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Introduction

Introduction

Les maladies des plantes constituent un véritable fléau pour les cultures, et les dégats
engendrés par les maladies et les ravageurs deviennent de plus en plus graves du fait de
I’extension des cultures intensives. Selon la FAO (1999), les maladies parasitaires réduisent de
12 a 14% la production agricole mondiale, et 70% des dommages sont d’origine fongique. Ces
maladies sont probablement la plus grande contrainte qui entrave la production et le rendement
globale des récoltes, et représentent, 1’un des facteurs majeurs qui limite et altere leur qualité
(Morcia et al., 2015).

Les champignons affectent diverses cultures, certains sont polyphages (Botrytis cinerea),
d’autres ont un spectre d’hotes plus ou moins limité (Zymoseptoria tritici et Fusarium roseum).
Zymoseptoria tritici, est 1’agent causal de la tache septorienne des feuilles chez le blé, 1’une des
maladies les plus répandues et les plus dévastatrices sur le blé. Les pertes occasionnées peuvent
dépasser 40 % (Allioui, 2015). Botrytis cinerea, est responsable de pourritures sur un grand
nombre de plantes hotes d’importance économique en agriculture et en horticulture (Viret et al.,
2010 ; Walker, 2013) ; les dégats occasionnees par ce champignon sont considérables et les
pertes peuvent atteindre 20% des récoltes mondiales des cultures (Alem-Etsouri et al, 2016).
Fusarium roseum, responsable de la fusariose du blé, peut engendrer des dégats allant de 30 a
70 % de pertes (Syngenta, 2018).

La lutte contre les champignons phytoptahogenes, repose plus particulierement sur
’utilisation des produits chimiques. Cependant, beaucoup d’effets non intentionnels ont été
associes a 1’emploi intensif et non raisonné de ces produits, suite a une contamination de la
biosphere ou méme de la chaine alimentaire. Pour résoudre ce probléme, une recherche sérieuse
est nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection des végétaux, qui sont
moins dépendantes des produits chimiques et plus respectueuses a l'environnement (Prapagdee
et al., 2008).

La lutte biologique par 1’utilisation de substances naturelles antifongiques peut constituer
une alternative aux produits chimiques. Parmi ces substances naturelles figurent les huiles
essentielles extraites des plantes aromatiques. L’ Algérie, par sa situation géographique, offre une
végétation riche et diverse. Un grand nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément
(Laib, 2013).



Introduction

Notre étude est une contribution a la recherche de molécules biologiques actives, a
pouvoir inhibiteur élevé a I’égard de microorganismes phytopathogénes ; et dans le but de
valoriser notre patrimoine national de plantes aromatiques, notre travail a porté sur trois especes
veégétales locales collectées dans leur habitat naturel : Rosmarinus officinalis, Eucalyptus
camaldulensis et origanum floribundum, et vise a tester 1’activité antifongique de leurs huiles
essentielles a 1’égard de trois champignons phytopathogenes : Zymoseptoria tritici, Botrytis

cinerea et Fusarium roseum.

Le document est structuré en trois chapitres; un premier chapitre qui donne des
généralités sur les huiles essentielles. Le deuxieme explique le matériel et les méthodes utilisées,

le dernier chapitre expose les résultats obtenus et discutés, et enfin une conclusion.
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Chapitre 01 : Revue bibliographique sur les huiles essentielles
1.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances odoriférantes volatiles complexes
fabriquées par les plantes (Ben Soultane et Bahri, 2017). Une huile essentielle est en
géneral un mélange de substances naturelles volatiles obtenues par codistillation avec
la vapeur d’eau a partir de la biomasse végétale (Metali et Kerras, 2016).

Selon Bouamer et al. (2004), le terme «huile» provient du fait que les
substances volatiles contenus dans le végétal sont visqueux et hydrophobes, elles ont
des propriétés de solubiliser dans les huiles végeétales et minérales, les graisses, les
alcools et I’éther. La dénomination «essentielles» refléte le caractére principal des
plantes qui dégagent des odeurs.

Chiasson et al. (2007), signalent que, les huiles essentielles sont des
métabolites secondaires, produits par les plantes comme moyen de défense contre les
ravageurs phytophages. Ces extraits contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui

sont pour la plupart des molécules peu complexes.

1.2. Origine et localisation des huiles essentielles

Aouis (2015), rapporte que, les huiles essentielles ou essences végétales sont
largement distribuées dans le regne végétal, et n’existent que chez les végétaux
supérieurs. En effet elles se trouvent en quantité appréciable chez environ 2000
especes réparties en 60 familles botaniques comme par exemple chez les Lamiacées
(lavande, basilic, menthe, ....), les Myrtacées (eucalyptus, ...), les Lauracées (cannelle
et sassafras....) et les Apiacées (fenouil, cumin, coriandre, persil,...).

Les huiles essentielles sont des sécrétions naturelles élaborées par le végétal et
contenues dans les cellules de la plante, soit dans les fleurs (rosier), dans les sommités
fleuries (lavande), dans les feuilles (citronnelle, eucalyptus), dans 1’écorce (cannelier),
dans les racines, dans les fruits , les graines (muscade) ou encore autre part dans la
plante (El Laib, 2011).

Le méme auteur ajoute que, les huiles essentielles sont produites dans des
cellules glandulaires spécialisées recouvertes d’une cuticule. Elles sont stockées dans
des cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils
sécreteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans

des canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae). Elles peuvent aussi étre transportées
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dans I’espace intracellulaire lorsque les poches a essences sont localisées dans les
tissus internes. Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont
entourées de membranes spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés
hautement polymérisés, associés a des groupements peroxydes. En raison de leur
caractere lipophile et donc de leur perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz,
ces membranes limitent fortement 1’évaporation des huiles essentielles ainsi que leur

oxydation a I’air.

1.3. Synthese et formation des huiles essentielles au niveau des plantes
Sous l'influence du rayonnement solaire, les plantes synthétisent au sein de
cellules trés spécifiques des composeés aromatiques : les huiles essentielles. Ces

substances se forment de trois facons (Metali et Kerras, 2016) :

- La premiére formation est dite *‘en surface glandulaire épidermique™ : Les
essences sont formées au niveau de la périphérie de la plante par des glandes
spécialisées : les poils sécréteurs fabriquant les essences. Les essences formées sont
stockées dans des poches a essence (cas de la Lavande vraie, la Sauge officinale, la

Verveine citronnée...).

- La deuxiéme formation est dite "'schizogéne™ : C’est a dire qu'elle se fait dans
I'épaisseur de la plante : au niveau de la feuille. On la retrouve notamment dans le

Millepertuis, le Géranium, L'eucalyptus, ...

- La troisieme formation est dite ""par canaux' ou '‘schizolysigene' : Elle se
produit en profondeur de la plante : Cette formation est dominante dans le bois des

arbres (Bois de Rose, de Pin, de Santal).

1.4. Propriétés physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles se différencient des huiles grasses, par leurs propriétés
physiques et leur composition, et elles se caractérisent par leurs propriétés
organoleptiques (odeur, couleur et godt). Elles possedent en commun un certain

nombre de propriétés physiques (Bekhechi et al., 2010 ; Aouis, 2015) :
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* Elles sont peu solubles dans 1’eau et solubles dans les solvants organiques tels

que, I’alcool, I’éther, le chloroforme, les émulsifiants, ...
* Leur point d’ébullition varie de 160° a 240° C.

* Leur densité est en général inférieur a celle de 1’eau, elle varie de 0.75 a 0.99

(les huiles essentielles de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).
« Elles ont un indice de réfraction élevé.
« Elles sont rarement inactives sur la lumiere polarisée.

* Elles dissolvent les graisses, I’iode, le souffre, le phosphore, et réduisent

certains sels.
« Ce sont des parfums, et sont de conservation limitée.
* Sont tres altérables et sensibles a I’oxydation (mais ne rancissent pas).

* Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, tres

odorantes et volatiles.

« A la température ambiante elles sont généralement liquides, incolores ou
jaune pale, sauf quelques exceptions, comme les huiles essentielles de la cannelle

(orange), de 1’absinthe (vert), et de la camomille (bleu).

1.5. Composition chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels trés complexes, caractérisées
par deux ou trois majeurs composants a des concentrations assez élevées (20 -70%)
par rapport aux autres composants présents sous forme de traces (Hamdani, 2016).

Laib (2011) rapporte que, les huiles essentielles sont des mélanges complexes
et variables de constituants qui appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux
groupes :

[1[0]le groupe de terpénoides .

[1[01e groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

La structure des composés des huiles essenticlles est constituée d’un squelette
hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce squelette de base

est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La

5
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majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes
d’oxygene, pour quelques groupes fonctionnels azotés ou soufrés. Cette structure varie

en fonction de plusieurs criteres (EL Laib, 2011) :

X/
°

Du nombre d’atomes de carbone qui les constituent :
> Les monoterpénes
> Les sesquiterpenes
» Rarement les diterpenes.
% Du caractere saturé ou insaturé des liaisons
% De leur agencement : linéaire ou cyclique
% De la configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de tri¢dre...)
%+ De la nature des groupes fonctionnels a savoir :
» Terpénes : R1-HC=CH-R2;
Alcools terpéniques : R-OH ;
Cétones : R1-CO-R2;
Phénols : C6H6-OH ;
Aldéhydes : R-CHO ;
Esters : R1-COO-R2;
Ethers : R1-O-R2.

vV V. V V V VY

1.5.1. Les terpénes :

Selon Bottin (2006) cité par Benabdelkrim (2013), les terpénes sont classes
selon le nombre des unités d’isoprene. Hamdani (2016) , rapporte que, les principaux
terpénes sont les hemiterpénes (C5), les monoterpenes (C10), les sesquiterpénes
(C15), les diterpénes (C20), les triterpenes (C30) et les tétraterpenes (C40), les plus

importants sont :

- Les monoterpénes : ils sont les plus simples constituants des terpénes dont la
majorité est rencontrée dans les huiles essentielles (90%). Ils comportent deux unités
isopréne (CsHg), selon le mode de couplage « téte-queue », ils peuvent étre acycliques,
monocycliques ou bicycliques (Fig. 01). A ces terpenes se rattachent un certain

nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales (El Haib, 2011).
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Myrcéne Sabinéne (+)-Campheéne Limonéne
| © : °
/\
Pipériténone Menthol Carvone Pulcgonc

Figure 01 : Structure chimique de quelques monoterpénes extraits des huiles
essentielles (Modzelewska et al., 2005 ; Kaloustian et al., 2012)

- Les sesquiterpenes : il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes.
Elle contient plus de 3000 molécules comme par exemple : B-caryophylléne, f-
bisaboléne, a-humuléne, a-bisabolol, farnesol (Bruneton (1999) cité par Labiod et
Aouadi, (2016).

1.5.2. Les composants aromatiques (Les phénylpropanes)

Les dérivés du phénylpropane (Cs-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
terpenes. Ce sont trés souvent des allyl- et propénylphénols, parfois des aldéhydes,
caractéristiques de certaines huiles essentielles d'Apiaceae, mais aussi de celles du
girofle, de la muscade, de l'estragon, du basilic,...etc. (eugénol, safrole, asarones,
cinnamaldéhyde, etc.). On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des
composés en Cg-C; comme la vanilline (assez fréquente) ou comme l'anthranilate de
méthyle. Les lactones dérivées des acides cinnamiques (c'est-a-dire les coumarines)
étant, au moins pour les plus simples d'entre elles, entrainables par la vapeur d'eau,
elles seront également présentes dans certaines huiles essentielles (Bruneton (2009).

La figure 02 présente la structure de quelques composés aromatiques.
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cHO HiCO, y,
ICH,0 Ho'
OH
Vanilline Eugénol

Figure 02 : Structure chimique de quelques composes aromatiques des huiles

essentielles (Scimeca, 2007 ; Bruneton, 2009)

Plusieurs travaux ont montré que la composition chimique des huiles essentielles
peut varier selon ’organe, les facteurs climatiques, la nature du sol, les pratiques

culturales, et le mode d’extraction.

