2.2. Etude mMiCroSCOPIQUE «.ovvvuiieiiaiinreierinioneesstsssonssssssnssssssnsomissssssnses 19
2.2.2.1. ASPErgillus flavus ..cueeeiieiiiieiiiieiiiiititieenieienceecnecnsencescnsonnnne 19
2.2.2.2. ASPEIgilIUS NIGET «eeueiiniireiinrenreeatenreneeensenscesssnsonscsnsansesssansone 20
2.3. Préparation des eXtraits .....ooceviiieiieiiieiiniiieieiinionessatsnsossssnssnsossssnsions 21
2.3.1. L’extrait brut d’ail ......ccoeviiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirienrree e 21
2.3.2. L7eXtrait AQUEUX ..coueiiuiiniiieiiniiniiniiiatinioneeeatsnsosssssssnssssssnsonssnsans 21

2.3.2.1. Préparation de la poudre d’ail



2.3.2.2. Préparation de I’extrait aqUeUX ......ccoeuviieiiinieineieinrennecsnnronces 22

2.4. Préparation de ’inoculum .......cocuiiiniiiniiiieiiieiiiieiiinieiieissstcsnsccsnsciascons 22
2.4.1. Détermination de la concentration de I’inoculum par turbidimétrie ...... 24
2.5. Mesure de ’activité antifongique ..........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiinieieninn 24

2.5.1. Evaluation de D’activité antifongiques de I’extrait brut et aqueux de I’ail sur

Aspergillus flavus et ASPergillus NIGEN ..cvveiiiviieiieriiiniiereeeneiareeseesnssnssnssssnsnns 24
2.5.1.1. Méthode de diffusion par diSques ........cccoveiieiiiiiiiiiiiiiiennnnns 24
2.5.1.2. Méthode de diffusion Par PUILS «..ceeeereeeeeiiieenecerensenceecnecnsencnnes 25
T - U] | 7= 1 £ N 27
3.1. Mise en évidence de la pureté des souches fongiques.........ccccevviiieiiiniiinnnnn 27
3.1.1. ASPErgillus flavUuS. . cuceeeeeeeieniiaeeetieententeeseesnssnsensessnssnsonssssnssnssnsnsons 27
3.1.1.1. Etude macroSCOPIQUE.....cceovteiirnririnricsenstcssssscsessscssnsssosnnnse 27
3.1.1.2. Etude miCroSCOPIQUEe...cccuviiiineiirinnrieienerccsssscsssssesssnssosonsssons 27
3.1.2. ASPEIgilIUS NMIQErueeniieieeeneeatinteeeeeerenseacescnsensescessnsansassescnsansansnns 28
3.1.2.1. Etude macroSCOPIQUEe.....ccoeviieriineiiiniiinriiersenrcsnscsensosnscsnnsons 28
3.1.2.1. Etude microSCOPIiqUE.....cccvvuriireiiinieineiisereenessnerosnscsnsssanscnncss 29
3.2. Détermination de I’activité antifongique......c.cccecevieviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiniane, 29
3.2.1. Activité antifongique estimée par la méthode des disques................... 30
3.2.1.1. Activité antifongique contre Aspergillus flavus......ccceveveininnnne 30
3.2.1.2. Activité antifongique contre Aspergillus Niger...cceeeeeeeiinecnnnne 30
3.2.2 Activité antifongique estimée par la méthode de diffusion par puits........ 31
3.2.2.1. Activité antifongique contre Aspergillus flavusS......ccceeeeeeieenannen. 31
3.2.2.2. Activité antifongique contre Aspergillus Niger...cceeeeeeeieinecnnnnn 32
I3 o] 1] o] o 35
(@0 3T 111 [ o N 36

Référence bibliographique

Annexe



Liste des abréviations
APG : Angiosperm phylogeny group.
ARN : L'acide ribonucléique.
CMF : Concentration minimale fongicide.
C° : Degrés Celsius.
CMV : Cytomegalovirus.
DO : Densité Optique.
DATS : Digital Action Tracking system.
DSA : Département des services agricoles.
FAO : Food and agriculture organisation.
HMP1: Pompe Electro_Hydraulique.
HPLC : Chromatographie a haute performance.
HSV : Herpes Simplex Virus (virus de I'herpés simplex).
MALDI_TOF : Matrix Assisted Laser Desorption lonization_Time of Flight.
mm : Milimétre,
NaCl : Chlorure de sodium.
ORL : Oto rhino laryngologie.
PCR : Polymerase Chain Reaction.

PDA : Potato Dextrose Agar.



Liste des tableaux

Tableau 1 : Quelques pays producteurs d’ail dans le monde ...................cooeiiiiiinan. 4
Tableau 2 : Les principaux Etats producteurs d'ail en AlIgérie .............cooveiueeiieeineenn.. 5
Tableau 3 : Zones d’inhibition (IMIM) ..........ooeiitiiii i 29



Liste des figures

Figure 1 : La production d’ail dans le monde par continent en 2018 ........................ 4
Figure 2 : La production et le rendement de 1’ail en Algérie de 1998 a 2018 ............... 5
Figure 3 : Schéma général d’Allium sativum (1,2 : Port de la plante, 3 : bulbe, 4) ......... 6
Figure 4 : Bulbe d’ Allium sativim €t SES CAYEUX ... .uvuvenenrereneeeneneneneneaneneneanenennn 6
Figure 5 : Racines adventives chez Allium sativum ..................oooiiiiiiiiiiiniian..n. 7
Figure 6 : Tige et feuilles chez ’ail commun ..., 7
Figure7 : Fleur d’ AIIIUm SatiVUIT ......ouieitinitiieee e e 8
Figure 8 : Bulbe d’ail .........ouiiiii e 17
Figure 9 : Réactivation des souches fongique ............cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 18
Figure 10 : Caractére macroscopique d’Aspergillus flavus ...............cooviiiiinnnnn.. 18
Figure 11 : Aspect macroscopique d’Aspergillus niger ..........c.oevviviiiiiiiinniiiniinannn 19
Figure 12 : Aspect microscopique d’Aspergillus flavus ............c.oooiiiiiiiiiiiin.. 20
Figure 13 : Aspect microscopique d’Aspergillus niger ...........oovivviviiiiiiiiinninannnn.. 20
Figure 14 : Extraitbrutde I’ail ..o 21
Figure 15 : Lapoudre d’ail ........o.ouiniiii e 21
Figure 16 : Préparation de I’eXtrait aqUeUX .........oeveiuiriririreiititeteteeeeeeeeenene 22
Figure 17 : Préparation de I’inoculum ...............oieiiiiiiiiiii e, 23
Figure 18 : Illustration de la méthode des disSqUeSs ...........ccovvveiriiiiiiiiiiiiieeinen, 25
Figure 19 : méthode de diffusion sur diSqUe ...........cccoeveieiiiiiiii 25
Figure 20 : Méthode de diffusion par puits. ...........ccooviiiiiiii e, 26
Figure 21 : Identification macroscopique recto verso d’Aspergillus flavus................. 27
Figure 22 : Identification microscopique d’Aspergillus flavus ..................ooooiiiinnn.. 28
Figure 23 : Identification macroscopique recto verso d’Aspergillus niger...................... 28

Figure 24 :

Identification microscopique d’Aspergillus niger ................cooiiiiiiin. 29



Figures 25 : I’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux et 1’extrait brut de I’ail contre Aspergillus
flavus pour la technique des diSqUES ......ooviiriiiiitii i 30

Figure 26 : ’effet inhibiteur de I’extrait aqueux et 1’extrait brut de 1’ail contre Aspergillus
niger pour la technique des diSQUES .......oovriiiiiii e 31

Figure 27 : ’effet inhibiteur de I’extrait aqueux et 1’extrait brut de 1’ail contre Aspergillus
flavus pour la technique des Puits .........ovueiiiiii e e 32

Figure 28 : I’effet inhibiteur de I’extrait aqueux et 1’extrait brut de 1’ail contre Aspergillus
niger pour la technique des Puits .........oouiiiiiiii i e 33

Figure 29 : étude comparative des diamétres des zones d’inhibition, en présence différentes
extraits d’ail sur Aspergillus flavus et sur Aspergillus niger (technique des disques et des

Figure 30 : Le developpement d’ Aspergillus flavus pendant 5 jours ............................ 34

Figure 31 : Le developpement d’Aspergillus niger pendant 5 jours ................c.coeeevenn... 34



Introduction




Introduction

Pendant une période prolongée, ’humanité a été confortée a une vulnérabilité significative
face aux maladies fongiques. Au cours des vingt dernieres années, une augmentation notable
de ces maladies, touchant un large éventail d’organismes hotes, a été observee. Ces affections
sont déclenchées par un nombre remarquablement élevé d’espéces de champignons,

entrainant des dommages substantiels tant chez les espéces végétales.

