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Résumé

Résumé

L’activité¢ antifongique d’huile essenticlle de cade a été réalisée in vitro sur deux
champignons parasites de tomate ; B.cinerea et F.oxysporum par la méthode de contact direct et
de macrodilution en milieu liquide. In vitro, 1’huile essentielle de cade s’avere efficace sur les
isolats de Fusarium oxysporum et Botrytis cinerea avec des taux d’inhibition compris entre
17.63 et 63.95 % pour la croissance mycélienne, 8.37 et 67.26 % pour la production des conidies
et 28.44 et 77.58 % pour leur germination. Les résultats ont montré que 1’huile de cade posséde
une activité antifongique. La plus faible CMI a été obtenue a 6%, tandis que la plus haute

valeur a été obtenue contre F.oxysporum (> 25%).

Mots clés : Activité antifongique, huile de cade, huile essentielle, B. cinerea, F.oxysporum,
CML.



Abstract

Abstract

The antifungal activity of essential oil of cade was carried in vitro against two fungal
diseases of tomato; B.cinerea and F.oxysporum by the direct contact and macrodilution
method in liquid medium. In vitro, the essential oil of cade is effective on the isolates of
Fusarium oxysporum and Botrytis cinerea with inhibition rates between 17.63 and 63.95% for
mycelial growth, 8.37 and 67.26% for the production of conidia and 28.44 and 77.58% for
their germination. The results showed that the oil of cade presents an antifungal activity. The
lowest MIC was obtained at 6%, while the highest value was obtained against F.oxysporum
(> 25%).

Keywords: antifungal activity, oil of cade, oil essential, B. cinerea, F.oxysporum, MIC.
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Introduction

Introduction

La tomate (Lycopersiconesculentum Mill.) compte parmi les cultures légumieres les plus
cultivées du monde, elle occupe la deuxieme place dans la production maraichere apres la pomme
de terre (ShankaraNaika, 2005). La production globale de tomates est de 130 millions de tonnes en
2016. En Algérie, la culture de la tomate occupe une place célébre dans I'économie agricole. La
superficie consacrée annuellement a cette culture était de 33 000 ha soit une production moyenne de

11 millions de quintaux et des rendements moyens d’environ 311 Qx/ha (MADR, 2009).

Cette culture a connu depuis quelques années un probleme phytosanitaire majeur liées a
des changements dans I’environnement comme la température, la sécheresse, la salinisation et
au développement des maladies, telles que celles causées par Botrytis
cinerea,etfusariumoxsysporum conduisant non seulement a une diminution de rendement,

mais aussi a d’importantes altérations qualitative du produit.

Les F. oxysporum et B. cinerea sont responsables de deux types de symptdmes distincts :
les flétrissements et les pourritures (Williamson et al., 2007).Les deux espéces ont d’ailleurs été
classés parmi les champignons phytopathogeénes, sur la base de son importance économique et de
son intérét scientifique. 1ls provoquent des maladies qui entrainent des pertes économiquement

importantes chez des plantes cultivées aux champs et en serres (Dean et al., 2012).

De nos jours la lutte chimique s’est révélée étre une méthode de lutte performante et
indispensable pour combattre les agents pathogenes (Leroux, 2003 ; Pezet et al., 2004). Ce
sont essentiellement des pesticides de synthése qui sont considérés comme 1’arme la plus
efficace, mais 1’épandage massif et répété de certains de ces pesticides chimiques conduit a
une pollution de notre environnement. Ainsi, des résidus sont retrouvés dans 1’eau, dans les
sols et dans les produits finis (Thakore, 2006). En effet, ['utilisation massive des pesticides a
engendré 1’apparition de souches pathogenes multi-résistantes, contre lesquelles les produits

actuels sont devenus peu efficaces voire inefficaces.

Eu regard a ces inconvenients, il est important de trouver des solutions alternatives qui
permettront de continuer a lutter contre maladies tout en diminuant I'emploi de produits
chimiques. Néanmoins a I’heure actuelle ou les pressions économique, écologique, sanitaire et
l1égislative sont de plus en plus fortes, on comprend I'intérét d’exploiter d’autres moyens de
lutte. Ces moyens sont donc basés sur la rationalisation des pratiques agricoles (fumigation-
stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures, contr6le du vecteur

de la maladie...), par 1'utilisation de variétés résistantes, des micro-organismes bénéfiques.




Introduction

Une autre alternative a I'utilisation des pesticides consiste a utiliser des composés naturels et
qui peuvent étre essentiellement connues pour leur pouvoir antifongique ont une efficacité
dans le traitement de quelques agents phytopathogenes (Regnault-Roger, 2012 ; Kassi et al.,
2014 ;Xue etal., 2014).

L’objectif général de ce travail est d’étudier 1’activité antifongique d’huile de cade sur

la croissance in vitro de Botrytis cinerea et fusariumoxysporum.

En vue de rendre compte de la démarche scientifique adoptée, ce manuscrit comportera
deux parties. Dans une premiére partie, une revue bibliographique sera présentée sur la plante
hote, les huiles essentielles et la description des deux champignons pathogenes utilisées dans
ce travail. La deuxiéme partie du manuscrit présente la démarche expérimentale. Elle
s’articule selon trois sections distinctes : dans un premier chapitre, le matériel et les
méthodes utilisés, notamment les huiles essentielles ainsi que les deux champignons
pathogenes. Les résultats obtenus, suivis de la discussion puis la conclusion et les
perspectives feront 1’objet de la deuxieme et troisiéme partie, respectivement. Les références

bibliographiques constitueront la derniere partie du manuscrit.
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I.1.Introduction

La tomate (Lycopersiconesculentum Miller) est aprés la pomme de terre, le légume le
plus consommé dans le monde, avec une production mondiale de 159 millions de tonnes
en 2011 (FAOSTAT, 2013). Elle constitue une source non négligeable de minéraux,
vitamines et certains composés naturels secondaires ayant un potentiel antioxydant important
(Zidani, 2009).

I.2.Historique de la tomate

La tomate est originaire des Andes d’Amérique de Sud. Elle a ét¢ découverte en 1519
par Hermann Cortes dans le Golfe du Mexique (Harlan, 1987). La premiére évocation de la
tomate en Europe est celle du botaniste italien Pietro Andreas Matthioli en 1544. Ce dernier la
présente comme une espéce portant « des fruits aplatis et ctelés, qui de vert deviennent jaune
d’or ». Une decennie plus tard, il indique qu’il existe des tomates jaunes et des tomates
rouges. Dans le Vieux Monde, les premiéres représentations graphiques de la tomate son
celles de RembertusDodonaeus (Anvers, 1553), Georg Oelinger (Nuremberg, 1553) et
Castore Durante (Blancard, 2009). De 1a, sa culture s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est
et en Moyen Orient. L'apparition de la tomate en Afrique du Nord a lieu au XVIIleme siécle
au Maroc d'abord puis en Algérie et en Tunisie. On suppose que I’origine de son introduction
est due aux morisques chassés d’Espagne lors de la Reconquista. (Boumendjel et al., 2001).

En Algérie, ce sont les cultivateurs du Sud de I’Espagne (Tomateros), qui I’ont introduite
étant donné les conditions qui lui sont propices. Sa consommation a commencée dans la
région d’Oran en 1905 puis, elle s’étendit vers le centre, notamment au littoral Algérois
(Latigui, 1984).

I.3.Classification botanique de la tomate

La tomate, LycopersiconesculentumMiller, est une plante herbacée annuelle a port
buissonnant. Elle appartient a la famille des Solanacées, incluant également l'aubergine, le
poivron et la pomme de terre. Cette famille comprend 2300 espéces tropicales et subtropicales
originaires de I'Amérique centrale et de I'Amérique du Sud (D'arcy, 1991 cité par Doganlar,
2002). Elle est classée selon des criteres différents liés a D’aspect botanique, la
composition génétique et le type de croissance (Gallais et Bannerot, 1992).

Tournefort est le premier a distinguer la tomate cultivée et a créer un nouveau genre
pour classer cette espéce : le genre Lycopersicum, (Peralta And Spooner, 2007). Linné, en
1753, revoie la taxonomie de la tomate et 1’intégre a nouveau dans le genre Solanum sous le

nom spécifique de Solanumlycopersicum. Un an apres, Miller reconsidére la classification
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évoquée par Tournefort et réactualise le genre Lycopersicon dans la quatriéme édition de The
Gardener’sDictionary.

1.4.Diversité génétique

La domestication de la tomate s’est réalisée a partir d’accessions sauvages
Solanumlycopersicum var. cerasiforme (S. . cerasiforme), qui aurait évolué directement a

partir des espéces sauvages auto-incompatibles RICK (1976) (Figure 1).

pr——

Zone dediversité des espéces
sauvages

@ Zone de diversité del'espéce
=g
—_—f
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cultivée
Domestication: 12" gouletd’'étranglement

Migration vers 'ancien monde : 24™®
gouletd'étranglement

Diffusionen Europe, vers les Etats-Unis et
sélection moderne : 3*™® gouletd’étranglement

Fig. 1- Histoire hypothétique de la domestication de la tomate. Les fonds de carte
proviennent du DEMIS -WorldMapp Server (In Nicolas, 2010).

L’auteur suggére méme que I’espéce S. pimpinellifolium serait issue d’une branche paralléle
lors de 1’évolution de la tomate. Cependant, les travaux de phylogénie sur des caracteres
morphologiques et sur les marqueurs moléculaires montrent une affiliation directe entre S.
pimpinellifolium, et L. esculentum. Aujourd’hui, 1’espéce L. cerasiforme est considérée
comme un type primitif de tomate cultivée ou comme une forme transitoire entre L.
cerasiforme sauvage et L. esculentum cultivé. Il semblerait aussi que de nombreuses

accessions soient d’origine férale (Rick And Holle, 1990; Peralta And Spooner, 2007).