1.6. Facteurs de variabilité de la composition des huiles essentielles

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles
présentent une treés grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan
du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer par différents

facteurs, qui peuvent étre regroupés en deux catégories (Laib, 2011) :

[] Facteurs intrinseques, liés a I’espece, au type de clone, a I’organe concerné,
a I’interaction avec 1’environnement (type de sol ou climat, ...) et au degré de maturité
du végétal concerné, voire au moment de la récolte au cours de la journée ;

[1 Facteurs extrinséques, en lien avec ou la méthode d’extraction.

1.6.1. Les facteurs intrinséques

Les cellules productrices d’huile essentielle pouvant se situer dans différents
organes, il est possible d’obtenir différentes huiles selon les parties sélectionnées
d’une méme plante. Ainsi les huiles essentielles extraites a partir des baies et des
feuilles de piment ne sont pas identiques. Des différences de composition des huiles
essentielles en raison d’organes différents (feuilles et fleurs) et de sous-especes

différentes, ont été également observées. Le stade végétatif au moment de la récolte
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est un facteur déterminant pour le rendement et la composition de I’huile essentielle

des plantes de Lavandula obtenus par clonage (Laib, 2011).

Bouterfas et al. (2016) ont montré que la localité d’échantillonnage influe
considérablement sur la composition et 1’activité antifongique des flavonoides extraits
des feuilles de Marrubium vulgare L. vis-a-vis de deux souches fongiques ;
Aspergillus niger ATCC 16404 et Candida albicans ATCC 10231.

1.6.2. Les facteurs extrinséques

Huang et al. (1995) et Lemberkovics et al. (2003) ont montré 1’influence des
méthodes d’extraction sur la composition des huiles essentielles. Le stockage des
matieres premieres avant distillation peut également influencer la composition et le
rendement des huiles essentielles. Fantino (1990) a noté des pertes considérables
d’huile essentielle lors d’un stockage prolongé au congélateur, mais peu d’évolution
de la composition. Par ailleurs le temps de stockage des huiles essentielles apres
extraction tend aussi @ modifier la composition de ces huiles. Selon Carette (2000), les
huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois aprés leur obtention, car, avec le

temps, leurs propriétés tendent a décroitre.

1.7. Les techniques d’extractions des huiles essentielles
1.7.1. La distillation

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des
substances aromatiques grace a la vapeur d'eau est la plus utilisée a I'neure actuelle. La
méthode est basée sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure
aux points d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément.
Ainsi, les composes volatils et I'eau distillent simultanément & une température
inferieure a 100 °C sous pression atmosphérique normale. En consequence, les
produits aromatiques sont entrainés par sa vapeur d'eau sans subir d'altérations
majeures (Marianne, 2008). Il existe précisément trois différents procédés utilisant ce

principe : I'hydrodistillation, I'entrainement a la vapeur d'eau et I'nydrodiffusion :
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1.7.1.1. Extraction par Hydrodistillation
Cette méthode consiste en une distillation classique réalisée avec un
dispositif de Clevenger (Fig. 03), dans laquelle la matiére végétale est plongée dans de
I’eau, et I’ensemble est porté a ébullition. La vapeur d’eau chargée de substances
volatiles se condense a I’intérieur d’un réfrigérant. Les essences, moins denses que
I’eau, sont recueillies par simple décantation a la surface de celle-ci (Camara et al.,
2010). Cette méthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les

constituants chimiques sont thermoreésistants (Nedjai, 2017).

Réfrigérant (ou condenseur)

Thermometre

Erlenmeyer

Décoction

Chauffe-ballon Huile essentielle

+ Eau

Support élévateur

Extraction Des deux phases

Figure 03 : Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation de 1’huile
(Nedjai, 2017)

1.7.1.2. L’entrainement a la vapeur d’eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique (Fig. 04), ne met pas en
contact directe 1’eau et la matiére végétale a traiter ; durant le passage de la vapeur a
travers le matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée
sous 1’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». La
vapeur d’eau, qui a volatilisé et entrainé I’huile essentielle, se condense ensuite dans le
serpentin du réfrigérant, a la sortie de ce dernier, le mélange est récupéré ensuite
séparé (Meghazi, 2012).

10



Chapitre 01 : Revue bibliographique sur les huiles essentielles

1: chauffe ballon 2: ballon 3: colonne en verre + matiére végétale
4 : statif 5 : ballon recette 6 : Réfrigérant

Figure 04 : Dispositif de I’extraction de I’huile essentielle par entrainement a la

vapeur d’eau (Nedjai, 2017)

1.7.1.3. Hydrodiffusion ou Percolation

La percolation est une méthode consistant a envoyer la vapeur d’eau, de haut
en bas, et non de bas en haut comme pour la distillation. Cette méthode a 1’avantage
d’étre plus rapide et donc moins préjudiciable a la qualité des substances aromatiques.
Cependant, la percolation posseéde 1’inconvénient de charger les huiles essentielles en
substances non volatiles. 1l en résulte des « essences de percolation » et non des huiles

essentielles a proprement parler (Attou, 2017).

1.8. Propriétés biologiques des huiles essentielles.

Les huiles essentielles, par la diversité des constituants qui les composent, sont
des substances tres actives (Hilan et al., 2006). Leur activité biologique dépend des
caractéristiques qualitatives et quantitatives de leurs composants qui sont a leur tour
influencés par le génotype de la plante, le chémotype de I’huile essentielle ainsi que
I’organe et la méthode d’extraction, la saison, 1’origine géographique de la plante et
ses conditions bioclimatiques et agronomiques (Shirzad et al., 2011).

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent
aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur
activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et

en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs :

11
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1.8.1. Activité antifongique

Les huiles essentielles agissent sur la biomasse et la production des
pseudomycelium et inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium, la
sporulation et la production de toxines chez les moisissures (Oussalah, 2007). Un
grand nombre de composes volatils ont été testés contre une large gamme de
champignons et de levures : Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A.
fumigatus), Penicillium chrysogenum (Ghfir et Dargent, 1995 ; Kalemba et Kunicka,
2003 ; El Ajjouri et al., 2008).

1.8.2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles agissent en empéchant la multiplication des bactéries,
leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Les phénols (carvacrol, thymol)
possedent le coefficient antibactérien le plus élevé, suivi des monoterpénols (géraniol,
menthol, terpinéol), aldehydes (néral, géranial) (Charchari et al., 1996 ; De Billerbeck,
2007 ; Satrani et al., 2007 ; Amarti et al., 2010).

1.8.3. Activité antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies tres variées dont certaines posent de
sérieux probléemes de nos jours. Plusieurs travaux ont montré que les huiles
essentielles constituent une moyen adéquat pour traiter ces fléaux infectieux, les virus
sont trés sensibles aux molécules aromatiques (Shukla et al., 1989 ; Tkachenko, 2006 ;
Salah-Fatnassi et al., 2010).

1.8.4. Activité antiseptique

Plusieurs composés sont cités comme responsables des propriétés antiseptiques
des huiles essentielles : le thymol, le carvacrol, le cinnamaldéhyde et 1’eugénol
(Richard, 2008). L’effet des composants antimicrobiens contenus dans les huiles
essentielles dépendent du pH de I’aliment, le type et le nombre des microorganismes
contaminants ainsi que le type et la concentration du composant antimicrobien (Negi,
2012). Les aldéhydes et les terpenes sont réputés pour leurs propriétés desinfectantes
et antiseptiques et s’opposent a la prolifération des germes pathogenes (Lacoste et al.,
1996 ; Caillard, 2003). Le groupe des phénols posséde une action puissante contre les
parasites (Tchoumbougnang et al., 2009).

12
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1.8.5. Activité antioxydante

Depuis une quinzaine d'années, la recherche d'antioxydants naturels ou
d'extraits a pouvoir antioxydant a suscité beaucoup d'intérét. Par conséquent,
d’excellentes capacités a inhiber les réactions oxydatives ont été mises en évidence
pour les huiles essentielles. De nombreux composés responsables du pouvoir
antioxydant ont été identifiés, ce sont surtout des phénols et polyphénols. Ces
composés phénoliques, comme le thymol, la carvacrol et I’eugénol font partie des
molécules des huiles essentielles présentant les plus fortes activités antioxydantes ainsi
que d’autres composés qui contribuent a cette activité tels que les monoterpénes
alcools, cétones, aldéhydes, hydrocarbures et éthers (Richard, 2008 ; Gabriel et al.,
2013).

1.8.6. Activité insecticide

En effet les plantes constituent une source de substances naturelles (huiles
essentielles et autres substances), qui présentent un grand potentiel d’application
contre les insectes et d’autres parasites des plantes, et du monde animal (Bouzouita et
al., 2008).

1.9. Domaines d’application des huiles essentielles
1.9.1. En agriculture
Les pesticides naturels basés, notamment, sur les huiles essentielles
représentent une alternative intéressante pour la protection des cultures contre les
insectes, les adventices et les champignons, et sont utilisées comme agents de lutte

biologique dans plusieurs cas (Isman, 2000 ; Dayan et al., 2009 ; Nedjai et al., 2017).

1.9.2. En cosmétologie

Les huiles essentielles peuvent étre incorporées dans les préparations des

produits cosmétiques (Hadji et al., 2012).

1.9.3. En agroalimentaire
Les huiles essentielles sont utilisées comme rehausseurs de gout et pour
améliorer la saveur des produits alimentaires élaborés. Actuellement, les industriels

souhaitent 1’utilisation des huiles essentielles comme conservateurs, au détriment des

13
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molécules de synthése classiques couramment utilisees, telles que les parabénes.
(Kaloustian et al., 2012).

1.9.4. En médecine et pharmacie
A nos jours, les utilisations empiriques des huiles essentielles ont cédé la place
a des recherches modernes, approfondies, fondées sur des bases scientifiques. Grace a
leurs propriétés antiseptiques, les huiles essentielles sont trés utilisées dans le

traitement de nombreuses maladies infectieuses (Aissani, 2015).

1.10. Conservation des huiles essentielles

La plupart des molécules constitutives des huiles essentielles sont insaturées,
ce qui les rend instables et sensibles a laltération. Selon les conditions de
conservation, les essences naturelles peuvent étre sujettes a des réactions secondaires
telles que : le réarrangement moléculaire, la polymérisation, Il'oxydation, la
fermentation, [’hydrolyse, etc. Les huiles essentielles pures, se conservent
officiellement 5 ans. Il est possible de limiter ces dégradations en prenant certaines

précautions (Bruneton, 1993) :

e L'utilisation des flacons de faible volume en aluminium, en acier
inoxydable ou en verre brun, entierement remplis et fermés de facon
étanche ;

e Le stockage a basse température ;

e La conservation sous atmosphere d'azote.

1.11. Exemples de quelques huiles essentielles, leurs origines et leurs propriétés

Le tableau 01 présente quelques exemples des huiles essentielles, leurs origines

et leurs propriétés (Janicke et al., 2006) :

14



Chapitre 01 : Revue bibliographique sur les huiles essentielles

Tableau 01 : Exemples de quelques huiles essentielles, leurs origines et leurs propriétés (Janicke et al., 2006).

