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RESUME

Dans le but de tester in vitro la sensibilité des extraits de plantes médicinales et
de sélectionner celles-ci pour lutter contre la cercosporiose noire du bananier ; une étude a été

menée sur deux plantes.
Les extraits bruts concentrés ont été obtenu apres une préparation traditionnelle et concentrés
a I’étuve.

Les extraits éthanoliques et éthérés ont été obtenus par la méthode d’extraction

a I’aide de 1’éthanol a 95 % et de 1’éther de pétrole.

La méthode de I’inhibition de la croissance mycélienne sur boite de Pétri en milieu
solide a été utilisée pour étudier la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits des

plantes medicinales
Le logiciel R nous a permis de réaliser le test d’anova.

Au terme de cette etude, il ressort que deux plantes dont les extraits bruts sont

concentrés en Nicotiana tabacum et Senna alata ont d’effets sur la croissance mycelienne.

Les recherches ultérieures approfondies sont a encourager dans le but de mettre
a la disposition des cultivateurs de bananiers et bananiers plantains des produits pouvant
traiter la cercosporiose du bananier dans la ville de Kisangani.




SUMMARY

In order to test the in vitro susceptibility of herbal extracts and selects them to fight against
the Black Sigatoka disease; A study was conducted on two plants.
Crude extracts concentrates were obtained after a traditional preparation and concentrated in
the oven.

The ethanolic and ethereal extracts were obtained by the extraction method with 95% ethanol
and petroleum ether.

The method of inhibiting the mycelial growth on a Petri dish in a solid medium has been used
to study the sensitivity of the stem vis-a-vis the extracts of medicinal plants
The R software has enabled us to achieve the test of ANOVA.

It follows from the work we have from two plant extracts goals concentrates Nicotiana
tabacum and Senna alata which have no effect on mycelial growth.

Subsequent extensive research should be encouraged in order to make available to growers
and banana plantains products that can treat Black Sigatoka in the city of Kisangani.
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INTRODUCTION

1. Problématique

Le bananier et le bananier plantain constituent, par rapport aux autres principales
cultures en cuvette centrale congolaise de la province orientale en R.D.Congo, la deuxiéme
position comme culture d’autoconsommation qui concourent grandement a la sécurité

alimentaire de la population de cette contrée en majorité pauvre.

Elle constitue la culture commerciale, qui dans la plus part de cas, et la troisieme
source de revenu pour le ménagés apres les cultures de manioc, de riz ou du mais voir méme,
apres I’huile de palme. Ceci montre que les besoins en recherche, formation et diffusion des

techniques pour cette culture et tres importante. (Dhed’a et a ; 2011).

A Kisangani, plusieurs touffes de bananier en culture des cases dans ville présentent le
symptdbme de la maladie des raies noires (MRN). Il est donc impérial d’isoler et de
caractériser les souches de Mycosfaerella fijiensis, car elle constitue 1’une des contraintes
majeurs au croisement de la production et a la stabilité de cette culture dans notre région tout
en identifiant les cultivars résistants comme matériel de base pour un programme

d’amélioration génétique.

Les champignons étant des vivantes, nécessairement ils possédent les moyens de
défense pour résister ou échapper a une attaque en présence d’antibiotiques ou des extraits de

plantes.

Des études menées a Yangambi (RDC) ont montré que quatre cultivars de bananier
et douze cultivars de bananier plantain étaient attaqués par la MRN seul le cultivar de
bananier Yangambi Kmb5 (Ibota) manifeste une tolérance a cette maladie (Mobambo 2002),
peut d’étude ont été consacrées a 1’é¢tude de la MRN et a la caractérisation des souches
responsables de cette maladie dans la région de Kisangani vu I’importance de la culture de

bananier et bananiers plantains.

Mycosphaerella fijiensis est un champignon qui cause la cercosporiose noire du
bananier. Cette maladie perturbe complétement la croissance du bananier et les récoltes sont
de moins en moins abondantes. Les bananiers étant une source énergétique trés importante
pour notre alimentation, la bonne conservation des ressources végétales, surtout alimentaire
dont fait partie la banane et la banane plantain, seraient un apport pour minimiser les

questions d’ordre alimentaire. A Kisangani les études qui ont été menée ont révélé que la
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cercosporiose du bananier est parmi les principaux probléemes phytosanitaires que de la
région de Kisangani aprés le charancon et le BBTD. La nécessité d’accroitre la production
dans cette région et la menace liée a la MRN. Ces études permettront d’évaluer la diversité
des populations en fin de mieux comprendre 1’épidémiologie de la maladie et les stratégies
pour lutte et combattre cette maladie pour sécuriser 1’alimentation de population agricole

dans la région de Kisangani.
2. Objectifs
2.1. Objectif géneral

La présente étude a pour objectif général de contribuer a la connaissance de |
activité antifongique des extraits de quelques plantes médicinales utilisée dans le traitement

de certaines infections fongique dans la région de Kisangani.
2.2. Objectifs spécifiques
Pour le présent travail, nous avons émis les objectifs spécifiques suivants :