1.6.Description botanique du plant de la tomate
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La tomate est une plante annuelle buissonnante, poilue et aux tiges plutdt grimpantes.
Elle est aromatique lorsqu’on la froisse. Cette plante potagére herbacée voit sa taille varier de
40 cm a plus 5 métres selon les variétés et le mode de culture (Dumortier et al.,
2010). Laracine de la tomate pivotante, pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou
plus. La racine principale produit une haute densité de racines latérales et adventices. La tige
présente un port de croissance entre érigé et prostré, elle pousse jusqu’a une longueur
de 2 a 4 m, elle est pleine, fortement poilue et glandulaire. Des feuilles sont disposées en
spirale, 15a 50 cm de longet 10 a 30 cm de large. Les folioles sont ovées a oblongues,
couvertes de poils glandulaires. L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Le
pétiole mesure entre 3 et 6 cm. les fleurs sont bisexuées, réguliéres et entre 1,5 et 2 cm de
diamétre, elles poussent opposées aux - ou entre les feuilles. Le tube du calice est court et
velu, les sépales sont persistants, jaunes et courbées lorsqu’elles sont mires. Il y a 6
étamines et les anthéres ont une couleur jaune vif et entourent le style qui a une extrémité
stérile allongée. L’ovaire est supere avec entre 2 et 9 carpelles. En général la plante est

autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu (fig. 02).

Partie intérieure du céne

FLEUR DE TOMATE

Céne D'étamines
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Fig.2- Coupe longitudinale d’une fleur de tomate
Le fruit est une baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diametre de 2 a 15
cm. Lorsqu’il n’est pas encore mur, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mirs varie
du jaune au rouge en passant par ’orange (Fig. 03). En général les fruits sont ronds et
réguliers ou cotelés. Les graines sont nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont
poilues, beiges, 3 @ 5 mm de long et 2 a 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans

I’albumen. 1000 graines pésent approximativement 2,5 a 3,5 g (Naika et al., 2005)
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Fig.3 - Différentes formes de tomates utilisées pour décrire une variété (descripteur
IPGRI) (In Nicolas, 2010).
1.7.Cycle biologique de la tomate

D’aprés Gallais et Bannerot (1992), Le cycle végétatif complet de la graine a la graine
de tomate varie selon les variétés, et les conditions de culture; il s’étend généralement en
moyenne de 3,5 a 4 mois du semis, jusqu’a la dernieére récolte (7 a 8 semaines de la
graine a la fleur et 7 & 9 semaines de la fleur au fruit).

Le cycle de développement d’un plant de tomate peut étre décrit par trois
grandes phases biologiques :

1. la « phase végetative » qui correspond a la production phrénologique exclusive
d’organes végétatifs (feuilles et tiges) et comprise entre la levée et ’apparition
de la premiere inflorescence

2. la « phase reproductive » qui correspond a la période de production des fleurs et des
fruits et qui démarre a la floraison pour s’achever en fin de culture

3. la « phase de maturation » des fruits qui démarre sept a dix jours avant la
récolte des premiers fruits et se termine a la récolte (Dumas, 1992 in Huat, 2008).

1.9.Production nationale et mondiale de la tomate
1.9.1- Production mondiale

Selon la FAO stat (2010) (figure 04), la Chine se trouve au premier rang avec une
production qui dépasse les 34 millions de tonnes en 2009 avec une superficie d’environ 1,5

millions d’hectares soit 1’équivalent d’un rendement de 22,67 t/ha
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Fig.4 - Productions des 13 premiers pays producteurs de tomate en Million de tonnes (FAO, 2010).

1.9.2- Production nationale

En Algérie, la superficie cultivée en tomate en 1999 était de 55 210 ha et la production de 954
804 tonnes soit un rendement de 17,29 t/ha. (Fig05).En 2009,prés de 33 000 ha sont consacrés
annuellement a la culture de tomate (maraichere et industrielle), donnant une production moyenne

de 11 millions de quintaux et des rendements moyens d'environ 311 Qx/ha (Madr, 2009).
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Fig.5- Superficies et production de tomate de 1999 a 2009 en Algérie(FAOSTAT, 2010).
1.10.Contraintes de la production de tomate

En Algérie, comme dans la plupart des pays méditerranéen, la culture de la tomate est soumise a
plusieurs contraintes biotiques et abiotiques. Ces contraintes sont liés a des changements de
I’environnement, notamment les mauvaises conditions de température, I’humidité de 1’air ou du sol,
les déséquilibres de la nutrition, la carence ou ’excés de substances minérales, 1’acidité ou 1’alcalinité

du sol, un mauvais drainage et au développement des maladies.
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1.10.1-Principales maladies de la tomate

Comme toutes les plantes, la tomate est soumise a 1’attaque de nombreux agents
pathogénes qui sont responsables de diverses maladies. Elle peut ainsi étre attaquée par des
virus (CMV, TMV, TSWV ...) (tableau 03), des mycoplasmes (transmis par des insectes
vecteurs comme la cicadelle), des bactéries (Pseudomonas syringae,Xanthomonas. Spp,
Clavibactermichiganensis...) (tableau 02), des champignons (Botrytis cinerea, Phytophthora

infestans, fusariumoxsysporum...). (Tableau 1).
1.10.1.1-Maladies cryptogamiques

La tomate est sujette a de nombreuses maladies cryptogamiques conduisant non seulement a
une diminution du rendement, mais aussi a d’importantes altérations de la qualité de fruits
(TableauO1).Certains agents phytopathogénes sont responsables d’importantes pertes de récoltes en
causant diverses maladies dont : 1) pourriture des semences (Fusariumspp., Pythiumspp., etc.), 2)
fonte des semis (Pythiumspp., Sclerotiniaspp., etc.), 3) pourriture racinaire (Fusariumspp.,
Phytophthora spp.,  Rhizoctoniaspp., etc.) et 4) flétrissement des plantes (Fusariumspp.,
Verticilliumspp., etc.) (Agrios, 1988).

Tableau 1 : Les maladies cryptogamiques de la tomate (Snoussi, 2010)

Maladies Agents causals Symptdéme et dégats
Mildiou -Phytophthora infestans Grandes taches brunes sur les feuilles et les tiges.
Alternariose | Alternariasolani Taches noires de taille variables sur les feuilles.
Fusariose - Flétrissement des feuilles avec brunissement
fusariumoxsysporumf.splycop | des vaisseaux et pourriture des racines.
ersici.

fusariumoxsysporumf.spradic

islycopersici
Verticilliose | -Verticilliumalbo-atrum -- Flétrissement des feuilles accompagné d’un
Verticilliumdahliae jaunissement. Unilatéral suivi de desseéchement
des feuilles de la base.
Anthracnose | -Collectotrichumcoccodes Téches circulaires de 05 a 10 mm sur les fruits
rouges.
Oirdium -Oidiumneolycopersici Feutrage blanc sur feuilles
Pourriture -Botrytis cinerea Feutrage gris sur les feuilles et sur les fruits.

grise

1.10.1.2-Maladies bactériennes
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Dans les régions humides, nombreuses maladies s’attaquent la tomate. Parmi celles-ci, la

moucheture bactérienne, le flétrissement bactérien, la gale bactérienne et le chancre bactérien, causent de

sérieux problemes aux cultures de tomates en champs. Ces maladies bactériennes peuvent affecter

gravement le rendement des tomates et, par conséquent, entrainer des pertes importantes pour le

producteur.

Tableau 2 - Les maladies bactériennes de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladies

Moucheture
bactérienne

Gale bactérienne

Chancre bactérien

Le flétrissement
bactérien

Agents causals

Pseudomonas
syringaepv. tomato

Xanthomonas. Spp

Clavibactermichiganensissubsp.

Michiganensis

Ralstoniasolanacearum

Symptémes et dégats

Petits points noirs habituellement
inférieurs a 2 mm de diamétre,
entourés d’une auréole jaune et par des
taches noires rarement supérieures a
1mm de diametre, entourées parfois
d’un halo vert foncé, sur les fruits.
(Blancard, 2009).

Sur feuilles, tiges et pétioles de
tomate, les Iésions se présentent sous
forme des zones circulaires (1-5 mm)
saturées d’eau, d’abord vertes, puis
brunes et nécrosées. Les fruits de
tomate portent des taches subérisées
de 2 a 10 mm de diamétre, circulaires
et a marges saturées d’eau. (Blancard,
2009).

Petites taches chancreuses sur les
folioles de couleur blanc marron.
Jaunissement de la moelle en bordure
des vaisseaux sur les tiges. Présence
de petites taches blanches, brunes au
centre sur les fruits.(Blancard, 2009).
flétrissement irréversible sur la partie
aérien de la plante qui survient apres
blocage, par la bactérie de la
circulation de 1’eau dans la plante.

1.10.1.3-Maladies virales

Les maladies d’origine virale se traduisent chez les plantes malades des symptomes

externes multiples et variés : altération des fleurs ou des feuillages, déreglement de

croissance. La tomate est toujours exposée a I’attaque d’une grande variété de virus. Les

symptdmes se manifestent le plus souvent par des altérations de la pigmentation (panachures)

mais aussi par des nécroses et des déformations Tableau 3.

——

'
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Tableau 3 - Les maladies virales de la tomate (Idrenmouche, 2011).

Maladies

Symptbmes et dégats

CMmvVv
Cucumber Mosaic Virus

Lorsque I’infection est précoce, on peut observer une
stériliteé des plantes ou une mal formation des fruits.

TICV: Tomato Infectious
Chlorosis Virus

une jaunisse généralisée et un retard du développement de la
plante.

Apparition de nécroses ce qui entraine de grandes pertes
de rendement.

TMV : Tobacco Mosaic
Virus

Virus de la mosaique du tabac Ce dernier est caractérisé par
une mosaique verte ou blanche, des folioles gaufrés
devenant filiformes et ont tendance a s’enrouler, les
fruits encore vert présentent une surface légérement bosselée
avec des plages nécrotiqgues brunes. Les fruits
murssontparsemés de plagesvertes.

