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Introduction

Les maladies des plantes posent un véritable fléau pour les cultures, et les dégats
engendrés par les maladies et les ravageurs deviennent de plus en plus graves en raison de
I’expansion des cultures intensives. Selon la FAO , les maladies parasitaires réduisent de 12 a
14 % la production agricole mondiale, et 70 % des dommages sont attribuables a des
infections fongiques. Ces maladies sont probablement la plus grande contrainte qui entrave la
production et le rendement globales des récoltes, et représentent 1’un des facteurs majeurs qui
limite et altére leur qualité (Marcia et al., 2015). On estime entre dix-milles et quinze milles
especes, le nombre d’organismes des types de champignons ou pseudo-champignons

susceptibles d’infecter les plantes contre une cinquantaine susceptible d’infecter I’homme.

La lutte contre les champignons phytopathogenes, repose plus particuliérement sur
I’utilisation des produits chimiques. Cependant, beaucoup d’effets non intentionnels ont été
associés a I’emploi intensif et non raisonné de ces produits, suite a une contamination de la
biosphére ou méme de la chaine alimentaire. Pour résoudre ce probléme, une recherche
sérieuse et nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection des
végétaux, qui sont moins dépendants des produits chimiques et plus respectueuses a

I’environnement. (Prapagdee et al., 2008).

La lutte biologique par I’utilisation des substances naturelles antifongiques peut
constituer une alternative aux produits chimiques. Parmi ces substances naturelles figurent les
huiles essentielles extraites des plantes aromatiques (Laib, 2012). L’Algérie, par sa vaste
étendue terrestre du nord au sud et de I’est a ’ouest, et par sa variation climatique, possede
une flore abondante, riche et variée dans laquelle il a été dénombré de nombreuses espéces

aromatiques susceptible de fournir des huiles essentielles (Kofidis et al., 2004).

Les huiles essentielles sont d’intéréts croissants pour les industries et la recherche
scientifigue en raison, dune part, de leurs activités antioxydantes, antibactériennes et
antifongiques i (Hellal, 2011). Beaucoup de recherches ont été effectuées sur 1’étude de
activités microbiennes des huiles essentielles, notamment contre différentes especes fongiques
(Bouaine, 2017). Les huiles essentielles de Citrus : d’orange douce, de citron, de mandarine

et pamplemousse ont montré une activité antifongique contre Aspergillus niger, A. flavus,



Penicillium chrysogenum et P. verrucosum. L’activité des huiles volatiles réside dans les

centaines de molécules chimiques qui les constituent, comme les terpénoides (Hellal, 2011).

Les axes de recherches portant sur 1’activité antimicrobiennes des huiles essentielles
sont tres diversifiés, mais peu de travaux sont réalisés sur activité antifongique des huiles
essentielles sur les champignons phytopathogénes, qui occasionnent chaque année des pertes

considérables dans le rendement des cultures.

Dans ce contexte, nous nous proposons d’étudier au cours de ce travail de recherche,
I’activité antifongique de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. sur la croissance

mycélienne du champignon phytopathogéne Fusarium vertcillioides.

Ce travail se scinde en trois chapitres. Les données bibliographiques sur le Romarin, les
généralités sur le champignon Fusarium verticillioides et sur les huiles essentielles constituent
le premier chapitre. Le deuxieme chapitre est consacré a la présentation du materiel et des
méthodes utilisés. Quant au troisieme et dernier chapitre, il regroupe les résultats obtenus

ainsi que leur discussion. Une conclusion et perspectives cl6tureront ce document.
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I.1. Rosmarinus officinalis L.
1.1.1. Généralités sur la famille des lamiacées

La famille des Lamiacées, également connue sous le nom de labiées, comprend
environ 200 genres et 6500 especes répartis a travers le globe, bien que la majorité se trouve
dans la région méditerranéenne (Chenni, 2016). Parmi ces especes, on retrouve des plantes
populaires telles que le thym, la lavande, la menthe et le romarin (Hashlaf, 2019).

Les Lamiacées sont des plantes herbacées qui peuvent parfois avoir 1’apparence et la
couleur de I’herbe, mais aussi se présenter sous forme d’arbrisseaux ou d’arbustes. Une
caractéristique notable de ces plantes est leur richesse en huiles essentielles, ce qui leur

confére un intérét économique et médicinal (Benchikh, 2017).