Nom Nom latin Parties Famille Composés principaux Propriétés de I’huile
commun de de la plante utilisées | botanique de de I’huile essentielle essentielle
la plante d’origine la plante
d’origine d’origine
- Ethers 50 & 75% Antivirales ++, Antalgique ++,
Basilic Ocimum Feuilles Lamiacées | - Monoterpénols 8 a 30% Antibactérienne +, Antifongique +,
basilicum .- Sesquiterpenes <3% Anti-inflammatoire ++, Anti-nauséeuse ++,
Antiseptique +
Antispasmodique ++++
Origan Origanum Sommité Lamiacées | .Phénols (Carvacrol, Thymol) 60 a 70% | Antibactérienne, Anti-infectieuse a trés large
vulgaris fleurie . Monoterpénes (Terpinene) 25 a 30% spectre, Antiparasitaire
. Monoterpénols (Linalol) 5 a 10% Antivirale, Fongicide.
Romarin Rosmarinus Parties Lamiacées | .Monoterpénes cycliques (Camphre, Anticatharrale, .Bactéricide, Expectorante,
officinalis aériennes Cinéol ou Alpha-Pinéne) 15 a 30% .Fongicide, .Mucolytique
.Monoterpenes (Bornéol) 15 a 20%
Menthe Mentha spicata Plante Lamiacées | .Cétones 40 a 80% Anticatarrhale, .Anti-inflammatoire,
fleurie .Monoterpénes 18 a 25% .Calmante nerveuse, .Cicatrisante cutanée
.Esters ,.Oxydes, .Monoterpénols, .Expectorante, .Mucolytique, .Tonique
.Sesquiterpénols, .Sesquiterpénes digestive
Gingembre Zingiber Rhizome | Zingibéracee | .Sesquiterpenes 55 a 60% Antalgique, Anti-inflammatoire,
officinale S Monoterpenes 15 a 20% Antispasmodique,Stimulante du systéeme
.Monoterpénols 2 a3% digestif
.Sesquiterpénols (Linalol) 2 a 5%
Persil Petroselinum Apiacées Semence .Ethers 65 4 68% Antirhumatismale,Antispasmodique

sativum
apioliferum

.Monoterpénes 35%

Régulatrice des régles, Tonique musculaire
Tonique utérine
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Tableau 01 : Exemples de quelques huiles essentielles, leurs origines et leurs propriétés (suite)
(Janicke et al., 2006)

Nom Nom latin Parties Famille Composés principaux Propriétés de I’huile
commun de | de laplante utilisées botanique de la de ’huile essentielle essentielle
la plante d’origine plante d’origine
d’origine
Lavande Lavandula Sommité fleurie Lamiacées .Esters (Acétate de linalyle) | Apaisante du systeme nerveux +++
angustifolia, 30 & 50% Antidouleur musculaire ++
Lavandula .Monoterpénols (Linalol) 30 | Anti-inflammatoire ++,
vera a45% Antispasmodique +++
(sauvage), .Monoterpénes (Terpinéne) | Cicatrisante cutanée +++
Lavandula 5a12% Décontractante musculaire ++
officinalis Régénératrice cutanée +++
(cultivée) Reépulsif anti-poux ++
Antiseptique +++
Laurier Laurus nobilis Feuille Lauracées .Oxydes (Cinéol) 35a 70% | Antidouleur, Antalgique puissante ++++
.Monoterpénols Antiputride ++, Antispasmodique
.Monoterpenes 0 a 15% puissante ++++, Expectorante ++++
.Esters 5 a 20%, Fluidifiante sanguine ++, Mucolytique +
.Monoterpénols Neurorégulatrice +, Neurotonique +
Aldéhydes, .Lactones 3 %, | Régulatrice lymphatique +
.Phénols 3a10 % Stimulante du systéme immunitaire ++
Eucalyptus Eucalyptus Feuille Myrtacées .Oxydes terpéniques 75 a Anticatarrhale, Anti-infectieuse
globulus 85% Anti-inflammatoire, Antifongique,
.Monoterpénes 10 a 20% Antiseptique aérienne, Expectorante,
.Sesquiterpenols 6% Mucolytique
.Esters 0 & 6%
Thym Thymus sommités Labiacées .Phénols (Thymol) 98 a Anti-infectieuse (antibactérienne et
vulgaris fleuries 99% antivirale) ++++

.Phénols (Carvacrol) traces

Antiseptique ++++
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Chapitre 02 : Matériel et méthodes
2.1. Objectif de I’étude

Avant de présenter le matériel et les méthodes utilisées, nous tenons a rappeler que
I’objectif de notre travail est de tester in vitro 1’activité antifongique de quelques huiles essen-

tielles a I’égard de quelques champignons phytopathogénes.

2.2. Matériel végétal

2.2.1. Présentation des especes végetales utilisees

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de feuilles et de sommités
fleuries de trois especes végeétales (Figs. 05, 06 et 07) : Le romarin (Rosmarinus officinalis

L.), I’eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis) et 1’origan (Origanum floribundum Munby).

Figure 06 : Aspect botanique de 1I’Origan (Origanum floribundum Munby) [2]
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Figure 07 : Aspect botanique de 1’Eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis) [3]

2.2.2. Origine des espéces végétales utilisées

Eucalyptus camaldulensis et Origanum floribundum ont été fournies par Docteur
KSOURI Samir, et Docteur KSOURI-DJEBIR Soumia, enseignants chercheurs a la faculté

des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de ’univers de 1’université 8

Mai 1945 de Guelma.

Quant aux feuilles et sommités fleuries de Rosmarinus officinalis, elles ont été

récoltées le mois de Mars 2018 de la région d’Ouenza (Chaine de Gora) wilaya de Tébessa,

par Melle DJAIBET Chaima, étudiante en deuxiéme année master, option parasitologie au

sein de notre faculté. Le tableau 02 indique ’origine et la date de collecte des différentes

especes.

Tableau 02 : Origine des espéces vegétales utilisées

Espece végétale Famille Origine Date de | Partie utilisée
botanique collecte

Ouenza (Chaine de Mars Feuilles et

Rosmarinus Lamiaceae Gora) wilaya de 2018 sommités
officinalis (Tébessa) fleuries

Eucalyptus Djebel Beni Salah Mai - Feuilles et

camaldulensis Myrtaceae (Guelma) Juillet sommités
2015 fleuries

Origanum Djebel Haouara Mai - Feuilles et

floribundum Lamiaceae (Guelma) Juillet sommités
Munby 2015 fleuries
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2.2.3. Situation géographique et caractéristiques pédoclimatiques des zones de
collecte du matériel végétal
% Ouenza, origine du romarin utilisé dans cette étude, est une commune de la
wilaya de Tébessa, située dans I'extréme Est du pays, prés de la frontiére tunisienne, et a
70 km du chef lieu de la wilaya. Son altitude moyenne est de 608 m, elle se caractérise par un
climat semi-aride, sec et froid I'hiver, chaud I'été. Ses coordonnées géographiques sont :
35° 55" 00" Nord, et 8° 04’ 60" Est. Le sol de la région de Tébessa est de type argileux [4]

% Guelma, origine d’eucalyptus et d’origan, se situe dans le nord-Est de
I’Algérie, aune latitude de 36°27'43"” Nord et une longitude de 7°25'33" Est. L’altitude par
rapport au niveau de la mer est de 305 m. Elle se caractérise par un climat méditerranéen sub-
humide, et un sol de type argileux. La région de Djebel Haouara, lieu de collecte de 1’origan,
se localise a une latitude de 36°53'28" Nord et une longitude de 7°59'98". Est, et la région de
Djebel Beni Salah, lieu de collecte d’eucalyptus, se localise a une latitude de 36°47'43” Nord
et une longitude de 7°83'89" Est [5].

2.2.4. Traitement des échantillons
La matiere végétale, recueillie, a été séchée a 1’air libre, a I’ombre jusqu’a la
stabilisation de son poids (07 jours), puis conservée dans les conditions ambiantes du

laboratoire, jusqu’a ’utilisation.

2.2.5. Extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles des plantes utilisées dans cette étude ont été extraites par hydro-
distillation. Le travail a été réalisé au sein des laboratoires de la faculté des sciences de la

nature et de la vie et sciences de la terre et de 1’univers de ’université de Guelma.

L’opération s'accomplit grace a un appareil de type Clevenger (Fig. 08). La methode
consiste a immerger directement 200 g de matériel végétal séché dans un litre d’eau distillée,
dans un ballon en verre de deux litres, surmonté d’une colonne de 60 Cm de longueur, reli¢e a
un réfrigérant. L’eau distillée est portée a 1’ébullition durant trois heures de temps. Au fur et a
mesure que le temps de distillation passe, on remarque que deux phases franches caractérisent
le distillat, I'une est organique (huile essentielle) chargée de constituants volatils contenus
dans la plante et l'autre est aqueuse (ou I’hydrolat) ayant une densité plus élevée, a la fin de la

distillation, et aprés quelques minutes de repos, le volume de I'huile essentielle obtenu est
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récupére et stockeé a une température de - 20 °C a I’abri de la lumiére dans un flacon en verre,

sombre jusqu’au moment de son usage.

Cette méthode est parmi les procédés d'extraction ou de séparation de certaines
substances organiques, les plus anciens, apportés par les Arabes au 1Xeme siécle (Sutour,
2011). Laghchimi et al. (2014), signale que cette méthode est décrite par la pharmacopée

européenne.

Figure 08 : Photographie du montage de type Clevenger utilisé pour 1’extraction

des huiles essentielles (Photo personnelle)
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2.2.6. Détermination du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle (volume en mL) a été déterminé par rapport a 100 g
de la matiére seche, et exprimé en pourcentage, a partir de 03 échantillons, pour les trois
espéces végétales utilisées, selon la formule ci-dessous décrite par Laib (2012) et Adjou et
Soumanou (2013).

RHE (%) = (mh / mv) X 100.

Ou : RHE : Rendement en huile essentielle (%).
mh : Masse de I’huile essentielle (g).

mv : Masse de la matiere végétale seche (g)

2.2.7 Analyse de la composition des huiles essentielles des plantes utilisées

La composition chimique des huiles essentielles utilisées dans cette étude a été
déterminé par Dr. KSOURI Samir, par la méthode de chromatographie en phase gazeuse
(CPG).

L'analyse des HEs a été effectuée par GC-MS HP modele 6980 MSD inerte (Agilent
Technologies, USA), équipées de colonne HP-105 5MS (30 mx 0,25 mm de diametre et 0,25
m d'épaisseur de film). La température de l'injecteur a été maintenue a 280 ° C. La
température du four a été réglée a 60 ° C pendant 1 minute, augmentée a 280 ° C a5 ° C/min
et ensuite maintenue constante a cette température pendant 8 minutes. Le débit du gaz porteur
d'hélium était de 1 ml / min et un mode divisé 1/100 était utilisé. L'identification des
différents composants dans les HEs a été faite par comparaison de leur indice Kovats et de la
fragmentation de la masse GC avec ceux des données Wiley Mass Spectral (Agilent
Technologies 7eme édition, Inc.) et des données de la bibliotheque NIST 05 MS. Chaque

analyse a été exécutée doublement. (Ksouri, 2015)

2.3. Matériel fongique utilisé

2.3.1. Preésentation des especes fongiques utilisées
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Trois souches fongiques ont fait ’objet de cette étude ; le choix des souches a été
effectué en fonction de leur importance en phytiatrie et de leur risque fort de résistance aux

fongicides :

- Zymoseptoria tritici (téléomorphe Mycosphaerella graminicola) : champignon
Ascomycete, agent causal de la tache septorienne des feuilles chez le blé, 1°‘une des maladies
les plus répandues et les plus dévastatrices sur le blé. Les pertes occasionnees peuvent
dépasser 40 % (Allioui, 2015).

- Botrytis cinerea (téléomorphe Botryotinia fuckeliana) : champignon Ascomycéte
polyphage, responsable de pourritures sur un grand nombre de plantes hotes d’importance
économique en agriculture et en horticulture (Viret et al., 2010 ; Walker, 2013), les dégats
occasionnées par ce champignon sont considérables et peuvent atteindre 20% des récoltes

mondiales des cultures (Alem-Etsouri et al., 2016).

- Fusarium roseum : champignon Deutéromyceéte, responsable de la fusariose du blé

et qui peut engendrer des dégats allant de 30 a 70 % de pertes (Syngenta, 2018).

