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Introduction générale

Les champignons du genre Botrytis (contenant actuellement ~ 35 espéces) sont capables
d'infecter plus de 1400 différentes espéces de plantes et causent des pertes dans un large éventail
de cultures d'importance économique. B. cinerea, est 1’une des espéces les plus étudiées (Valero-
Jiménez et al.,, 2019). Selon Walker (2013), B. cinerea est un champignon nécrotrophe,
attaquant des tissus vivants mais également capable de saprophytisme. On lui dénombre environ
270 espéces de plantes dicotylédones sauvages (notamment des Rosaceae sauvages), mais
également cultivées (Solanaceae, Cucurbitaceae, Vitaceae, Rosaceae, Fabaceae principalement),

pour lesquelles il peut provoquer la perte totale de la récolte.

Selon Ajouz (2009), comme beaucoup d'autres champignons B. cinerea, connait une
double classification (Tab. 01) :
« une forme parfaite (téléomorphe), Botryotinia fuckeliana (de Barry) Wetzel.

« une forme imparfaite (anamorphe), Botrytis cinerea Pers.

Aissat (2008), rapporte que c’est sous sa forme imparfaite, Botrytis cinerea, que ce
champignon provoque la pourriture grise (Grey mould) sur plusieurs especes vegétales, la
reproduction asexuée conduit a la formation de spores, trés nombreuses, qui assure la

dissémination et la contamination.

Tableau 01 : Position systématique de Botrytis cinerea
(Barnett et Hunter (1998) in Aissat, 2008)

Forme imparfaite Forme parfaite
Super-Classe Septomycetes Septomycetes
Classe Adélomycetes Ascomycetes
Sous-Classe - Discomyceétes
Ordre Moniliales Pézizales
Famille Moniliacées Hélotiacées
Genre Botrytis Botrytinia
Espéce cinerea fuckeliana
Identification microscopique | Conidiophores et conidies Apothécie
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Le cycle de développement de B. cinerea est résumé dans la figure 01. Durant I’hiver, B.
cinerea survit dans les débris des végetaux sous diverses formes comme les conidies, les
mycéliums et les sclérotes qui ont la propriété de persister dans le sol plusieurs années. De plus,
son mode saprophye lui permet de se conserver facilement dans la matiére organique. Comme B.
cinerea est trés polyphage, il peut attaquer des centaines de plantes cultivées et adventices qui
pourront constituer par la suite une source d’inoculum. Lorsque les conditions redeviennent
favorables, les sclérotes ou les mycéliums produisent beaucoup de conidies qui se propagent
dans l'air et peuvent ainsi se déposer sur les feuilles et germer en présence d’eau. De plus, les
sclérotes présents a proximité des feuilles en contact avec le sol peuvent également germer et
former du mycélium qui les colonisera. Le tube germinatif des conidies et le mycélium des
sclérotes vont par la suite pénétrer dans les tissus, dans le parenchyme foliaire en détruisant les
parois des cellules et leur contenu. Le champignon pénetre alors soit directement par la cuticule
soit par les blessures déja présentes au moment de la colonisation. En quelques jours B. cinerea
colonise rapidement tous les tissus (Vasquez, 2017).
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Figure 01 : cycle de vie de Botrytis cinerea sur vigne [1]
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Vésquez (2017) ajoute que, les attaques de B. cinerea ne se limitent pas a un seul organe.
En effet, il colonise principalement les feuilles sénescentes en contact avec le sol mais il peut
également attaquer le reste de la partie aérienne, les inflorescences et les fruits. Sur les feuilles
sénescentes, les symptdmes apparaissent sous forme de pourriture humide marron a brune ; sur
les jeunes feuilles, on observe des taches humides et brunes qui se développent surtout en
bordure du limbe ; et sur les inflorescences, B. cinerea provogue une pourriture qui contamine
les graines récoltables chez certaines espéces. Quel que soit la partie de la plante attaquée par le
pathogene, les tissus se couvrent d’un feutrage gris caractéristique, constitu¢ des fructifications

du champignon (Fig. 02).

Figure 02 : Symptdmes de pourriture grise causée par Botrytis cinerea sur fraise [2]

La lutte contre B. cinerea repose plus particulierement sur 1’utilisation de fongicides.
Aissat (2008) rapporte que les fongicides agissent par différents modes d'action (inhibition de la
synthese des stérols, action sur la respiration, contre la mitose, ...) et a des niveaux distincts ; on
distingue trois types de fongicides :

- Fongicide systémique : pénetre dans la plante et agit apres transport par la séve,
- Fongicide pénétrant : pénétre dans la plante mais n'est pas transporte,

- Fongicide de contact : reste a la surface de la plante et ne pénétre pas la cuticule.

Cependant, la lutte chimique ne constitue pas une solution adéquate pour combattre ce
pathogéne polyphage, car, d’une part, B. cinerea posséde une capacité a s’adapter rapidement
aux différents fongicides (Ajouz, 2009), et d’autres part, les effets néfastes des fongicides sur
I’environnement et sur la santé publique ont été rapporté par plusieurs auteurs. Pour cela, la lutte

contre les microorganismes est orientée vers l'utilisation des méthodes alternatives par utilisation
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de molécules naturelles biodégradables et sans risque sanitaire pour [’utilisateur et le

consommateur, ainsi que pour les auxiliaires biologiques et I’environnement.