Les champignons représentent une diversité considérable, avec une estimation d’environ un
million d’espéces, bien que ces chiffres soient approximatifs. Cependant, seulement 14 % de

cette variété d’organismes ont ét¢ identifiés jusqu’a présent (Djazouli, 2020).

Les champignons phytopathogenes sont largement reconnus comme une menace mondiale
pour la sécurité alimentaire. En adoptant un mode de vie parasitaire, ces organismes infectent
les plantes hdtes pour se nourrir et se reproduire, entrainant des conséquences néefastes pour la
santé et la survie des végétaux. lls sont responsables de la plupart des maladies des plantes,
modifiant la dynamique des populations végeétales et contribuant potentiellement a

I’extinction de certaines espéces (Mercier, 2019).

Les moisissures filamenteuses du genre Aspergillus sont des champignons microscopiques,
connues pour étre des contaminants des produits agricoles en stockage ou en champ et/ou
pour leur capacité a produire des métabolites secondaires toxiques. Sous des conditions
climatiques propices, certaines souches d’Aspergillus sont capables de synthétiser les
aflatoxines, des métabolites secondaires connus pour leurs propriétés cancérigénes,

immunosuppressives et tératogénes (Zemeili et Soubani, 2007 ; Traore et al., 2011).

Les traitements naturels des plantes contre les maladies phytopathogenes ont démontreé leur
efficacité en se comparant aux fongicides commerciaux, tout en présentant principalement

moins d'effets secondaires.

Les légumes du genre Allium sont considérés comme un ¢élément crucial d’une
alimentation saine, contribuant a la résistance contre plusieurs maladies. Parmi les espéces de
ce genre, Allium sativum est la plus largement utilisée a travers le monde. D’autre fagon, il est
connu sous le nom ail, cette derniére est une plante largement utilisée comme aliment dans
toutes les régions du monde. Au cours de la derniere décennie, il y a eu une augmentation
significative de la littérature portant sur 1’ail et ses propriétés antimicrobiennes. Bien que cet

intérét récent ait émergé au cours des dix dernieres années. L’ail est I’un des légumes cultives

e
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Introduction

les plus anciens et elle a été utilisée comme épice, légume ou méme comme remede pour

guerir diverses maladies (Boukeria, 2017 ; Bouhenni et al., 2019).

Le principal constituant antimicrobien de l'ail a été identifié comme étant un composé
organosulfuré, appelé allicine. L'allicine ne se trouve pas dans I'ail cru. 1l se forme rapidement
sous l'action de I'enzyme allinase sur le sulfoxyde de S-allyl-L-cystéine ou alliine, et ceci,
lorsque l'ail est broyé. L'allicine provogue des dommages au niveau de la cellule et altére la

membrane tout en provoquant la mort ou I’arrét de la croissance cellulaire.

Cette ¢tude avait comme objectif : 1’évaluation de D’activité antifongique in-vitro de

I’extrait d’ail vis-a-vis des isolats phytopathogenes Aspergillus flavus et Aspergillus niger.




Syntheése bibliographique




Chapitre 1:

Présentation de la plante Allium sativum




Synthése bibliographique Chapitre 1 : Présentation de la plante Allium sativum

1.2. Généralités sur la plante Allium sativum

Le terme Allium sativum tire son origine du nom latin « I’ail cultivé ». Le mot Allium
dérive du celtique All qui signifie une saveur brllante ou acre, ce qui évoque les propriétés
caractéristiques de I'ail en raison de son godt fort et piquant, et sativum signifie cultivé, selon
Krémar en France, 1’ail est appelé ail, ail commun, ail cultivé, thériaque des pauvres, tandis
gu’en arabe est nommé Thum. En anglais, ’ail se traduit sous le nom de garlic (Goetz et
Ghédira, 2012 ; Minker, 2012).

1.2.1. Historique

On considére que l'ail est originaire d'Asie centrale, mais il a été introduit tres tot dans de
nombreuses civilisations. Il y a environ 10 000 ans, on trouve les premiéres traces d’usages de
I'ail en Chine, au Proche-Orient et dans les régions méditerranéennes avant sa diffusion vers
I'Ouest en Europe centrale et méridionale, en Afrique du Nord (Egypte). Par la suite, ce sont
les marchands, les marins, les explorateurs qui ont contribué a la propagation de l'ail a travers
le monde (Krémar, 2008 ; Pacurar et Krejci, 2010).

1.3. Répartition géographique

Allium sativum est cultivé dans diverses régions du globe, telles que I'Europe, I'Afrique du
Nord, I'Asie, I'Amérique du Nord et I'Afrique de I'Ouest (Edouard, 1991 ; Morrison, 1994).

1.3.1. Production de I’ail dans le monde

D'aprés les données de I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et
I'Agriculture (FAQ), la production mondiale d‘ail, une culture appartenant au genre Allium, est
estimée a un peu plus de 28 millions de tonnes, placant la consommation d‘ail au deuxieme
rang aprés celle de l'oignon. L'Asie se distingue particulierement par sa production d‘ail,
atteignant 26 millions de tonnes en 2018, suivie par I'Europe, I'Amérique, I'Afrique, et enfin
I'Océanie (FAO, 2018).

La Chine occupe la premiére place en tant que principal producteur, représentant 81 % de
la production mondiale. Malgré cela, I'Algérie se classe a la 1le place en termes de
production et de productivité d'ail. Le tableau suivant présente quelques principaux pays
producteurs d'ail dans le monde, basé sur les données statistiques de la FAO pour I'année 2018
(FAO, 2018).
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Figure 1: La production d’ail dans le monde par continent en 2018 (FAO, 2018).

Tableau 1 : Quelques pays producteurs d’ail dans le monde (FAO, 2018).

N° Pays Quantité en tonnes
1 Chine, continentale 22273802

2 Inde 1721000

3 Bangladesh 461970

4 Egypte 286213

5 Algérie 202201

1.3.2. La production en Algérie

La production d'ail en Algérie demeure modeste en comparaison avec celle d'autres
Iégumes en 2018. Cette disparité peut s'expliquer par la nature différente de la consommation
de l'ail par rapport a d'autres légumes tels que les oignons et les tomates. En effet, l'ail est
principalement utilisé comme assaisonnement dans les plats, servant de condiment et étant
largement répandu dans les régions des hauts plateaux Est. Bien que l'ail puisse étre cultivé
dans diverses régions d'Algérie, il prospere particulierement dans les sols argilo-sableux,
offrant ainsi un rendement optimal. Malgré sa position comme le deuxiéme Allium le plus
consommeé apres l'oignon, sa consommation tend a connaitre une leégere baisse ces dernieres
années (FAO, 2018).
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SUPERFICIE, PRODUCTION ET RENDEMENT DE L‘AIL EN
ALGERIE DE 1998 A 2018
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Figure 2 : La production et le rendement de I’ail en Algérie de 1998 4 2018 (FAOSTAT,
2018).

1.3.2. Zone et production d’ail en Algérie 2019

D'aprés I'évaluation des statistiques horticoles du DSA (département des services agricoles)
pour la période 2018-2019.

Tableau 2 : Les principales Wilayas productrices d'ail en Algérie.