1.1.2. Présentation générale de Rosmarinus officinalisL.

Le Romarin, est une plante originaire de la région méditerranéenne, pousse sur les
pentesarides, les garrigues et les endroits rocheux (fig.1). Depuis I’ Antiquité, il est utilisé pour
favoriser la mémoire et la concentration. Méme de nos jours, en Gréce, les étudiants le font
briler dans leurs chambres pendant les périodes d’examen afin de stimuler leurs facultés

cognitives (Boullard, 2010).

Le Romarin, également connu sous le nom scientifique Rosmarinus officinalis L., est
un petit arbuste appartenant a la famille des Lamiacées (ou labiées). Il se trouve a I’état
sauvage principalement dans les régions méditerranéennes, en particulier dans les zones de
garrigues arides et rocailleuses, préférant les sols calcaires (Jean-Claude et al., 2008).Que ce
soit sous forme fraiche ou séchée, cette plante aromatique est largement utilisée dans la
cuisine méditerranéenne. De plus, une variété améliorée est cultivée dans les jardins (Jean-
Claude et al., 2008).

Le romarin est une plante qui attire les abeilles et est considéré comme une plante
mellifére. Le miel produit a partir du nectar de romarin, également connu sous le nom de

« miel de Narbonne », jouit d’une excellente réputation (Jean-Claude et al., 2008).
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Figure0l :Rosmarinus officinalisL.(originale)

1.1.3. Caractéristiques botaniques

Le Romarin, appelé aussi rose de mer, du fait qu’il pousse spontanément au bord de la
meéres un arbuste(fig.2)persistant mesurant de 60 cm a 2 m de hauteur et pouvant vivre
jusqu’a 30 ans. Son écorce est de couleur grise, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux
tordus opposés, avec des nceuds espacés de 0,5 a 2 mm. Les feuilles du Romarin sont
opposeées, coriaces, sans pétiole, linéaires et entieres, mesurant de 1,5 a 4,5 cm de long. Leurs
bords sont enroulés vers le bas. La face supérieure est d'un vert sombre et lisse, tandis que la
face inférieure est blanchatre, tomenteuse (duveteuse), traversée par une veine saillante et
porte des poils articulés ramifiés ainsi que des poils glandulaires serrés, L’inflorescence du

Romarin est en forme d’épi, avec des fleurs subsessiles qui s’épanouissent tout au long de
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I’année. Ces fleurs sont d’un bleu pale, lilas ou blanchatres, avec de petites taches violettes a

I’intérieur. Le fruit du Romarin est un tétrakéne de couleur brune(Mouas, 2018).

Figure 02 : photo des feuilles, et de fleurs du Romarin (Bousbia, 2009)

1.1.4.Répartition géographique

L’espéce R. officinalis L. fait partie du genre Rosmarinus et de la famille des
Labiacées est largement répandue et spontanée dans tout le bassin méditerranéen, notamment
en sol calcaire plus ou moins argileux, a condition que le sol ne soit pas saturé en eau. Cette
espece préfere les sites bien ensoleillés et fait face a des périodes estivales marquées par la
sécheresse. Le romarin est rencontré dans les pays d’Afrique du Nord tels que 1’Algérie, le
Maroc et la Tunisie, ainsi que dans les régions méridionales d’Europe. En Algérie, le Romarin
fréquente en particulier les garrigues et les foréts claires, il est souvent appelé «Klil » ou
« iazir » en Tamazight (Ait Youssef,2006).
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1.1.5. Classification

Selon (Quezel et Santa 1963) .la systématique de Rosmarinus officinalisL. est la

suivante :

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales (Labiales)
Famille : Lamiaceae

Genre :Rosmarinus

Espéce :Rosmarinus officinalis L.

1.1.6. Composition chimique de Romarin
1.1.6.1. Huile essentielle

La composition et la concentration des composés du Romarin représentent
généralement entre 1 a 3 % de la plante, avec des variations importantes en fonction des
chémotypes. Cependant, les études menées sur de nombreux échantillons d’huiles de
Rosmarinus officinalis et tournefortii ne montrent aucune différence notable en termes de
nature des composés. En effet, les principaux constituants peuvent inclurea-pinene, 1,8-
cinéole, le camphre, le bornéol, I’acétate de bornyle, la verbénone, le p-cyméne ou le
myrcene, éventuellement accompagné de p-pinéne, de sabinéne, de linalool, de limonéne,

dede B-caryophyllene, de a-terpinéol et de terpinéne-4-ol (Teuscher et al., 2005).