> Tester les activités antifongiques des extraits bruts concentrés de quelques plants tels
que utilisées par les tradipracticiens ;
> Tester les extraits éthanolique et éthérés sur les souches fongiques ;

> Comparer l'activité des différents extraits de plantes utilisées.
3. Hypotheése

Compte tenu de leurs utilisations par certaines populations comme médicament, nous
supposons que nos différentes plantes contiennent les principes actifs. Voici les hypothéses

émises :

— Les extraits aqueux concentrés auraient une activité inhibitrice sur les souches de

Mycosphaerella fijiensis ;
— Les extraits éthanoliques, éthérés réagiraient a divers degré ;

— Les différents extraits utilisés seraient actifs et réagiraient a de degrés différents sur les

souches



4. Intérét du travail

Ce travail s’inscrit dans la logique de revalorisation et de conservation de la
biodiversité¢ végétale et fongique enfin d’élargir les champs des recherches sur les plantes

médicinales mais aussi pour la recherche de nouveau principes antifongiques.
5. Subdivision

Hormis I’introduction et la conclusion, ce travail est constitué de trois chapitres.
Le premier chapitre parle de généralités sur les plantes médicinales et les champignons, le
second chapitre parlera de matériels et méthodes, enfin le troisieme chapitre va s’attarder sur

les résultats et la discussion.
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CHAPITRE PREMIER : GENERALITES

1.1. Plantes médicinales

En remontant vers les épogques immémoriales et sous tous les cieux, les plantes
ont toujours été considérées non seulement comme une source importante d’alimentation pour

I’homme, mais aussi comme une arme pour lutter contre les maladies (LWAMBWA, 1988).

Il est actuellement établi que les plantes médicinales constituent la principale
matiere premiere pour la médecine traditionnelle (KWALEPALEGA, 2008).

Le monde végétal offre d’énormes possibilités dont la phytothérapie. Raison
pour laquelle les organismes internationaux, OMS en téte encouragent des études et des
projets qui visent a sauvegarder la biodiversité végétale et a développer des médicaments a

base des plantes ainsi qu’a promouvoir la médecine traditionnelle (KASEREKA, 1997).

Une plante est dite médicinale lorsque 1’'une de ses parties contient des
principes ou des activités pharmacologiques menant a des emplois thérapeutiques. D’ou tout
végétal dont I'un (ou plusieurs de ses organes) renferme des substances pouvant étre utilisées
directement a des fins thérapeutiques, peut étre considéré de médicinal (ADJAMOHOUM,
1982).

L’utilisation de plantes médicinales a pour principal role de guérir mais aussi de
prévenir les maladies. Le progrés incontestablement considérable de la phytothérapie résulte
d’une prise de conscience de certains spécialistes sur la nécessité d’utiliser les molécules de

synthése a bon escient (MOATTI, 1985).

Il s’avere nécessaire que les plantes reconnues médicinales en RD Congo
puissent faire 1’objet d’études chimiques et pharmacologiques approfondies pour I’isolement
et ’identification des principes chimiques bien définis pouvant servir directement a des fins

thérapeutiques ou en industrie pharmaceutique (DELAUDE, 1972).

La plante constitue, en effet, un arsenal trés riche en groupe phytochimique,
entre autre : les alcaloides, les glucosides, les saponines, les terpenes, les huiles essentielles,

les résines, etc.



1.2. MEDECINE TRADITIONELLE

Selon la définition officielle de I’OMS, la médecine traditionnelle « se rapporte
aux pratiques, méthodes, savoir, croyance en matiére de santé et implique 1’'usage des fins
médicales des plantes, deux parties d’animaux, de thérapies spirituelles, techniques pour

soigner les diagnostiques et prévenir les maladies ou préserver la sante.

En Afrique, en Asie et en Amérique latine, différents pays appelés la médecine
traditionnelle pour répondre a certains de leurs besoins au niveau de soin de santé primaire en
Afrique jusqu’a 80% de la population en recours a la médecine traditionnelle & ce niveau dans
les pays industrialisés, la médecine « complémentaire » ou « parallele » est équivalent de la
médecine traditionnelle (OMS 2007).