En phytopathologie, la lutte biologique est un moyen de lutte qui consiste & combattre les
ennemis des plantes par des étres vivants (antagonistes), tels que les bactéries, les champignons,
les virus, ... ou par I’utilisation de molécules naturelles d’origines biotiques, notamment les

protéines virales, les lipopeptides bactériens, les extraits végetaux,...

Qessaoui et al. (2021) ont testé 76 isolats de Pseudomonas sp. isolés au niveau des
racines de tomate, contre B. cinerea, et ils ont trouvé que tous les isolats testés inhibent la
croissance de ce pathogéne, notamment les isolats nommés Q6B, Q13B, Q7B, Q14Bet Q1B, qui
causent une inhibition significative allant de 65 a 73 %. Les auteurs ont confirmé que tous les

isolats testés produisent des métabolites a effets antifongiques.

Les extraits des plantes, et plus particulierement, les huiles essentielles, constituent un
moyen de lutte qui a attiré D’attention des chercheurs ces dernicres années, et des résultats
satisfaisants ont été obtenus dans la lutte contre B. cinerea, par les huiles essentielles de
différentes especes végétales : I’Origan, la lavande, le romarin, la menthe, le basilic, le thym,....
(Soylu et al., 2010 ; Adebayo et al., 2013 ; Dogu et Zobar, 2014).

Beaucoup d’autres especes botaniques ont fait 1’objet de travaux sur les activités
biologiques et antimicrobiennes, notamment, I’arbre de thé, le clou de girofle, la rue, la menthe...
Le myrte (Myrtus communis L.), un arbrisseau & feuilles persistantes vert foncé, a fleurs blanches
(Fig. 03) et a baies noir bleuatre (Kanoun, 2011), est une plante de la famille des Myrtaceae, de
I’ordre des Myrtales, largement utilisee en industrie agroalimentaire, pharmaceutique et
cosmétique. La teneur en huiles essentielles et en composés phénoliques, des feuilles et des fruits
justifie la large utilisation de la plante comme plante medicinale et aromatique (Hennia, 2016 ;
Usai, 2018).

Selon Al Hadeethi (2016), Myrtus communis L. est une espéce modeste ayant sa place
dans la famille des Myrtacées qui contient entre 100 genres et 3000 especes se développant

dansles régions tropicales, subtropicales et tempérées.
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Figure 03 : Caractéristiques botaniques du myrte (Myrtuscommunis) [3]

Alyousef (2021) rapporte que, Myrtus communis L., est originaire du bassin
méditerranéen et depuis I'Antiquité, différentes parties du myrte, en particulier ses feuilles et ses
fruits, ont été utilisées dans la préparation des aliments et appliquées dans les medecines
traditionnelles comme antiseptique général, désinfectant et thérapeutique pour de nombreux
types de maladies infectieuses. De nombreuses études antérieures sur Myrtus sp. ont démontré
que les différentes parties de cette plante ont des compositions chimiques différentes ainsi que
des activités pharmacologiques, telles que, antifongique, antibactérienne, antivirale,
anticancéreuse, anti-inflammatoire, analgésique, effets antioxydants, antidiabétiques et

antimutagenes.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles du myrte, de différentes origines a été
étudié par plusieurs auteurs, les travaux realisés ont montré une activité importante a 1’égard
d’Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., Fusarium oxysporum f. sp. ciceri, Botrytis cinerea, et
Fusarium solani f.sp. pisi (Shybat et al., 2021), de Staphylococcus aureus, Salmonella enterica,
Proteus mirabilis, et Escherichia coli (Mohamadi et al., 2021).

En plus des especes sauvages et spontanées, et parmi les espéces botaniques cultivées, les
activités biologiques de la yerba maté (llex paraguariensis A.St.-Hil.) (Fig. 04), consommee
comme boisson (le maté, para gametea, Mate tea, thé du Paraguay, thé des indiens, ...),
dans beaucoup de pays ont été rapporté par plusieurs travaux (Heck et De Mejia, 2007 ;
Burris et al.,, 2012 ;Martin et al., 2013 ; Nowacki et al., 2021).
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Figure 04 : Caracteéristiques botaniques de la yerba mate (llex paraguariensis)[4]

Selon Berté et al. (2011), le mot mate vient du quechua « mati », qui désigne une sorte
de récipient traditionnellement utilisé pour prendre le maté (herbe seéche) et pour boire 1’infusion
avec I’eau chaude. Maté signifie « gourde ». Le maté, qui est consommé fortement au Brésil et
ailleurs, provient généralement du sud du Bresil, et est connu en Argentine sous le nom de
chimarrdo. L’infusion de maté (chimarrdo) est devenue une boisson traditionnelle et a un role
social trés fort. Les études phytochimiques sur cette plante ont indiqué la présence de divers
composés, notamment les polyphénols, les tanins, I’acide chlorogénique, la caféine, la
théobromine, le magnésium, le calcium, le fer, le sodium le manganése, le potassium, et les
vitamines (A, C, B1, B2 et B6).