1.1.6.2. Diterpénes phénoliques tricycliques
Constituent principalement d’acide carnosolique (environ 0,35 %) qui se dégrade
facilement en carnosol, et est accompagné d‘isorosmanol, de rosmariquinone et de

rosmaridiphénol.
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1.1.6.3. Tanins des labiatées

Représentent environ 3,5% et sont constitués principalement d’acide rosmarinique (1,1
a2,5%).
1.1.6.4. Flavonoides : présents sous forme d’aglycones et d’hétérosides comme le

cirsimarine, la diosmine, I’hespéridine, I’homoplantiginine(Manach et al 2004).

1.1.6.7. Constituants divers

Le romarin contient des polysaccharides acides, estimés a environ 6%, ainsi que des
traces de salicylates .De plus, il renferme des substances inorganiques telles que des
électrolytes de sodium, du calcium, du potassium, du chlore, des nitrates, des phosphates et
des sulfates (Brahim, 2013).

1.1.7. Utilisation de I’huiles essentielles de romarin

1.1.7.1.Agriculture

Les hautes plaines steppiques connaissent aujourd’hui une forte dégradation qui se traduit par
la réduction du potentiel biologique et la rupture des équilibres écologiques et
socioéconomiques. Afin de préserver et d’améliorer les sols de ces régions, la valorisation des
espéces spontanées (fourrageres et médicinales) connues pour leurs tolérances a la sécheresse
et a la salinité telle que le romarin, s’avere indispensable. Le romarin préfére les sols
argilocalcaires, de pH 7 a 8. Poussant naturellement dans la garrigue, le romarin peut valoriser
des terrains pauvres, il se développe mieux en terrain profond, l1éger et perméable (MOUAS,.
2018).

1.1.7.2. Parfumerie :

L'utilisation du romarin en parfumerie est trés ancienne. On connait en particulier I'eau
de la Reine de Hongrie, alcoolat fréquemment utilisé au XV1léme siécle et qui pourrait avoir
été concu des le XIVeme siécle, dont le romarin était un des principaux composants. Le
novient de la reine Elisabeth de Hongrie, qui l'aurait utilisé en 1378 a I'age de 72 ans ; I'eau lui
aurait rendu sa fraicheur a tel point que le roi de Pologne l'aurait demandée en mariage. Le
romarin entre dans la composition de parfums surtout masculins, hespérides aromatiques
(eaux de Cologne), boisés et fugeres aromatiques, ainsi que dans la formulation des
pommades dermiques, étudierent la faculté des extraits de romarin a protégé la peau des

Iésions cutanées induites par les radicaux libres. lls ont montré la validité réelle de la
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biotechnologie des antioxydants naturels dans la gestion de [lantivieillissement de la
peau.(Bousbia.,2011).
1.1.7.3. Médicine et phytothérapie

Le Romarin est couramment cultivé en raison de son huile essentielle.Dans la
médecine traditionnelle, les parties aériennes de la plante sont utilisées par voie orale pour
soulager la colique rénale, les douleurs menstruelles et comme antispasmodique. De plus, le
romarin est considéré comme bénéfique pour la conservation du sol, aidant & contréler
I’érosion du sol (Heinrich et al., 2006). L’huile de Romarin a été utilisée depuis des siécles
dans de nombreux domaines. Elle a été largement répandue comme ingrédient dans les
produits de beauté, les savons, ainsi que pour assaisonner et conserver les aliments (Arnold et
al., 1997).

1.1.8.Propriétés de I’huile essentielle de Rosmarinus Officinalis L.

1.1.8.1.Activités antibactériennes

Les effets des extraits aqueux et méthanoliques du Romarin, sur la croissance du Bactérie
Streptococcus sobrinus et sur I'activité extracellulaire de I'enzyme glucosyltransferase ont été
étudiés, elle est inportant danc elle est un effet antibactérienne (BENIKHLEF, 2014).
1.1.8.2.Activités antifongiques

I'nuile essentielle du Romarin cette huile essentielle en tant que préservatif naturel contre
I'Aspergillus parasiticus . En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose, ont évalué
I'activite biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du Romarin, les résultats ont
montré quede ces huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les cing levures (Candida
albicans,Rhodotorulaglutinis, Schizosaccharomycespombe, Saccharomyce cerevisiae,
Yarrowialypolitica)(BENIKHLEF, 2014).