1.3. LAPHYTOTHERAPIE

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits des plantes les
principes actifs naturels (Valnet, 1985).

On peut la distinguer a trois types de pratiques :

e Une pratique traditionnelle, parfois trés anciennes basées sur I’utilisation de la plantes
selon les vertus découverts empiriques selon 1’OMS, cette phytothérapie est considéré
comme une médecine traditionnelle et encore Massiment employé dans certains pays
dont les pays en voie de développement, c’est le plus souvent une médecine non

conventionnelle du fait de I’absence de 1’étude clinique.

e Une pratique basée sur les avancees et les scientifiques qui recherchent des extraits
actifs i dans les plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique
débouchée souvent sur la fabrication des médicaments pharmaceutiques ou de la
phyto-médicaments, et selon la réglementation en vigueur dans le pays, leur
circulation est soumise a l’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour les
préparations magistrales des plantes médicinales, celle-ci étant délivrée exclusivement

en officines on parle alors de pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique.

e Une pratique de prophylaxie déja utilisé. Nous sommes tous des phytothérapeutes sans
le savoir ; c’est notamment le cas dans la cuisine, avec 1’'usage de ciboulette, de 1’ail,
du thym, du gingembre ou simplement le thé vert... une alimentation équilibre

certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactiques (Zahalka, 2005).



6

1.4. CERCOSPORIOSE NOIRE DU BANANIER

C’est une phytopathologie causée par le champignon Mycosphaerella fijiensis.
Elle se caractérise par des necroses foliaires entrainant de séveres pertes de rendement
(Onautshu, 2013).

La cercosporiose noire du bananier ou maladie des raies noires (MRN) ou
encore Sigatoka noire est une maladie fongique causee par Mycosphaerella fijiensis. Elle est
considérée comme la maladie la plus dévastatrice de bananiers (Lassoudere, 2007) et la plus

importante sur le plan économique (Pennesi, 2010).

La maladie de raies noires du bananier qui a désormais envahi tous les
continents de 1’hémisphére sud, a pour origine géographique I’Asie du Sud-est. C’est le
résultat que vient de confirmer une équipe du CIRAD. Les chercheurs ont également qu’en
Afrique et en Amérique latine, I’introduction de cette maladie s’était faite selon deux

scénarios différents (Onautshu, 2013).

La MRN cause de dégats importants dans les cultures des bananiers plantains
dans le monde (Stoven et al. 1993). Au cours des derniéres années Mycosphaerella fijiensis
s’est répandu dans les zones subtropicales car il est capable d’infecter presque tous les types
de bananiers comestibles en raison du manque de résistance (Jone 2009).Cette maladie a
remplacé progressivement la cercosporiose jaune (maladie de Sigatoka) causée par un

champignon du méme genre Mycosphaerella musicola.
1.5. SYMPTOME

Il est parfois difficile de distinguer les symptémes par la MRN de ceux produits
par la maladie de Sigatoka (MS). De maniere générale le premier symptéme de la MS
apparait sur la face supérieure du limbe sous forme des tirets jaune-péle tandis que ceux
produits par la MRN apparaissent a la face inferieure du limbe sous forme des tirets marron-
foncé de 1a2m de long et s’¢largissent ensuite pour formé des lésions nécrotique a halo
jaune et centre gris- clair. Les lésions peuvent devenir coalescentes et détruire des vastes
portions de tissus foliaires, entrainent une maturation prématuree des fruits (Mourichon et Al
1997).

La MRN revét un caractére de gravité plus important que la MS, car ses
symptomes se manifestent sur les feuilles a un plus jeune age (I’inoculum étant abondant) et

causent donc d’avantage de dégats au systeme foliaire du bananier. En outre elle affecte de
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nombreux cultivas résistants a la maladie de Sigatoka (INIBAP 2002), 1’évolution des

symptomes dépend du cultivar de la quantité d’inoculum primaire de la température et de

I’humidité (Fuller tan, 1994) en conditions naturelles (champs).

Figure 1. Description des stades de développement de la cercosporiose noire en champs
d’apres Foure (1982). A = Stade 1 : Décolorations et ponctuations brunes de moins de 0,5
mm sur la surface inférieure de la feuille ; B = Stade 2 : Raies brunes rouilles inférieures a 4
mm et visible sur les deux faces ; C = Stade 3 : Raies allongees et élargies ; D = Stade 4 :
Taches brun-noir elliptiques ; E = Stade 5 : Taches brun-noir entourées d'un halo jaune ; F =
Stade 6: Taches desséchées virant au gris avec en son centre des points noirs qui
correspondent aux fructifications du pathogéne (Source : adapté de Churchill, 2011).

