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RESUME

Les exigences des marchés internationaux, les préoccupations environnementales et la santé des
consommateurs ne favorisent pas 1’application de la lutte chimique contre la pression parasitaire en agriculture.
La stratégie est donc de développer des méthodes compatibles avec les préoccupations environnementales.
Ainsi, I'utilisation des biopesticides pourrait étre une solution. L’activité fongicide de I’extrait aqueux des
feuilles de Crotalaria retusa L. a été évaluée sur Fusarium sp. Ce champignon a été testé sur le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) amendé de I’extrait végétal a différentes concentrations. Le mycélium a atteint la
périphérie de la boite de Pétri le septiéme jour. Les taux d’inhibition observés dans les milieux essais (milieux
amendés) aprés ces sept jours d’incubation étaient de 87.67 + 4.99% pour la concentration 0.39 mg/mL et de
98.73 + 0.63% pour la concentration 0.78 mg/mL. Ces taux d’inhibition de la croissance mycélienne ont
augmenté avec ’augmentation de la concentration de I’extrait. Concernant les milieux de concentrations 1.56
mg/mL 3.12 mg/mL, 6.25 mg/mL, 12.50 mg/mL et 25 mg/mL, il n’y a pas eu de croissance mycélienne.
L’inhibition a été totale (100%). La concentration minimale inhibitrice (CMI) de DI’extrait végétal sur la
croissance mycélienne était 1.56 mg/mL. La concentration minimale fongicide (CMF) de I’extrait végétal a été
obtenue a 12.50 mg/mL. Quant aux Clso et Clgo, elles ont été respectivement 0.21 mg/mL et 0.42 mg/mL. Cet
extrait végétal a montré une efficacité contre le Fusarium sp. Il pourrait donc étre utilisé comme un fongicide.
© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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Assessment of in vitro fungicidal activity of the aqueous extract of the leaves of
Crotalaria retusa L. (Fabaceae) on Fusarium sp.

ABSTRACT

International market expectations, environmental concerns and consumer health do not encourage the use
of chemical pest control methods in agriculture. A strategy is to develop methods that are compatible with
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environmental concerns. Thus, the use of biopesticides could be a remedial solution. The fungicidal activity of
the aqueous extract of the leaves of Crotalaria retusa L. was evaluated on Fusarium sp. This fungus was tested
on PDA (Potato Dextrose Agar) medium amended with the plant extract at different concentrations. The
mycelium reached the periphery of the Petri dish by day seven. The inhibition rates observed in the test media
after seven days of incubation were 87.67 + 4.99% for the 0.39 mg/ml concentration and 98.73 + 0.63% for the
0.78 mg/ml concentration. These rates of mycelial growth inhibition increased with increasing extract
concentration. For media with concentrations of 1.56 mg/ml, 3.12 mg/ml, 6.25 mg/ml, 12.50 mg/ml and 25
mg/ml, there was no mycelial growth. The inhibition was complete (100%). The minimum inhibitory
concentration (MIC) of the plant extract on mycelial growth was 1.56 mg/ml. The minimum fungicidal
concentration (MFC) of the plant extract was obtained at 12.50 mg/ml. The IC50 and 1C90 were 0.21 mg/ml
and 0.42 mg/ml respectively. This plant extract exhibited efficiency against Fusarium sp. and could therefore
be used as a fungicide.

© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION viable pour les agriculteurs africains. Le but
Dans le monde, notamment en Céte de ce travail est d’évaluer le pouvoir fongicide

d’Ivoire, I’agriculture est soumise a de de I’extrait aqueux des feuilles de Crotalaria

nombreuses contraintes dont la pression retusa L. sur Fusarium sp., un champignon

parasitaire. Beaucoup de cultures font I’objet phytopathogéne.

d’attaque des champignons phytopathogénes.