ToCV Tomato Chorosis
Virus

virus de la jaunisse de la tomate. un jaunissement généralisé
a I’ensemble des folioles d’une feuille et un retard du
développement de la plante.

TSWYV : TomatoSpotted
Wilt Virus ou virus de
la maladie bronzée de la
tomate.

Il est a observer des mouchetures en mosaique avec
une décoloration des feuilles. Sur les tiges et pétioles, il
y a apparition des taches nécrotiques. Par contre sur les
fleurs, on observe un nanisme, une déformation et une
décoloration. la maladie peut entrainer un rabougrissement

du plant.
TYLCVTomatoYellow La croissance des plantes atteintes est fortement
LeafCurl Virus ou maladie | perturbée.

des feuilles jaunes en
cuilléres de la tomate.

Les feuilles sont de tailles réduites et présentent un
jaunissement et ou un enroulement en forme de cuilléres. En
cas d’infection précoce, les plantes sont naines et ne
produisent plus de fruits.

10
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11.1-Généralités sur le B. cinerea

A la frontiere du saprophytisme et du parasitisme, Botrytis cinerea Pers., [forme
imparfaite du Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel.] est le champignon Ascomyceéte
responsable de la pourriture grise (moisissure grise, pourriture de la grappe) chez des

centaines de plantes hotes au niveau mondial.

La maladie causée par cet agent pathogéne engendre des pertes économiques importantes
dans plusieurs types de culture (Veloukaset al., 2011) , ce qui engendre des pertes pouvant
atteindre 20% des récoltes mondiales (Elad et al., 2004). Sur cultures maraicheres, viticoles et
horticoles, en pré- ou en post-récolte, cette maladie conduit a des pertes importantes de
rendement (Fernandez-Ortun o et al., 2012).1l s’attaque aux fruits (ex. raisin, fraise) et aux
légumes (ex. tomate, laitue) de diverses productions vegeétales, mais aussi aux plantes
ornementales (ex. tournesol, rose) (Kim et Xiao, 2011 ; Leroux et al., 2002 ; Veloukaset al., 2011
;Yinetal, 2011). En plus d’étre considéré comme un champignon nécrotrophe, B. cinerea se
caractérise principalement par son cosmopolistique, sa polyphagie, sa variabilité génétique et sa
capacité de s’adapter facilement a son environnement (De MiccolisAngelini et al., 2010 ;

Kretschmer et Hahn, 2008 ; Martinez et al., 2005).
11.1.1-Description de I'agent pathogene

Sur milieu PDA, ce champignon se présente sous forme de colonies blanches qui prennent
ensuite une teinte grise. Les conidies sont ovoides ou rondes, hyalines et d'une taille comprise entre
11 et 15 um. Elles sont produites dans des bouquets a I'extrémité de conidiophoresramifiés.Ce
champignon peut produire également des sclérotes a contours irréguliers et noirs (1-5 mm de
diametre). La sporulation est provoquée par I'exposition a la lumiére (Rosenberger, 1990). Botrytis
cinerea peut se présenter ou survivre sous différentes formes telles que le sclérote, le mycélium,

les macroconidies, les microconidies et les ascospores.
» Le mycélium

Il est aussi une structure qui peut survivre dans les tissus morts de son hote et est constitué
d’hyphes septés. Le mycélium se présente sous forme d’une toile blanchatre et grisatre ou
olivatre comprenant des filaments articulés, cylindriques vésiculeux au niveau de la cloison
médiane, dont le diameétre varie en fonction des conditions de développement des hyphes.
(Ajouz, 2009). Quand ce mycélium devient fructifére (au bout d’un certain temps d’incubation
(>7j) sur milieu nutritif, il développe des touffes de conidiophores dressés grisatres (gris

brunatre ou gris cendré) et présentant des ramifications a leur sommet.

11
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> Le sclérote

Il se développe dans les tissus morts de son hote et est considéré comme la principale structure de
survie du champignon durant I’hiver (Williamson et al., 2007). Il est formé par une masse mycélienne
dense plutét arrondie (1-5 mm de diamétre), entouré d’un cortex rigide contenant des pigments de
mélanine. Ces caractéristiques le protégent de la dessiccation, des rayons ultra-violets et des attaques de

microorganismes sur de longues périodes (Williamson et al., 2007).
» Les macroconidies

Les macroconidies sont ovoides contrairement aux microconidies (encore appelées
spermaties) qui, elles, se présentent sous forme sphérique et de plus petite taille (2 a 4um). Le
fait que les macroconidies posseédent la caractéristique d’étre hétérocaryotiques est trés
avantageux. Cette caractéristique confere au champignon B. cinereaune plus grande
variabilité génétique et donc, la possibilité de s’adapter plus rapidement aux conditions du

milieu, par exemple aux fongicides (Williamson et al., 2007 ; Leroux, 2004).

» Les microconidies (spermaties)

Ce sont des gameétes males uninuclées jouant un réle dans la reproduction sexuée du champignon.

Fig.6 -Conidies observés en utilisant un microscope électronique a balayage

(A). Conidiphoresobservés en utilisantun microscope électronique (B).
Apothécieproduisant des ascosporessurunesclérote (C).Botrytis cinereasur milieu
de culture PDA a 25°C (D).Sclérote de Botrytis cinereaproduitessurboite de pétri
aprés un mois de culture sur un milieu PDA a 21°C(E).) Observation de la
germination des conidiessur milieu riche PDA au microscope optique).

Les ascospores
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Au nombre de huit par asque, elles sont oblongues a elliptiques. Un asque contient huit
ascospores binuclées qui germeront pour produire un mycélium (Williamson et al., 2007). Les
asques sont produits sur des apothécies, fructifications d’ascomycetes assurant la reproduction

sexuée (Ajouz, 2009).
11.1.2-Nomenclature et systématique

Le nom Botrytis cinerea a été donné par Persoon en 1801 a un agent pathogéne de la

vigne. Ce champignon comme beaucoup d'autres connait une double classification :

- Une forme parfaite (téléomorphe), Botryotiniafuckeliana (de Barry) Wetzel. C'est un
Ascomycete, de la classe des Discomycétes, de l'ordre des Léotiales, famille des
Sclerotiniaceae.

- Une forme imparfaite (anamorphe), Botrytis cinereaPers. C'est un Deutéromycete de la
classe des Hyphomycétes, de I'ordre des Moniliales, famille des Moniliaceae. C'est de Bary
(1866) qui a établi une relation génétique entre Botrytis cinerea Pers., organisme asexué, et
Botryotiniafuckeliana appelé au départ Pezizafuckeliana, organisme sexue.

Botrytis cinerease classe comme suit :

Régne Fungi

Division:  Ascomycota

Classe : Leotiomycetes

Ordre : Helotiales

Famille :  Sclerotiniaceae

Genre : Botrytis

Espéce : Botrytis cinerea (Hakim Alilou, 2012).

I1. 1.3-Cycle infectieux de B. cinerea

Botrytis cinereaposséde un cycle infectieux sexué et asexué. Il peut produire soit des spores
asexuées (macroconidies) ou sexuées (microconidies), soit du mycélium ou des sclérotes (Ajouz,
2009). Durant I’hiver, B. cinerease conserve principalement sous forme de sclérotes dans les debris
morts de 1’hote, la plupart du temps les feuilles tombées au sol. Les sclérotes, dans des conditions
particuliéres, développent des apothécies qui donnent des ascospores. Ces apothécies sont rarement
observables mais constituent aussi une forme de dissémination du champignon. Les sclérotes
germent et produisent un mycélium qui, grace a ses appressoria, perforera la cuticule végétale. Il y
aura par la suite, développement des conidiophores portant des macroconidies (spores asexuées) qui
serviront d’inoculum primaire (Figurel0). Les macroconidies libérées seront principalement

propageées a I’aide du vent et de la pluie, ce qui sera considéré d’inoculum secondaire. Le mycélium
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de B. cinereapeut aussi se conserver dans les débris de I’hdte durant I’hiver pour par la suite
produire des conidies et servir d’inoculum primaire (Williamson et al., 2007). Pour plusieurs fruits
et légumes (ex. courgette, fraise, pomme), I'infection commence généralement sur les fleurs
sénescentes puis se propage sur les fruits adjacents en développement (Williamson et al., 2007).
L’infection par B. cinereapeut aussi étre favorisée par des blessures sur les fruits ou les feuilles
(Elmer et Michailides, 2004). De plus, B. cinerea peut, selon les conditions environnementales,

effectuer plusieurs cycles de reproduction asexuée au cours d’une saison.
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de conidiophers

Conide

3 e
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conidies ~
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conidiophore
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PR ; : >,
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pénétre et envahit les tissus effondrement et se envahir les tissus devient
désagrégent TaDL 64 PR
conidiophore et conidies v
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pourriture de fraise 5o, 1riture apicale de la pomme

Fig.7 - Cycle de développement (production asexuée) de Botrytis cinerea sur différentes
culture (d’apres Agrios, 2005).

11. 1.4-Sympt6éme et dégats

Au niveau des blessures contaminées, B. cinerea a une évolution d'autant plus rapide que les
fruits sont plus mars. Si I'atmosphere du local de conservation est tres humide, un mycélium blanc et
dense peut apparaitre en surface et contaminer les fruits sains adjacents provoquant la formation de
‘nids’ de pourriture dans les caisses (Bondoux, 1992). Les symptdmes qui sont les plus typiques
pour les feuilles et les petits fruits sont 1’apparition de taches brunes, suivis par I’apparition de

feutrage grisatre, qui sont en fait les conidies (Williamson et al., 2007).