La maladie des raies du bananier due au Mycosphaerella fijiensis évolue a I’intérieur de la

plante selon la succession de stades suivante :

Stadel : Les premiers symptémes sont des petit points de dépigmentation ;  blanchatres

visibles uniquement a la face inferieure du limbe

Stade2 : Tirets brun rouille sur le deux faces, surtout sur la face inferieure

Stade3 : allongement et élargissement des tirets ; devenant des taches

Stade4 : ces taches sont brunes, rondis ou elliptique

Stadeb : les taches deviennent noires, généralement entourées d’un halo jaune
Stadeb : le centre de la tache s’asséche avec un halo noir, lui-méme entoure de jaune

L’évolution de la maladie est beaucoup plus rapide que celle de Ia

cercosporiose jaune, de larges raies a noires se développent rapidement, les liaisons
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coalescentes sont souvent observées sur des feuilles de 5 ou 6 (bananiers Cavendish), ce qui
est exceptionnel avec la cercosporiose jaune, les conséquences économiques sont beaucoup

plus graves ; les pertes peuvent représenter 50 de la récolte.
1.6. L’AGENT PATHOGENE RESPONSABLE

L’agent causal de la MRN du bananier est Mycosphaerella fijiensis Morellet ce
champignon appartient au Phylum des Ascomycota ; classe des Dothideomycétes sous-classe
de Dothideomycetidées, ordre des Capnodiales famille des Mycosphaerellaceae genre
Mycosphaerella (Churchill, 2011) M. fijiensis est un champignon qui se reproduit de fagon
sexuée et asexuée (Fahleson et al, 2009). La forme asexuée (anamorphe) est appelée fijiensis
(Crous et al, 2003, 2009 Stewart et , 1999), le cycle sexuel joue un réle épidémiologique.

Paracercospora.
1.7. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

L’agent de la maladie des raies noires due au M. fijiensis a été décrit pour la
premiére fois aux iles Fiji en 1963 (Rhodes, 1964). Elle s’est en suite rependue dans tout le

pacifique jusqu’en Australie en 1982 (Jones 1982).

En Amérique latine, la maladie est décrite en 1972 Honduras (Stover 1980).
Son développement est tres rapide dans cette partie du continent, elle est observée tour a tour
au Brésil en 1975 au Guatemala et au Costa-Rica en 1977, en Salvador et Nicaragua en 1980,
en Colombie en 1981 et au Nord de I’Equateur en 1986. Le fléau semble progresser vers le

Venezuela (Mourichon et Fullerton ; 1990).

En Afrique, elle a été observée pour la premiére fois en Zambie en 1973
(Raemaekers, 1975) et de la la maladie appris deux axes. Le premier axe vers I’ Afrique de
I’ouest et Gabon en 1978 (Frossard, 1980), au Cameroun en 1980 (Tézenas du Montcel,
1982), au Nigeria en 1986 et au Togo en 1988 (Mourichon et Fullerton, 1990), le second
fait se dirigé vers I’ Afrique centrale et de I’Est ; au Congo en 1985 (Mourichon 1986) ; dans
I’est de la RDC au Rwanda, Burundi et Tanzanie en 1987 (Sebasigari et Stover, al, 1992) et

en Ouganda (Tushemereirwe et Waller, 1993).



) MRN

Figue 2 : Distribution géographique de la maladie des raies noires dans le monde (Adaptée de Mourichon
et al. 1987 ; Cabi, 2007).

1.8. CYCLE INFECTIEUX DE BASE DE M. fijiensis

M. fijiensis développe un cycle infectieux haplobiontique (Agrios, 2005) qui
comprend quatre phases: 1’infection, I’incubation et latence correspondant au début de la
colonisation des tissus, la sporulation suivie de la formation de propagules infectieuses, et

la dissémination de I’inoculum secondaire (Figure 3).
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Figure 3. Représentation schéematique du Cycle infectieux de M. fijiensis (Agrios, 2005).

M. fijiensis est un champignon hétérothallique produisant des propagules
infectieuses de deux types : des ascospores ou des conidies par voie de reproduction sexuée
ou asexuée respectivement. Ces propagules sont responsables de la survie et de la
dispersion de la maladie. Pour produire la forme sexuée, le champignon développe des
spermogonies, plus abondants a la face axillaire des feuilles. Les spermaties sont hyalines,
produites dans des spermogonies, fertilisent des hyphes récepteurs femelles (trichogynes)
qui ensuite évoluent en pseudotheces. Les asques sont oblongs et contiennent huit
ascospores. Le cycle asexué est réalisé par I’anamorphe Paracercospora fijiensis et produit
des conidies.