Berté et al. (2011), rapportent que, la Yerba mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) est un
arbre qui appartient a la famille des Aquifoliacées, division Magnoliophyta (angiospermae) et
classe Magnoliopsida (dicotiledonae), et I’ordre des Celastrales. Son habitat naturel comprend la
zone régionale de quatre pays d'Amérique du Sud : Brazil, Argentine, Paraguay, et Uruguay. De
ces régions, I'Argentine est le plus grand producteur, cultivant environ 152 000 hectares de maté
par an dans le Nord-Est du pays. Cela équivaut a environ 280000 tonnes par an. Le Brésil et le

Paraguay sont respectivement les 2eme et 3éme producteurs.
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L’objectif visé par cette ¢tude est de déterminer le potentiel de rendement en huiles
essentielles d’une plante spontanée, le myrte (Myrtus communis L.) cultivée de la région de
Guelma (Algérie), et une plante cultivée en Amérique du sud, le maté (llex paraguariensis A.St.-
Hil.), commercialisée comme préparation pour infusion, et de tester I’activité antifongique de ces
deux plantes a 1’égard de Botrytis cinerea, agent causal de la pourriture grise chez beaucoup
d’especes végétales, et ce, a travers des tests réalisés sur les huiles essentielles des deux plantes
et ’extrait aqueux de la herba mate, en vue de contribuer a 1’augmentation de la liste des
produits et des molécules naturelles pouvant étre utilisées pour la protection des cultures, en

méthodes alternatives a la lutte chimique.
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Chapitre : 01 Matériel et méthodes

1.1. Matériel végétal utilisé
Notre travail a porté sur les parties aériennes (Feuilles) de deux especes de plantes:
- Le myrte (Myrtus communis L.).

- La Yerba mate (llex paraguariensis).

1.1.1. Origines des espéces végétales utilisées
- Myrtus communis L. a été collecté le mois de février de la forét de Maouna
(Guelma) et fourni par Docteur Allioui N. (Encadreur), enseignante a la faculté des sciences de
la nature et de la vie et des sciences de la terre et de 1’univers, université du 08 Mai 1945 de
Guelma.
-llex paraguariensis (Fig. 05), originaire de 1’Argentine, a été acheté du marche.

Les parties utilisées sont les feuilles séchées (Fig. 06).

~

: e
ESTACIONAMIENTO NATURAL

YERBA MATE
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Figure 05 : Yerba mate (llex paraguariensis) de 1’Argentine
commercialisée (Photo personnelle)
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Figure 06 : Feuilles séchées de la Yerba mate (llex paraguariensis) utilisée dans cette étude.

(Photo personnelle)

1.1.2. Situation géographique et caractéristiques climatiques des zones d’origine
du matériel vegétal
- Guelma, origine du myrte, se situe dans le Nord—-Est de 1’ Algérie, a une 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 subhumide, et un sol de type

argileux.

- L'Argentine, pays d’origine de la yerba mate, est un pays d'’Amérique du Sud
qui s'étend dans la partie sud du continent, des Andes a l'océan Atlantique. L'Argentine est
délimitée au nord par la Bolivie et le Paraguay, a I'Est par le Brésil, I'Uruguay et l'océan
Atlantique, et a I'Ouest par le Chili [5]. La Latitude de I’Argentine est de 38° 24' 57.949" S, et la
longitude est de 63° 37' 0.019" W [6]. La yerba mate a besoin de températures tropicales ou
subtropicales, avec une moyenne de 20° C, une humidité élevée et des précipitations abondantes,

surtout pendant la saison de floraison [7].

1.1.3. Traitement des échantillons

Les plantes de Myrtus communis L. ont été nettoyées et sechées a 1’abri de la lumiére
dans un endroit bien aére et a la temperature ambiante pendant une période de 10 jours. Aprés
séchage, les échantillons (feuilles), ont été conservés dans des sacs propres jusqu’au moment de

I’utilisation.
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Pour la yerba mate, llex paraguariensis, elle a été achetée conditionnée apres
séchage sous la marque déposée au pays d’origine (YERBA MATE Elaborada Con Palo marque
Piporé, de poids net : 250 g).

1.1.4. Extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles (HE) ont été extraites par hydrodistillation en utilisant un
appareillage de type Clevenger (Fig. 07) au niveau des laboratoires de la faculté des sciences de
la nature et de vie et des sciences de la terre et de 1’univers de I'université 8 Mai 1945 de

Guelma.

Figure 07: Photographie du montage de type Clevenger utilisé pour I’extraction
des huiles essentielles (Photo personnelle)

-Principe de I’hydro-distillation
Une quantité du matériel végétal de I’espece utilisée (partie de la plante) contenant la
substance volatile est sub-immergée dans 1’eau distillée, dans un ballon en verre de 2 L, le tout
est porté a ébullition pendant 03 heures de temps, puis les huiles condensées, obtenues en haut de
I’appareil, sont récupérées dans des flacons en verre sombre bien fermes pour éviter
I’évaporation et la volatilisation des huiles, et conservées au congélateur jusqu’a 1’utilisation

(Laghchimi et al., 2014).
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1.1.5. Détermination du rendement en huiles essentielles
Le rendement en huiles essentielles des deux especes végétales est déterminé comme
étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal utilise.
Il est exprimé en pourcentage, & partir de la moyenne de 03 répétitions selon la formule ci-
dessous décrite par Bousbia (2011).

RHE =MHE/MS.100

Ou:
RHE : rendement en huiles essentielles (extraits fixes en g /100 g de matiére seche).
MHE: quantité d’extrait récupérée exprimée en g.

MS: quantité¢ de matiere végétale seche utilisée pour 1’extraction exprimée en g.

1.2. Détermination de ’activité antifongique
Nous tenons a signaler que ce test a porté sur I’effet antifongique des huiles essentielles des
deux especes végeétales, le myrte (Myrtus communis L.) et la yerba mate (llex paraguariensis),

ainsi que I’extrait aqueux de la yerba mate.