Parmi ces champignons, figurent les especes MATERIEL ET METHODES

du genre Fusarium. |Ils s’attaquent aux Matériel

cultures tels que le pois (Nargis et al., 2022), Matériel biologique

le gombo (Drame, 2004), le riz (Nikiema et Il était constitué de ’extrait aqueux des

al., 2020), le blé (Lauzon et al., 2007), le feuilles de Crotalaria retusa L. et d’une

bananier (Soro et al., 2012), etc. Ces parasites souche de Fusarium sp. isolée de la tige du

constituent un probléme majeur tant pour les cotonnier  (Gossypium  hirsutum L.).

agriculteurs que pour les perspectives d’une Crotalaria retusa L. a été sélectionnée a

intensification de la production agricole. lls I’issue d’une enquéte ethnobotanique sur les

peuvent rendre impropre a la consommation, légumineuses locales d’intérét thérapeutique

une partie ou la totalit¢ de la récolte. lls afin de les valoriser dans les biotechnologies

peuvent empécher également la culture d’une agricoles. Selon cette étude, Crotalaria retusa

variété ou d’une espéce végétale dans une L. est beaucoup utilisée pour le traitement des

région donnée (Lassoudiere, 2007). Comme maladies microbiennes (Doga et al., 2017).

moyen de lutte, ’on a recours aux produits

chimiques de synthese. Malheureusement, ces Matériel technique

produits ont des effets néfastes sur la santé Le matériel technique était composé

humaine et I’environnement (Ntiendjui et al., d’un autoclave, du milieu PDA (Potato

2009). De plus, leur utilisation répétée peut Dextrose Agar) et du fongicide Mancozan

entrainer 1’apparition de phénoménes de (Mancozébe).

résistance chez les bioagresseurs (Brent et

Hollomon, 2007). La stratégie adoptée est Méthodes

donc de développer des méthodes compatibles Evaluation de I’activité fongicide

avec les préoccupations environnementales. Préparation des milieux de culture du germe

La lutte basée sur l’utilisation des extraits fongique

végétaux pourrait constituer une réponse Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

adéquate, économiquement et culturellement a été utilisé pour la culture de la souche
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fongique. Les milieux de culture ont été
préparés dans huit bouteilles SCHOOT et
stérilisés a ’autoclave a 120°C pendant 20
min sans l’extrait végétal. Les différentes
quantités de D’extrait ont €té ajoutées aux
milieux de culture avant leur solidification (40
- 50°C) selon la méthode de la double dilution
de liaison géométrique de raison ¥ (Ahon et
al., 2011).
Préparation de la gamme de concentration de
lextrait

Une gamme de sept concentrations
correspondant aux différentes quantités de
I’extrait a été définie. Il s’agit de : 25 mg/mL,
12.50 mg/mL, 6.25 mg/mL, 3.12 mg/mL, 1.56
mg/mL, 0.78 mg/mL et 0.39 mg/mL. Les
témoins n’ont pas subi d’amendement de
I’extrait végétal. Aprés homogénéisation, le
mélange a été coulé a 40°C dans des boites de
Pétri de 90 mm de diameétre sous une hotte,
autour d’une flamme. L’essai a été répété trois
fois. Les boites de Pétri ont été maintenues
sous la hotte jusqu’a la solidification du
milieu et a I’ensemencement du fragment
mycélien. Pour le fongicide de synthese, de
faibles concentrations ont été déterminées a
partir des doses applicables en champ (100
g/15 L, soit une solution de concentration 6.67
mg/mL). Les concentrations utilisées in vitro
étaient : 3.33 mg/mL, 1.66 mg/mL, 0.83
mg/mL et 041 mg/mL. Elles ont été
déterminées selon la méthode de la double
dilution de liaison géométrique de raison Y2
(Ahon et al., 2011). Le reste du protocole est
identique & celui utilisé dans le cadre de
I’extrait végétal.
Tests de sensibilité du germe aux extraits

Pour I’ensemencement de la souche
fongique, un explant de 6 mm de diametre du
champignon agé de sept jours, a été prélevé au
niveau du front de croissance du champignon
dans la boite de culture. Ensuite, il a été placé
au centre géométrique de la bofte de Pétri sur
le milieu de culture solidifié. Les boites de
Pétri ensemencées, ont été scellées avec du
film adhésif et mises en incubation a 1’étuve a
25 + 2°C pendant sept jours. L’incubation a
duré sept jours parce que dans le milieu
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témoin, le mycélium a atteint la périphérie de
la boite de Pétri le septiéme jour.
Mesure du taux d’inhibition de la croissance
mycélienne