11. 1.5-Gamme d'hdte de B. cinerea et cycle épidémiologique
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B. cinerea est un champignon pathogéne ubiquiste et polyphage, capable d’infecter plus
de 200 especes de plantes dicotylédones et monocotylédones, causant des pertes
économiques importantes sur les cultures avant et aprés récolte (Rosslenbroich et Stuebler, 2000 ;
Gudelj et al., 2004 ; Hubert et al., 2005). Il affecte de nombreuses productions veégétales
d'importance économique en culture sous serre ou en plein champ, comme par exemple: le raisin,
la pomme, la poire, la cerise, la fraise et le kiwi en production fruitiere, I’aubergine, la carotte, la
laitue, le concombre, le poivron, la tomate, la courgette en production légumiere ou des plantes

ornementales comme la rose, le gerbera ou le cyclamen.
I1. 1.6-La lutte contre Botrytis cinerea

1. 1.6.1- Lutte culturaux

Choix du site et type de plantation

Le site et la méthode de plantation doivent faire en sorte d'assurer un séchage rapide du feuillage
et des fleurs afin de limiter le développement du champignon. Ainsi, il faut choisir un site ou lair

circule facilement, avec une bonne exposition au soleil, sur un sol qui se draine bien.
Irrigation

Les conditions environnementales, en particulier I’humidité relative, joue un role clef pour
I’infection de la plante par B. cinerea et le développement de la maladie. L'idée générale encore
une fois est d'éviter que le feuillage reste humide longtemps. L'irrigation goutte-a-goutte permet

de réduire les risques de maladie en gardant le feuillage sec.
Rotation

Une facon simple d'éviter les probléemes de pourriture grise est de faire une rotation

courte, c'est-a-dire de ne faire la récolte qu'une année.
Variétés résistantes

Pour I'ensemble des cultures attaquées par le champignon, il n’existe aucune variété
commerciale résistante a la pourriture grise (Dik and Wubben, 2004).Cependant, il existe une

différence importante dans la sensibilité a la pourriture grise pour certaines plantes.
Il. 1.6.2- Lutte chimique

Les fongicides anti-Botrytis utilisés en végétation ont largement évolué depuis le début des
années 1970, ou les premiéres matiéres actives apparues sur le marché frangais pour lutter contre
la pourriture grise furent le folpel, le captafol, I’euparéne (dichlofluanide) et le thirame. Des

progrés ont été réalisés dans les années 1970 avec la commercialisation des benzimidazoles, des
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thiophanates, et des dicarboximides a partir de 1976 (Leroux et al., 1999). La plupart des
fongicides anti-Botrytis utilisés ont une action directe sur le champignon. Les substances actives
comme le folpel, le thirame, le fluazinam et le dichlofluanide inhibent la respiration
mitochondriale. En altérant la synthése de 1’acide désoxyribonucléique (ou ADN), I’iprodione, le
procymidone, le vinchlozoline et le fludioxonil entrainent une instabilité mitotique qui conduit a
une perturbation de la croissance des hyphes myceéliens. Le carbendazime, le bénomyl et le
thiophanate de méthyle sont également capables d’inhiber la synthése d’ADN et perturbent la
réplication et la formation de microtubules. La biosynthese des stérols est affectée chez le
champignon soumis au fenhexamide, quand celle de la méthionine est perturbée suite a
I’application du pyriméthanil, du cyprodinil et du mépanipyrim (Elad et al., 1992 ;
Rosslenbroich et Stuebler, 2000).

Il. 1.6.3- Lutte biologique

La lutte biologique a pour principe d’utiliser des micro-organismes antagonistes,
champignons filamenteux, levures et bactéries, afin de réduire la densité de I’inoculum de

I’agent pathogeéne ou d’altérer son activité pathogéne.

La protection conférée par un agent biologique peut étre basée sur un ou plusieurs
mécanismes d'action : la compétition pour les éléments nutritifs ou 1’espace, le parasitisme, la
production de substances toxiques pour le pathogéne (antibiose) et/ou la stimulation des défenses
de la plante (Thomashow& Weller, 1996 ; Yedida et al., 1999 ; Haas et al., 2000).

Le champignon le plus largement étudié est le Trichodermaspp. Les travaux sur le
biocontrble de B. cinerea a I’aide de ce champignon ont débuté il y a 30 ans (Dubos et al.,
1978, 1982). Des produits a base de T. harzianum et T. viride ont été formulés afin d’étre

commercialisés en tant qu’anti-Botrytis.
11.2-Généralités sur leFusariumoxysporum

Le genre Fusarium a été découvert par Link en 1809. Les champignons du genre
Fusarium regroupe un grande nombre d’especes peuvent aussi étre responsables des maladies
connu sous le termes de fusarioes telle que les flétrissements vasculaires et les pourritures des
racines et/ou du collet (Gordon, 1965). Le genre Fusarium est économigquement tres important
et doit étre considéré comme un faisceau d'especes tres diversifiees du point de vue
morphologique, chacune de ces espéces est représentée dans la nature par une majorité de
souches saprophytes ou de parasites regroupant des formes plus ou moins spécialisées et

douées d'une véritable virulence. Il regroupe de nombreuses especes
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phytopathogenessusceptibles d’attaquer un grand nombre de plantes(Fravel et al., 2003).
Certaines espéces ont un nombre restreint d’hotes tels que F. graminearum (Goswami et
Kistler 2004) et d’autres tels que F. oxysporum et F. moniliforme en attaquent plusieurs
(Bezuidenhout et al. 1988; Hsieh et al., 1977; Nelson et al., 1981).

Fusariumoxysporum  (Schlecht). Snyder et Hansen (Snyder et Hansen, 1940) est
I’espece la plus répandue. Elle comporte des formes phytopathogeénes les plus fréquentes et
les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés (Baayen et al., 2000). F.
oxysporum est un complexe d'especes ubiquistes comprenant de nhombreuses formes spéciales
(f.sp.) responsables de diverses maladies, la principale étant le flétrissement vasculaire
caractériseé par un flétrissement des plantes dd a I'envahissement des vaisseaux du xyléme par

le pathogeéne (Dean et al., 2012).
11.2.1-Positionsystématique

La forme asexuée, Fusariumoxysporum, appartient aux Deutéromycétes, «
champignons dits imparfaits », a la classe des Hyphomycetes, thalle filamenteux septéet la
production de conidies hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres,
ordre: Tuberculariales, présence de sporodochies, famille: Tuberculariaceae : seule famille de
l'ordre (Blancard, 1998; Botton et al., 1985). La multiplication asexuée fait intervenir des

conidies de formes et d'organisations tres variées (Bouchet et al., 2000).

Cependant, il existe quelques souches de Fusarium qui possedent une forme parfaite
(téeléomorphe). Ces formes appartiennent a la division des Ascomycetes, classe:
Sordariomycétesprésence d'un ascocarpe avec couche fertile,ordre: Hypocréalesl' ascocarpe est un
perithéce, famille:Nectriacées et aux genres Gibberella, Nectria et Plectosphaerella (Rakotonirainy,
2014).

En outre, il est important de savoir que 120 formes spéciales et races ont été ainsi
identifiées, basées sur leur spécificité d’hotes (O'Donnell et al., 2015), parmi lesquelles les
formes spéciales albedinis, lycopersici et ciceris qui sont responsables, respectivement, de la
fusariose vasculaire du palmier dattier, de la tomate et du pois chiche (Benzohra et al., 2015;
El Komy et al., 2015; Jimenez-Diaz et al., 2015).

La production de métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et
phytotoxines) est courante chez les Fusarium, et le profil de ces composés peut étre utilisé

pour la classification des especes (Thrane, 2001).

11.2.2-Biologie de F. oxysporum
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Les F. oxysporumont une origine tellurique, ce qui explique leur forte présence au
niveau du sol, d’ou prés de 40-70% de la population fusarienne tellurique totale sont des
F. oxysporum(Smith, 1965). Ces derniers, ménent une vie en saprophyte en absence de la
plante hote (Blancard, 1997).11 s’agit en effet de parasites des climats tempérés, présentant
une croissance optimale a des températures comprises entre 25°C et 30°C (Blancard,
1997). Ces champignons se trouvent le plus souvent dans le sol, sous forme de spores
résistantes (Chlamydospores) (Alabouvetteet al., 1993) qui en contacte de 1’hote,
s’adhérent au niveau des racines de la plante et germent a l’extérieur, une partie du
mycélium pénetre a Dintérieur des racines et se ramifie au niveau des cellules
épidermiques. Ce pathogéne a la capacité de franchir les barriéres rigides de la plante hote
grace aux enzymes hydrolytiques qu’il posséde (Beckman et Roberts, 1995), ou par
I'intermédiaire de blessures naturelles ou accidentelles.). Le parasite s’installe dans les

vaisseaux du xyléne (tissu conducteur) entrainant une coloration brune de la plante.

Lorsque le champignon se développe, il produit trois types de spores asexuées qui
assurent sa dissémination. Les microconidies sont uni- ou bicellulaires , de petite taille
(8-10 pm), ovoides et non septées, sont produites abondamment et regroupées en
«fausse-téte» sur des phialides portées par le mycélium(Agrios, 2005; Nelson et al.,
1983). Les macroconidies sont plus grosses (jusqu’a 45 pum), en forme de fuseau et
multiseptées, en bouquets sur des phialides terminales portées par des conidiophores
(Agrios, 2005 ; Burgess, 1981). Les chlamydospores sont des spores rondes d’une ou
deux cellules, entourées d’une paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont
observées au milieu des hyphes ou en position terminale, souvent en forme de paires,
quelques fois en triplets et rarement en forme rassemblée (Agrios, 2005; Nelson et al.,
1983). Ces caractéristiques permettent 1’identification de F. oxysporum au microscope
(Leslie et Summerell, 2006 ).

Les chlamydospores restent dormantes et immobiles jusqu'a la stimulation de la
germination par des substrats organiques ou exsudats racinaires. Suite a la germination, il y a
formation d’un mycélium. Si les conditions sont favorables, le thalle produit des conidies
(Beckman et Roberts, 1995; Agrios, 2005). La pénetration directe dans les cellules
épidermiques serait possible. Cechampignonproduitdenombreusesmicro-
etmacroconidies,voiredeschlamydosporessur et dans les tissus colonisés. Sa dissémination
peut avoir lieu par les courants d'air les et le matériel agricole, ainsi que par les éclaboussures

d'eau.
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Figure 9 : Cycle de vie de Fusariumoxysporum (Marion Triolet, 2014).