2.3.2. Origine des souches
Les souches fongiques utilisées dans cette étude ont été isolées de plantes

infectées :

- Zymoseptoria tritici : isolée & partir de feuilles de blé tendre collectées

pendant la campagne 2016/2017 et conservées a + 4 °C.

- Botrytis cinerea : isolée a partir de plants de tomate montrant les symptémes

de la pourriture grise.

- Fusarium roseum : fournie par Dr. BENADA M’hamed, enseignant
chercheur a la faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de
I’univers de ’université 8 Mai 1945 de Guelma.

2.3.3. Culture et conservation des souches
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Les souches fongiques ont été cultivées sur le milieu nutritif PDA (Potato
Dextrose Agar), incubées pendant 07 jours a I’étuve a une température de 25° C, puis
conservées a + 4° C jusqu’a leur usage, et ce conformément a la méthode décrite par
Sasidharan et al. (2012), qui signalent que le milieu PDA est le milieu adéquat pour tester les

activités des extraits de plantes a I’égard des champignons.

2.4. Evaluation de ’activité antifongique des huiles essentielles testées

2.4.1. Activité des huiles testées sur la croissance myceélienne des souches

fongiques étudiées

L’activité antifongique des trois huiles essentielles testées a 1’égard des souches
fongiques citées ci-dessus a été réalisée in vitro par différentes méthodes et par applications
de différentes concentrations des huiles essentielles :

2.4.1.1. Verrerie, réactifs, instruments et materiel utilisé

Pour la réalisation des différents tests nous avons utilisé le matériel suivant :

o Bain-marie (Memmert),

o Balance de précision,

o Agitateur + plaque chauffante,

o Hotte microbiologique

o Etuve,

o Autoclave,

o \ortex,

o Flacons de 250 mL,

o Bec bunsen,

o Boites de Pétri de 50 mm et de 90 mm de diametre,
o Pipettes Pasteur,

o Tubes coniques en plastique stérile,

o Micro pipette (2 uL, 10 uL, 100 puL et 1000 pL),
o Microplaques de 96 puits

o Milieu PDA,

o Milieu Sabouraud,

o Huiles essentielles a tester.
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2.4.1.2. Techniques de confrontation et concentrations des huiles
essentielles utilisées
Trois techniques de confrontation ont été adoptées pour 1’évaluation de
I’activité antifongique des huiles essentielles testées a 1’égard des souches fongiques

étudiées :

¢+ Technique de contact direct a travers des puits
Cette technique a concerné les trois huiles essentielles testées et les trois
souches fongiques étudiées. Elle consiste a une diffusion des huiles dans le milieu de culture

inoculé par les champignons étudiés a travers des puits.

Dans chaque boite de Pétri de 90 mm de diamétre, préalablement ensemencée
aseptiquement par écouvillonnage par le champignon, en utilisant une suspension sporale
(1 mL / boite d’une suspension de spores, préparée le jour méme du test), aprés séchage de
quelques minutes a proximité de la flamme, et refroidissement pendant une nuit a + 4° C,
quatre puits sont creusés, dans le milieu a 1’aide d’un emporte-piece stérile, puis chargés des
différentes concentrations des huiles testées : 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 et 100 puL
d’huile. La concentration 0 pL d’huile essentielle (chargé d’eau physiologique) est prise
comme témoin négatif. Les boites sont ensuite incubées a une température de 25° C pendant
cing jours, et la lecture des résultats se fait par examen et mensuration du diametre de la zone
d’inhibition de la croissance de la souche fongique au voisinage des puits chargés par les
différentes concentrations des huiles testées. Les tests réalisés sont effectués en trois

répétitions pour chaque souche et chaque huile testée.

Plusieurs auteurs ont utilisé cette technique pour tester 1’activité antimicrobienne des

extraits de plantes, et des huiles essentielles (Chemloul, 2014 ; Lakhdar, 2015).

Le choix des différentes concentrations a été effectué sur la base de données

bibliographiques portant sur le méme axe.

- Préparation des suspensions sporales :
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Les suspensions sporales ont étés préparées a partir de cultures agées de sept jours, les
spores ont été récoltées par grattage dans des tubes coniques en plastique stériles contenant
une solution de I’eau physiologique a 0.9%, stérile, Aprés agitation au vortex, les
concentrations sont ajustées aux concentrations spécifiques pour les différents agents

pathogenes étudiés, en utilisant la cellule de Malassez :

- Pour Zymoseptoria tritici : une concentration sporale de 3. 10° spores / mL a été
utilisée (Perell6 et al., 2013).

- Pour Botrytis cinerea : une concentration sporale de 10* spores / mL a été utilisée
(Soylu et al., 2010).

- Pour Fusarium roseum : une concentration sporale de 10° spores / mL a été utilisée
(Remmal et al., 1993).

< Technique de micro-atmosphére 01 (Fumigation 01)

La méthode de micro-atmosphére repose sur I'évaluation de I'activité inhibi-
trice de la fraction volatile des huiles essentielles a une température d'incubation donnée, sur
la croissance mycélienne des champignons étudiés (Vivek et al., 2009 ; Gbogbo et al., 2013 ;
Laghchimi et al., 2014 ; Balouiri et al., 2016).

Pour cette méthode, qui a également concerné toutes les souches étudiées et tous les
huiles testées, des disques mycéliens fongiques de 6 mm de diamétre, des souches fongiques
testées, prélevés de cultures agées de sept jours, ont été inoculés aseptiquement au centre des
boites de Pétri sur un milieu PDA (20 mL de milieu / boite, ce qui offre une atmosphere de
80 % volume air). Des disques de 6 mm de diamétre sont ensuite préparés, a l'aide de papier
filtre puis stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes ; ces derniers sont ensuite

imprégnés par les différentes concentrations des huiles a tester.

Dans chacune des boites inoculées, un disque est déposé a la face interne du couvercle
de la boite de Pétri puis imbibé par une concentration définie de I’huile essentielle a tester.
Les concentrations des huiles testées sont les mémes concentrations que celles utilisées pour
la technique de contact direct : 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 et 60 uL, La concentration 0 uL d’huile
essentielle (disque chargé d’eau physiologique) est prise comme témoin négatif. Les boites

sont ensuite immédiatement, scellées a 1’aide de parafilm pour éviter 1’évaporation de 1’huile
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essentielle, et laissées pendant 15 minutes a la température ambiante avant d'étre mises a
incuber dans une étuve a 25° C pendant sept jours. Trois répétitions sont effectuées pour
chaque concentration de 1’huile testée. Ce qui permet d’avoir huit (08) boites /souche / huile
testée / répetition.

La croissance mycélienne a été suivie en mesurant la moyenne des deux diameétres
perpendiculaires passant par le centre de chaque boite. La fongitoxicité, exprimee en terme de
pourcentage d'inhibition de la croissance du mycélium (1%), a été calculée selon la formule de
Pandey et al. (1982), décrite par Laghchimi et al. (2014), pour Zymoseptoria tritici et

Fusarium roseum :

| (%) = [ (Dt - Di) / Dt ]x 100

Ou : Dt est le diamétre de la culture du champignon (en mm) dans un milieu sans
huile (témoin),
Di est le diametre de la culture du méme champignon dans un milieu en présence
de I’huile.

Pour Botrytis cinerea, les tests effectués ont montré que la souche utilisé a réagit a la
confrontation aux huiles essentielles testées par la formation de deux cercles concentriques,
représentant deux zones d’inhibition : Une zone interne caractérisée par I’inhibition complete
de la croissance mycélienne , et une zone externe a la premiere, caractérisée par une inhibition
partielle de la croissance, au niveau de laquelle, nous avons noté la formation d’un mycélium
rasé (blanc), sans fructifications. La notation de ’activité antifongique a été effectuée par la

mensuration des diametres des deux zones d’inhibition.

« Technique de micro-atmosphére 02 (Fumigation 02)
Cette méthode a concerné uniquement la souche Botrytis cinerea et a porté sur

I’huile essentielle de : Rosmarinus officinalis

Le principe de cette méthode est le méme que celui de la technique de
fumigation 01 décrite ci-dessus, sauf que le champignon est preéalablement ensemence
aseptiqguement par écouvillonnage sur le milieu PDA. Les concentrations des huiles
testées sont : 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175 et 200 pL, La
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concentration 0 pLL d’huile essentielle (disque chargé d’eau physiologique) est prise comme
témoin négatif. Parmi les auteurs qui ont utilisé cette technique, nous citons : El kalamouni
(2010) et Toure (2015). La lecture des boites et la notation de I’activité antifongique a été
effectuée de la méme maniere que pour la méthode de fumigation 01, utilisée pour la notation

de Botrytis cinerea.

2.4.2. Activité des huiles testées sur la germination des spores et la longueur des

tubes germinatifs, des souches fongiques étudiées

Ce test a été réalisé dans des boites de Pétri de 50 mm de diamétre, selon la technique
de Soylu et al. (2010) décrite par Adebayo et al. (2013) et a concerné le Botrytis cinerea
seulement, qui a été confronté a deux huiles essentielle (huile d’eucalyptus, et huile d’origan).
Trois concentrations d’huile essentielle ont été utilisées pour chaque huile testée (25 ; 50 et 75
pL d’huile/mL de solvant : Ethanol & 0.5 % et Tween 80 & 0.1 %).

Dans chaque boite de Pétri, et sur un milieu PDA amendé par les différentes
concentrations d’huile, 25 pL d’une suspension sporale de 10" spores/mL sont étalés par
écouvillonnage sur le milieu, les boites sont scellées avec du parafilm puis incubées a 25 °C
pendant 12h. Deux boites témoins ont été utilisées, 'une contenant du milieu PDA amendé
avec de I’eau physiologique, I’autre contenant le milieu PDA amendé¢ avec I’eau distillée dans
le solvant (Ethanol a 0.5 % et Tween 80 a 0.1 %). La lecture des boites se fait par
détermination du pourcentage de germination des spores et I’observation de la morphologie
des structures fongiques aux différentes concentrations des huiles testées. L’essai a été réalisé

en trois répétitions.

2.4.3. Etude de la nature de la fongitoxicité des huiles essentielles testées a
I’égard des souches fongiques étudiées

L’étude de la nature de l'inhibition des huiles essentielles a été réalisée pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), la concentration minimale

fongistatiqgue (CMF) et la concentration minimale fongicide ou létale (CML). La CMI est

définie comme la plus faible concentration de I’huile essentielle qui va inhiber la croissance

visible d'un microorganisme, aprés la durée d'incubation (Laghchimi et al., 2014 ; Mahboubi
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et Kazempour, 2015). Cette derniere a été déterminée par la méthode de micro-dilutions,

selon la technique décrite par Mahboubi et Kazempour (2015) :

- Des microplaques de 96 puits (Fig. 09) ont été utilisées pour la réalisation de ce test ;

- Le milieu de culture utilisé étant le milieu Sabouraud liquide + Gentamicine ;

- Pour chaque souche fongique et par huile testée, 12 puits sont préparés: 10 puits
comportant les différentes concentrations (dilutions) de 1’huile, le puit 11 comporte le témoin
négatif (suspention sporale dans le milieu sans huile), et le puit 12 comportant le milieu de
culture non inoculé, et sans ajout d’huile pour vérifier 1’état du milieu utilisé. Les tests ont été
réalisés en trois répetitions pour chaque souche et pour chaque huile testée. Les
concentrations des huiles utilisées sont : 25; 12.5; 6.25; 3.12; 1.56 ; 0.78 ; 0.39; 0.19 ; 0.09
et 0.04 uL. d’huile / 200 pL. du milieu de culture inoculé. Les plaques ont été incubées a 25
°C pendant 05 jours pour Botrytis cinerea et Fusarium roseum et 10 jours pour Zymoseptoria

tritici.