1.2.1. Matériel et réactifs utilises
Pour la réalisation des différents tests nous avons utilisé le matériel suivant :
- Microscope optique
- Cellule de Malassez
- Bain-marie (Memmert)
- Balance de précision
- Hotte microbiologique
- Etuve, réglée a 24 °C.
- Autoclave
- Flacons de 250 mL
- Bec bunsen,

- Boites de Pétri de 60 mm et de 90 mm de diamétre,

11
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- Pipettes Pasteur

- Anse de platine

- Papier Wattman

- Tubes coniques en plastique stérile,

- Micro pipette (2,5 pL, 10 pL et100 pL)
- Alcool (éthanol 95°)

- Eau distillée

- Eau distillée stérilisée

- Milieu de culture : PDA

- Huiles essentielles des especes végeétales testées
- Extrait aqueux de la herba mate.

- Tween 80

1.2.2. Matériel fongique
L’étude a porté sur une seule espéce fongique Botrytis cinerea, un agent polyphage
qui s’attaque a des centaines d’espéces végétales appartenant a différentes familles. Notre choix
pour cette espéce a été fait en fonction de son importance en phytiatrie et les dégats engendrés
aux cultures (Walker, 2013).

1.2.3. Origine de la souche utilisee
La souche de B. cinerea utilisée dans cette étude a été isolée et purifiée par Dr.

Allioui N., a partir des fruits de tomate montrant les symptdémes de la pourriture grise.

1.2.4. Culture et conservation de la souche
La souche fongique de B. cinerea a été cultivée sur le milieu nutritif PDA (Potato
Dextrose Agar), incubée pendant 07 jours a 1’étuve a une température de 24° C, et a fait I’objet

de I’inoculum pour la préparation de la suspension sporale.

1.2.5. Préparation de la suspension sporale
La suspension sporale a été préparée a partir d’une culture jeune, agée de 7 jours,
les spores ont été récoltées par grattage dans un tube conique en plastique, stérile de 15 mL,

contenant une solution de 1’eau distillée stérilisée et 2 gouttes de Tween 80. Aprés agitation au
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vortex, la concentration a été ajustée a 10* spores /ml (Soylu et al., 2010), par I’utilisation de la

cellule de Malassez.

1.2.6. Volumes testés des huiles essentielles et de I’extrait aqueux
Quatre volumes des huiles essentielles ont éte testés : 0, 10, 20 et 40 pl pour les
huiles essentielles des deux plantes, et six volumes ont été testés pour 1’extrait aqueux de la
yerba mate : 0, 10, 20, 40, 60 et 80 ul, du fait que I’extrait est moins concentré que 1’huile
essentielle. Le volume O ul constitue le témoin négatif, pour lequel, les boites sont traitées avec

de I’eau distillée stérilisée, sans 1’ajout d’huile ni de I’extrait aqueux.

1.2.7. Technique de confrontation

La confrontation Souche fongique-Huile, a été réalisée dans des boites de Pétri de
90 mm de diamétre, par la technique de confrontation directe, par diffusion a travers des disques
de papier Wattman. Elle consiste a une diffusion des huiles dans le milieu de culture inoculé par
le champignon étudié a travers des disques de papier wattman de 6 mm de diameétre placés aux
centres des boites. Dans chaque boite de Pétri de 90 mm de diamétre, contenant le milieu de
culture PDA, une quantité de suspension sporale, préparée le jour méme, est étalée de maniere
uniforme sur le milieu. Aprés séchage de quelques minutes, un disque de papier Wattman de
6 mm de diamétre est placé au centre de la boite a 1’aide d’un emporte-piece stérile, puis imbibé
par les différents volumes testés de 1’huile essentielle a 1’aide d’une micro pipette. Les boites

sont ensuite incubées a une température de 24 °C pendant 5 jours.

Pour le test de 1’extrait aqueux de la yerba mate (Souche fongique-Extrait aqueux), il a
été réalisé par la méthode des puits, creusés dans le milieu PDA préalablement inoculé par la
souche fongique, a I’aide d’une pipette pasteur (base de la pipette), puis on y introduit les
différents volumes de I’extrait aqueux a tester. Le témoin négatif consiste a déposer 10 pl d’eau

distillée stérilisée dans le puit.

Pour tous les tests réalisés 3 repétitions ont été effectuées, et la moyenne des 3 est
retenue. La lecture des résultats a été faite aprés 5 jours d’incubation a 24 °C, par examen et
mesure du diamétre de la zone d’inhibition de la croissance de la souche fongique au voisinage

des disques chargés d’huile essentielle, ou des puits chargés de 1’extrait aqueux de la yerba mate.
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1.3. Traitement statistique des résultats

Les moyennes et les écartypes ont été calculés par EXCEL Version 2010. Une analyse de
la variance a été effectuée par les résultats obtenus pour déterminer les variations entre les
différents volumes d’huile et d’extrait testés, et le test de Dunnett a été mené pour déduire
I’importance des variations entre le témoin et les différents traitements. Ces tests ont été réalisés

en utilisant le logiciel MINITAB version 2018.

14



-

\_

Chapitre 02: Resultats et
discussion

~N

J




Chapitre 02 : Résultats et discussion

Chapitre 02 : Résultats et discussion

Dans ce chapitre nous présentons les résultats de cette étude et leur discussion. Il est
divisé en deux parties essentielles, la premiére concerne I’extraction des huiles essentielles de
Myrtus communis et llex paraguariensis et la détermination du rendement, et a la deuxiéme
partie sont présentés les résultats de 1’étude de ’activité antifongique de I’huile essentielle de
Myrtus communis et ceux de 1’huile essentielle d’llex paraguariensis et de son extrait aqueux sur

le champignon Botrytis cinerea.