11.2.3-Lapathologie

Deux maladies fusariennes différentes sont a 1’origine de pertes considérables dans la
culture de la tomate a travers le monde, il s’agit de la fusariose vasculaire (Fusariumwilt)
causee par Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici(Fol)
SnyderetHansen.etlapourrituredesracinesetdu collet (Fusariumcrown and root rot) causée par

Fusariumoxysporum f. sp. radicis-lycopersici(Forl) Jarvis et Shoemaker (Katanet al.,1997).
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11.2.3.1-La flétrissure fusarienne (Fusariumwilt)

L’unedesmaladieslesplusdévastatricesdelaculturedelatomateatraverslemondefutdécrite
pour la premiére fois en Europe a la fin du X1Xe siécle. Ses dégats fluctuent en fonction de la
race et de la variété cultivée (Blancard, 1997). 1l s’agit d’une maladie de climat chaud causée
parFusariumoxysporumf.sp.lycopersici(Fol)(Walker,1971).Cedernierspossédetroisraces
physiologiquesquisontal’originedelarésistancealafusariosevasculairedanscertaineszones de

production (Mc Grathet al.,1987).

Ce champignon indigéne du sol, pénétre dans la plante via les racines pour envahir par
la  suite lestissus,provoquantlejaunissement,laflétrissurepuislamortdelaplante(Blancard,
1997).Lesfeuillesasséchéesgardentleur chlorophylle et apparaissent avec un aspect gris
verdatre (Laterrotet al.,1978). Il s’ensuit un
jaunissementdebasenhautdesfeuilles,puisunenécrosed’unepartieoudelatotalitédulimbe avec des
éclaircissements au niveau des nervures (Messiaen, 1981). Les tissus des vaisseaux
conducteurs apparaissent d’une couleur brune suite d’une coupe longitudinale au niveau de la
tige d’une plante atteinte, au moment ou, des tissus bruns foncés contenant souvent des

fragments mycéliens apparaissent lors d’une coupe transversale.
11.2.3.2-La pourriture racinaire (Fusarium crown and rootrot)

L’une des principales maladies responsables des pertes économiquement importantes
de la culture de tomate partout dans le monde est causée par Fusariumoxysporumf.sp.
radicis- lycopersici(Forl) (Jarvis et Shoemaker, 1978). Ce champignon provoque, dans un
premier temps, de nombreuses lésions brun rougeatres humides, évoluant rapidement en
pourriture suivit d’un développement d’un chancre brun sur seul c6té de la tige et du collet
en forme d’une flamme. Suit a ces altérations, des symptomes de flétrissements et de
jaunissement apparaissent a la périphérie du limbe des vieilles feuilles, suivit de la nécrose
des pétioles et de la chute des feuilles. Certaines plantes affectées précocement voient leur
croissance réduite (Blancard, 1997). Lors d’une coupe longitudinale au niveau du cylindre
central des grosses racines, des brunissements assez marqués apparaissent en s’étendant

jusqu’a la tige sur plusieurs dizaines de centimétres au-dessus du collet (Blancard, 1997).
11.2.4-Les moyens delutte

Le controle de la fusariose est difficile a cause de leur pouvoir saprophyte, leur aptitude a
coloniser les plantes non hoétes et de survivre a des conditions défavorables, ainsi sa capacité de

persister de longues périodes dans le sol en absence de la plante (Benhamou et al., 1997).
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11.2.4.1-La lutteculturale

Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent la maladie, comme la destruction des
débris de récolte des plantes fusariées, la jachere de longue durée, la rotation culturale avec des
cultures non- hotes, peuvent agir sur la densité de I’inoculum présent dans le sol (Edel et al., 1995
; Scott et al., 2012). De plus, il est connu que des formes spéciales comme melonis, ciceris et lentis
peuvent coloniser d'autres plantes sans provoquer de symptémes apparents, ce qui rend impossible

I'éradication de la maladie par la pratique des cultures en rotation (Belabid, 2003).
11.2.4.2-La luttegénétique

Comme de nombreuses maladies parasitaires, la méthode la plus efficace pour le contréle des
maladies provoquées par Fusarium est I’introduction de génes de résistance au niveau des plantes qui
deviennent plantes trans-génétiques (Fravel et al., 2003). Chez la tomate, le melon, le haricot et le pois
chiche des génes dominants de résistance ont été identifiés (Huang et Lindhout, 1997; Hawkins et al.,
2001; Schneider et al., 2001; Halila et al., 2008; Diener et Ausubel, 2005). Cependant, l'efficacité de
variétés résistantes dans le controle d'une maladie peut étre inefficace par le temps, d’ou ’apparition
de nouvelles races pathogenes par des mutations ou des parasexualités aléatoires et spontanees (1979 ;
Beckman, 1987; Cai et al., 2003).

11.2.4.3-La luttebiologique

Les méthodes du contréle biologique des fusarioses ont acquis un intérét particulier. Parmi
les microorganismes expérimentés avec succes, a 1’égard des maladies d’origine tellurique, les
Pseudomonas spp. fluorescents qui ont été decrites pour empécher le développement de la
maladie du Fusariumroot rot chez la tomate (Dekkers et al., 2000 ; Bolwerk et al., 2003), d’ou ils
entrent en en compétition pour les nutriments et la colonisation racinaire avec des souches de F.
oxysporumpathogenes (Alabouvetteet al., 2006). La présence de la souche non pathogene de F.
oxysporum 47 (Fo47) dans le sol était capable de protéger plusieurs especes végéetales comme le
lin, melon et tomate contre ses respectives formes spéciales de F.oxysporum: lini, melonis et

lycopersici (Aimé et al., 2008).

Des espéces de Trichoderma ont démontrés leurs efficacités dans le contrdle des maladies
de la pourriture racinaires de nombreuses plantes cultivées (Vermaet al.,2007). Aussi, T. harzianum
a été décrit comme capable de contrdler les pathologies induites par F. oxysporum sur le bananier
(Thangavelu et al., 2004). En outre, il s’agit d’une souche de Trichodermaasperellum est utilisée
en culture ornementale sous serre, cet agent de biocontrole est utilisé pour lutter contre F.

oxysporum responsable de la « flétrissure fusarienne » chez les plantes ornementales, et
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notamment pour les ceillets. Ce dernier agit en parasitant le champignon pathogéne, en entrant en
compétition nutritive et spatiale et en stimulant les réactions naturelles de défense chez la plante
(Grégoire, 2013). L’espece Pythiumoligandrum est consideréee comme non pathogéne et a été utilise
comme agent de biocontrole sur différentes cultures telles que la tomate, la vigne, le blé (Gerbore et
al., 2013, Darles, 2013).

11.2.4.4-La luttephysique

Consiste a stériliser le sol avant toute transplantation par la chaleur, la solarisation ou le traitement des
racines avec de l'eau chaude entre 48 et 49°C pendant 30 secondes (Anchisiet al., 1985), mais généralement,
ni la solarisation ne sont pas des solutions efficaces a long terme (Corbaz, 1990).

11.2.4.5-La luttechimique

Des molécules chimiques comme 1’azoxystrobine ou le bromure de méthyle, sont ou ont été
utilisées comme fongicide ou pour désinfecter le substrat respectivement (Gullino et al., 2002;
Elmer et Daughtrey, 2012). L’apport d’azoxystrobine au rempotage a permis de limiter le
pourcentage de plantes mortes a 36 % contre 89 % sans aucun traitement (Gullino et al., 2002). Le
bénomyl a permis de limiter les pertes a 54 % de plantes contre 80 a 90 % sans traitement.
Cependant, les résultats obtenus avec les molécules chimiques ne sont pas suffisants et ne
permettent pas une action curative (Elmer et McGovern, 2004). Les substances actives les plus

utilisées sont le thiophanate-méthyl, I’azoxystrobine et le fludioxonil.

Si la lutte chimique, par ces molécules, a donné des résultats encourageants dans la
lutte contre ce pathogéne (Marios, Mitchell, 1981), I’ utilisation répétée des produits de
synthese entraine souvent la pollution de I’ environnement, I’ apparition de souches

résistantes et augmente la quantité des résidus sur les fruits (Ozbay, Newman, 2004).
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I11.1-Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mixture de composeés, volatils, naturels et caractérises par
une odeur forte. Elles sont synthétisees par les plantes aromatiques en tant que métabolites
secondaires (Bakkali et al., 2008), isolés par hydro distillation ou par expression mécanique
des végétaux entiers ou en partie; feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles,
d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits (Burt, 2004; Kalemba, 2003). Les huiles
essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des
pressoirs (huile de tournesol, de mais, d'amande douce, etc.). Elles sont liquides, rarement
colorées et solubles dans les solvants organigques avec une densité généralement plus faible que
celle de I’eau. Elles peuvent étre connues par leurs effets antiseptique, bactéricide, virocide,
antifongique et leur fragrance. Jusqua aujourdhui, ces caractéristiques n'ont pas beaucoup
changé¢ sauf qu’elles sont maintenant davantage connues, en particulier au niveau
antimicrobien (Bauer et al., 2001). En raison de leurs actions bactéricides, fongicides, leurs
propriétés pharmaceutiques et alimentaires, elles sont de plus en plus requises comme

alternatives aux produits chimiques de synthése pour protéger I’équilibre écologique.
I11.2-Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre classées en plusieurs familles biochimiques
(alcools, phénols, composés terpéniques...). Leurs constituants peuvent &tre répartis en
deux classes en fonction de leur voie de biosynthese: les terpénoides et les

phenylpropanoides (Buchanan et al., 2000).