La MRN se disperse principalement par les ascospores et les conidies. Ces
propagules sont formées dans des conditions d’humidité saturante, principalement lorsque
des films d’eau apparaissent sur les feuilles. Contrairement aux conidies, les ascospores
sont formées dans des pseudothéces présents sur les vieilles feuilles de bananier ou bien sur
les feuilles mortes posées a méme le sol (Marin et al. 2003). Les ascospores sont dispersées
par le vent et sont projetées violemment suite au desséchement du périthece, elles sont donc

responsables de la dissémination a longue distance. Quant aux conidies, elles sont
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généralement le moyen de dispersion locale vu qu’elles sont disséminées par les pluies. Les
infections par les ascospores ou les conidies produisent le méme type de taches et de

développement subséquent de la maladie.
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CHAPITRE DEUXIEME : MATERIEL ET METHODES

2.1. MILIEU D’ETUDE

Cette étude a été effectuée dans la ville de Kisangani, chef-lieu de la Province
Orientale. La Ville de Kisangani est située au nord — est de la cuvette centrale congolaise, a
0°31°00” Nord et de 25° 11°00”’Est. Son attitude moyenne est de 396 un (NYAKABWA,
1982). Sur le plan administratif, Kisangani est constitué de 6 communes : Kisangani, Makiso,

Mangobo, Kabondo et Lubunga, couvrant une superficie totale de 1,910km?,

2.2. SITUATION CLIMATIQUE

Située prés de I’Equateur, la ville de Kisangani bénéficie d’un climat équatorial

du type continental appartenant a la classe Afrique de la classification de Koppen.

Dans ce systéme de classification « A » désigne un climat chaud avec les 12 moyennes
mensuelles supérieure a 18°C « f » le climat humide la pluviosité et repartie sur toute 1’année
c’est-a-sa saison seche absolu et dont la hauteur mensuel de pluies du mois le plus sec est

superieurs a 60mm « i » indique une tres faible attitude thermique (Juakaly, 2007).

Selon Soki (1999), la T° varie entre 25, 3°C en Mars et 23,5°C en Aout, avec
une moyenne annuelle de 24,4°C de moyenne mensuelle de température abondantes de toute
I’année avec une hauteur moyenne annuelle de 1782,7mm. En période qui correspondent aux
saisons subséche de notre région, les maximas sont constatés en Mai (178,7mm) et en octobre

(237,4mm) mois qui correspondent aux périodes des grandes pluies a Kisangani.

Dans la région de Kisangani, les précipitations sont abondantes, mais
irréguliérement répartis sur ’année la moyenne annuelle pluviométrie calculée pour une
période de 50 ans (de 1956 a 2005) affiche 1,724mm, pour une température annuelle des
moyennes de 25,3°C. La hauteur mensuelle de précipitation est supérieure a 60mm
(Kahindo, 2009).
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Figure 4 : Carte de la ville Kisangani (image Landsat, collection 2005-2010, Daum : WGS
84, Labo carto RRN/PO in Ndjele, 2013).

2.2. MATERIELS

2.2.1. Matériel végétal
1. Senna alata (L). Synonyme Cassia alata

Non vernaculaire: Ofofo (KUMU)
Organe utilise: Feuille

La décoction d’environ 350gr de feuilles pillées dans 11 d’eau est bue a la dose
d’un verre a biere par jour pendant 3jours pour combattre la blennorragie et la mycose
(Adjanohoun et al. 1982).

+» Usage
Le décocté aqueux des feuilles fraiches est indiqué antiictirique et antalgique
per os ; il est aussi conseillé a la femme présentant des leucorrhées. Les tiges feuillées fraiches
associées aux racines de Fagara zanthoxycoides. Sont conseillés chez les malades souffrant
d’cedéme généralisé ou chez les femmes souffrant d’une aménorrhée non gravidique. Elles

sont purgatives en décoction aqueuse per os (Adjanohoun et al. 1982).



Figure 5 : Plante de Senna alata.

Arbuste de 3 m de haut aux feuilles paripennées 8 a 15 paires de folioles
obovale arrondies a chaque extrémité. 15 cm de longueur. 3 & 8 cm de largeur. Pétiole et
rachis de 3 cm de longueur. Rachis transversales reliant les folioles. L’inflorescence en
raceme, dense, dressée, jeune. Fruit droit oblongs. Ailes mous a maturité jusqu’a 25 cm de

longueur et 1,8 cm de largeur (Adjanohoun et al. 1982).