Mila 1903 ha
Médea 968 ha
Batna 788 ha
Skikda 620 ha
Msila 495 ha
Tizi ouazou 322 ha
Guelma 290 ha
Sétif 236 ha

1.2. Etude botanique d’Allium sativum
1.2.1. Description

L’ail cultivé est une plante monocotylédone, herbacées, vivaces a bulbes annuels qui peut
atteindre 90 cm de hauteur. Constitué d’un plateau dur formé de gousses en nombre de 8 a 20.
Ces gousses rassemblent 12 a 16 bulbilles. Elles ont un diamétre de 5 a 10 mm et sont
composées d’une enveloppe externe. Ses feuilles sont linéaires, engainantes a limbe allongé
plat, étroit, atténué en pointe. Elles mesurant 1 a 2,5 cm de large et 30 a 60 cm de long
(Garnier et al., 1961 ; Tescher et al., 2005 ; Deboise, 2001 ; Bernice, 2009 ; Botineau, 2010).
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Figure 3 : Schéma général d’Allium sativum (1,2 : port de la plante, 3 : bulbe, 4) (Colin, 2016).

1.2.1.1. Appareil vegétatif
1.2.1.1.1. Bulbe

L'ail commun est une plante herbacée géophyte, ce qui signifie qu'elle peut survivre
pendant la mauvaise saison en se maintenant enfouie dans le sol grace a son bulbe. Ce bulbe
est essentiellement une tige courte et verticale, feuillée, appelée plateau du bulbe. On qualifie
le bulbe d'ail de « bulbe tuniqué ». Cette structure particuliere témoigne de I'adaptation de I'ail
a son environnement, lui permettant de survivre pendant les périodes défavorables et de
prospérer au fil des saisons. Le bulbe de I'ail commun peut varier en couleur, allant du blanc

au rosé et méme au violacé, selon les sources (Botineau, 2020).

Figure 4 : Bulbe d’Allium sativum et ses cayeux (Bechaa, 2021).
1.2.1.1.2. Racines, tiges et feuilles
1.2.1.1.2.1. Racines
Les racines de l'ail commun sont classées comme racines adventives, émergeant

spécifiqguement sous le bulbe, au niveau du plateau qui correspond a sa tige souterraine
(Bechaa, 2021).
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Figure 5 : Racines adventives chez Allium sativum. (FAO, 2018).

1.2.1.1.2.2. Tiges

La tige de I'ail commun, en moyenne d'une hauteur de 40 cm, mais pouvant s'étendre
jusqu'a 150 cm, émerge de la partie supérieure du bulbe. Cette tige est en fait une structure
semblable a une tige, formée par I'agencement des gaines foliaires des feuilles provenant du
plateau du bulbe (Bechaa, 2021).

1.2.1.1.2.3. Feuilles

Les feuilles de I'ail commun sont disposées de maniere alternée et sont lisses. Leur nombre
varie genéralement entre 2 et 10 par tige. Ces feuilles se caractérisent par leur pétiole réduit a
une base élargie en forme de gaine tubulaire, ce qui les rend engainantes a la base. Le limbe

des feuilles est linéaire (Maurice, 2014).

Figure 6 : Tige et feuilles chez 1’ail commun (Colin, 2016)
1.2.1.2. Appareil reproducteur
1.2.1.2.1. Fleurs

Les fleurs sont actinomorphes, ce qui signifie qu'elles présentent une symétrie radiale, et
elles sont trimeres, ce qui se réfere a leur organisation en trois parties homologues. Leur

apparence est réguliére et elles peuvent étre blanches ou rougeéatres. Elles sont entourées de
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spathes caduques, qui sont des enveloppes écailleuses a une seule valve, se terminant en
pointes trés longues. Le périanthe, qui est la partie de la fleur constituée par le calice et la
corolle, présente une conformation en cloche avec les segments connivents, c'est-a-dire

fusionnés a leur base.

Les fleurs présentent généralement une teinte allant du blanc au rose. Cependant, des
exceptions sont observees, notamment dans le cas de I'ail d'ornement, ou les fleurs peuvent
arborer une couleur violette ou encore une teinte jaune d'or vif, comme c'est le cas chez
Allium moly (Colin, 2016 ; Ghesquiere, 2016).

Figure 7 : Fleur d’Allium sativum. (Colin, 2016).

1.2.1.2.2. Fruit

Le fruit est une capsule a trois compartiments, chaque compartiment contenant deux
graines. Cependant, sa production est tres rare au profit des bulbilles, car I'espece donne la
priorité a la multiplication végétative plutdt qu'a la reproduction sexuée pour garantir sa
survie (Colin, 2016 ; Ghesquiere, 2016).

1.2.2. Classification

Selon la classification des Angiospermes de Cronquist de 1981, I’Ail appartient a 1’ordre
des Liliales, a la famille des Liliacées. Des récentes révisions taxonomiques En 1998, le
Groupe de phylogénie des angiospermes (APGIII) placent le genre Allium dans la famille des
Alliacées et en 2009, Lors de la derniere mise a jour, le groupe d’APGIII range I’ail dans la
famille des Amaryllidacées et cette famille est divisée en trois sous-famille: les
Agapanthoideae, les Allioideae et les Amaryllidacées (Colin, 2016 ; Eksi et al., 2020).

1.2.2.1. Classification selon Sasi et al., 2021
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e Regne : Plantae,

e Sous regne : Tracheobiota,

e Embranchement : Magnoliophyta (=Phanérogrames),

e Sous-embranchement : Magnoliophytina (=Angiospermes),
e Classe : Liliopsida,

e Sous-classe : Liliidae,

e Ordre : Liliales (Asparagales),

e Famille : Amaryllidaceae,

e Genre : Allium,

e Espéce : Allium sativum.
1.3. Différents composés de I’ail
1.3.1. Composition nutritive

Les bulbes d'ail sont composés d'environ 65 % d'eau, 28 % de glucides, 2 % de protéines,
1,2 % d'acides aminés libres et 1,5 % de fibres. Sous sa forme brute, I'ail contient 58,58 g
d'eau, 33,06 g de glucides et 6,36 g de protéines pour 100 g. Consommer 100 grammes d’ail
apporte 149 kilocalories. Avec la présence de minéraux et d’oligoéléments, y compris les
vitamines (A, B1, B2, B6, C, E) et la thiamine (une vitamine a haute biodisponibilité) grace a
des composés spécifiques contenant du soufre se trouve dans I’ail (Hafiz Suleria et al., 2015 ;
Ghesquiere, 2016).

1.3.2. Composition chimique

En plus des composants nutritives, les composés de I’ail les plus intéressants sont de loin
les composants soufrés volatils et non volatils responsables de sa forte saveur et de ses

nombreux effets médicinaux (Milner, 2001 ; Ansary et al., 2020 ; Ezeorba et al., 2022).

Ces composés soufrés (ou sulfurés) se forment lors de la coupe du bulbe. Ils ne sont pas

présents dans I’ail tant que ses tissus n’ont pas été écrasés. Il faut donc le couper pour profiter

pleinement des bienfaits de 1’ail. Le composé soufré le plus caractéristique de 1’ail est
I’allicine, qui provient de I’alliine. Cette substance active agirait comme un antibiotique
naturel sur le corps humain (antibactérien et antifongique) (Ankri, Mirelman, 1999 ; Ansary et
al., 2020).
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1.4. La commercialisation de I’ail

Sur le marché, vous pouvez trouver diverses formes de produits commerciaux a base d‘ail

pour bénéficier de ses propriétés avantageuses.
1.4.1. L’huile essentielle d’ail

L’huile essentielle d’ail est produite par distillation. Une gousse d’ail renferme
généralement entre 0,2 et 0,5 % d’huile essentielle (Feng et al., 2018 ; Gambogou et al.,
2019).