Les composés terpéniques sont formés d’unités isopréniques (en C35) et
comprennent les monoterpénes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpénes (C20) et les
tri terpenes (C30). Les terpénoides constituent une famille de composés largement
répandus dans le régne végetal, comprenant au moins 30 000 composés sont connus
comme métabolites secondaires (Connolly et Hill, 2005). Les Terpénes forment

structurellement et fonctionnellement différentes classes selon :

e Leurs fonctions: alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes
(citral, citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes
(cinéole).

e Leur structure: linéaire (farnéséne, farnésol), monocyclique (humuléne,
zingiberene), bicyclique (cadinene, caryophylléne, chamazulene) ou tricyclique

(cubebol, patchoulol, viridiflorol) ( Breitmaier, 2006).

——
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Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane ont une biogenése différente
de celle des terpenes. On peut citer 1’acide et I’aldéhyde cinnamique (HE de cannelle),
I’eugenol (HE de girofle), le carvacrol (HE d’origan), I’anéthol et I’aldéhyde anisique (HE

de badiane, d’anis et de fenouil) qui sont les principaux membres de cette famille.
111.3-Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles forment un groupe trés homogene (Bernard et al., 1988 ;

Bruneton, 1993). Les principales caractéristiques sont :

= Liquides a température ambiante.

= Volatiles et tres rarement colorées.

= Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpénes.

= Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et
en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira 1’effet inverse.

= Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans I’eau.

= Trés altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri
de la lumiére et de I’air.

I11.4-Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent un large spectre d'activités biologiques incluant les
activités antimicrobienne (Hanana et al., 2014; Hamrouni et al., 2014; Parveen et al., 2014
), anticancéreuse (Millet, 2014), anti-inflammatoire (Kim et al., 2014) ,insecticide (Vera et
al., 2014) analgésique (Hajjaj et al., 2014), sédatif, antispasmodique , anesthésiant local
(Bakkali et al., 2008), antiasthmatique ( Shirole et al., 2014) et on leur reconnait également

des propriétés cytotoxique (Gazim et al., 2014).

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition

chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants (Lahlou, 2004).

Les antioxydants sont soupconnés d'étre directement antimutagénes (Clark, 2002) et

anticancéreux en raison de leurs propriétés anti radicalaires.

——
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111.4.1-Activité antioxydante

Les huiles essentielles sont aussi des antioxydants tels que les terpénes et les
composants phénoliques (Arab et al., 2014). Les composés qui ont une activité préventive
sont capables de retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation
des ions métalliques ou la réduction d’oxygene... etc (Madhavi et al., 1996). Des études ont
montré que I’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes
hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou ’application par vaporisation en
surface de I’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet, fruits et 1égumes entiers...)

contribuent a préserver 1’aliment des phénomenes d’oxydation (Caillet et Lacroix, 2007).
I11.4.2-Activite antibactérienne

L’effet antimicrobien des HE est connu depuis longtemps. La composition de ces HE
et, en particulier, la nature de leurs composés majoritaires sont responsables de cette
activité antimicrobienne (Simeon De Buochberg et al., 1976).

plusieurs auteurs ont montré que les HE ont un spectre d’action assez large
puisqu’elles agissent aussi bien sur les bactéries, les levures, les moisissures que sur les
virus (Tantaoui-Elaraki et al., 1993a; Remmal 1994; Siddiqui et al., 1996). Des travaux plus
récents ont confirmé 1’effet antimicrobien in vitro des HE sur les bactéries a Gram+ et a
Gram- et les levures (Hili et al., 1997; Cox et al., 2001; Delaquis et al., 2002; Rhayour et al.,
2003). En effet, d’apres Hulin et al (1998) et Ultee et al (1999), le carvacrol semble étre un

puissant inhibiteur de croissance de bactéries telles que Baccillus cereus et Salmonella.
111.4.3-Activité antifongique

Les huiles essentielles pourraient également étre employées comme agents de
protection contre les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant la
denrée alimentaire (Lis- Balchin, 2002). Les huiles essentielles les plus étudiées dans la
littérature pour leurs propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae :
thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge, etc... Etant donnée la grande complexité de
la composition chémotypique des huiles essentielles. Ainsi 1’activité fongistatique des
composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques
(Voukou et al., 1988). L’activité antifongique décroit selon le type de fonction chimique :

Phénolsy»Alcools» Aldéhydes>CétonesyEthersyHydrocarbures

——

]



Chapitre 111 Les huiles essentielles

111.4.4- Activité antivirale

Sydney et al. (2014) ont également suggéré que I’HE d’Ocinum basilicum (basilic)
ainsi que différentes molécules retrouvées dans les HE (camphre, thymol et 1,8-cinéole)
pouvaient avoir une activité antivirale a ’encontre du virus de la diarrhée bovine. Astani et
al. (2011) ont quant a eux étudié et suggéré une action antivirale potentielle de I’HE d’anis
¢toilé contre I’herpés virus simplex de type 1 (HSV-1) ainsi que celle de I’eugénol, du trans-

anéthol, du B-caryophylléne et d’autres molécules retrouvées dans la composition des HE.
I11.4.5-Activite insecticides

Certaines huiles essentielles sont insectifuges ou insecticides comme celles possédant
des fonctions aldéhydes comme le citronnellal contenu dans I’Eucalyptus citronné ou la

citronnelle.
111.5-Mode d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. De facon générale,
il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles essentielles sur les bactéries comme
la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton,
fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules (Davidson, 1997). Certains
composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la membrane des
micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie hydrophobe de
la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane prévenant la
phosphorylation de I’ADP (Knobloch et al., 1989; Sikkema et al., 1995). Une inhibition de la
décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a aussi été rapportée
(Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthese de
I’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides (Zani et al., 1991). Certains HE
provoquent une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions (K-+) en niveau de cellule: ce
mécanisme a été observé avec 1’huile de Melaleuca alternifolia sur les bactéries a Gram positif
(Staphylococcus aureus) et Gram a négatif (Escherichia coli) et levure (Candida albicans) in
vitro (Cox et al., 2000; Carson et al., 2002). Néanmoins, certains composes phenoliques de bas
poids moléculaires comme le thymol et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par
fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires grace a leurs groupements

fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus vulnérable (Dorman, 2000).

——
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I-Matériels
1.1-Souches fongiques

Les deux champignons utilisés dans ce travail sont des espéeces fongiques responsables
des pourritures grise et flétrissement, ils ont été choisis pour les dégats considérables qu’ils
causent aux culture sous serre de la tomate. Ces deux espéces fongiques appartiennent a la
collection de la mycothéque du Laboratoire de recherche protection des végétaux de
I’'université de Mostaganem. Elles sont régulierement entretenues par repiquage sur le milieu
PDA (Potato Dextrose Agar).

Botrytis chinera Fusarium oxysporum

Figure : les Souches fongiques
1.2-Milieu de culture utilisee
Au cours de notre expérimentation on a utilisé le milieu PDA.

Le choix d’un milieu de culture est basé¢ sur son adéquation pour un bon développement du

pathogéne. La composition du milieu « PDA » (Potato Dextrose Agar) est la suivante :

> Pomme de terre.......................0. 200g

> Glucose.....oovveiiiiiiiiiiia, 20g

> Agaragar.............coooiiiiiiiininnn. 20g

> Eau distillé..................ooiiiis 1000 ml
[ 57 )
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1.3 Matériel végétal et huile essentielle

Nom vernaculaire Famille Espéce Molécule

Genévrier Cupressacées Juniperus Oxycedrus Sesquiterpeénes;
Delta-cadinéne

I1-Méthodes
I1.1-Détermination de la concentration minimale inhibitrice

A T’issue de cette étude préliminaire, toutes concentrations ayant présentées un
pourcentage d’inhibition > 50% sur une souche fongique sont sélectionnées pour la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de dilution en
milieu liquide (Alcamo, 1984; Rotimi et al., 1988 ).

Pour faciliter la miscibilité des huiles essentielles dans le milieu liquide, nous avons
utilisé le Tween 80 a raison de 90% d’huile essentielle pour 10 % de tween 80 (Oussou et al.,
2008). Le tween a servi de dispersant des huiles dans I’eau. Il est a la fois miscible a 1’huile et
a I’eau. La solution obtenue est agitée au vortex pendant 3 min de sorte a avoir une bonne
homogénéisation. L’huile a été ensuite dissoute dans des tubes stériles contenant de I’eau
distillée, de maniéere a générer une dilution de raison 2. Des dilutions sont préparées pour

avoir des concentrations finales de 25% ; 12.5%, 6% et 3%
I1.2-Préparation de I’inoculum

L’isolat B. cinerea est cultivé sur le milieu PDA quinze jours a I’obscurité et a 25°C
afin de favoriser la croissance mycélienne. La surface chargée de spores est alors raclée
stérilement a I’aide d’une spatule métallique, le mycélium et les spores sont mises en
suspension dans 1’eau distillée stérile, puis agités pendant Smin. La suspension est filtrée pour

séparer les spores des fragments mycéliens.
11.3-Méthodologie de test antifongique

11.3.1- Action d’huile de cade sur la croissance mycélienne
Méthode de contact direct

Dans les boites de Pétri, 200ul de chaque concentration des huiles préalablement
préparée sont distribués distinctement sur des boites gélosées puis homogéneisés dans tous les
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sens de sorte a couvrir toute la surface de la boite gélosée. Un disque mycélien de 4 mm de
diamétre, prélevés a partir de la zone de croissance active d’une culture d’une semaine, est
placé au centre d’une boite de pétri. L’incubation se fait a 1’obscurité pendant 4 j a 25 °C.
Chaque essai est répété trois fois. La croissance de filaments sur chaque boite est relevée et il
est procédé, a une mesure des diametres de différentes colonies de champignons filamenteux
pour calculer le taux d’inhibition (I’%) (Kordali et al., 2003). Pour cette méthode, la
technique consiste a mesurer les diamétres de champignon apres le temps d’incubation requis

puis résoudre 1’équation :