2. Nicotiana tabacum
Nom vernaculaire : Luyengele (Kumu)
Organe utilisé : Feuille
+» Usage

La poudre des feuilles calcinées est administrée par voie orale dans le
traitement d’épilepsie et mycose. Les feuilles sont utilisées per os sous forme de macére
alcoolique en association avec des fruits de Xylopia ou de macere aqueux en association avec
le bulbe d’Allium cepa dans les convulsions, le macére alcoolique de la pulpe des feuilles est

administré par voie orale dans les convulsions hyper pyrétiques (Adjanohoun et al. 1982).



15

Figure 6 : Plante de Nicotiana tabacum.

Plante annuelle a tige robuste pouvant atteindre 2 m de hauteur. Feuilles
velues, visqueuses ; ovales ou lancéolées, courtement accumulées de curettes, a la base
nervures latérales de 6 a 8 paires proéminentes, rougeatres, roses, parfois jaunatre,

infundibuliformes, avec un tube glanduleux, visqueux.

Fleurs blanches, rougeétre, rose, parfois jaunatres, peut atteindre 4 cm de
longueur. Fruit a capsule de 1,5 a 2 cm de longueur, entourée du calice persistant, graines

minuscules nombreuses brunatres (Adjanohoun et al, 1989).
2.2.3. Souches Fongiques

Les souches de Mycosphaerella fijiensis utilisées ont été isolées a partir des
échantillons de feuilles de bananier récoltées dans la région de Kisangani (RDC). Ces feuilles
présentent les symptdmes de la maladie de raies noires.

L’isolement a été réalisé par la technique de décharge des ascospores sur
milieu Agar (HA) puis repiquer sur milieu PDA (Onautshu, 2013).
2.3. METHODES
2.3.1. Préparation des extraits des plantes

«+ Extraits bruts concentre
10ml de chaque extrait sont prélevés puis, concentrés par évaporation (a une température ne

dépassant pas 50°c) jusqu’ a obtenir une quantité d environ 2 ml (Mbuyi et al ,1994).
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¢ Extraits éthanoliques et éthérés
L’éthanol a 95% et I’éther de pétrole ont servi de solvant d’extraction. 50 ml de chaque
solvant sont versés en serie dans les tubes a essai dans lesquels sont chaque fois épuisés 10
grammes de matiere végétale fraiche et broyée. Les mélanges sont macérés pendant 48 heures
et ensuite filtrés. Les filtrats sont enfin concentrés par évaporation jusqu’a 1 ml d’extrait dans
chaque tube (HARBONE, 1983 ; BOURET, 1984 ; WAGNER et al., 1984, JANOVSKA et
al.., 2003).

2.3.2. Obtention des souches

A partir des échantillons de feuilles de bananiers récoltés aux environs de la
Faculté des Sciences , I’isolement a ¢été réalisé par la technique de décharge des ascospores
sur le milieu gélosé (H-O agar) puis mise en culture des ascospores déchargées , sur milieu
potato dextrose Agar (PDA) comme décrit par CARLIER et al. (2003).

Pour la mise a décharge, les morceaux de feuilles nécrosées ont été d’abord
découpés, en suite trempés dans I’eau distillée stérile pendant 20 minutes, puis déposés sur les
couvercles de boites de pétri inversées contenant un gel d’agar a 3, la face inferieure de la

feuille dirigée vers le milieu de culture.

Les boites ont été incubées a 25°c et les ascospores étaient déchargées pendant

la nuit, Puis repiquées sur le milieu PDA (39).

Le repiquage monoascospore s’est fait par observation au microscope inversé,
marque MOTIC AE31. Les souches monoascospores ont eté conservées a 25°c sous la

lumiére blanche permanente.
2.3.3. Sensibilité des souches aux extraits des plantes

La méthode de I’inhibition de la croissance mycélienne sur boite de Pétri en
milieu solide a été utilisée pour étudier la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits des
plantes médicinales. Celle-ci consiste a déposer au centre de chaque boite de Pétri un
explantant mycélien de 5 mm de diametre obtenu aprés perforation avec un emporte-piece
L’incubation a été faite a 25°C sous la lumiere blanche pérennante. La croissance mycélienne
a été suivie régulierement pendant 14 jours en mesurant chaque explantant sous différents

extraits en raison de 2 répétions par extrait de plantes étudiées.
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CHAPITRE TROISIEME : RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. EXTRAITS BRUTS CONCENTRES

L’évolution de la croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur

I’extrait brut concentré de Nicotiana tabacum est illustrée par la figure 7.

m Témoin m Extrait brut concentré

J3 6 J9

Diamétre de I’exploitant mycélien (mm)