1.4.2. La poudre d’ail

La poudre d’ail déshydratée utilisée dans la cuisine pour ajouter une saveur subtile aux
plats tout en bénéficiant de ses vertus. Le principal composé présent dans la poudre d’ail, tout

comme dans I’ail frais, est I’alliine (Mercier-Fichaux, 2016 ; Costeplane, 2018).
1.4.3. Le macérat

Le macérat ou D’extrait d’huile d’ail est utilisé comme condiment. Le macérat contient

principalement des composés tels que les vinyldithiines et les ajoenes (Joshi et al., 1987).
1.4.4. L’extrait d’ail vieilli

L’extrait d’ail vieilli est obtenu en utilisant une solution d’extraction composée d’eau

distillée et diluée dans 15 & 20 % d’éthanol (Costeplane, 2018).
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2.1. Activité antibactérienne
2.1.1. Spectre d'action

En 1858, Louis Pasteur fut le premier a prouver que 1’ail possede des propriétés
antibactériennes. Durant la Seconde Guerre mondiale, en raison de la pénurie de pénicilline,
les médecins russes ont utilisé 1’ail comme antiseptique et pour traiter diverses infections
telles que les diarrhées et les infections ORL. L'activite antibactérienne de I'ail a été largement
étudiée au fil des ans, démontrant son efficacité contre un large spectre de bactéries Gram-
positives et Gram-négatives. Des études in vitro et/ou in vivo ont confirmé son action contre
plusieurs genres bactériens, y compris ceux résistants aux antibiotiques (Moses et al., 1983 ;
Ghesquiere C, 2016).

2.1.2. Mécanisme d'action

Les eléments sulfurés présents dans I'ail, notamment I'allicine, sont responsables de son
effet antibactérien. Des études ont démontré que lorsque l'allicine est retirée de I'extrait d'ail,
son activité antimicrobienne est annulée. De plus, inhiber l'allinase, I'enzyme qui convertit
I'alliine en allicine, supprime également cette activité antibactérienne. Le mécanisme d'action
de lallicine semble é&tre son interaction rapide avec les groupes thiols des enzymes
bactériennes, et elle peut également inhiber la synthése d'’ARN bactérien. La composition
structurale des bactéries, notamment la quantité de lipides dans leur membrane cellulaire,
influence leur sensibilité aux composés sulfurés de l'ail. Les bactéries a Gram négatif, avec
une plus grande quantité de lipides dans leur paroi, sont généralement plus sensibles a I'ail que

les bactéries a Gram positif (Moses et al., 1983 ; Ghesquiere, 2016).
2.2. Activité antivirale
2.2.1. Spectre et mécanisme

L'ail posséde une activité antivirale contre divers virus tels que les herpes simplex virus
(HSV) de types 1 et 2, le cytomégalovirus (CMV), le virus de la grippe (virus Influenza B), le
rhinovirus de type 2 responsable du rhume, et le Molluscum contagiosum. Une étude in vitro
a démontré que l'ajoéne, dérivé de [Ilallicine, inhibe la réplication du virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) et pourrait protéger les lymphocytes T CD4,
essentiels pour I'immunité. Cependant, l'utilisation prolongée de suppléments d'ail pourrait
réduire les concentrations plasmatiques du saquinavir, médicament utilisé dans le traitement

des patients VIH-1 positifs. Bien que les recherches sur l'activité antivirale de l'ail soient

e
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limitées, I'ajoéne et I'allicine semblent étre les principaux composés impliques en agissant sur

I'enveloppe (Colin, 2016).
2.3. Activité antiparasitaire et protozoaire

L'usage de l'ail frais broyé comme remede antiparasitaire remonte a longtemps. Albert
Schweizer I'a utilisé pour traiter les maladies intestinales, tandis que la médecine chinoise I'a
intégré dans des extraits alcooliques de gousses d'ail pulvérisées. De nos jours, I'huile d'ail est
également employée contre les parasites et les protozoaires. L'allicine est un composé de Iail,
se révele tres efficace, nécessitant seulement 30 pg/ml pour inhiber la croissance des cultures

d'amibes et réduire jusqu'a 90 % de la virulence des trophozoites (Ghesquiere, 2016).
2.4. Activité antifongique
2.4.1. Spectre et mécanisme d’action

L'allicine de I'ail démontre une activité antifongique contre diverses espéces, notamment
Candida (surtout Candida albicans), Cryptococcus, Tricophyton, Epidermophyton et
Microsporum. Des études in vitro et in vivo sur des souris immunocompétentes infectées ont
mis en évidence l'efficacité de l'allicine contre Aspergillus sp. Son principal mécanisme
d'action est son interaction avec les groupes Thiols des enzymes des microorganismes
concernés. En plus de I'allicine, des produits dérivés tels que I'ajoene et le diallyl trisulfide
(DATS) ont également démontré des propriétés antifongiques. Des études ont montré un effet
synergique significatif entre l'allicine et des médicaments antifongiques comme
I'amphotéricine B et le fluconazole, suggérant que I'ail pourrait étre utilisé en association pour
réduire les doses de ces médicaments et leurs effets secondaires. De plus, I'allicine semble
réduire I'expression du géne HWP1, impliqué dans la formation de biofilms par Candida
albicans, ce qui pourrait étre bénéfique dans le traitement des infections fongiques (Moses et
al., 1983).
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3.1. Geénéralités sur les champignons phytopathogénes

Les champignons phytopathogénes sont des espéces de micromycetes qui provoquent des

maladies cryptogamiques chez les plantes (Lepoivre, 2003).

Les maladies phytopathogeénes résultent de I'activité d'organismes pathogenes tels que les
champignons. Ces microorganismes sont généralement infectieux, se multipliant & I'intérieur

de celles-ci et se propageant facilement d'un hote infecté a un hote sain (Lepoivre, 2003).

Selon leur interaction avec les plantes, les agents phytopathogenes peuvent étre classés en

trois catégories :

% Les biotrophes, qui se nourrissent de cellules vivantes tout en maintenant la viabilité
de leur hote.

¢+ Les nécrotrophes, qui tuent les cellules hétes avant de consommer les tissus morts.

% Les hémibiotrophes, qui présentent une phase biotrophique suivie d'une phase

nécrotrophique.

Leur mode de vie est largement déterminé par les effecteurs, qui sont des protéines et des
métabolites secondaires élaborées par les agents pathogenes et qui interagissent directement
avec les plantes pour augmenter leur virulence. Les pertes agricoles dues a ces agents
pathogenes sont considérables chaque année, ce qui nécessite le recours a diverses stratégies
de lutte pour y faire face (Collmer et al., 2009 ; Hogenhout et al., 2009).

3.2. L’espece Aspergillus Flavus

Aspergillus flavus est un pathogéne opportuniste végétal et animal, connu pour sa
production de I'un des cancérigénes naturels les plus puissants (Payne et al, 2006).

3.2.1. Taxonomie

Traditionnellement, la classification d'Aspergillus flavus et de ses téléomorphes associés
dépendait principalement de caractéristiques distinctives dans leur apparence et leurs modes

de croissance (Hedayati et al., 2007).
Selon Hedayati et al., 2007 ; Klich, 2007, 1a classification d’Aspergillus flavus

e Royaume : Champignons,

e Embranchement : Ascomycota,
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e Ordre : Eurotiales,

e Classe : Eurotiomycetes,

e Famille : Trichocomaceae,
e Genre : Aspergillus,

e Espéce : Aspergillus flavus.
3.2.2. Potentiel toxinogene

Les espéces d’Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sont les principaux agents
responsables de la contamination des cultures par les aflatoxines avant et aprés la récolte. Le

terme « Aflatoxine » dérive de « toxine d'Aspergillus flavus » (Hedayati et al., 2007).

Les mycotoxines sont des substances métaboliques secondaires fongiques potentiellement
dangereuses pour les étres humains et les animaux. Parmi au moins 16 toxines
structurellement similaires, les Aflatoxines B1, B2, G1 et G2 sont les plus importantes.
L'aflatoxine B1 revét une importance particuliére en tant que cancérogene hépatique naturel le
plus toxique et puissant. En plus de ces composés, Aspergillus flavus peut également
synthétiser d'autres substances toxiques telles que la stérigmatocystine, I'acide
cyclopiazonique, l'acide kojique, 1'acide [-nitropropionique, l'aspertoxine, l'aflatrem, la

gliotoxine et I'acide aspergillique (Hedayati et al., 2007 ; Tabuc, 2007).
3.2.3. Pouvoir pathogéne

Pouvoir pathogene d’Aspergillus flavus : Bien qu’Aspergillus flavus puisse se développer
sur une variété de cultures et de produits alimentaires, il pose principalement probleme sur le
mais, les graines de coton, les arachides et les fruits a coque. Ce champignon est connu pour
sa capacité agressive a causer la pourriture des stocks et a produire de I'aflatoxine dans les
graines et les céréales contaminées. Cependant, les infections par Aspergillus flavus et la
contamination par les aflatoxines surviennent souvent avant la récolte. Les niveaux
d'aflatoxines sont rigoureusement surveillés dans les produits alimentaires, et méme une petite
infection avant la récolte peut entrainer le rejet de toute la récolte. Bien que la contamination
avant la récolte ait été observée dans plusieurs produits, la plupart des études sur le processus
d'infection ont été menées sur la pourriture de I'épi Aspergillus flavus sur le mais (Scheidegger
et Payne, 2003).