I’(%) =100 x (dC-dE)/dC

I’(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage

dC = Diametre de colonies dans les boites « témoins positifs »

dE = Diameétre de colonies dans les boites contenant 1’extrait de plante
11.3.2- Action d’ huile de cade sur la sporulation

L’activité antisporulante des huiles essentielles a été étudiée sur des colonies fongiques
agées de 15 incubées a 25 °C. Des plaques de culture ont été agitées au vortex dans un tube
contenant 10 ml d’eau distillée stérile et 0,05 ml de Tween 80 pendant 5 minutes afin de
détacher les spores. Puis la suspension enrichie en spores est filtrée a travers d’un filtre pour
éliminer les débris de mycélium. Le comptage du nombre total de spores a été effectué a
I’aide d’une cellule de Malassez, a raison de trois comptages par doses et par huile. Les
moyennes de ces mesures ont par la suite été calculées. Les valeurs ont été exprimées en

nombre de spores par ml.
11.3.3- Action d’huile de cade sur le pouvoir germinatif des spores

L’activité antigerminative d’huile de cade a été étudiée en milieu liquide. Dans les tubes
de 50ml contenant chaque une d’elle, 20ml de la suspension de 10° spores/ml. Des
concentrations d’huile de cade ont été introduites dans chaque tube et elles sont incubées a
25°C. Apres 24 heures, le comptage des spores germées a été effectué sur un total de 100
spores a 1’aide d’une cellule de Malassez, a raison de trois comptages par doses. La spore était
considérée comme germée si la longueur du tube germinatif était apparue. Les boites témoins
ont eté préparées dans les mémes conditions mais sans ajout d’huile. L’évaluation de

I’inhibition de la germination PIg se fait selon la formule :
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Le pourcentage d'inhibition de la germination: Plg (%) = (1-Nc / No)*100

No : Nombre des spores germées dans le témoin

Nc : Nombre des spores germées sur le milieu de culture en présence de I’huile essentielle.
11.4- Analyses Statistiques.

L’ensemble des résultats recueillis ont été saisis et analysés au moyen du logiciel STATBOX
6.0.4, Grimmersot en utilisant ’analyse de la variance ANOVA
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- Résultats
|.1- Action d’huile de cade sur la croissance mycélienne
I.1.a- Action d’huile de cade sur la croissance mycélienne de Botrytis cinerea

L’activité antifongique d’huile de cade a été évaluée in vitro vis-a-vis de Botrytis cinerea ;

elle est exprimée par le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (Plc %).

Les résultats indiqués dans la figurell montrent un pouvoir inhibiteur significatif (P <

0,01) sur la croissance mycelienne remarquable par les quatre concentrations testées.

Il semble que le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la
concentration. Pour les concentrations 3 a 12% les taux d’inhibition sont inférieurs a 50%
(Figure 14). Les valeurs des taux d’inhibition de la croissance mycélienne sont de 1’ordre

56.6, 48.03, 43.34 et 41.29% respectivement pour les concentrations 25, 12, 6 et 3%.

La CMI est définie comme étant la concentration minimale de 1’extrait qui inhibe a plus
de 50 % la croissance fongique. Elle a été déterminée, par la technique de macrodilution en
milieu liquide, pour d’huile de cade, il semble d’apres ces résultats que cet huile présente une

CMI plus élevé (25%).
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Fig.10: Activité inhibitrice d’huile de cade sur la croissance mycélienne de B.cinerea
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I.1.b- Action d’huile de cade sur la croissance mycélienne de Fusarium oxsysporum

Le résultat de la figure 11, montre qu’au bout de 4 jours de traitement, toutes
les concentrations de 1’huile testée montrent des effets non comparables a celle de
témoin non traité. Pour toutes les valeurs de taux d’inhibition obtenues, une
différence statistiquement significative a été enregistrée entre les quatre concentrations

testées.

Pour I’huile essentielle d’huile de cade, les taux d’inhibition supérieurs a 50% ont
été révélés dans les boites de Pétri contenant des concentrations de 1’huile essentielle

de : 12 et 25%.

Une inhibition de la croissance mycélienne de 63.95, 49.37, 23.66 et 17. 91 %
respectivement pour les concentrations 25, 12, 6 et 3%. Toutefois, il est a signaler que
I’huile essentielle d’huile de cade affiche une CMI de 12% vis-a-vis de Fusarium
oxsysporum. |l semble que le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation

de la concentration.
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Fig.11 : Activité inhibitrice d’huile de cade sur la croissance mycélienne de F.oxsysporum

|.2- Action d’huile de cade sur la sporulation
|.2.a- Action d’huile de cade sur la sporulation de Botrytis cinerea

Les résultats de I’inhibition de la sporulation par d’huile essentielle de cade sont

représentés dans la figure 12 et le tableau 4. Comparés aux témoins, ils sont exprimés par le
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pourcentage d’inhibition de la sporulation (PIs %). La sporulation sur PDA a été

significativement (P <0.05) inhibée par d’huile de cade.

Les valeurs des taux d'inhibition de la sporulation (P1s%) sont présentées sous forme de
moyenne + écart-type. La sporulation sur PDA a été significativement (P <0.05) inhibée par
les quatre concentrations testées selon test ANOVA.

Des données plus précises sur les propriétés antifongiques d’huile essentielle de cade ont

été obtenues en déterminant la concentration inhibitrice minimale (CMI).

L’action des concentrations 25, 12, 6 et 3% d’huile de cade testées a permis d’avoir des taux
d’inhibition allant respectivement de 67.26, 19.22, 11.39 et 6.04%. La CMI la plus faible a été
obtenue par la concentration de 25%. On remarque que I’inhibition de la sporulation du Botrytis

cinerea accroit avec I’augmentation de la concentration (Tableau 4).
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Fig.12: Activité antifongique d’huile de cade sur la sporulation de Botrytis cinerea

Tableau.4: Taux d’inhibition d’huile essentielle de cade sur la sporulation de B. cinerea

Les concentrations d’HE

25% 12% 6% 3%

Taux d’inhibition 67.26 % 19.22 % 11.39% 6.04 %

1.2.b- Action d’huile de cade sur la sporulation de Fusarium oxsysporum

Les résultats de I’inhibition de la sporulation par d’huile essentielle de cade sont représentés

dans la figure 13 et le tableau>.
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L’action des concentrations 25, 12, 6 et 3% d’huile de cade testées a permis d’avoir des taux
d’inhibition allant respectivement de 54.52, 50.25, 11.74 et 8.37%. La CMI la plus faible a
été obtenue par la concentration de 12%. Les huile de cade a montré des pourcentages

d’inhibitions différents et trés significatifs (P<0.01) de la sporulation.

D’aprés ces résultats, il semble que I’huile essentielle de cade a une activité antifongique
mais elle est moins efficace. A la lecture des résultats obtenus on remarque que F.oxysporum
a paru moins sensibles a I’huile essentielle : deux concentrations ont donné des taux
d’inhibition supérieurs a 50%. Une réduction dans la concentration de 1’huile essentielle

entraine une diminution dans le pouvoir inhibiteur de la sporulation.

Dans tous les cas, I’inhibition de la sporulation est liée a une inhibition de la croissance

mycélienne, notamment avec les concentrations élevées en huile essentielle.
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Fig.13: Activité antifongique de d’huile de cade sur la sporulation de F. oxsysporum

Tableau.5: Taux d’inhibition d’huile essentielle de cade sur la sporulation de F. oxsysporum

Les concentrations d’HE

25% 12% 6% 3%

Taux d’inhibition 54.52% 50.25% 11.74% 8.37 %

|.3- Action d’huile de cade sur la germination
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|.3.a- Action d’huile de cade sur la germination de Botrytis cinerea

La germination des spores débute par la formation d’un tube germinatif aprés vingt-
quatre heures pour les deux champignons pathogénes étudiés sur les milieux témoins sans

huile essentielle ainsi que sur les milieux aux concentrations de 3 a 25%.

Les résultats préliminaires ont montré que I’huile essenticlle de cade a une activité,

significative sur tous les concentrations testés.

L’analyse des résultats (Tableaux 6, Figure 14) relatifs a la germination des spores chez
Botrytis cinerea soumis a I’action d’huile de cade a différentes concentrations nous permet de
constater que 1’huile de cade exerce une action antigerminative plus forte par rapport aux autres
paramétres (Croissance mycélienne et sporulation). En effet, I’huile essentielle de cade empéche

la germination de Botrytis cinerea a partir d’une faibles concentration (3 %).

L’action des concentrations 25, 12, 6 et 3% d’huile de cade testées a permis d’avoir des
taux d’inhibition allant respectivement de 77.58, 65.95, 50.43 et 28.44%. La CMI la plus

faible a été obtenue par la concentration de 6%.
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Fig.14: Activité antifongique d’huile de cade sur la germination de Botrytis cinerea

Tableau.6: Taux d’inhibition d’huile essentielle de cade sur la germination de B.cinerea

Les concentrations d’HE

25% 12% 6% 3%

Taux d’inhibition 77.58% 65.95% 50.43% 28.44%
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1.3.b- Action d’huile de cade sur la germination de Fusarium oxsysporum

Les résultats de 1’activité antifongique d’huiles essenticlle de cade sont résumés dans le
tableau 7 et figure 15. L’analyse statistique a révélé une différence significative entre les

quatre concentrations testées (p<0.05)

Le tableau montre également que I’huile essentielle de cade exercé une activité

inhibitrice vis-a-vis la germination des spores de F.oxsysporum.

L’action des concentrations 25, 12, 6 et 3% d’huile de cade testées a permis d’avoir des

taux d’inhibition allant respectivement de 48.06, 31.02, 24.81 et 14.74%.

Par contre, a la plus forte concentration 25% (Tableau7), le plus faible CMI est
obtenu sur F.oxsysporum. Cela se traduit par une inhibition de la germination des spores aux
lots témoins (43%).