1.1.8.3.Activités antivirales

L'évaluation de I'activité antivirale de I'extrait du Romarin a indiqué qu'il y a une inhibition de
I’infection par le virus de I'immunodéficience humaine (HIV) a la concentration tres basses
Cependant, le carnasol a montré une activité (anti-HIV) a une concentration modérée qui
n'était pascytotoxique (BENIKHLEF, 2014)

1.1.8.4.Activités ovicide

L'huile essentielle du romarin s'est avérée un agent ovicide contre trois espéces de

moustique(Anopheles stephensi, Aedesa egypti et Culex quinquefasciatus . Cette huile
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présente également une activité répulsive contre de nombreux moustiques (BENIKHLEF,
2014)

1.1.8.5Activités anti-oxydantes

Plusieurs auteurs ont étudié l'utilisation des extraits du Romarin comme antioxydant
pourconserverles produits a base de viande (BENIKHLEF, 2014)

1.1.8.6Activitésanti-cancérogéne
Grace a certains composants (Carnosol, Rosmaridiphénol, Rosmanol et I'acide rosmarinique),

le romarin est consideré comme une thérapie contre le cancer (BENIKHLEF, 2014).
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1.2. Fusarium verticillioides

1.2.1.Généralités sur Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides, est un agent pathogene majeur du mais et d’autres céréales,
est responsable de la fusariose de 1’épi chez les céréales, entrainant une diminution de la
qualité des grains. Il est reconnu comme 1’agent pathogeéne principal capable de produire des

mycotoxines sur les grains de céréales entreposés (Rossi et al., 2008).

1.2.2.Position taxonomique
Selon (O’donnell et al 2015)la systématique du Fusarium verticillioides est la
suivante :
Regne : Fungi
Embranchement : Ascomycota
Classe : Sordariomycetes
Ordre : Hypocreales
Famille : Nectriaceae
Genre : Fusarium

Espéce : Fusarium verticillioides

1.2.3.Morphologie

Le fusarium est caractérisée par la présence de macroconidies en forme de fuseau,
avec des cloisons, d’ou leur nom latin fusus (Tabuc, 2007). Leur thalle, qui est la structure
végétative du champignon, présente une croissance généralement rapide et peut revétir
différentes couleurs : blanc, créme, jaune brunatre, rose, rouge, violet ou lilas (Jeunot, 2005)

Sur le thalle des Fusarium, on observe parfois la formation de structures ramifiées
appelées conidiophores, qui forment des coussinets (appelés sporodochies) et portent des
grappes de pores ayant une apparence grasse. Les phialides, qui sont des cellules spécialisées,
sont plus ou moins allongées et peuvent produire deux types de conidies :

e Les macroconidies des fusarium sont de forme fusiforme, souvent courbées, et
présentent plusieurs cloisons. Elles sont attachées a une cellule basale par un pédicelle
et peuvent avoir un talon distinctif. En plus des macroconidies, certaines especes de
Fusarium produisent également de petites microconidies, généralement septées et de

forme piriforme, fusiforme ou ovale (Botton et al., 1990 ; Jeunot, 2005). Il convient
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de noter que certaines espéces de Fusarium ne forment que des macroconidies, tandis
que d’autres produisent les deux types de conidies (Botton et al., 1990 ; Jeunot,
2005).

e La présence ou I’absence de chlamydospores chez les fusarium peut varier. Elles
peuvent étre présentes a la fois a des positions terminales et intercalaires, et leur
formation peut étre différenciée par le mycélium ou par les conidies elles-mémes
(Botton et al., 1990 ;Jeunot, 2005)

1.2.4.Symptomes

Les Iésions provoquées par le Fusarium se manifestent généralement a la base de la
tige, dans la gaine des feuilles, la ou les racines coronales se déchirent lors de leur émergence.
Cette infection peut ensuite se propager a la gaine des feuilles, ce qui se traduit par
’apparition de longues stries brunes a la base de la tige (Andreas et al., 2008)

Le symptome le plus courant de I’infection par Fusariumest une coloration brun foncé
au niveau des nceuds inferieurs. Sur les plants plus matures, cette infection peut évoluer en un
pourridié, ou la base de la tige devient brune et pourrie, entrainant ainsi un affaissement de la
plante et la formation d’¢épis argentés (Andreas et al., 2008).Bien que ce symptome
soit moins fréquent, il peut étre observée pendant les périodes de secheresse intense.