2.1. Rendement en huiles essentielles des plantes utilisées
Les résultats correspondants aux rendements en huiles essentielles des plantes utilisées,
représentés dans la figure 08, montrent que le rendement le plus élevé a été obtenu pour le myrte
(Myrtus communis L.), pour lequel nous avons enregistré une valeur de 0.65 %, par rapport au

Yerba mate (llex paraguariensis), qui a donné un rendement plus faible (0.41 %).

Rendement 0.9
en HE 0,8
(% MS) 07
0,6 -

0,5 -

0,4 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

0 |

= Myrte
® Yerba Mate

Plante utilisée

Figure 08 : Rendements en huiles essentielles des plantes utilisées
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En comparant nos résultats avec ceux rapportés dans la littérature, nous remarquons que :

- Les valeurs du rendement rapporté par Hennia (2016) pour le myrte récolté de la forét
de Bissa (Chlef, Algérie) pour la période de floraison -juin, juillet et aolt- sont de ’ordre de
0,55% a 1,15%, respectivement, ces résultats sont en accord avec nos résultats, par contre les
rendements en HE des fruits enregistrés par le méme auteur, sont de 0,39 % et 0,34 % pour les

mois de novembre et décembre, respectivement.

- Le rendement moyen en huile essentielle des feuilles et fleurs de Myrtus communis
trouvé dans cette étude est en accord également avec celui rapporté par Bouzabata et al. (2014)
pour la méme espéce ; les auteurs ont obtenu un rendement de 0,6 - 1 %, pour des échantillons
collectés en mai et juin (stade floraison) au niveau de deux groupes d'endroits : MCI (forét de
Bainem-Tipaza -, Mechroha-Tell Atlas, Guelma - et Saoula - Alger -) ; MCIl (Hammam Righa—
Ain Defla-).

- Brada et al. (2012) ont obtenu des rendements en huile essentielle de la méme espéce
récoltée de Miliana (nord-ouest de I'Algérie), wilaya de Bejaia, extraite des feuilles et fruits, de
I’ordre de 0,3 % et 0,1% respectivement. Berka-Zougali et al. (2010) ont obtenu un rendement
de 0.51 % pour des échantillons de feuilles de la forét de Bainem (Nord-ouest d'Alger), mi-
novembre (pleine fructification). L’extraction des huiles a été faite par hydrodistillation pour

tous les travaux cités ci-dessus.

Le rendement en huile essentielle enregistré pour llex paraguariensis est en moyenne
0,416 £ 0,144% ; qui est faible par rapport au rendement obtenu en HE de Myrtus communis L.
(0,656 + 0,161 %).

Cassel et al. (2008) ont analysé des échantillons de feuilles de la yerba mate (llex

paraguariensis), ils ont obtenu un rendement de 0.64%, qui est légerement supérieur au

rendement obtenu dans cette étude, pour la méme espéce.
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L’huile essentielle de Myrtus communis L. a une couleur jaune pale (Fig. 09), et une

odeur caracteristique et spécifique de 1’espéce.

Figure 09 : Caractéristiques de 1’huile essentielle de myrte (M. communis L.)

(Photo personnelle)

Mohamadi et al. (2021) signalent que 1’huile essentielle de myrte (M. communis), obtenu
par hydrodistillation est un produit jaune pale a odeur agréable. Les populations étudiées ont un
rendement moyen de 0,68 + 0,6 %. Le plus haut rendement (2,52 %) est obtenu pour des
échantillons d'lbourassen (Bedjaia, Algérie), le rendement le plus faible (0,1%) est obtenu pour
des échantillons de Boulimat (Ouest de Bedjaia, Algérie). Les auteurs ont interprété la différence
de rendement en huile essentielle des échantillons, a la différence d’altitude des zones de collecte
du matériel végétal. Le plus haut rendement a été enregistré pour les échantillons issus des zones
a altitude élevée, alors que les rendements les plus faibles sont obtenus pour les échantillons

provenant de basses altitudes.

L’huile essentielle de la yerba mate est sans couleur (trés semblable a 1’cau), et elle ne
peut étre distinguée de I’eau que par sa densité, qui lui permet de former une couche condensée
sous I’effet du refroidissement, au niveau du réservoir de récupération des molécules volatiles

(Fig. 10).
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Figure 10 : Caractéristiques de I’huile essentielle de la yerba mate (llex paraguariensis)
(Photo personnelle)

2.2. Effet des huiles essentielles testées sur la croissance de Botrytis cinerea
2.2.1. Effet de I’huile essentielle de Myrte sur la croissance de Botrytis cinerea

La figure 11 présente les résultats du test in vitro de l'activité de I’huile essentielle
de Myrtus communis sur la croissance mycélienne de Botrytis cinerea. Les résultats obtenus
montrent que 1’huile essentielle de myrte (Myrtus communis) a enregistré une activité
antifongique remarquable contre la souche de Botrytis cinerea utilisée. Des zones d'inhibition de
la croissance, de diametres importants ont été notées méme a de faibles volumes d’HE (5 pL)
avec une moyenne de 8 mm. L’inhibition de la croissance du champignon au voisinage de 1’huile
essentielle de myrte augmente proportionnellement avec I’augmentation des volumes de I’HE.