On remarque que cet isolat s’est montré un peu plus résistant au huile essentielle
testées par rapport B.cinerea, la germination de la spore a été inhibée a partir de la
concentration minimale de 25%. Nos résultats suggerent que l'activité antigerminative d’huile

essentielle de cade, peut étre liée a leur composé majoritaire.
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Tableau.7: Taux d’inhibition d’huile essentielle de cade sur la germination de F.oxsysporum

Les concentrations d’HE

25% 12% 6% 3%

Taux d’inhibition 48.06% 31.02% 24.81% 14.74%

1.4- Concentration minimale inhibitrice

Dans ce tableau ci-dessous sont consignés les résultats des CMI (%) d’huile essentielle de

cade sur les deux champignons étudiés (Tableau 8).

La comparaison entre les difféerents CMI sur les deux champignons, montre qu’huile de
cade présente le meilleur effet inhibiteur de croissance mycélienne et de la sporulation sur

F.oxysporum pour une CMI de 12% par rapport a la B.cinerea (25%) (Tableau 8).

En revanche, huile de cade s’est révélé la plus active sur la germination de spores de
Botrytis cinerea avec des CMI inférieures a celles obtenues sur F.oxysporum. La plus faible
CMI a été obtenue a 6%, tandis que la plus haute valeur a été obtenue contre F.oxysporum
(> 25%).

Tableau.8 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’huile essentielle de cade sur les

deux champignons étudiés

B.cinerea F.oxysporum
Croissance mycélienne 25% 12%
Sporulation 25% 12%
Germination 6% > 25%
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Il Discussion

L’activité antifongique d’huiles essentielle de cade a été évaluée in vitro vis-a-
vis de deux champignons phytopathogenes a savoir Fusarium oxysporum et Botrytis

cinerea.

Les résultats obtenus dans cette étude révelent une inhibition significative par
d’huiles essentielle de cade sur la croissance mycélienne, la sporulation et la
germination des F. oxsysporum et B.cinerea. D’apres les taux d’inhibition générée par
les différents concentrations, 1’huile de cade exerce une action inhibitrice de la
croissance mycélienne plus forte sur F. oxsysporum avec un taux d’inhibition de 63.95,
49.37, 23.66 et 17. 91 % respectivement pour les concentrations 25, 12, 6 et 3% tandis
que la méme huile provoque un taux d’inhibition de 56.6, 48.03, 43.34 et 41.29% %
sur B. cinerea pour les mémes concentrations. Toutefois, il est a signaler que 1’huile
essentielle de cade affiche une CMI de 12% vis-a-vis de F.oxsysporum par rapport au
B. cinerea qui présente une CMI plus élevé (25%).

Selon Kalemba et Kunicka (2003), la sensibilit¢ d’un microorganisme aux huiles
essentielles dépend de la propriété de I’huile essentielle et de microorganisme lui-méme.

L'huile de cade est largement utilisée dans la dermatologie humaine et vétérinaire pour
traiter I'eczéma chronique et d'autres maladies de la peau (Bouhlal et al., 1988) et I'huile
rectifiée est utilisée comme composant de parfum dans les savons, les créemes et les parfums
(Leung et Foster, 1996). Le fruit de Juniperus oxycedrus est largement utilisé dans le
traitement des troubles gastro-intestinaux, des rhumes communs, contre les inflammations

urinaires, les hémorroides et comme antidiabétique (Yesilada et al., 1993; Abdou et al., 2011).

Stassi et al. (1998) ont rapporté que I’huiles essentielle des feuilles et des baies de J.
oxycedrus ssp. a montré une activité contre plusieurs microorganismes. Digrak et al. (1999)
ont démontré l'activité de différents extraits de solvant d'écorces de feuilles et de fruits de J.
oxycedrus.

Cavaleiro et al. (2003) I'huile des feuilles de J. oxycedrus ssp est le plus actif sur
Candida, Aspergillus et dermatophytes, avec des valeurs de CMI et CML allant de 0,08 a 0,16
ul /ml a 0,08-0,32 ul /ml respectivement.

L'activité biologique d'une huile essentielle est liée a sa composition chimique. La
relation entre la composition et la bioactivité de lI'essence des plantes aromatiques peut étre

attribuable a la fois & leurs principaux composants (composés alcooliques, phénoliques,
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terpéniques ou cétoniques) et les mineurs présents dans I'huile. (Dorman et Deans, 2000 ;
Marino et al., 2001 ; Delaquis et al., 2002).

En effet, ’huile de cade que nous avons utilisé est riche en Sesquiterpenes (Delta-
cadinéne et a-pinene),

La composition chimique de Il'huile essentielle de J. oxycedrus a été étudiée dans
différentes régions du monde et la plupart de ces études ont indiqué que 'a-pinene était le
composant principal (Derwich et Chabir, 2011) dont on sait qu'il possede un antimicrobien
important Activité (Ismail et al., 2011).

Les études sur les huiles essentielles de J. oxycedrus par Hernandez et al. (1987) et
Milos et Radonic (2000) ont montré que le principal composant de ces huiles était a-pinéne,
suivi du myrcéne et du limonene.

Deans (2000) a signalé une grande activité antimicrobienne pour le d-3-carene, alors
que dans une étude menée par Mahmoud (1994), le d-3-caréne a 1 000 ppm semblait
provoquer un légere de la croissance d’A. avus.

L’HE de cade a une action modérée sur 1’inhibition des deux stades du cycle de F.
oxysporum. Ce produit a inhibé 1égérement la germination des conidies et s’est montré par
une faible activité contre la production de conidies.

Contrairement a F. oxysporum, I’HE de cade a diminué le nombre de conidies
viables a des concentrations supérieures a 25% avec toutefois affecter la germination de
conidies de B.cinerea.

Le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles sur la sporulation a été rapporté par
plusieurs auteurs (Sharma et Tripathi, 2006, 2008 ; Mahanta et al., 2007 ; Chutia et al., 2009 ;
Grbic et al.,, 2011 ; Philips, et al., 2012). Hammer et al. (2003) affirment que les
monoterpenes, a hautes concentrations, entrainent une perte totale de I’homéostasie, de
grands dommages membranaires et une forte probabilité de la mort.

Jeum Kyu Hong et al, (2015) ont montré que Carvacrol (composant essentielle de
I’huile de cannelle) a été tres efficace pour supprimer la germination conidienne et la
croissance myceélienne de C. gloeosporioides.

Ces resultats vont dans le méme sens que les travaux de Neriet al. (2007) qui ont
montré 1’activité inhibitrice de trans-cinnamaldéhyde sur la germination conidienne in

vitro et la croissance mycélienne de Monilinia laxa
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L'huile essentielle d’Ocimum selloi appliquée a une concentration de 1 000 ppm a
réduit la germination des spores de Colletotrichum gloeosporioides et de M. perniciosa

de 93 et 87%, respectivement, mais n'a eu aucun effet sur Alternaria alternata. (Larissa

et al., 2015)




Conclusion

Conclusion

Le présent travail a porté sur 1’étude antifongique d’huile essentielle de cade sur deux
champignons parasites de tomate; B.cinereaetF.oxysporum par la méthode de contact direct et de
macrodilution en milieu liquide.

Cet étude a démontré une efficacité antifongique de I’huile de cade, appartenant a la
famille «Cupressaceae» qui semble étre efficace sur plusieurs micro-organismes.

L’huile essentielle de cade étudié est d’origine Algérien, connues pour leur usage
thérapeutique en médecine traditionnelle.

In vitro, I’huile essentielle de cade s’avere efficace sur les isolats de Fusariumoxysporum
et Botrytis cinerea avec des pourcentages compris entre 17.63 et 63.95 % pour la croissance
mycélienne, 8.37 et 67.26 % pour la production des conidies et 28.44 et 77.58 % pour leur
germination.

Perspectives

A la lumiére des résultats obtenus, il apparait évident que ce travail pourrait trouver des
moyens dans la mise au point de lutte favorables contre le développement de ces champignons. Il
convient donc de suggérer I’utilisation des HE contre les pathogeénes, en raison de son
efficacité contre les maladies d’origine fongiques et aussi, de leur nature non polluante.

Dans les travaux futurs, il serait intéressant de faire une étude plus approfondie en
utilisant des concentrations sélectionnées selon une échelle plus restreinte et de tester d'autres

huiles essentielles.
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ANNEXE 1 : les tableaux analyses de variances

Activité antifongique d’huile de cade sur taux d'inhibition de la croissance mycélienne de B.cinerea

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR TOTALE 16278,79 29 561,338

vaRFACTELR: | 11575,77 4 2893,942 | 15,383 0

YARRESIPUELLE 1 4703,021 25 188,121 13,716 36,24%

Activité antifongique d’huile de cade sur taux d'inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporum

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 19026,15 29 656,074
varFacer: | 15257,66 4 3814,416 | 25,305 0
YARRESIDURLLE | 3768 488 25 150,74 12,278 37,45%
Activité antifongique d’huile de cade sur la Sporulation chez Botrytis cinerea

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
T 672029,4 29 23173,43
varFacTER: | 81419,5 4 20354,88 0,862 0,00213
YARRESIDUELLE | 590609,9 25 23624,4 153,702 90,48%
Activité antifongique d’huile de cade sur la Sporulation chez F. oxysporum

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 1782372 29 61461,09
varFacTer: | 618261,3 4 154565,3 3,319 0,02585
YARRESIDUELLE 1 1164110 25 46564,41 215,788 45,57%
Activité antifongique d’huile de cade sur la Germination chez Botrytis cinerea

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 7512,934 14 536,638
varFacTELR: | 6867,601 4 1716,9 26,605 0,00004
YARRESIDUELLE | 645 334 10 64,533 8,033 18,71%
Activité antifongique d’huile de cade sur la Germination chez F. oxysporum

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 4618,4 14 329,886
varfacTER: | 715,733 4 178,933 0,458 0,044619
YARRESIDUELLE | 3902 667 10 390,267 19,755 60,23%
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