Durée d’incubation

Figure 7 : Croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur I’extrait brut concentré

de Nicotiana tabacum

Cette figure montre qu’apreés trois jour d incubation de 1’explantant mycélien
de la souche de M.fijiensis sur I’extrait brut concentre, le ttmoin a montré une croissance de
6mm de diameétre alors qu’il n ya pas la croissance de la souche en présence de I’extrait.
Alors qu’ au sixieme et neuviéme jour d’incubation , on a observé une croissance de 7mm et
de 8mm respectivement pour le témoins tandis que la souche mycélienne est restée a 6mm

de croissance.
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L’évolution de la croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur

I’extrait brut concentré de Senna alata est illustrée par la figure 8.

m Témoin m Extrait brut concentré

J3 J6 J9

Diametre de I'exploitant mycélien (mm)

Durée d’incubation

Figure 8: Croissance mycelienne de la souche de M. fijiensis sur I’extrait brut concentré

de Senna alata

Il reléve de la figure 8 que I’extrait brut concentre de Senna alata a cru au
méme moment que le témoin de troisieme jour d’incubation de la méme espéce. Au sixiéme
jour d’incubation, on constante une différence entre le témoin et | extrait dont | extrait a
présenté une croissance de 1mm de diametre que celui de témoin qui était de 2mm de
diamétre respectivement. Le neuviéme jour d incubation est caractérisé par une croissance
rapide de | extrait qui a présenté 3,5mm de diametre alors que le témoin était que de 3mm de

diametre.



19

3.2. EXTRAITS ETHANOLIQUES

L’évolution de la croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur

I’extrait ethanolique de Nicotiana tabacum est illustrée par la figure 9.

m Témoin gy Extrait brut concentré

9
€ | 8
E
c 7
2
\8 6_
>
3 5 |
=)
c
£ 4 -
5]
2 | 3
K
[} 2
5]
s U
Q
£ 0 -
8
[a) J3 J6 J9

Durée d’incubation (jour)

Figure 9 : Croissance myceélienne de la souche de M. fijiensis sur I’extrait éthanolique

de Nicotiana tabacum

On observe sur cette figure que 1’extrait éthanolique de cette plante a présenté
une croissance identique du troisiéme au neuviéme jour d incubation dont Imm de diameétre
de I explantant mycélien ,alors que le témoin a cru de 1 a 2 mm de diamétre entre le troisiéme

et neuvieme jour d incubation respectivement.
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L’évolution de la croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur

I’extrait ethanolique de Senna alata est illustree par la figure 10.

wTémoin ™ Extrait éthanolique

B B N

(mm)
O P N W b 01 O N 0 ©

Diameétre de I'explantant mycélien

J6 J9
Durée d'incubation (jour)

Figure 10: Croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur I’extrait éthanolique

de Senna alata

On observe sur cette figure que I’extrait éthanolique de cette plante a présenté
une croissance identique alla du troisiéme au neuviéme jour d incubation dont 1mm de
diamétre de | explantant mycélien ,alors que le témoin a cru de 1 a 3mm de diamétre entre le

troisieme et neuviéme jour d incubation respectivement.

Comparativement a la figure précédente, il ressort que 1’extrait ethanolique de
toutes ces deux especes ont présentés le méme résultant dont le 1mm de croissance

mycélienne entre troisiéme et neuviéme jour d incubation.
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3.3. EXTRAITS ETHERES

L’évolution de la croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur

I’extrait éthéré de Nicotiana tabacum est illustrée par la figure 11.

B Témoin [ Extrait éthéré
—_ 9
£ |
=
g 7
©
N —
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o 3
hd)
> 2
o
o 1
8
A 13 16 19
Durée d’incubation (Jour)

Figure 11 : Croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur I’extrait éthéré

de Nicotiana tabacum

La figure 11 nous montre qu’au troisiéme jour d’incubation, on a observe une
croissance de 1 mm de diametre de I’explantant alors qu’au sixieme jour d’incubation,
I’extrait a présenté une croissance mycelienne de 1 mm dont le témoin a évoluer
normalement avec une croissance de 1 a 2mm de diamétre respectivement. Le neuviéme jour
d incubation est caractérisé par une différence de 1mm de diamétre dont le témoin a présenté

3mm et I’extrait 1 mm de diamétre respectivement.
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L’évolution de la croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur

I’extrait éthéré de Senna tabacum est illustrée par la figure 12.

u Témoin ™ Extrait éthéré

T - N - -

LLL

Durée d'incubation (jour)

O P N W~ 01O N 00 ©
|

Diamétre de I'explantant mycélien
(mm)

Figure 12 : Croissance mycélienne de la souche de M. fijiensis sur 1’extrait éthéré

de Senna alata

Il ressort de la figure 12 que ’extrait éthéré de Senna alata a présenté une
croissance mycélienne identique alla du troisieme au neuvieme jour d incubation dont le 1mm
de diameétre de | explant mycélien ,alors que le témoin a cru de 1 a 3mm de diameétre entre

trois et neuf jour d incubation respectivement.