Une moyenne des diameétres de I’ordre de 10.66 mm a été notée au volume de 40 uL. d’HE.

L 14
Dlamze(';:]cj.3 de la 12
d'inhibition 10
(mm) 8
6
4
2
0

10pl 20pl 40ul

Volumes d’huile (ul)

Figure 11 : Diameétres des zones d’inhibition de la croissance de Botrytis cinerea
confronté a I’HE de myrte (Myrtus communis)
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Curini et al. (2003) ont testé I’effet de différentes concentrations de I’huile
essentielle de myrte, sur la croissance de différents champignons phytopathogenes, ils ont noté
un taux d’inhibition de 28.09 + 2.47 pour Rhizoctonia solani avec une concentration de 800
ppm, et un taux d’inhibition de 60.00 = 2.84 a 1600 ppm. Pour Fusarium solani, des taux
d’inhibition de 4.50 £ 2.03 avec une concentration de 400 ppm, et des taux d’inhibition de

8.53 + 1.79 avec une concentration de 800 ppm.

Mohamadi et al. (2021), ont testé I’activité antibactérienne des HE. du myrte, ils ont
obtenu des diamétres des zones d’inhibition allant de 8 a 14 mm pour des échantillons de la
région de Berrihane (W. El Taref, Algérie), et 40 mm pour la population de Laouinet (W.

Tébessa) contre Staphylococcus aureus.

Shybat et al. (2021) ont testé ’activité antifongique in vitro de I'huile essentielle de
Myrtus communis L. marocain sur Botrytis cinerea et d’autre espéces des champignons a
différentes concentrations, il a obtenu un taux d’inhibition de 1’ordre de 2.38 + 1.3 % a la
concentration de 0.010 mg/ml, et un taux d’inhibition de 15.25 £ 1 % a la concentration de
0.050 mg/ml.

L’analyse de la variance (Tab. 02) a montré des différences trés hautement significatives
entre les volumes utilisés (p = 0.000). Le test de Dunnett (Tab.03) a affiché des différences

significatives ente le témoin et tous les volumes testés.

Tableau 02 : Résultat de ’analyse de la variance pour 1’huile essentielle de Myrte.

Sources de variation | DL | SCE CM Valeur F | Valeur de p
\olumes 4 |201,600 50,4000 151,20 0,000 ***
Erreur 10 | 3,333 0,3333

Total 14 | 204,933

DL : Degrés de liberté

SC : Somme des carrés des écarts

CM : Carré moyen

F : Valeur observée de F de Fisher

P : Probabilité de mettre en évidence des différences significatives
*** pn < 0.001 : différence trés hautement significative.
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Tableau 03 : Résultat du test de Dunnett pour I’huile essentielle de Myrte.

HE Myrte ol

5ul

10ul

20pl

40yl

Moyenne+o |[0+0

80
*

8+0

*

8,666 + 0,577

*

10,666+1,154

*

HE : Huile Essentielle

* . différences significatives (a = 0.05).

pl = microlitres

o : écartype

2.2.2. Effet de I’huile essentielle de Yerba Mate sur la croissance de Botrytis cinerea

La figure 12 affiche les résultats du test in vitro de l'activité de I’huile essentielle

d’llex paraguariensis sur la croissance mycélienne de Botrytis cinerea. Les résultats obtenus

montrent que I’huile essentielle de cette espéce végétale a donné une activité plus ou moins

satisfaisante contre la souche de Botrytis cinerea utilisée. Des zones d’inhibition de la croissance

du champignon ont été notées méme aux volumes faibles (5ul) d’HE. Une moyenne de I’ordre

de 09.333 £ 0.577 mm a été notée au volume 40 pl.

Diametre de la
zone
d'inhibition
(mm)

12

10

(o]

11l

10ul

20pl

Volumes d'huile (ul)

40ul

Figure 12: Diamétres des zones d’inhibition de la croissance de Botrytis cinerea
confronté a I’HE de Yerba Mate (llex paraguariensis)
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Burris et al. (2011) et Burris et al. (2012), signalent que la yerba mate est
particulierement riche en différents composés notamment, les polyphenols, les xanthines, les
saponines, et les minéraux, qui lui attribuent son activité pharmacologique. Cependant,
I’utilisation de la yerba mate dans la protection des cultures contre les attaques microbiennes est
moins abordée et peu de travaux ont été signalés dans la littérature ; beaucoup de composés
isolés de cette espéce ont montré une bonne activité contre un large spectre de bactéries (gram”

et gram”).
L’analyse de la variance (Tab. 04) a montre des différences trés hautement significatives

entre les volumes utilisés (p = 0.000). Le test de Dunnett (Tab. 05) a affiché des différences

significatives ente le témoin et tous les volumes testés.

Tableau 04 : Résultat de I’analyse de la variance pour 1’huile essentielle de Yerba Mate.

Sources de variation | DL | SCE CM Valeur F Valeur de p
Volumes 4 | 165,733 | 41,4333 207,17 0,000 ***
Erreur 10 | 2,000 0,2000

Total 14 | 167,733

DL : Degreés de liberté

SC : Somme des carrés des ecarts

CM : Carré moyen

F : Valeur observée de F de Fisher

P : Probabilité de mettre en évidence des différences significatives
*** n < 0.001 : différence trés hautement significative.