La mesure de la croissance radiale
moyenne du mycélium de la souche fongique
a été effectuée quotidiennement. Elle a été
réalisée en millimétre a partir de deux axes
perpendiculaires tracés au revers de la boite de
Pétri. Les diameétres du mycélium ont été
mesurés jusqu’a ce que les filaments
mycéliens dans les lots témoins, atteignent la
périphérie de la boite de Pétri. C’est au
septiéme jour que la prise de mesure a été
arrétée. Ces mesures ont permis de déterminer
les concentrations inhibitrices de 1’extrait
végétal. Le taux d’inhibition de la croissance
radiale mycélienne a été calculé selon la
formule ci-dessus (Koné et al., 2009) :
T=(D-d)/D)x 100 ;
T Taux d’inhibition, D Croissance
mycélienne dans les boites témoins, d:
Croissance mycélienne dans les boites essais.
Détermination des valeurs de référence de
[activité antifongique

La concentration minimale fongicide
(CMF) est la plus petite concentration de
I’extrait qui donne 99.99% d’inhibition de la
croissance du champignon comparativement
au témoin de contrdle de croissance. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) est
la plus petite concentration de I’extrait qui ne
permet aucune croissance visible a 1’ceil nu.
La Clso est la concentration qui donne 50% du
taux d’inhibition de la croissance des germes
fongiques et la Clgo est la concentration qui
donne 90% du taux d’inhibition de 1la
croissance des germes fongiques. Les Clsp et
Clgy ont été déterminées graphiquement
(Ackah, 2004). Les boites dans lesquelles
aucune croissance mycélienne n’a été visible a
I’ceil nu, ont été ouvertes. Les explants du
champignon y ont été prélevés et ensemencés
a nouveau dans de nouvelles boites de Pétri
contenant le milieu PDA sans 1’extrait végétal.
Ces nouvelles cultures ont été mises en
incubation pendant sept jours a la température
ambiante (27°C). Au terme de I’incubation, si



D. DOGA et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 16(5): 1860-1867, 2022

une croissance mycélienne était observée,
I’extrait était déclaré fongistatique. Dans le
cas contraire, il était dit fongicide. Le calcul
des taux d’inhibition de la croissance
mycélienne a permis de tracer
I’antifongigramme et déterminer les Clsp et
Clgo de I’extrait végétal.

RESULTATS
Effet de ’extrait aqueux des feuilles de
Crotalaria retusa L.

Comparativement au témoin, 1’extrait
aqueux des feuilles de Crotalaria retusa L. a
entrainé une diminution de la croissance
mycélienne de Fusarium sp. (Figure 1). Les
taux d’inhibition observés dans les milicux
essais aprés ces sept jours d’incubation, sont
87.67 + 4.99% pour la concentration C1 (0.39
mg/mL) et 98.73 + 0.63% pour la
concentration C2 (0.78 mg/mL). Ces taux
d’inhibition de la croissance mycélienne ont
augmenté avec I’augmentation de la
concentration de D’extrait (Figure 2).
Concernant les milieux de concentrations C3
(2.56 mg/mL), C4 (3.12 mg/mL), C5 (6.25
mg/mL), C6 (12.50 mg/mL) et C7 (25
mg/mL), il n’y a pas eu de croissance
myceélienne. L’inhibition a été totale (100%)

(Figures 1 et 2). La CMI correspond a 1.56
mg/mL et la CMF est de 12.50 mg/mL. Les
Clso et Clgg sont respectivement 0.21 mg/mL
et 0.42 mg/mL (Figure 3).

Effet du fongicide de syntheése Mancozan

Le fongicide de synthése Mancozan a
faible dose, a exercé un pouvoir inhibiteur sur
Fusarium sp. La plus forte inhibition
(89.37%) a été obtenue a C4 (3.33 mg/mL)
(Figure 4). La Clsp est 1.11 mg/mL et la Clgg
est supérieure a 3.33 mg/mL (Figure 5). La
CMI n’a pas été atteinte (Figures 4 et 5).