3.3. L’espéce Aspergillus niger
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Ce champignon présente une croissance rapide, se développant en seulement 2 a 3 jours sur
des milieux de culture conventionnels tels que les géloses au malt et Sabouraud. Bien qu'il
preféere une température de croissance entre 25 et 30 °C, il peut tolérer des températures allant
jusqu'a 42 °C. Les colonies d'Aspergillus niger commencent par étre granuleuses et blanches,
puis deviennent jaunes et finalement noires a maturité. Le revers des colonies peut étre
incolore ou jaune pale. Sur le milieu Czapek, Aspergillus niger produit des colonies avec un

mycélium blanc ou jaune et un revers souvent incolore (Tabuc, 2007).
3.3.1. Taxonomie
Selon (Abarca et al., 2003) la classification d'Aspergillus niger

e Royaume : Champignons,

e Embranchement : Ascomycota,
e Ordre : Eurotiales,

e Classe : Eurotiomycetes,

e Famille : Trichocomaceae,

e Section : Nigri,

e Genre : Aspergillus,

e Espece : Aspergillus niger.

3.3.2. Potentiel toxinogéne

Aspergillus niger est généralement reconnu comme un champignon non pathogene qui se
trouve couramment dans la nature. Les humains sont réguliérement exposés a ses spores sans

présenter de symptdmes de maladie.

Cependant, dans des cas exceptionnels, Aspergillus niger peut coloniser le corps humain en
tant qu'opportuniste pathogene, généralement chez des patients ayant des antécédents de

maladies graves ou de traitement immunosuppresseur (Abarca et al., 2003).

3.3.3. Pouvoir pathogénes

Certains types d'Aspergillus peuvent devenir pathogenes dans des circonstances
favorables, telles que des conditions locales (comme les cavites tuberculeuses, les cancers
bronchopulmonaires, les broncho-pneumopathies chroniques obstructives, les emphysémes, la
mucoviscidose) ou des conditions générales (comme les corticothérapies prolongées, les

hémopathies malignes, les chimiothérapies immunosuppressives, le SIDA).

e
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Synthese bibliographique Chapitre 3 : Les champignons phytopathogénes
Aspergillus niger est peu fréquent chez les individus immunodéprimes ; cependant, chez les
personnes non immunodéprimées, il peut causer des aspergilloses, des otites et des sinusites.

De plus, il peut étre responsable d'infections cutanées, pulmonaires et systémiques (Tabuc,
2007).
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Afin de mettre en évidence d’éventuelles activités antifongiques de I’extrait d’ail sur
Aspergillus flavus et Aspergillus niger, une étude est effectuée durant la période de 15 janvier
a 2 mai. Il est & noter que cette étude a été réalisée au sein de laboratoires de Mycologie,
Biotechnologie et de I’activité microbienne (Université des Freres Mentouri, Constantinel,

Algérie).
1. Matériel vegétal

L’ail choisi provient de la commune de Teleghma, wilaya de Mila sous forme de bulbes
frais. L’étude de I’activité antifongique a été effectuée sur I’extrait brut et aqueux des bulbes

d’ail.

Figure 8 : Bulbe d’ail (Mignon L, 2022).

2. Microorganismes utilisés

Deux souches phythopathogénes ont été utilisés: il s’agit d’Aspergillus flavus
(LN482517.1) et Aspergillus niger (KY566164.1), fournie par Mme Zaamouchi (laboratoire

de Mycologie Biotechnologie et de 1’activité microbienne).

Elles y ont été isolées, purifiées et identifiées par PCR et par MALDI-TOF MS
préalablement.

2.1. Réactivation des souches

Les souches d’Aspergillus flavus et d’Aspergillus niger conservées dans des cryobilles sont
repiquées sur le milieu PDA (voir I’annexe) additionné d’antibiotique afin d’éliminer les

bactéries et incubées pendant 7 jours a 30 °C afin de vérifier leur pureté.
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Figure 9 : Réactivation des souches fongiques
2.2. Mise en évidence de la pureté des souches fongiques

Afin de contrdler I’identité de nos deux souches, Aspergillus flavus (LN482517.1) et
Aspergillus niger (KY566164.1), une observation macroscopique des colonies sur milieu de

culture et microscopique a I’objectif x40 ont ét¢ effectuées.
2.2.1. Etude macroscopique

Elle est effectuée par observation des caracteres culturaux sur les différents milieux de
culture : vitesse de croissance, couleurs des colonies et variation des couleurs au cours du

temps, couleurs du revers des colonies, texture de la surface... etc (Botton et al., 1990).
2.2.1.1. Aspergillus flavus

La croissance du champignon est rapide sur les milieux de culture conventionnels tels que
les géloses au malt et Sabouraud a des températures comprises entre 22 et 25 °C. La

température optimale pour sa croissance est de 37 °C (Tabuc, 2007).

Les colonies présentent une texture duveteuse a poudreuse, initialement blanche, évoluant
vers le jaune puis le vert-jaune. Le revers de ces colonies est dépourvu de coloration (Tabuc,
2007 ; Zaamouchi, 2019).

Figure 10 : Caractére macroscopique d’Aspergillus flavus (Joya, 2019).
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2.2.1.2. Aspergillus niger

Elle est effectuée par observation des caracteres culturaux sur les différents milieux de
culture : vitesse de croissance, couleurs des colonies et variation des couleurs au cours du

temps, couleurs du revers des colonies, texture de la surface... etc (Botton et al., 1990).

Figure 11 : Aspect macroscopique d’Aspergillus niger (Tabuc, 2007).
2.2.2. Etude microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait par la technique de scotch qui
consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch une fraction mycélienne a partir d’une culture
jeune et a la coller sur une lame contenant quelques gouttes de lactophénol (Chabasse, 2002).
Généralement, un examen a 1’objectif x40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des
éléments importants de diagnostic (Cahagnier et Richard-Mollard, 1998). L’observation
microscopique de moisissures repose sur des caractéristiques telles que : hyphes cloisonnés ou
non, type et apparence du systéme sporal, caractéristiques de la spore asexuée (couleur, taille,
septation), etc (Guiraud, 2003).

2.2.2.1. Aspergillus flavus

Les tétes aspergillaires radiales d'Aspergillus flavus sont présentes. Le mycélium est septé
et porte de nombreux conidiophores dresses et non ramifiés qui se terminent par des vésicules.
Les vésicules sont sphériques. Les phialides se forment sur les métules et les conidies sont

sphériques, de couleur vert pale (Zaamouchi, 2019).

19



Matériel et méthodes

Figure 12 : Aspect microscopique d’Aspergillus flavus (Joya, 2019).
2.2.2.2. Aspergillus niger

Mycelium cloisonné. Les tétes conidiennes, bisériées, radiées, noires a maturité, les
vésicules sont globuleuses. Les conidies sont habituellement globuleuses de couleur brune
(Zaamouchi, 2019).

Figure 13 : Aspect microscopique d’Aspergillus niger. (Tabuc, 2007).
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2.3 Préparation des extraits
2.3.1. L’extrait brut (jus de I’ail)

Pour préparer le jus pur, les bulbes d’ail frais sont découpés en petitS morceaux, puis
broyés au mixeur ; le broyat obtenu est ensuite soumis a la pression (a la main) puis filtré par
papier Wattman n° 4 (Manacer, 2019).