Figure 09 : Microplaques utilisées pour la technique de micro-dilution

La lecture des plaques est effectuée par visualisation des puits a la lumiere blanche, et
niveau de turbidité du milieu, signale la présence ou I’absence de croissance de la souche

fongique en présence des différentes concentrations d’huiles.

La distinction entre la concentration minimale fongistatigue (CMF) et la
concentration minimale fongicide ou létale (CML) est determinée par le transfert et

I’étalement (par écouvillonnage) de quelques microlitres des suspensions sporales amendées
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par les concentrations d’huiles, et ou aucune croissance n’a été observée, dans des boites de
Pétri, sur un nouveau milieu PDA dépourvu de cette huile. La concentration est fongistatique

si la croissance du champignon reprend a nouveau, et fongicide ou létale s’il n'y a pas de

croissance (Laghchimi et al., 2014).

2.4.4. Tests relatifs aux témoins positifs

2.4.4.1. Fongicides utilisés

Des fongicides de synthése ont été utilisés comme témoins positifs. Ces

fongicides ont été préparés en fonction de la dose recommandée pour lutter contre les

différentes souches fongiques phytopathogenes, en se référant aux fiches techniques des

différents produits.

caractéristiques.

Le tableau 03 presente les différents produits utilise et leurs

Tableau 03 : Caractéristiques des fongicides utilisés pour les tests de témoins positifs

Formulation Matiere (s) Famille (s) | Champignon Dose
N° | du fongicide active (s) chimique (s) Cible recommandée
Poudre Fosétyl- Phosphonate Botrytis 250-300 g/hL
01 mouillable | Aluminium &80 % cinerea
Concentré Tubéconazole a 12.7% Triazole Zymoseptoria
02 | émulsionnable Prothioconazole a Triazolinthion tritici, 1L/ha
12.7% e Fusarium
roseum

2.4.4.2. Tests réalisés

= Test de micro-atmosphere (réalisé dans les boites de Pétri)

Pour ce test nous avons retenu trois doses seulement de la matiére active

pour chaque fongicide : la dose recommandée, la moitié, et le double de la dose recommandée

(Tab. 04). La technique adoptée est la technique de fumigation 01 (en utilisant des disques

Tableau 04 : Concentrations en matiére (s) active (s) utilisées pour le test de témoin

positif dans les boites de Pétri.

NO

Matiere active

Quantité
de produit

Concentration
De la matiére

Quantité
d’eau

Quantité
/disque (uL)
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active distillée
01 Fosetyl- 1.5 mg/mL 1.2mg 1mL 15 puL
Aluminium a 80 % 3 mg/mL 2.4 mg
6 mg/mL 4.8 mg
02 | Tubéconazole a 12.7% | 0.00125mL/mL 0.317 mL 1mL 15 uL
Prothioconazole a 0.0025 mL/mL 0.635 mL
12.7% 0.005 mL/mL 1.27 mL

= Test de microplaques

Ce test a été effectué par la technique de micro-dilution de la méme

maniere que celle décrite ci-dessus pour la détermination de la CMI, dans des microplaques

de 96 puits. Différentes concentrations ont été préparées, sur la base de la dose recommandée

pour le champignon ciblé (Tabs. 05 et 06) :

Tableau 05 : Concentrations en matiére active utilisées pour le test de témoin positif dans
les microplaques pour le Fosétyl-Aluminium

puits 01 | 02 | 03 |04 | 05 | 06 | 07 08 09 10
Produit 48 | 24 | 12 | 6 | 3 |15|0.75|0.375|0.187 | 0.09
mg/mL

Matiere active | 384|192 | 96 |48 24 |12| 06 | 03 | 0.15 | 0.075
(mg/mL)

Tableau 06 : Concentrations en matiéres actives utilisées pour le test de témoin positif dans
les microplaques pour le Tubéconazole + Prothioconazole

Puits 01 02 | 03 | 04 05 06 07 08 09 10
Produit | 40 20 | 10 5 2.5 1 0.6 0.3 0.15 | 0.07
(uL/mL)
Matiére | 10.16 | 5.08 | 2.54 | 1.27 | 0.635 | 0.317 | 0.158 | 0.079 | 0.039 | 0.019
active
(mg/mL)
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Chapitre 03 : Résultats et discussion
3.1. Rendement en huiles essentielles des plantes utilisées

Les huiles essentielles des trois plantes utilisées dans cette etude (Romarin, Eucalyptus
et Origan), extraites par la méthode d’hydrodistillation a partir des feuilles et des sommités
fleuries ont montré des colorations variables allant du jaune claire pour 1’huile du romarin
(Rosmarinus officinalis et d’eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis), au rouge foncé pour
I’huile de I’origan (Origanum floribundum), avec de fortes et persistantes odeurs. Les
rendements moyens obtenus, sont représentes dans la figure 10.

Rendement (%)

Eucalyptus Origan Romarin

Espéce végétale

Figure 10 : Rendement en huiles essentielles des plantes utilisées

Le rendement en huiles essentielles des plantes étudiées (Rosmarinus officinalis,
Eucalyptus camaldulensis,et Origanum floribundum), est exprimé en pourcentage par rapport
a la masse utilisée de la matiére séche du végétal (g/100g). La figure 10 montre que le
rendement en huile essentielle d’O. floribundum, est élevé par rapport aux autres especes ; les
valeurs enregistrées sont de I’ordre de 3.36 + 0,18 % pour O. floribundum, 2.6 £ 0,2 % pour
E. camaldulensis, et 1.2 + 0,19 % seulement pour R. officinalis.
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En comparant les rendements en huiles essentielles obtenus dans cette étude, avec
ceux rapportés dans la littérature, des variations ont été effectivement révéleés :

Le rendement en huiles essentielles pour E. camaldulensis obtenu dans cette étude
(2.6 £ 0,2 %), est supérieur a celui obtenu par Hmiri et al. (2011) pour la méme espece, récoltée
dans la région Nord du Maroc, a Sidi Yahia (Maamora), en mai 2008, qui ont signalé que la
teneur huile essentielle, enregistrée pour cette espéce n’a pas dépassé le 1,40 %. Concernant le R.
officinalis le rendement obtenu dans cette étude (1.2 = 0,19 %), est inférieur a celui trouvé par
Lanseur (2017), dans des plantes récoltées en mois de mars 2017 du nord d’Algérie dans la

région de Boukhlifa située a 45Km a I’Est de Bejaia, ou la valeur obtenue est de 1,49 + 0,19 %.
Alors que pour O. floribundum, peu de travaux sont réalisés sur ce genre, et plus spécifiquement
sur des espéces autres que I’espece floribundum utilisée dans cette étude. Ksouri (2015) a trouvé
un rendement en huile de cette espece de I’ordre de 1.68 %, pour des échantillons récoltés de

Djebel houara (Guelma) en juin 2010.

Les variations de teneurs en huiles essentielles notées pour R. officinalis et
E. camaldulensis peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs notamment le degré de maturité des
plantes, I’interaction avec 1’environnement (type de climat, sol), le moment de la récolte et la

méthode d’extraction (Laib, 2013).

3.2. Composition chimique des huiles essentielles testées
Les résultats relatifs a la composition des huiles essentielles extraites des parties
aériennes des plantes étudiées, obtenus a travers 1’analyse chromatographique sur phase

gazeuse (CPG), réalisée par Dr. KSOURI Samir, sont consignés dans le tableau 07.

L’examen de ces résultats montre qu’au total 41 constituants, ont été repérés dans
I’huile essentielle d’eucalyptus (E. camaldulensis), 37 constituants dans 1’huile essentielle du
romarin (R. officinalis), et 26 constituants dans 1’huile essentielle de 1’Origan
(O. floribundum).

Pour I’huile du romarin, la fraction des monoterpenes forme la majorité des
constituants, le composant essentiel est le 1,8-Cineole, qui représente 26, 90 % de la
composition de I’huile, suivi du L-Camphor, qui représente 19 % de la composition de

I’huile, et de I’ Alpha.-Pinene, qui représente 12, 06 % de la composition de I’huile (Tab. 07).
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Tableau 07 : Composition des huiles essentielles extraites des parties aériennes des

différentes especes végétales étudiées ( Ksouri, Données personnelles).

Rosmarinus officinalis

Eucalyptus camaldulensis

Origanum floribundum

N° | Composant Teneur | Composant Teneur | Composant Teneur
(%) (%) (%)
01 | Tricyclene 0.15 Alpha.-Pinene, 441 Alpha.-Thujene | 0.51
02 | Alpha.-Pinene 12.06 Sabinene 0.74 Alpha.-Pinene 1.93
03 | Camphene 6.39 Beta.-Myrcene 0.76 Camphene 0.39
04 | 2-.Beta.-Pinene 3.61 L-Phellandrene 4.04 2-.Beta.-Pinene | 0.22
05 | Beta.-Myrcene 2.23 P-Cymene 17.45 Beta.-Myrcene 3.57
06 | Gamma.- 0.51 Sabinen 1.69 Alpha.-Terpinene | 1.37
Terpinene
07 | 1,8-Cineole 26.90 (E)-Ocimene 0.08 Cymol, Cymene, | 10.09
Thymene
08 | Beta. Ocimene 0.14 Gamma.-Terpinene | 0.84 P-Cymene 6.96
09 | Gamma.- 0.86 Cis- 0.01 O-Cymene, O-]2.03
Terpinene Sabinenehydrate Cymol
10 | Trans-Sabinene | 0.03 Alpha.-Terpinolene | 0.76 Trans.Beta.- 0.07
Hydrate Ocimene
11 | Alpha.- 0.57 Linalool L 0.64 Gamma.- 11.32
Terpinolene Terpinene
12 | Linalool L 041 Trans-Carveol 1 0.16 Alpha.- 0.32
Terpinolene
13 | L-Camphor 19.00 Cuminic Aldehyde | 4.29 Linalool L 0.5
14 | Borneol L 11.76 Piperitone 0.57 Carvacrol 0.96
Methyl Ether
15 | Alpha. Terpineol | 5.77 P-Cymen-7-Ol 1.56 M-Thymol 2.04
16 | Beta.-Citronellol | 0.09 Carvacrol 1.59 Carvacrol 46.82
17 | Pulegone 0.26 Gamma-Pyronene | 0.92 Piperitenone 1.18
18 | L-Bornyl 3.00 Copaene 0.05 Trans- 2.00
Acetate Caryophyllene
19 | Thymol 0.10 Beta. Elemene 0.17 Alpha.- 0.21
Humulene
20 | Carvacrol 0.36 Alpha.-Gurjunene | 0.06 Alpha.- 0.15
Curcumen
21 | Carvone 0.09 Trans- 0.03 Zingiberene 0.15
Caryophyllene
22 | Piperitenone 0.16 Delta.-Selinene 0.04 Beta.-Bisabolene | 0.41
23 | Eugenol 0.05 (+)- 0.21 Alpha.- 0.06
Aromadendrene Amorphene
24 | Ylangene 0.05 Trans-.Beta.- 0.69 Beta.- 1.34
Farnesene Sesquiphellandr
ene
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25 | Alpha.-Copaene | 0.09 Allo-Aromadend 0.99 Cis-.Alpha.- 0.04
Bisabolene
26 | Methyleugenol 0.14 Beta.-Selinene 0.24 Caryophyllene 0.54
Oxide
27 | Trans- 2.30 Germacrene-D 0.07
Caryophyllene
28 | (+) -10.02 Bicyclogermacrene | 1.28
Aromadendrene
29 | Alpha.- 0.41 Alpha.-Amorphene | 0.05
Humulene
30 | Alpha.- 0.19 Delta.-Cadinene 0.20
Amorphene
31 | Beta.-Selinene 0.02 Aromadendrene | 0.87
32 | Beta.- 0.04 Spathulenol 13.45
Patchoulene
33 | Alpha.- 0.03 Isospathulenol 1.57
Muurolene
34 | Beta.-Bisabolene | 0.03 Ledol 0.66
35 | Delta.-Cadinene | 0.16 (-)-Allospathulenol | 0.89
36 | Caryophyllene 0.49 T-Muurolol 1.03
Oxide
37 | Caryophyllenol-1 | 0.36 (Z,2)-Farnesal 0.72
38 Trans-Farnesol 5.37
39 Farnesal 1.08
40 (-)-Lepidozenal 0.70
41 Farnesyl Acetate 3 | 0.43
Fraction 92.24 / 71.36 / 95.18
identifiée (%)
Fraction non 75 / 28.64 / 4.82
identifiée (%)

Les comparaisons de nos résultats avec des études réalisées sur la méme espece,
montrent qu’il y a des Vvéritables intervalles en ce qui concerne les pourcentages des
constituants : le 1,8-Cineole obtenu dans notre étude était tres élevé (26.90 %),
comparativement a celui cité par Giordani (2008) avec un pourcentage qui ne dépasse pas le
7, 93 %, ce constituant était absent dans les résultats de 1’étude de Tigrine et al. (2011). Le
taux du L-Camphor est également plus élevé dans notre étude (19.00 %), que celui obtenu par
Giordani (2008) et Tigrine et al. (2011) qui ont noté des pourcentages de 12,56 et 9.14%

successivement.