En comparant notre résultat dont le tableau 3 a I’annexe illustre apres 1’ensemence avec
celui de Mukendi (2011) qui avait également travaillé avec deux plantes (Zingiber officinale

et Tephrosia vogelii) séparément et plus le mélange de ces deux plantes.

Le résultat obtenu par Mukendi (2011) a montré que la croissance du M.

fijiensis est affectée par I'incorporation d'extrait des plantes qui montre deux tendances :

— La premiére tendance montre que Z. officinale et le T. vogelii regorgeaient une

activité fongicide pouvant étre exploité dans la lutte contre le M. fijiensis ;

— A la seconde tendance il est observé la neutralisation réciproque ou a la synergie des

effets fongicides par les substances contenues dans les deux plantes utilisées ;
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— Dans les deux premiéres semaines les souches avaient montré une croissance de 1
a23cm a la1°lecture, 0,6 a1,4cm a la 2°™ lectureet de 0a0cma la3*m
lecture pour la premiere espéce . Pour la deuxieme espece on observe une croissance
de 0,3 a05cmalail® lecture et la 2°™ et 3°™ ont présentées manque de

croissance c’est a dire O cm pendant les deux premiéres semaines.

3.4. ANALYSES STATISTIQUES

Tableau 1: Analyse de variance pour les extraits des plantes utilisés

t =-1.1034, df = 15.113, p-value = 0.2871
Il n’existe pas des différences significatives entre les plantes utilisées

au regard de leur croissance mycélienne

Tableau 2: Analyse de variance utilisée pour les plantes

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Plante 2 1.5694 0.78472 1.4612 0.2632
Residuals 15 8.0556 0.53704

I ressort des tableaux 1 et 2 qu’il n’existe pas des différences significatives

entre les extraits des plantes utilisées d’une part et les plantes elles mémes d’autres part.
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CONCLUSION ET SUGGESTIONS

La présente étude porte sur I’évaluation de la sensibilit¢ des souches de M.
fijiensis aux extraits cas de (Nicotiana tabacum et de Senna alata) dans la région de
Kisangani. Elle se fixe comme objectif de recherche les plantes médicinales, mais aussi pour

la recherche des nouveaux principes antifongiques.

Les différents extraits bruts concentrés testés montrent qu’il y a ’efficacité a
I’activité inhibitrice des souches de M. fijiensis. Cela serait du a la concentration des extraits

par ailleurs, les extraits éthérés et éthanoliques qu’il y a d’effet dans les souches M. fijiensis.

Partant de I’hypothése émise, pour cette étude, nous trouvons qu’elles sont
acceptées suite aux résultats obtenus et la troisieme a été rejeté , ces résultats pourraient étre
une bonne piste a explorer en vue de trouver des nouvelles molécules actives contre

Mycosphaerella fijiensis.

A T’issu de ce travail, nous suggérons toutes fois, que les chercheurs puissent
continuer avec les études de cette maladie d’'une maniére approfondie notamment de mener
les recherches sur la distance de dispersion des ascopores afin de limiter les dégats liés a
I’infection par la cercosporiose noire des bananiers. La formation et la collaboration de
plusieurs spécialistes restent a renforcer afin d’améliorer les connaissances dans ce vaste

domaine.
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ANNEXE

Tableau 3 : Résultat de croissance mycélienne

Plantes Extrait Témoin | Diamétre
Nicotiana tabacum Brut concentré 6 5

7 6

8 6
Senna alata Brut concentré 6 6

7 6

8 6
Nicotiana tabacum Ethanolique 6 6

7 6,5

8 7
Senna alata Ethanolique 6 6

7 6

8 6
Nicotiana tabacum Ethéré 6 6

7 6

8 6
Senna alata Ethéré 6 6

7 6

8 6

Welch Two Sample t-test

data: Croissance.mycélienne by Plante
t = -1.1034, df = 15.113, p-value = 0.2871

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0



50 percent confidence interval:
-0.6324635 -0.1453143

sample estimates:

mean in group Nicotiana tabacum

5.888889

30

mean in group Sena alata

6.277778