Figure 14 : Extrait brut de 1’ail
2.3.2. L’extrait aqueux
2.3.2.1. Préparation de la poudre d’ail

Aprés nettoyage des bulbes d’Ail, on les débarrassa de toutes leurs enveloppes ; les
tranches fines de gousse d’ail ont été étalées sur une assiette en aluminium, puis ont subi un
séchage naturel a I’air libre pendant 15 a 20 jours. Apres le séchage, le matériel végétal a été

broyé a I’aide d’un broyeur électrique afin d’obtenir une poudre fine.

Figure 15 : La poudre d’ail.
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2.3.2.2. Préparation de I’extrait aqueux

200 ml d’eau physiologique stérile bouillante a 100 °C ont été ajoutés a 10 g de la poudre
d’ail préalablement préparée sous agitation magnétique pendant 30 min. Le mélange est

refroidi puis filtré sur un coton hydrophile et papier Wattman n° 4 (Manaceur, 2019).

L’extrait aqueux est préparé le jour méme de 1’expérience, car il est instable.

Figure 16 : Préparation de I’extrait aqueux.
2.4. Préparation de I’inoculum

Les souches fongiques d’Aspergillus flavus et d’Aspergillus niger sont ensemencées sur le
milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) (voir I’annexe) additionné d’antibiotiques et
incubées 7 jours a 30 °C afin d’optimiser la croissance des champignons. Une fois la période
d'incubation terminée, on procéde a la préparation des suspensions sporales par prélévement

des colonies a l'aide d'une pipette Pasteur stérile. On racle délicatement quelques colonies
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bien isolées et identiques de chacune des souches fongiques a tester. La pipette Pasteur
contenant les colonies est ensuite déchargee dans 9 ml d’cau physiologique a 0.9 % de NaCl
stérile (voir I’annexe). Les tubes contenants les colonies des deux souches sont additionnés de
2 a 3 gouttes de Tween 20 comme un agent émulsifiant pour aider les conidies a se disperser.
Les suspensions sont alors bien homogenéisées a l'aide d'un vortex pour obtenir une

répartition uniforme des cellules fongiques dans le milieu liquide. Les suspensions ainsi

préparées sont prétes a étre utilisées pour les tests ultérieurs.

Figure 17 : Préparation de I’inoculum.
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2.4.1 Détermination de la concentration de I’inoculum par turbidimétrie

On agite les suspensions sporales préalablement préparées au vortex pendant quelques
secondes. On réalise une premiere lecture de la densité des suspensions a 1’aide d’un
spectrophotometre. La DO, lue & 625 nm, doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 ce qui
correspond a 106 UFC/ml. Lorsqu’une des valeurs observées a la premiére lecture n’est pas
comprise dans l'intervalle, elle est ajustée par I’addition de quelques millilitres d’eau
physiologique stérile ou de colonies. L’inoculum est utilis¢ dans les 15 minutes qui suivent sa

préparation.
2.5. Mesure de I’activité antifongique

L'évaluation de l'activité antifongique implique généralement des tests in vitro pour
déterminer I'efficacité d'un agent antifongique contre un champignon spécifique. Ces tests
peuvent inclure des méthodes de diffusion en gélose, des tests de dilution en série ou des tests
de micro dilution en plaque. Les résultats sont souvent interprétés en fonction de la
concentration minimale fongicide (CMF), qui indique la plus faible concentration d'agent

antifongique nécessaire pour inhiber ou tuer la croissance fongique.

2.5.1. Evaluation de Pactivité antifongique de I’extrait brut et aqueux de I’ail sur

Aspergillus flavus et Aspergillus niger

La méthode de diffusion par disques et par puits sont suive pour tester I’effet antifongique
de D’extrait brut et aqueux de I’ail contre les souches fongiques (Aspergillus flavus et
Aspergillus niger). Ces deux méthodes sont rapportées par plusieurs auteurs (Pal et Platt,
1994).

2.5.1.1. Méthode de diffusion par disque

Cette méthode de diffusion par diffusion, consiste a préparer des disques stériles de 5 mm
de diametre, imbibés avec 5 ul d’extrait. Un disque supplémentaire est réservé pour le témoin
négatif (eau distillée stérile) chargé par le méme volume. Puis de déposer 3 a 4 disques sur la
surface de gélose préalablement ensemencée par écouvillonnage. Avec la suspension sporale
du microorganisme-test (Aspergillus flavus ou Aspergillus niger). Pour chaque traitement,
trois repétitions ont été effectués. Les boites sont fermeées et ensuite incubées sept jours a 30
°C. L’antifongique diffuse dans la gélose créant une zone d’inhibition de croissance du germe

autour du disque. En fonction du diamétre de cette zone d’inhibition, les souches peuvent étre
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classées en sensibles (aucune pousse), intermédiaires (pousse dans la cupule faiblement dosée

en antifongique) ou résistantes (pousse dans les deux cupules) (Bourouda, 2010).

L’halo clair autour du disque signifie que les microbes n’ont pas pu se développer. Le
diamétre de la zone d’inhibition est mesuré en mm et il est proportionnel a la sensibilité de

nos souches a I’extrait d’ail. (Benkeblia, 2004 ; Hanif et al., 2011).

Souches lest

Milkeu de culture gelosé
(Agar)

Dis que mbibo
dhuile
essentiolle

Cross o
microbnne

Figure 18 : Illustration de la méthode de diffusion par disques. (EBHE).

Figure 19 : Méthode de diffusion par disques
2.5.1.2. Méthode de diffusion par puits

La technique de diffusion par puits est similaire a la méthode de diffusion par disque, mais

cette derniere est remplacée par des puits creusés stérilement sur le milieu ensemence.
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La technique consiste a creuser a 1’aide des pipettes pasteur stériles trois a quatre puits a la
surface de gélose PDA (voir I’annexe) additionnée d’antibiotique préalablement ensemencée
par la suspension sporale par écouvillonnage. Ensuite, dans chaque puits, 100 puL d’extrait
d’ail est introduit a I’aide d’une micropipette. Une boite de Pétri supplémentaire est réservéee
pour le témoin négatif (puits chargés avec 1’eau distillée stérile par le méme volume). Pour
chaque traitement, trois répétitions ont été effectues. Les boites sont fermées et ensuite

incubées 6 jours a 30 °C. L’absence de la croissance mycélienne se traduit par la formation

d’un halo clair autour des puits, dont le diametre est mesuré a 1’aide d’une régle en (mm) et

dépend de la sensibilité a I’extrait d’ail. (Wan et al., 1998 ; Mnayer, 2014).

Figure 20 : Méthode de diffusion par puits.

26



Résultat et discussion

Résultats et discussion




Résultat et discussion

3. Mise en évidence de la pureté des souches fongiques

La vérification de la pureté d’une souche fongique implique une série des méthodes
microbiologiques comme 1’étude macroscopique et microscopique, pour s’assurer que la

culture ne contient qu’un seul type de champignon.
3.1. Aspergillus flavus
3.1.1.1. Etude macroscopique

Cela inclut I'inspection visuelle des cultures fongiques sur différents milieux de culture.

« Surface de la boite » « Revers »
Figure 21 : Identification macroscopique d Aspergillus flavus.

e Milieu de culture : PDA (voir I’annexe)

e Latexture : poudreuse

e Lacouleur de la surface : verte

e Lacouleur du revers : incolore

e La vitesse de croissance : Aspergillus flavus a une croissance relativement rapide 3 a 5

jours a des températures optimales 30 °C.

3.1.1.2. Etude microscopique
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Figure 22 : identification microscopique d Aspergillus flavus

Au microscope

- Tétes aspergillaires : les tétes asperillaires d’Aspergillus flavus sont radiées. Elles sous formes
de structures sphériques.

- Le Mycélium : septé et porte de nombreux conidiophores dressé et non ramifiés qui se termine
par des vésicules.

- Les vésicules : sont de forme sphérique et elles supportent les phialides.

- Phialides : les phialides se forment sur les métules

- Conidies : sont sphériques.
3.1.2. Aspergillus niger

3.1.2.1. Etude macroscopique

« Surface » « Revers »
Figure 23 : Identification macroscopique recto verso d’Aspergillus niger.