Pour I’huile d’eucalyptus, le constituant principal étant un monotérpéne, le P-Cymene,
qui représente 17,45 % de la composition de 1’huile, suivi du Spathulenol (13,45 %), le Trans-
Farnesol (5,37 %) et I’ Alpha.-Pinene (4, 41 %).
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Gakuubi et al. (2017), et dans une huile essentielle d’E. camaldulensis collectée en
2015 de Kenya, entre octobre et novembre ont trouvé comme constituants principaux : le 1,8-
cineole (16.2%), le a-pinene (15.6%), et le a-phellandrene (10%). Le taux du a-pinene
trouvée dans notre étude est environ 3 fois moins que celui trouvée dans cette étude sur la

méme espece.

Pour I’huile d’Origan, le constituant principal est un composé phénolique, le
Carvacrol, qui représente un taux trés élevé, de I’ordre de 46,82 % de la composition de
I’huile, suivi du Gamma.-Terpinene (11,32 %), le groupe Cymol, Cymene, Thymene
(10,09 %), le P-Cymene (6,96 %).

Des études rapportées dans la littérature, réalisées sur cette espece végétale, ont montré
que les huiles essentielles d’Origanum floribundum Munby, contiennent principalement du
carvacrol (Benjilali et al., 1986 ; Houmani et Abed , 1999).

Baser et al. (2000), révelent que les principaux composés dans I'huile essentielle
d’Origanum floribundum Munby récolté de Chrea (Blida), sont essentiellement représentés

par le carvacrol (40 %), le linalool (16.1 %), le p-cyméne (12.4 %) et y-terpinéne (12.2 %).

En Iltalie, Tomaino et al. (2004), cité in Ksouri (2015), ont enregistrés comme
constituants majeurs d’Origanum floribundum Munby, le carvacrol (48.9 %), le p-cymene
(11.7 %) et le thymol (5.03 %).

En comparant nos résultats a ceux de ces travaux, on note que I’huile essentielle
d’origan testée dans notre étude, originaire de Guelma, est plus riche en Carvacrol (46.82 %)
que celle originaire de Blida (40 %), mais legérement moins riche en ce compose que celle
originaire de 1’Italie (48.9 %). Notre huile contient des teneurs inférieures en P-Cymene
(6,96 %), par rapport aux huiles originaires de Blida (12.4 %) et celles originaires de 1’Italie

(11.7 %), utilisées dans les travaux cités ci-dessus.

Le Carvacrol est un constituant qui a été également détecté dans 1’huile de Rosmarinus
officinalis, mais a une teneur faible, de 1’ordre de 0,36 %, et dans I’huile d’eucalyptus, a une
teneur de 1, 59 %. Djeddi et al. (2007), ont signalé que la teneur en Carvacrol dans des
échantillons de romarin collectés du parc nationale d’El Hamma (région sub-humide du Nord

algérien), était de I’ordre de 0.02 %.
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Laghchimi et al, (2014), signalent que le Carvacrol est également le constituant
principal (57,9 %) de I’huile des fleurs seches la lavande (Lavandula officinalis ), qui a
montré une activité antifongique importante contre Alternaria sp. , Penicillium expansum et

Rizopus stolonifer.

Ces variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles, du
point de vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre dues a certains facteurs écologiques, a la
partie de la plante utilisée, a I’age de la plante et a la période du cycle végétatif, ou méme a

des facteurs génétiques (Laghchimi et al., 2014).

Selon Bouterfas et al. (2016), la composition et I’effet antifongique des huiles
essentielles sont tres influencés par la localité d’échantillonnage.

3.3. Evaluation de ’activité antifongique des huiles essentielles testées
3.3.1 Activité des huiles testées sur la croissance mycélienne des souches

fongiques étudiées

3.3.1.1. Résultats obtenus pour la technique de contact direct a travers

des puits
Les résultats du test de confrontation par contact direct a travers des puits des huiles
essentielles de Rosmarinus officinalis, Eucalyptus camaldulensis et Origanum floribundum
sur la croissance myceélienne de Botrytis cinerea, Zymoseptoria tritici et Fusarium roseum

sont représentés dans les figures 11, 12 et 13, respectivement :

» Effets des huiles testées sur Botrytis cinerea
Les résultats obtenus pour le test in vitro de I’activité des huiles étudiées sur la
croissance mycélienne de Botrytis cinerea (Fig: 11), montrent que I’effet des huiles testées
sur la croissance mycélienne du champignon, varie considérablement en fonction du type et

des concentrations de ’huile testée.
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Figure 11 : Résultats du test de confrontation par contact direct des puits de

Botrytis cinerea x Huiles essentielles testées

L’examen des résultats obtenus aprés 5 jours de culture du champignon
phytopathogene, confronté aux huiles testées, a permis de soulever les constatations
suivantes :

- Aucune zone d’inhibition de la croissance mycélienne du Botrytis cinerea n’a été
observée pour les concentrations 5 et 10 plL/puit, et ce pour les trois huiles testées, la
croissance du champignon a eu lieu de fagon similaire a celle du témoin (0 puL/puit d’huile).

- A une concentration de 20 pl/puit, des zones d’inhibition ayant des diametres
inférieurs a 20 mm ont été observées dans les boites contenant 1’huile essentielle d’eucalyptus
et d’origan, alors que pour les boites contenant 1’huile essentielle du romarin, aucune
inhibition de la croissance n’a été observée.

- A une concentration de 30 pL/puit, des zones d’inhibition, de grandeurs trés proches
de celles notées a la concentration de 20 pL/puit (inférieurs a 20 mm), ont été notées pour les
huiles essentielles d’eucalyptus et d’origan, alors que pour 1’huile de romarin une inhibition
compleéte de la croissance a été notée pour cette concentration.

- A des concentrations supérieures ou égales a 40 pL/puit, la croissance de Botrytis

cinerea est inhibée par les trois huiles testées (Fig. 11).

Ces résultats montrent que les huiles essentielles testées ont une activité antifongique
importante sur Botrytis cinerea, et I’huile d’Origanum floribundum, semble étre une huile a

activité forte, car elle a enregistré un diamétre de la zone d’inhibition plus élevé que ceux
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enregistrés pour les autres huile a la plus faible concentration, montrant une activité

antifongique positive sur le champignon (20 pL/puit).

Cette activité est peut étre due au Carvacrol qui est un composé majoritaire de 1’huile de
I’origan (46.82%), et n’est pas uniquement le composés majoritaire des HE qui sont
responsables de cette activité, mais il peut y avoir aussi d’autres COMpoOsés minoritaires qui
peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-
vis des radicaux libres. La présence de carvacrol méme a faible concentration dans 1’huile

essentielle de Rosmarinus officinalis peut expliquer 1’activité antifongique (Laib, 2012).

Hmiri et al. ( 2011), révelent que le Botrytis cinerea, champignon responsable de
pourritures, ainsi que d’autres espéces fongiques (Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum et Trichoderma sp.) sont tous sensibles a I'huile

essentielle de la menthe pouliot.

Camele et al. (2012), ont montré que la croissance du mycélium de Botrytis cinerea, en
présence de certaines molécules actives composantes des huiles essentielles d’origine
végétale, était totalement inhibée par le citral et le Carvacrol, & une concentration de 250 ppm,
et par le thymol, a 150 et 250 ppm.

» Effets des huiles testées sur Zymoseptoria tritici
Les résultats relatifs au test in vitro de 1’activité des huiles étudiées sur la croissance

mycélienne de Zymoseptoria tritici sont représentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Résultats du test de confrontation par contact direct a travers des puits

de Zymoseptoria tritici x Huiles essentielles testées

L’examen des résultats obtenus, a fait ressortir les données suivantes :

- Les huiles d’eucalyptus et d’origan, ont montré une activité antifongique méme a des
doses faibles (5 pL/puit et 10 puL/puit), et ont induits la formation de zones d’inhibition ayant
des diamétres inférieures a 20 mm ; alors que pour I’huile de romarin, I’activité antifongique
n’a été détectée qu’a des concentrations supérieures ou €gales a 20 pL/puit.

- A des concentrations inférieures ou égales a 30 pL/puit, les huiles ayant montré une
activité positive, le diameétre de la zone d’inhibition est inférieur a 40 mm, mais ces diametres
sont tres importants de point de vue activité antifongique des huiles.

- A des concentrations supérieures ou égales a 40 uL /puit, une inhibition compléte de
la croissance mycélienne de ce champignon a eteé observée et ce pour les trois huiles testées.

- Les huiles d’eucalyptus et d’origan, semblent avoir une activité antifongique plus

élevée par rapport a 1’huile de romarin.
> Effets des huiles testées sur Fusarium roseum

Les effets de différentes concentrations des huiles essentielles testées sur la

croissance mycélienne de Fusarium roseum sont affichés dans la figure 13.
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Figure 13 : Résultats du test de confrontation par contact direct des puits de Fusarium

roseum X Huilse essentielles testées

Les résultats obtenus, ont permis de noter les effets suivants :

- A la concentration de 5 pL /puit, seul ’huile essentielle d’eucalyptus, a montré une
activité antifongique sur le champignon étudié, et une inhibition compléte de la croissance
mycélienne du champignon a été notée a cette concentration, ce qui laisse supposer que cette
huile a une tres forte activité contre Fusarium roseum, et agit méme a de faibles doses.

- A la concentration de 10 pL /puit, une activité antifongique plus ou moins modérée a
¢été notée pour I’huile de romarin, et une zone d’inhibition d’un diametre inférieur a 10 mm a
éteé observee.

- A 20 pL /puit, une activité antifongique a été notée pour les trois huiles y compris
I’huile d’origan, mais les valeurs enregistrées pour I’huile de romarin et d’origan sont plus ou
moins faibles, les diamétres notés sont respectivement, 6, 6 mm et 10 mm.

- A 30 pL /puit, toutes les huiles testées ont montré une activité antifongique : une
inhibition compléte de la croissance est notée pour I’huile d’eucalyptus, et des diamétres de la
zone d’inhibition de I’ordre de 8.3 mm et 10.6 mm ont été enregistres, respectivement pour
I’huile de romarin et d’origan

- A des concentrations supérieures ou égales a 40 pL /puit, une inhibition totale de la

croissance de Fusarium roseum a été notée pour les trois huiles testées.
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Ces résultats laissent supposer que Fusarium roseum est trés sensible a I’huile
d’eucalyptus, et sa croissance est inhibée méme a de faibles concentrations. L’huile d’origan

semble avoir une activité plus intense que celle de I’huile du romarin contre ce pathogéne.