Lorsque les épis sont infectés au début de la floraison, il est fréquent de constater un
blanchiment total ou partiel de I’épi, ce qui n’est pas observé lorsque I’infection survient plus
tardivement (Martin, 2004). Ce blanchiment des épis dans le cas de cette maladie du blé peut
entrainer une diminution de rendement, mais la principale préoccupation réside dans la
production potentielle de mycotoxines dans les grains (Martin, 2004).

La maladie peut se propager rapidement et affecter I’intégralité¢ de 1’€épi, provoquant
un changement de couleur de rose a orange saumoné. On observe également 1’apparition de

petits organes de fructification noirs produits par le champignon (Martin, 2004).

1.2.5.Cycle biologique

Le Fusariumest un pathogéne qui cause des dommages importants tout au long du
cycle de vie de la plante hote. Il se propage principalement par I’utilisation de semences
récoltées a partir de plantes infectées, mais peut également étre présent dans le sol. Le
Fusarium est un parasite tellurique qui a la capacité de vivre en saprophyte, se développant

sur des débris végétaux, et de survivre sous forme de chlamydospores. Il peut persister

11
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pendant plusieurs années méme dans des conditions défavorables (Haware et al.,
1978 ;Beckman, 1987).

Les plantes qui sont infectées par les chlamydospores qui restent en dormance jusqu’a
ce qu’elles soient stimulées par des substrats organiques ou des exsudats racinaires pour
germer. Une fois germées, elles donnent naissance a un mycélium. Si les conditions sont
propices, le thalle se développe et produit des conidies (Beckman et roberts, 1995 ;
Agrios,2005).

En présence d’une plante hote, le mycélium du Fusariumcommence par envahir les
racines en pénétrant 1’épiderme, que ce soit dans la zone d’élongation ou par le biais de
blessures (Agrios, 1988 ; Beckman et Roberts, 1955). Le tube germinatif qui se forme a
travers 1’épiderme pénétre ensuite les vaisseaux conducteurs du systéme racinaire. Les
microconidies sont transportées passivement par le flux du xyleme a travers ces vaisseaux, ce
qui leur permet d’infecter les parties aériennes de la plante. En conséquence de cette invasion,
la plante subit un stresse hydrique, soit en raison du colmatage des vaisseaux (ce qui bloque le
transport de 1’eau et des nutriments) causé par I’action combinée du mycélium, des
microconidies et des substances mucilagineuses produites par la plante en réponse a 1’attaque
fongique, soit en raison des toxines produites par le champignon, telles que 1’acide fusarique,

ou d’une combinaison de ces facteurs (Toyoda et al., 1988 ; Klein et Correll, 2001).

1.2.6.Incidence économique

L’infection par Fusarium verticillioides peut entrainer des baisses de rendement
significatives (Czembor et al., 2010), car il est responsable de nombreuses fontes de semis.
Lorsque les grains sont infectés par fusarium verticillioides pendant le stockage, cela entraine
des pertes de qualité commerciale et nutritionnelle.

Dans des régions plus chaudes comme 1I’Espagne et la Tunisie, une contamination

avancée des plantes peut conduire a un dessechement soudain de la plante (Champion, 1997)

1.2.7.Incidence sur la santé

Les cultures cérealieres subissent de graves contaminations causées par des
champignons producteurs de mycotoxines, en particulier le Fusarium. La présence de ces
toxines a des répercussions significatives, notamment une diminution de la qualité et du
rendement des récoltes, ainsi qu’un risque pour la santé des consommateurs des produits

contaminés.
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Le terme mycotoxine est dérivé du grec mycos, qui signifie champignon, et du latin
toxicum, qui signifie poison. Il fait référence a des composés chimiques produits par des
champignons filamenteux microscopiques ou des moisissures a la fin de leur phase de
croissance exponentielle. Ces métabolites secondaires n’ont aucune signification biochimique
pour la croissance et le développement fongiques, ni pour la compétition entre les organismes
(Dmello et Macdonald, 1997, Hussein et Brasel, 2001).

Les étres humains et les animaux sont principalement exposés aux mycotoxines par
ingestion, mais aussi par inhalation ou contact cutané. Cette exposition peut entrainer des
toxicités aigués, subchroniques et ou chronique, selon le type de mycotoxine et la quantité
ingérée (Peraica et al., 1999, Castegnaro et pfohl-Lrszkozicz,2002).Lescasd’intoxication
aigues sont rares, principalement en raison des faibles quantités de toxines présentes dans les
aliments contaminés. En revanche, les intoxications chroniques sint plus fréquentes en raison
de I’effet cumulatif des mycotoxines, des habitudes alimentaires et de la persistance de ces
substances toxiques (AFSSA, 2006).