- Milieu de culture : PDA (voir I’annexe)
- La texture : poudreuse

- La couleur recto : noir
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- La vitesse de croissance : Aspergillus niger a une croissance rapide 3 a 5 jours a des

températures optimales 30 °C

3.1.2.2. Etude microscopique

Au microscope

Figure 24 : Identification microscopique d 'Aspergillus niger.

- Les Tétes conidiennes : sont sphérique, radiées et souvent bisériées.

- Mycélium : cloisonné

- Les vésicules : sont de formes globuleuses

- Les conidies : sont globuleuses

3.2. Détermination de I’activité antifongique

Nous avons évaluer ’activité antifongique de 1’ail contre les deux champignons étudiés en

utilisant les méthodes de diffusion par disques et par puits.

Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau ci-dessous

Tableau 3 : zones d’inhibition (mm)

Moyennes (mm) Ecart-type
Extraits | Extrait | Extrait | Témoin | Extrait brut Extrait Tém
brut aqueux aqueux oin

souches

Aspergillus | 25 mm [ 22mm | 0 mm 0,816496581 | 0,816496581 |0
Technique | flavus
de Aspergillus | 22 mm [ 20 mm | O mm 0,816496581 | 0,816496581 |0
diffusion .

niger
par disques
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Aspergillus | 27 mm | 23mm | 0 mm 0,816496581 | 0,816496581 | 0
Technique | flavus

de

diffusion

Aspergillus | 23 mm [ 22mm | 0 mm 0,816496581 | 0,816496581 |0

it
par puits niger

3.2.1. Activités antifongiques estimées par la méthode de diffusion par disques
Concernant l'activité antifongique de l'ail évaluée par la méthode de diffusion par disques, les
diameétres d'inhibition obtenus aprés 5 jours d'incubation révélent une variabilité a la fois entre les
deux champignons et entre les différents extraits, comme illustré dans le tableau 3.
3.2.1.1. Activité antifongique contre Aspergillus flavus
La moyenne des zones d’inhibition de I’extrait brut mesuré : 25 mm (25+24+26/3)
La moyenne des zones d’inhibition de I’extrait aqueux mesurée : 22 mm (22+23+21/3)

Le tableau 3 montre les résultats d'une étude sur l'activité inhibitrice de I'ail contre le
champignon Aspergillus flavus. Les moyennes des zones d'inhibition, exprimées en millimetres
(mm), obtenues aprés trois répétitions (R1, R2, R3).

Les résultats suggérent que I'extrait brut d'ail génére des zones d'inhibition significatives, avec
une moyenne de 25 mm. Quant a I'extrait aqueux d‘ail, il en a résulté des zones d'inhibition avec
une moyenne de 22 mm.

Ces observations laissent confirmer que les deux extraits d’ail présentent une activité
antifongique contre Aspergillus flavus.

Le témoin n'a démontré aucune activité inhibitrice, avec des mesures de 0 mm pour chaque
répétition, et une moyenne de 0 mm.

25,5
25
24,5
24
23,5
23
22,5
22 moyennes
21,5
21
20,5

Moyennes (mm})

Aspergillus flavus avec Aspergillus flavus avec
I'extrait aqueux I'extrait brut

les souches et les extraits utilisés

Figures 25 : effet inhibiteur de I’extrait aqueux et 1’extrait brut de 1’ail contre

Aspergillus flavus pour la technique de diffusion par disques.
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3.2.1.2. Activité antifongique contre Aspergillus niger

La moyenne des zones d’inhibition de I’extrait brut mesuré : 22 mm (22+23+21/3)

La moyenne des zones d’inhibition de I’extrait aqueux mesurée : 20 mm (20+21+19/3).

Conformément aux informations fournies dans le tableau 3, I'évaluation de cette activité a été
également effectuée en mesurant le diameétre des zones d'inhibition autour de la souche de
moisissure utilisé.

Les mesures des diametres de la zone d'inhibition ont indiqué un résultat de 22 mm pour

I'extrait brut d'ail, tandis que celui de I'extrait aqueux était de 20 mm (Figure 26).

Ces observations suggerent que les deux extraits d'ail démontrent une activité antifongique
contre Aspergillus Niger.

Les résultats du témoin ont montré une absence totale d'activité inhibitrice, avec toutes les

mesures évaluées a 0 mm pour chaque répétition, et une moyenne de 0 mm

22,5
22
£ 215
£
- 21
@
=
& 205
=
§ >0 B moyennes
19
Aspergillus niger avec Aspergillus niger avec
I'extrait aqueux I'extrait brut
les souches et les extraits utilisés

Figure 26 : Comparaison entre les deux souches

11.2. Activité antifongique estimées par la méthode de diffusion par puits.

D'apres les données exposées dans le tableau 3, I'évaluation de I'activité antifongique des
deux extraits par la méthode de diffusion par puits révele une diversité des diametres
d'inhibition apres une incubation de 5 jours. Cette variabilité est observée dans le contexte des

deux souches de champignons testées, a savoir Aspergillus niger et Aspergillus flavus.
3.2.2.1. Activité antifongique contre Aspergillus flavus
* La moyenne des zones d’inhibition de I’extrait brut mesuré =27 mm (27+28+26/3)

» La moyenne des zones d’inhibition de I’extrait aqueux mesuré= 23 mm (23+22+/3)
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Le tableau 3 montre que les deux extraits dail ont une activité antifongique contre
Aspergillus flavus. L'extrait brut d'ail présente une activité plus importante que I'extrait
aqueux, avec un diametre moyen de la zone d'inhibition de 27 mm. L'extrait aqueux a

également une activité notable, avec un diametre moyen de la zone d'inhibition de 23 mm.

L'analyse des résultats du témoin a révélé une absence totale d'activité inhibitrice, avec des

mesures de zones d'inhibition nulles 0 mm.
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Figure 27 : I’effet inhibiteur de I’extrait aqueux et 1’extrait brut de 1’ail contre
Aspergillus flavus par la technique de diffusion par puits.
3.2.2.2. Activité antifongique contre Aspergillus niger
L'analyse du Tableau 3 révele que I’extrait brut d’ail a induit des zones d'inhibition avec
une taille moyenne de 23 mm, ainsi que I’extrait aqueux d’ail qui donne des zones
d’inhibition de diametre 22 mm. Cela indique que les deux extraits d’ail a une activité
antifongiques contres Aspergillus niger.
L'absence d'effet inhibiteur du témoin a été confirmée par des mesures de zones d'inhibition

nulles (0 mm) pour chaque répétition.
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Figure 28 : ’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux et I’extrait brut de 1’ail contre

Aspergillus niger par la technique de diffusion par puits.
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Figure 29 : étude comparative des diameétres des zones d’inhibition, en présence différentes extraits

d’ail sur Aspergillus flavus et sur Aspergillus niger (technique de diffusion par disques et par puits).

La figure 29 représente une comparaison entre les techniques de diffusion par disques et par
puits pour évaluer le degret d’inhibition des extraits d'ail (aqueux et brut) contre deux souches
testées. Les résultats sont présentés en termes de moyennes des zones d'inhibition (en mm)
pour chagque combinaison de souche et d'extrait.

Pour les deux souches de champignons (Aspergillus flavus et Aspergillus niger), I'extrait
brut d'ail a montrer une grande efficacité par rapport a I'extrait aqueux. Cela pourrait étre di a
une concentration plus élevée des composés actifs dans I'extrait brut.

Les techniques de diffusion par puits révele des zones d'inhibition légerement plus grandes
par rapport aux techniques de diffusion par disques, indépendamment du type d'extrait utilisé.

Le développement de nos résultats pour les deux souches utilisées
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Témoin Résultat apres 5j

Figure 30 : développement d’Aspergillus flavus méthode de diffusion par puits et par disques

Témoin Résultat apres 5 j

Résultat apres 5j

Figure 31 : Le développement d’Aspergillus niger pendant 5 jours, la technique de diffusion par
disques
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Déscussion

L’ail (Allium sativum) est une plante largement utilisée non seulement pour ses qualités
culinaires, mais aussi pour ses nombreuses propriétés antimicrobiennes, antioxydantes,
notamment son activité antifongique. (Reuter et al., 1996)

De nombreuses études ont démontré 1’efficacité de 1’ail contre des champignons tels que
Candida albicans, Aspergillus spp. Par exemple, 1’étude de (Toba et al., 2024) et 1’étude de
(Rayhan et al., 2007).