Cette différence du pouvoir antifongique des huiles essentielles, peut étre attribuée a
leurs compositions chimiques ; en effet, la composition d’huile d’eucalyptus est dominée par
le P-Cymene (17.45%) et le Spathulenol (13.45 %), qui semblent étre trés actifs sur ce

pathogeéne.

Hmiri et al. (2011), rapportent que des travaux réalisés par des huiles essentielles d’E.
camaldulensis, originaire de Taiwan ont mis en évidence le pouvoir antifongique de ces huiles
vis-a-vis de des espéces fongiques. Cependant, I’huile essentielle d'Eucalyptus sp. originaire
de la Chine a été inactive vis-a-vis d’A. alternata ; cette inactivité peut étre attribuée a la
composition chimique de cette huile.

Les mémes auteurs, révélent que, I’activité antifongique des huiles essentielles d’E.
camaldulensis riches en 1,8-cinéole serait due au moins partiellement a 1’action de ce
monoterpene ; et que les mécanismes d'action des monoterpenes sur 1’inhibition de la
croissance des cellules fongiques et végétale restent encore obscurs malgré les nombreux
travaux sur les effets inhibiteurs des monoterpenes sur les plantes. Cependant, de tous les
effets possibles des monoterpénes sur les membranes biologiques, les effets déléteres sur les
membranes mitochondriales devraient provoquer une inhibition du métabolisme énergétique
mitochondrial, ce qui entraine des perturbations dans un large éventail des processus
physiologiques et biochimiques dans la cellule. Certains travaux ont montré que la pulégone
et le 1,8-cinéole purs provoquent une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des
concentrations plus élevées que les huiles essentielles dans leur totalité ; ainsi l'activité de
I’huile essentielle est le résultat de ses composés majoritaires et aussi de 1'effet synergique des

composés minoritaires (Farah et al., 2001 ; Hmiri et al., 2011).
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3.3.1.2. Résultats obtenus pour la technique de micro-atmosphére 01
(Fumigation 01)

> Effets des huiles testées sur Zymoseptoria tritici
Les résultats présentés dans la figure 14, exprimant le pourcentage d’inhibition de la
Croissance mycélienne, montrent que par cette technique, qui indique 1’effet antifongique des
huiles essentielles a travers leurs molécules volatiles, I’activité antifongique des trois huiles

testées semble étre plus elevée par rapport a leurs effets par contact direct.
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Figure 14 : Résultats du test de confrontation par la méthode de fumigation 01 de

Zymoseptoria tritici X Huiles essentielles testées

Les constatations suivantes ont étés notées :

- Toutes les huiles testées ont montré une activité antifongique contre Zymoseptoria
tritici, un taux d’inhibition a été obtenus méme a une concentration de 5 pL / disque. L’huile
d’origan, caractérisée par son odeur forte a montré un taux d’inhibition de 100 % a cette
concentration (5 pL / disque), suivi de I’huile d’eucalyptus, pour lequel nous avons noté un
taux d’inhibition au voisinage de 70 % pour cette concentration. L’huile romarin semble étre
moins efficace par rapport aux deux autres huiles et a enregistré un taux d’inhibition de

I’ordre de 40 %, a cette méme concentration.
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- Plus la concentration des huiles s’éleve, plus 1’effet antifongique devient plus
remarquable, et ce pour les trois huiles testées. Une inhibition de 1’ordre de 100 % a été notée
pour I’huile d’origan a partir de la concentration de SuL/disque, et a partir de la concentration
de 20 pL/disque, pour I’huile d’eucalyptus, cependant I’huile de romarin semble étre moins
efficace et a enregistré une inhibition de I’ordre de 80 % aux concentrations supérieures ou
égales a 40 pL/disque.

- Le fongicide testé et utilisé comme témoin positif (Tubéconazole a 12.7% +
Prothioconazole a 12.7%), a enregistré un taux d’inhibition au voisinage de 80 % (Fig. 14),
et ce pour les trois doses des en matiéres actives de fongicides testées (0.31, 0.635 et
1.27ug/mL. Ceci permet de déduire qu’a des concentrations supérieures a 40 pL/disque, les
huiles essentielles testées ont montré une activité antifongique supérieure a celle du fongicide

testé, utilisé pour lutter contre la tache septorienne des feuilles du blé.
Les valeurs obtenues du test de détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI) pour Zymoseptoria tritici, en confrontation avec les huiles testées sont

affichées dans le tableau 08.

Tableau 08 : CMI de Zymoseptoria tritici, confronté aux différentes huiles testées

Huiles essentielles Doses Inhibition de CMI
(ul/ml d’air) croissance en (%) (uL/disque)
Rosmarinus 0,75 >93.24 > 60
officinalis
Eucalyptus 0,25 100 20
camaldulensis
Origanum 0,062 100 5
floribundum

> Effets des huiles testées sur Fusarium roseum
Les résultats de confrontation de Fusarium roseum aux trois huiles essentielles testées

sont représentés dans la figure 15.
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Figure 15 : Résultats du test de confrontation par la méthode de fumigation 01 de

Fusarium roseum x Huiles essentielles testées

L‘examen des résultats obtenu pour Fusarium roseum ont permis de noter les

observations suivantes :

- A la concentration de 5uL/disque, toutes les huiles testées ont montré une activité
antifongique a 1’égard de ce champignon, I’huile de 1’origan a montré une inhibition complete
de la croissance du champignon a cette dose, I’huile d’eucalyptus a enregistré un taux
d’inhibition supérieur a 60 % et I’huile de romarin a enregistré un taux d’inhibition plus ou

moins faible, au voisinage de 20 %.

- Au fur et a mesure que la concentration en huile augmente, le taux d’inhibition de la
croissance de ce champignon, s’éléve, 1’inhibition compléte est obtenue a la concentration de
Sul/disque, pour I’huile d’origan, a la concentration de 40 pL/disque, pour 1’huile

d’eucalyptus, et a la concentration de 50 uL/disque, pour I’huile de romarin.

En comparant I’effet antifongique des trois huiles essentielles testées, a 1’effet du
fongicide utilisé comme témoin positif (Tubéconazole a 12.7% + Prothioconazole a 12.7%),
nous remarquons que les huiles essentielles testées ont enregistrés une activité supérieure a
celle enregistrée pour la dose recommandée du fongicide (0.635 pL/mL), pour des

concentrations d’huile supérieures ou égales a 30 pL/disque, pour toutes les huiles, et pour
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des concentrations supérieures ou égales a 10 pL/disque, pour les huiles d’eucalyptus et de

romarin (Fig. 15).
Les valeurs obtenues du test de détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour Fusarium roseum, en confrontation avec les huiles testées sont

affichées dans le tableau 09.

Tableau 09 : CMI de Fusarium roseum, confronté aux différentes huiles testées

Huiles essentielles Doses Inhibition de CMI
(ul/ml d’air) croissance en (%) (uL/disque)
Rosmarinus 0,625 100 50
officinalis
Eucalyptus 0,5 100 40
camaldulensis
Origanum 0,062 100 5
floribundum

> Effets des huiles testées sur Botrytis cinerea

Nous tenons a rappeler que, pour Botrytis cinerea confronté aux trois huiles testées,
par la méthode de fumigation, nous avons remarqué la formation de deux cercles
concentriques au voisinage des disques imbibées d’huile ; ces cercles traduisent 1’effet
inhibiteur des huiles testées sur le champignon phytopathogéne, qui s’exprime par la
formation d’un halo au voisinage de la molécule active. Le premier halo, noté pour Botrytis
cinerea est un halo ayant la couleur du milieu de culture (PDA) et ne montrant aucune
croissance du champignon, et qui correspond a une zone d’inhibition compléte de la
croissance, alors qu’autour de cette zone nous remarquons la formation d’une autre zone,
formée par un mycélium blanc rasé, cette zone correspond a une zone d’inhibition de la

formation des fructifications fongiques (Fig. 16 et 17)

La figure 16, qui affiche le diametre «interne » de la zone d’inhibition, qui traduit
I’importance de 1’halo formé, et I’inhibition compléte de la croissance fongique au voisinage

de I’huile, montre que :

- Pour la concentration de 5 pL/disque, un halo de diametre de 10 mm a été enregistré
pour I’huile I’huile d’origan et I’huile d’eucalyptus, et aucun halo n’a été observé pour I’huile

romarin a cette dose.
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- Pour la concentration 10 plL/disque, 1’huile d’eucalyptus a montré un pouvoir
inhibiteur plus important que celui de 1’huile d’origan, et I’huile de romarin n’a montré aucun

effet a cette dose également.

- L’effet inhibiteur de I’huile de romarin n’a été observé qu’a partir de la dose

20pL/disque.

- Au-dela de la concentration 40uL/disque, le diamétre de la zone d’inhibition devient
de plus en plus important et une inhibition compléte de la croissance a été notée pour 1’huile
d’origan a partir de la concentration 50uL/disque, et pour I"huile d’eucalyptus a partir de la

concentration 60uL/disque.

L’activité du fongicide testé (Fosétyl-Aluminium a 80 %) s’est révélée moyenne, et il
a enregistré un taux d’inhibition de 1’ordre de 50 % pour les trois doses testées (Fig. 16). Ce
qui permet de déduire que les huiles essentielles d’origan et d’eucalyptus, ont enregistré une

activité antifongique plus élevée que le témoin positif aux doses testées.
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Figure 16 : Résultats du test de confrontation par la méthode de fumigation 01 de

Botrytis cinerea x Huiles essentielles testées (Diamétre Interne)

La figure 17, qui affiche I’inhibition « partielle » de la croissance de Botrytis cinerea,
par inhibition de la formation des structures fongique, a montré que le diametre de cette zone

« diameétre externe », a suivi le méme rythme que celui du diamétre interne, de point de vue
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son apparition, d’ou il n’a été détecté pour I’huile de romarin qu’a partir de la concentration
de 20 pL/disque, et il augmente avec 1’élévation des concentrations en huile essentielle ; il
atteint un diamétre qui dépasse 80 mm pour I’huile d’origan et d’eucalyptus, a partir de la

concentration de 50 pL/disque.
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Figure 17 : Résultats du test de confrontation par la méthode de fumigation 01 de

Botrytis cinerea x Huiles essentielles testées (Diametre Externe)
Les valeurs obtenues du test de détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI) pour Botrytis cinerea, en confrontation avec les huiles testées sont affichées

dans le tableau 10.

Tableau 10 : CMI de Botrytis cinerea, confronté aux différentes huiles testées

Huiles essentielles Doses Inhibition de CMI
(nl/ml d’air) croissance en (%) (uL/disque)
Rosmarinus 0,75 71.42 > 60
officinalis
Eucalyptus 0,75 100 60
camaldulensis
Origanum 0,75 100 60
floribundum
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3.3.1.3. Résultats obtenus pour la technique de micro-atmosphére 02
(Fumigation 02)

Les résultats obtenus pour ce test, qui n’a concerné que Botrytis cinerea, confronté a

I’huile de romarin, sont représentés dans la figure 18.
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Figure 18 : Résultats du test de confrontation par la méthode de fumigation 02 de

Botrytis cinerea x Huile essentielle de romarin

Pour cette méthode de fumigation, nous avons également noté la formation de deux
cercles concentriques, un halo de la couleur du milieu, caractérisé par une absence totale de la
croissance du champignon au voisinage de 1’huile, et un deuxiéme cercle formé par un
mycélium blanc rasé, a partir duquel des fragments de mycélium observés au microscope
optique ont montré une altération du développement des structures fongiques.

La figure 18 montre que, aussi bien, la zone d’inhibition « diamétre interne », que la
zone d’altération de la croissance « diamétre externe », augmentent avec 1’élévation de la

concentration en 1’huile testée.