Tableau 05: Résultat du test de Dunnett pour I’huile essentielle de Yerba Mate

HE Yerba Mate Oul 5ul 10l 20ul 40ul
0+00 |7,666+0,577|7,666+0.577 8+0 9,333+£0.577
Moyenne + ¢ * * * -
HE : Huile Essentielle pl : microlitres
* . différences significatives (a = 0.05). 6 . écartype

21



Chapitre 02 : Résultats et discussion

2.2.3. Effet de I’extrait aqueux de Yerba Mate sur la croissance de Botrytis cinerea
L’objectif de ce test est d’évaluer 1’effet de 1’extrait aqueux de cette espece végétale
et comparer les résultats obtenus a ceux obtenus par 1’huile essentielle, en vue de valoriser au

maximum cette plante, du fait que le rendement en huile essentielle est faible.

En comparant les résultats obtenus relatifs a 1’effet antifongique de 1’extrait aqueux (Fig.
13), avec ceux obtenus pour 1’huile essentielle de cette plante (Fig. 12), nous remarquons que
I’extrait aqueux a donné des résultats trés satisfaisants et a inhibé la croissance du champignon

au voisinage des puits contenant 1’extrait aqueux.

35
Diamétres de la
zone 30
d'inhibition T
25
(mm) |
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Volumes (pl)

Figure 13: Diametres des zones d’inhibition de la croissance de Botrytis cinerea confronté

a I’extrait aqueux de Yerba Mate (llex paraguriensis )

L’examen des résultats obtenus révele que les diametres des zones d’inhibition de la
croissance de Botrytis cinerea confronté a I’extrait aqueux sont plus importants que ceux obtenus
pour la confrontation avec I’huile essenticlle de la méme plante (llex paraguariensis). Au
volume 40 pl, nous avons enregistré une moyenne de 13+1,732 mm pour I’extrait aqueux contre

9,333+0.577 mm pour ’huile essentielle.
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Les diametres des zones d’inhibition sont plus importants pour des volumes élevés de

I’extrait aqueux (23,333x5.773 mm a 80 pl).

L’efficacité de D’extrait aqueux de la yerba mate a 1’égard de Botrytis cinerea en
comparaison avec I’huile essentielle de la méme plante, peut étre probablement di a la présence
de molécules bioactives dans I’extrait aqueux, qui sont moins concentrées ou absentes dans les

huiles essentielles.

Fernandes et al. (2017) signalent que les extraits, provenant des fruits d’llex
paraguariensis sont riches en caféine et en acide palmitique, et contiennent également de

théobromine, des phytols, du squaléne, de la vitamine E, du sitosterol et du stigmasterol.

Heck et De Mejia (2007) révélent que les extraits de la yerba mate contiennent des
polyphénols, notamment, 1’acide Feruloylquinique, 1’acide Caffeique, la Caffeine, 1’acide
Caffeoylshikimic, 1’acide chlorogénique, I’acide quinique, la théobromine, ... En moyenne, la
quantité des polyphénols extraits des feuilles de la yerba mate est de 92 mgEquivalents d’acide
chlorogénique par gramme de matiere seche. En plus des polyphénols, ils contiennent aussi des
xanthines (alcaloides de la classe des purines), tels que, la theophylline (1,3-dimethylxanthine),
la théobromine (3,7-dimethylxanthine) et la caféine (1,3,7-trimethylxanthine). Comme ils

contiennent des saponines.

Kaltbach et al. (2021) signalent que les infusions de la yerba mate contiennent beaucoup
de composés volatiles qui n’existent pas dans les huiles essentielles de la méme plante, les huiles
essentielles contiennent : Benzaldehyde ; 5-Hepten—2-one <6-methyl-5>, Heptadienal
<(2E,4Z)->, Heptadienal <(2E,4E)->, Cymene <p—>, Limonene, Eucalyptol,
Ocimene <(E)-p—>, 2—octenal <(E)—>. En plus de ces composés, 1’infusion contient : Hexanal,
Oxime—metoxy—phenyl, Pinene <o—>, Camphene, Pinene <B—>, Myrcene <p—>,

Pentyl furan <2—>, Octanal, Terpinene <y—>.
Kasmi et al. (2017) ont testé les extraits de quelques plantes aromatiques (Lavandula

officinalis, Thymus vulgaris, Cymbopogon citratus et Melissa officinalis contre Botrytis cinerea

et ils ont démontré que les extraits de Lavandula officinalis, Thymus vulgaris et Cymbopogon
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citratus sont trés efficaces contre ce champignon, alors que les extraits de Melissa officinalis

n’ont aucun effet sur ce pathogene.

Martin et al. (2013) ont testé I’activité des extraits méthanoliques et éthanoliques de
I’llex paraguariensis sur 4 espéces de bactérie : Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis et Escherichia coli, et ils ont trouvé que cette espece a une activité
antimicrobienne contre toutes les espéces de bactéries testées, a 1’exception d’E. coli avec une
zone d’hinibition minimale de moyenne 10.00 £ 0.00 mm, contre les bactéries L.
monocytogenes et S. Enteritidis (extrait méthanolique ) et une inhibition maximale avec un

diameétre moyen de 23.67+£0.57 mm contre la bactérie S. aureus (extrait éthanolique).

Plusieurs auteurs révelent que les composés phénoliques jouent un réle important dans la

résistance des plantes aux agents antimicrobiens (Clérivet et al., 1996).

L’analyse de la variance (Tab. 06) a montré des différences treés hautement significatives
entre les volumes utilisés de 1’extrait aqueux, et le test de Dunnett (Tab. 07) a révélé des
différences significatives entre le témoin et tous les volumes testés de ’extrait aqueux de la

yerba mate.