Comparaison des actions du fongicide

Mancozan et de Pextrait végétal sur
Fusarium sp.
L’antifongigramme  obtenu  avec

I’extrait végétal a supplanté celui du fongicide
de synthése (Figure 6). Les Clsp (0.21 mg/mL)
et Clgo (0.42 mg/mL) de I’extrait végétal sont
respectivement inférieures a celles du
fongicide de synthése (1.11 mg/mL) et (> 3.33
mg/mL). L’extrait aqueux de Crotalaria
retusa L. a donc exprimé un pouvoir
inhibiteur plus important que celui du

fongicide de synthése.

T=0mg/mL, C1 =0.39 mg/mL, C2 =0.78 mg/mL, C3 = 1.56 mg/mL, C4 = 3.12 mg/mL,

C5 =6.25 mg/mL, C6 = 12.50 mg/mL, C7 = 25 mg/mL

Figure 1 : Croissance in vitro du mycélium de Fusarium sp. en présence de I’extrait aqueux de

Crotalaria retusa L.
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C1=0.39 mg/mL, C2 = 0.78 mg/mL, C3 = 1.56 mg/mL, C4 = 3.12 mg/mL, C5 = 6.25 mg/mL,
C6 = 12.50 mg/mL, C7 = 25 mg/mL
Figure 2 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium sp. en fonction de la

concentration de I’extrait aqueux de Crotalaria retusa L. aprés sept jours d’incubation.

e
g Clpo = 0,42 mg/'mlL
=
S
g Clso = 0,21 mg/ml.
=
g
= 1L
P T P R S S R R
0.5 1 1.5 2

Concentration (mg/ml.)

Figure 3 : Antifongigramme de Fusarium sp. a I’extrait aqueux de Crotalaria retusa L.

C1=0.41 mg/mL, C2 =0.83 mg/mL, C3 = 1.66 mg/mL, C4 = 3.33 mg/mL
Figure 4 : Croissance in vitro du mycélium de Fusarium sp. en présence du fongicide de synthése
Mancozan.
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Figure 5 : Antifongigramme de Fusarium sp. au fongicide de synthése Mancozan.
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Figure 6 : Antifongigrammes comparatifs de Fusarium sp vis-a-vis du fongicide de synthéese
Mancozan et de I’extrait aqueux de Crotalaria retusa L.

DISCUSSION

Le test in vitro a révélé I’activité
antifongique de I’extrait aqueux de Crotalaria
retusa L. sur Fusarium sp. L’intensité de cette
activité antifongique a varié selon les
concentrations de I’extrait végétal. Le pouvoir
fongicide de cet extrait végétal pourrait étre
attribué a I’ensemble des métabolites
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secondaires tels que les saponosides, les
flavonoides, les tanins, les quinones, les
alcaloides et les polyterpenes contenus dans
cette plante (Doga et al., 2017). Ces groupes
chimiques renferment plusieurs propriétés
pharmacologiques  parmi  lesquelles les
activités antimicrobiennes et en particulier
antifongiques (N’Guessan et al., 2009 ;
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Mezouar et al., 2014). Ce résultat est en
accord avec celui d’Okigbo et Ajalie (2005)
qui a montré que les extraits des feuilles de
Chromolaena odorata et Citrus aurantifolia
ont eu un effet antimicrobien sur quatre
pathogenes (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Salmonella typhi).
Agban et al. (2013) a également confirmé
I’activit¢ antifongique des extraits des
végétaux tels que Cassia alata L. et de
Piliostigma thonningii (Schumach.) Milne
Redh. (Fabaceae) sur Candida albicans. Selon
la classification de Kra (2016), la CMF de cet
extrait végétal appartient a la classe [6.25
mg/mL ; 50 mg/mL]. 1l s’agit donc d’une
activité moyenne.

Conclusion

Les travaux menés ont permis de
confirmer 1’activité antifongique de 1’extrait
aqueux des feuilles de Crotalaria retusa L.
sur la croissance in vitro de Fusarium sp.
L’étude ethnobotanique a révélé que cette
plante est une légumineuse locale d’intérét
thérapeutique couramment utilisée contre les
maladies microbiennes, notamment celles
d’origine fongique. Son pouvoir fongicide
s’est manifesté a 12.50 mg/mL et sa CMI est
de 1.56 mg/mL. Au vu de ces résultats, cette
plante pourrait étre conseillée dans le
soulagement des pathologies liées aux
champignons. Elle pourrait étre également
exploitée pour la mise au point d’un
biopesticide.
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