Les valeurs obtenues du test de détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour Botrytis cinerea, en confrontation avec I’huile de romarin sont

affichées dans le tableau 11.
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Tableau 11 : CMI de Botrytis cinerea, confronté a 1’huile de romarin

Huiles essentielles Doses Inhibition de CMI
(ul/ml d’air) croissance en (%) (uL/disque)
Rosmarinus 25 > 40 47 > 200
officinalis

3.3.2. Activité des huiles testées sur la germination des spores et la longueur
des tubes germinatifs, des souches fongiques étudiées

Rappelons que ce test n’a été réalisé que pour le champignon phytopathogéne,
caractérisé par une croissance rapide ; confronté a deux huiles (huile d’eucalyptus et huile de

I’origan), testées a trois concentrations (25, 50 et 75 pL/mL).

Les effets des différentes concentrations des huiles essentielles testées sur la

germination des spores de Botrytis cinerea, sont illustrés sur la figure 19.
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Figure 19 : Résultats du test de I’activité des huiles essentielles sur la germination des

spores de Botrytis cinerea

A une concentration de 25 puL/mL, le taux de germination des spores était de 1’ordre de
60 %, mais le taux a chuté a 20 % a la concentration de 50 pL/mL, et la germination est
inhibée complétement & la concentration de 75 pL/mL, et ce pour I’huile d’eucalyptus ; pour
I’huile de I’origan, une inhibition totale de la germination des spores a été¢ obtenu pour les

trois doses testées.
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L’examen microscopique des structures fongiques formées aprés germination, a
montré que pour des concentrations élevées de I’huile d’eucalyptus, les tubes germinatifs
formés sont couts et déformés, alors que pour I’huile d’origan, un éclatement et une

destruction des cellules fongiques ont été notées.

Des résultats similaires ont été obtenus par Daferera et al. (2003). Cette inhibition peut
étre liée a la composition chimique des huiles essenticlles d'origan et d’eucalyptus, ayant
comme constituants principaux, le carvacrol et le P-Cymene. Plusieurs études portant sur le
genre Origanum ont montré que ces huiles possedent une forte activité antimicrobienne, et qui
est attribuée a leur teneur élevée en composés phénoliques, spécifiquement le carvacrol, le

thymol, le p-cymene et leur précurseur c-terpinéne.

Adebayo et al., 2013 ont rapporté que les huiles essentielles de d'origan et de monarda,
inhibaient la germination des spores et la croissance mycélienne de B. cinerea a des

concentrations plus élevées de 150 et 200 pg / mL.

3.4. Etude de la nature de la fongitoxicité des huiles essentielles testées a I’égard

des souches fongiques étudiées

L’étude de la nature de la fongitoxicité des huiles essentielles testées a 1’égard
des champignons étudiés et la détermination des valeurs de CMI et CMF des HEs et des
fongicides, a été réalisée par la technique de micro dilution.

Le tableau 12 récapitule tous les résultats des valeurs de la concentration minimale
inhibitrice et des valeurs de la concentration minimale fongicide qui ont été enregistrées pour

les trois huiles testées, et pour les fongicides, et ce pour les trois champignons utilisés.

La concentration minimale inhibitrice (CMI), la plus faible (0,2 pL/mL) a été notée
pour les huiles essentielles d’eucalyptus et d’origan, pour Zymoseptoria tritici et Fusarium
roseum. Cette CMI était trés proche de celle du fongicide teste contre les mémes champignons
(1,95 pL/mL). Par contre la plus grande CMI (3,9 puL/mL) a été notée pour le Botrytis

cinerea, confronté a 1’huile de romarin. Pour les concentrations minimales fongicides, nous
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avons noté les mémes concentrations des CMI pour toutes les huiles, et ce pour les trois
champignons étudiés (Tab. 12).
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Tableau 12 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales fongicides (létales) (CMF)

des HEs testées, et des fongicides, a I’égard des champignons étudiés

CMI CMF
R.
. 0. E. fongicide | O.floribundum E.

officinalis floribundum | camaldulensis officinalis camaldulensis fongicide
Botrytis 3,9 uL/mL 0,45 pL/mL 0,45 pL/mL 0,45 uL/mL | 3,9 pL/mL | 0,45 pL/mL 0,45 pL/mL 0,45 pL/mL
cinerea
Fusarium 0,95 pL/mL | 0,2 pL/mL 0,2 pL/mL 0.45 pL/mL | 0,95 pL/mL | 0,2 pL/mL 0,2 pL/mL 1,95 pL/mL
roseum
Zymoseptoria | 0,2 pL/mL | 0,2 pL/mL 0,2 pL/mL 0.45puL/mL |0,2 pL/mL | 0,2 pL/mL 0,2 pL/mL 1,95 pL/mL

tritici
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Le présent travail est une contribution a 1’étude de I’effet antifongique des huiles
essentielles de Rosmarinus officinallis, Origanum flolibundum et Eucalyptus camaldulensis, a
I’égard de champignons phytopathogenes, et il a porté sur trois especes fongiques :

Zympseptoria tritici, Botrytis cinerea et Fusarium roseum.

Les résultats obtenus ont montré que le rendement en huile essentielle
d’0O. floribundum est significativement supérieur a celui obtenu par les deux autres especes
végétales (R. officinalis et E. camaldulensis). Un total de 41 constituants, ont été repérés dans
I’huile essentielle d’eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis), 37 constituants dans 1’huile
essentielle du romarin (Rosmarinus officinalis), et 26 constituants dans 1’huile essentielle de
I’Origan (Origanum floribundum). Une grande variabilité a été notée dans la composition
chimique des trois huiles essentielles testées.

Les tests de 1’activité antifongique des huiles essentielles, réalisés par la méthode de
contact direct, et la méthode de microatmosphére (fumigation), ont montré que par la méthode
de fumigation, I’huile essentielle d’origan a enregistré une activité inhibitrice tres élevée a
1’égard de tous les champignons étudiés (Z. tritici, F. roseum et B. cinerea), et ce a partir de la
plus faible concentration testées (5 pL/ disque), les taux d’inhibitions étaient de 1’ordre de
100 % pour Zymoseptoria tritici et Fusarium roseum, pour cette faible concentration. L’huile
d’eucalyptus a montré une activité¢ antifongique similaire a celle de I’huile d’origan, a des
concentrations supérieures a 20 pL/ disque, pour Zymoseptoria tritici, et supérieures a
40 uL/ disque, pour Fusarium roseum, Alors que Botrytis cinerea, semble étre moins
sensibles aux huiles d’eucalyptus et d’origan, car I’inhibition totale de la croissance n’a été
observée qu’au-dela de la concentration de 50 pL/ disque. Par contre I’huile de romarin
semble étre moins active que les deux autres huiles testées, sur les champignons étudiés. Ces
résultats permettent de déduire que la fraction volatile des composants de I’huile de romarin a
effet moindre par rapport a celles des deux autres huiles, et plus particulierement, celle de

I’origan.
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Par la méthode des puits, les trois huiles ont montré une activité importante contre les
trois champignons étudiés, et ce pour des concentrations supérieures ou égales a 40 uL/ puit,

parfois méme a des concentrations plus faibles pour certaines huiles.

Les valeurs des CMI enregistrées, sont généralement faibles pour 1’huile d’origan,

moyennes pour I’huile d’eucalyptus et élevées pour 1’huile de romarin.

La germination des spores et la formation des structures fongiques ont été tres
affectées par les huiles testées pour Botrytis cinerea. Des différences remarquables ont été
notées entre les huiles testées et entre le témoin et les différentes concentrations pour chaque
huile.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que les trois huiles testées ont
montré une activité antifongique élevée a 1’égard des trois champignons étudiés, et leur
utilisation dans le contrdle de ces champignons semble étre une méthode de lutte a
encourager.

D’autres études doivent étre entreprises « in vivo » sur les mémes huiles et les mémes
agents pathogenes, ainsi que sur d’autres extraits de plantes, et d’autres agents microbiens et
ravageurs, afin de valoriser notre patrimoine national en plantes médicinales et aromatiques
et les intégrer dans les programmes de lutte contre les maladies parasitaires, et les ravageurs
des cultures, pour réduire I’utilisation des pesticides et minimiser leurs impacts et leurs effets

non intentionnels sur I’environnement et sur la santé publique.

54



Résumés

Résumé

Dans le but de rechercher des molécules naturelles a effet fongicide, ce travail a porté
sur I’étude de I’activité antifongique de trois huiles essentielles de trois plantes aromatiques et
médicinales de la flore algérienne R. officinalis, O. floribundum, E. camaldulensis obtenues
par hydrodistillation des parties aériennes des plantes, vis-a-vis de trois champignons
phytophathogenes : B. cinerea, F.roseum et Z. tritici. L’activité antifongique a été testée par
différentes méthodes (contact direct et microatmosphere), en utilisant différentes
concentrations des huiles testées. Un essai portant sur I’impact des huiles testées sur la
germination des spores de B. cinerea a été également conduit avec 1’huile d’eucalyptus et
I’huile d’origan. Les résultats obtenus ont montré que les huiles essentielles testées ont montré
une trés bonne activité antifongique a 1’égard des trois champignons phytopathogenes étudiés,
notamment pour des concentrations supérieures a 40 pL/ puit ou /disque. Les huiles

d’eucalyptus et d’origan ont montré une activité plus élevée que celle de 1’huile romarin.

Mots clés : Les huiles essentielles, plantes médicinales ou aromatiques, champignons

phytopathogénes, activité antifongique, lutte biologique.



Résumés

Summary

In order to search of natural fungicide molecules, this work focused on the study of the
antifungal activity of three essential oils of three plants and of Algerian flora R. officinalis, O.
floribundum and E. camaldulensis obtained by distillation from the aerial parts of plants,
against three plant pathogenic fungi : B. cinerea, F. roseum, and Z tritici. Antifungal activity
was tested by different methods (direct contact and fumigation), using different
concentrations of the tested oils. A test on the impact of studied oils on spore germination of
of B. cinerea was also conducted with O. floribundum and E. camaldulensis oils. The results
showed that the tested essential oils have a very good antifungal activity against the three
plant pathogenic fungi studied, especially for higher concentrations, up to 40 uL / well or

disc. Oils of oregano and eucalyptus showed higher activity, than rosemary oil.

Key words: Oil essential, plant medicinal and aromatic, pathogenic fungi, antifungal activity,

biology control.
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Summary

In order to search of natural fungicide molecules, this work focused on the study of the
antifungal activity of three essential oils of three plants and of Algerian flora R. officinalis, O.
floribundum and E. camaldulensis obtained by distillation from the aerial parts of plants,
against three plant pathogenic fungi : B. cenirea, F. roseum, and Z tritici. Antifungal activity
was tested by different methods (direct contact and fumigation), using different
concentrations of the tested oils. A test on the impact of studied oils on spore germination of
of B. cenirea was also conducted with O. floribundum and E. camaldulensis oils. The results
showed that the tested essential oils have a very good antifungal activity against the three
plant pathogenic fungi studied, especially for higher concentrations, up to 40 uL / well or

disc. Oils of oregano and eucalyptus showed higher activity, than rosemary oil.

Key words: Oil, plant, fungi, antifungal activity, control.
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Annexe |

Milieu PDA : (Potato Dextrose Agar)

P:pomme deterre ......cccoevvvennne. 200g.
D: D- GIUCOSE.......cceiiiieiiiiiine 18 g.
A Agar- Agar......ccceveeeiiieiiennnn 18 g.
Eau distillée..........ccccoviriininenn 1L.

- stérilisation a ’autoclave & 180 C°, pendant 20 min.

L’eau physiologique (0.9 %)

Milieu sabauroud

Peptone de caséine.................. 50.
Peptone de viande .................. S5g.
Glucose monohydraté............... 40 g.
Agar....oooiiiiiii I5¢g
Eaudistille ...................... 1L.

- stérilisation a I’autoclave a 180 C°, pendant 20 min, pour les trois milieux.