Tableau 06: Résultat de I’analyse de la variance pour 1’extrait de Yerba Mate.

Sources de variation | DL | SCE | CM Valeur F | Valeur de p
Volumes 5 |877,17 | 175,433 | 25,88 0,000 ***
Erreur 12 | 81,33 | 6,778

Total 17 | 958,50

DL : Degrés de liberté

SC : Somme des carrés des écarts

CM : Carré moyen

F : Valeur observée de F de Fisher

P : Probabilité de mettre en évidence des différences significatives
*** pn < 0.001 : différence trés hautement significative.

24



Chapitre 02 : Résultats et discussion

Tableau 07 : Résultat du test de Dunnett pour I’extrait de Yerba Mate

Extrait de Yerba
Mate

Opl

10pl

20pl

40ul

Gopl

gopl

Moyenne + ¢

0+0

10+0
*

12,666+1,154
*

13+1,732
*

16+1,732
*

23,333+5.773

HE : Huile Essentielle
* . différences significatives (a = 0.05).

pl = microlitres
¢ : écartype
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Conclusion

Ce travail a porté sur 1’activité antifongique des huiles essentielles et de la solution
aqueuse de la partie aérienne (feuilles et sommités fleuries) de deux especes végétales, contre
Botrytis cinerea; 1’une des plantes utilisées est largement répandue en Algérie, le myrte
(Myrtus communis L.) et la deuxieme connue par ses propriétés pharmacologiques, originaire de
I’Amérique du sud et utilisée comme infusion dans beaucoup de pays, notamment les pays

arabes, il s’agit de la yerba mate (Ilex paraguariensis).

L’extraction des huiles essentielles est faite par hydrodistillation, par I’utilisation du
dispositif Clevenger, et les rendements obtenus pour Myrtus communis sont de ’ordre de
0,656+0,161% et qui sont plus élevées que ceux de la yerba mate (0,416+0,144%). Ces résultats

sont plus ou moins similaires a ceux rapportés dans la littérature.

Les résultats de I’évaluation de l'activité antifongique in vitro des deux huiles essentielles
(huile de myrte et huile de yerba mate) contre le champignon polyphage Botrytis cinerea,
réalisée par la méthode de confrontation directe, par diffusion des huiles a travers des disques de
papier Wattman, et de la solution aqueuse de yerba mate, par la méthode des puits, ont montré
que tous les traitements (huiles essentielles et solution aqueuse) ont enregistré une activité

antifongique satisfaisante contre 1’espéce fongique testée :

-L’huile essentielle de myrte (Myrtus communis) a montré une activité antifongique tres
importante et plus élevée par rapport a ’huile de yerba mate (llex paraguariensis), contre la

souche testée de B. cinerea,

-La solution aqueuse de I’extrait de yerba mate (llex paraguariensis) a montré une

activité antifongique plus élevée par rapport aux deux huiles essentielles.

Ce travail, par son originalité, constitue une base de données préliminaire, sur 1’utilisation
des molecules bioactives de la yerba mate dans le domaine de la phytopharmacie. Des études
complémentaires sont utiles pour identifier les molécules a effet antimicrobien des deux plantes
étudiées, et tester leur pouvoir antifongique contre d’autres microorganismes phytopathogenes,
afin de les utiliser comme moyen de lutte alternative, qui pourra remplacer les pesticides

chimiques.
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Résumés

Résumé

Botrytis cinerea est le champignon parasite qui cause la pourriture grise chez beaucoup
d’espéces végétales. Ce pathogeéne, trés destructif et & propagation rapide, se caractérise par de
grandes potentialités de résistance aux traitements fongicides utilisés. L’objectif visé par cette
étude est de tester ’activité fongicide de 1’huile essentielle de Myrtus communis L. et de I’huile
essentielle, ainsi que I’extrait aqueux d’llex paraguariensis. L’extraction des huiles essentielles
est réalisée par hydrodistillation, et 1’activité antifongique a été déterminée par la méthode de
confrontation directe par diffusion a travers des disques de papier wattman. Les résultats obtenus
ont montré que le myrte (Myrtus communis) a donné un rendement en huile essentielle plus élevé
que celui de la yerba mate (llex paraguariensis). Les différents traitements (HE et extrait
aqueux) ont donné des résultats satisfaisants contre B. cinerea. Le meilleur résultat est noté pour

I’extrait aqueux de la yerba mate.

Mots clés : Botrytis cinerea, llex paraguariensis, Myrtus communis, Huile essentielle, extrait

aqueux, activité antifongique.



Abstract

Botrytis cinerea is the parasitic fungus that causes grey mould in many plant
species. This highly destructive and rapidly spreading pathogen is characterized by potential
for resistance to the fungicide treatments used. The objective of this study is to test the
fungicidal activity of Myrtus communis L. essential oil and essential oil, as well as the
aqueous extract of llex paraguariensis. Extraction of essential oils is carried out by
hydrodistillation, and the antifungal activity has been determined by the direct confrontation
through diffusion of wattman paper discs. The results obtained showed that myrtle (Myrtus
communis L.) gave a higher yield of essential oil than yerba mate (llex paraguariensis). The
various treatments (EO and extract) have given satisfactory results against B. cinerea. The

best result is noted for the aqueous extract of the yerba mate.

Key words: Botrytis cinerea, llex paraguariensis, Myrtus communis, Essential oil, aqueous
extract, antifungal activity.
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