L’ail est utilisé comme ¢€pice, aliment et dans la médecine populaire depuis I’ Antiquité. Il a
été démontré qu’elle possede des propriétés insecticides, antimicrobiennes, antiparasitaires et
antitumorales. (Moore et Atkins, 1977) ; (Block, 1985).

De plus, I’extrait a montré un effet d’inhibition de ma croissance in vitro contre un grand
nombre de champignons et avoir un effet protecteur contre les infections fongiques in vivo.
(Appleton et tansey, 1975) ; (Prasad et Sharma, 1982).

Les résultats obtenus dans cette étude démontrent une activité antifongique notable des
extraits d'ail, particulierement des extraits bruts, contre Aspergillus flavus et Aspergillus niger.
Ces résultats sont en corrélation avec ceux trouves par Pal et Platt (1994), qui ont également
observé une activité antifongique significative de l'extrait d'ail contre diverses espéces
d'Aspergillus.

Dans I'étude de Pal et Platt (1994), les auteurs ont utilisé des extraits d'ail pour tester leur
effet antifongique contre les especes d'Aspergillus impliquées dans I'otomycoses. Les
techniques utilisées comprenaient des méthodes similaires de diffusion sur disque et de
diffusion en puits. Leurs résultats ont montré que I'extrait d'ail posséde une activité inhibitrice
significative, ce qui est la cas de notre étude.

Dans cette étude, les extraits bruts d'ail ont montré des zones d'inhibition plus larges (25
mm pour Aspergillus flavus et 22 mm pour Aspergillus niger) comparées aux extraits aqueux
(22 mm pour Aspergillus flavus et 20 mm pour Aspergillus niger). Ces observations
indiquent que ’extrait brut est hautement efficace par rapport a 1’extrait aqueux cela est du
peut étre a la concentration éleve du principe actif dans 1’extrait bruts. Pal et Platt (1994) ont
également noté une efficacité élevée des extraits bruts, attribuant cette efficacité a la
concentration élevée de composés sulfurés tels que l'allicine et les ajoenes, qui sont prouveé
leurs propriétés antimicrobiennes .

Les différences des résultats de I’effet inhibitrice entre les extraits peuvent également tre
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attribuées aux methodes extraction et aux conditions expérimentales. Dans notre étude, nous
avons standardisé les conditions de culture et d'incubation pour minimiser les variables.
Johnson et al. (2019) ont montré que des variations dans les méthodes d'extraction peuvent
entrainer des différences significatives dans les résultats obtenus Essawi et Srour (2000) ont
également souligné I'importance de la standardisation des techniques d'extraction pour obtenir
des résultats comparables et fiables .

Cette etude confirme I'effet antifongique des extraits d'ail contre les espéces d'Aspergillus

et mise en évidence lI'importance de la méthodologie dans I'obtention de résultats fiables. Les
extraits bruts d'ail se sont avérés plus efficaces que les extraits aqueux, Ces conclusions sont
cohérents avec les conclusions de Pal et Platt (1994).
En comparant les deux especes, Aspergillus flavus montre des zones d’inhibition plus larges
(27 mm et 25 mm) par rapport a Aspergillus niger (23 mm et 22 mm), indiquant une
sensibilité accrue d Aspergillus flavus a I’extrait brut et aqueux de 1’ail. Ces résultats montrent
ces derniers possedent une activité antifongique significative contre les deux especes testées,
avec une efficacité légérement supérieure contre Aspergillus flavus. Selon (Boukssaim et al.,
2013) I’inhibition des germes dépend de leurs profils chimiques et de la

structure de la membrane cellulaire.
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Conclusion et perspectves

La famille Allium, également connue sous le nom de genre Allium, appartient a la famille
des Amaryllidaceae. Elle regroupe des plantes vivaces a bulbes, largement répandues dans
I'hnémisphére nord, particulierement en Asie, en Europe, et en Amérique du Nord. Les
membres les plus connus de cette famille comprennent lI'oignon (Allium cepa), le poireau
(Allium porrum) notamment 1’ail (Allium sativum). L’ail joue un role multifacette dans notre
vie aujourd’hui, touchant diverses aspect tels que la cuisine, la santé, la culture, et méme
I’économie.

Au terme de cette étude, nous avons évalué 1’activité antifongique de deux extraits d’ail
contre deux Aspergillus, qu’ils sont des champignons phytopathogénes, ces derniers sont des
agents pathogeénes peuvent entrainer des infections des plantes, produire des mycotoxines et
méme des trouble immunitaires chez ’homme. Les résultats de cette recherche se sont avérés
propices.

Les deux extraits utilisés ont démontré une activité antifongique remarquable contre les
deux souches mentionnées, ce qui suggére la présence de composés actifs capables d'inhiber
la croissance de deux espéces pathogenes fongiques. Ces résultats démontre une forte activité
antifongique cela pourrait ouvrir la voie au développement de nouveaux médicaments ou
traitements naturels pour les infections fongiques attribuées a Aspergillus flavus et Aspergillus
niger, offrant ainsi une alternative aux traitements conventionnels.

L’¢évaluation du pouvoir pathogene des deux extraits utilisés se fait par deux méthodes de
diffusion sur gélose, grace aux zones d’inhibition formés les résultats de notre étude révelent
un effet particulieérement intéressant de I’extrait brut sur les deux souches. Inverssement, nous
observons des résultats moins fiable pour I’extrait aqueux.

En conclusion, cette étude met en évidence le potentiel de I'extrait d'ail en tant qu'agent
antifongique, enrichissant notre compréhension des applications thérapeutiques des plantes.
Toutefois, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour élucider les mécanismes
d'action exacts et pour confirmer ces résultats dans des conditions plus variées et pratiques.

En perspective, ce travail représente une étape préliminaire vers des études plus vastes,
approfondies et abouties, qui pourraient inclure :

-Une analyse détaillée de la composition chimique de I'extrait d'ail pour identifier les
composés spécifiques responsables de l'activité antifongique, on utilisant des techniques
comme la chromatographie liquide & haute performance (HPLC).

-L'évaluation d'autres effets biologiques in vitro et in vivo de l'extrait d'ail et de ses

composés actifs on utilisant différentes techniques.
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-Une étude approfondie de I'activité antifongique de I'extrait d'ail, seul ou en combinaison
avec d'autres extraits ou huiles essentielles, pour explorer les synergies potentielles. Il serait
intéressant de poursuivre ces travaux sur d'autres champignons pathogénes pour confirmer ou
infirmer l'efficacité de I'extrait dail.

- Utiliser des techniques avancées de génomique et de protéomique pour identifier les génes
et protéines fongiques affectés par I'extrait d'ail, offrant ainsi une compréhension plus

profonde des mécanismes d'action.
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Résumé

L'objectif de ce mémoire est d'évaluer I'activité antifongique de I'extrait d'ail (Allium sativum) contre
deux espéces d'Aspergillus phytopathogeénes, a savoir Aspergillus flavus et Aspergillus niger. Ces
deux champignons sont connus pour leur impact négatif sur les cultures agricoles, provogquant des
pertes économiques significatives et posant des risques pour la santé humaine & cause de leur
production de mycotoxines. Deux extraits d'ail ont été préparés (aqueux et brut), et leur activité
antifongique a été testée a l'aide des techniques de diffusion par puits et par disques sur gélosé. Les
résultats ont montré que les extraits d'ail possédent une activité antifongique significative contre les
deux especes d'Aspergillus, avec une inhibition ramarquable pour Aspergillus flavus. Les zones
d'inhibition observées autour des puits et des disques imprégnés par les deux extrait d'ail indiquent
leurs efficacité contre les deux souches testées. Ces résultats suggeérent que I'extrait d'ail peut étre
utilisé comme une alternative naturelle et écologique aux fongicides chimiques dans la lutte contre
les phytopathogenes fongiques.
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