Les mycotoxines présentent une vaste gamme d’effets toxiques. Certaines toxines ont
des effets hépatotoxiques (aflatoxines, ochratoxines, fumonisines), et d’autres sont
néphrotoxiques  (ochratoxines, citrinine),  neurotoxiques (trichotécenes, patuline),
immunotoxiques (aflatoxines, ochratoxines, fumonisines, trichotécénes), et oestrogéniques
(zéaralénone). De plus, les aflatoxines, les fumonisines, la ziaralénone et les ochratoxines sont
connues pour étre génotoxiques et cancérigenes (Pfohl-Leszkowicz et al., 1995, Hussein et
Brasel, 2001, Bennett et Klich, 2003 ; AFSSA, 2006)

Parmi les plus de 400 mycotoxines identifiées et répertoriées, seule une trentaine
présente de véritables propriétés toxiques préoccupantes pour I’homme. Les aflatoxines, les
ochratoxines, la zéaralénone, les fumonisines, la citrinine, la patuline, les trichotécénenes et le
déoxynivalénol sont considérées comme les plus importantes du point de vue de
I’agroalimentaire et de la santé, et font I’objet d’une surveillance réguliere (Pfohl-

Leszkowiczet Castegnaro, 2002, Bennett et Klich, 2003, AFSSA, 2006)

1.2.8.Moyens de lutte contre le Fusarium
Il existe diverses méthodes de lutte contre le Fusarium, mais la prévention demeure la
meilleure stratégie pour contrer les épidémies de fusariose en culture.

1.2.8.1. Pratique culturale
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Afin de réduire la présence de I’inoculum primaire du Fusarium, plusieurs pratiques
culturales ont été mises en ceuvre, étant donné¢ que ce champignon peut survivre dans les
résidus des cultures.

Une des pratiques consiste a effectuer une rotation des cultures en utilisant des espéces
non graminées. De plus, certaines pratiques de travail du sol et du gestion des mauvaises
herbes peuvent contribuer a réduire la quantité d’inoculum de Fusarium(Parry et al, 1995).

Effectivement, un travail réduit du sol ou un semis direct augmentent tous deux les
risques de fusariose (Tekauz et al., 2000). De plus, semer une culture aprés une culture
sensible a la fusariose telle que le blé, le mais, le seigle ou le triticale accroit le risque
d’infection (Koehler et al., 1924). Par conséquent, il est important de mettre en place des
rotations avec des cultures non-hétes telles que le trefle, la luzerne, les pommes de terre ou le

lin, afin de réduire I’incidence de la maladie (Pageau et al., 2008).

1.2.8.2. Utilisation des fongicides

La lutte contre la fusariose peut également étre réalisée en utilisant des produits
chimiques tels que les fongicides. Ces produits offrent une suppression partielle de la
fusariose et de la contamination par les mycotoxines associee. Cependant, aucun fongicide
homologué pour une utilisation dans les cultures céréalieres n’est capable d’éliminer
complétement la fusariose

Les fongicides sont utilisés pour réduire I’intensité de la maladie et la contamination
par les toxines produites par 1’agent pathogéne. Parmi les fongicides les plus couramment
utilisés, on trouve le prothioconazole, le tébuconazole, le metconazole, ainsi que 1’association
de prothioconazole et tébuconazole. Le prothioconazole seul ou en association avec
tébuconazole est homologué pour la suppression de la fusariose de 1’épi chez le blé et 1’orge.

Le tébuconazole perturbe la paroi du champignon, ce qui entraine une réduction de
I’intensité de la maladie (Debieu et al., 2000). Une évaluation comparative de différents
fongicides a révélé que I’utilisation du prothioconazole seul ou en association avec
letébuconazole entrainait une réduction d’environ 34 % du taux de DON dans les grains
d’orge (Rioux et al., 2003). En revanche, les autres fongicides n’ont pas montré d’effets
significatifs

Les fongicides sont utilisés afin de réduire les pertes de rendement et la contamination
par les mycotoxines. (Mesterhazy et al., 2003). Il est donc essentiel de surveiller plusieurs
parameétres, notamment les conditions climatiques, en particulier lors des phases critiques de

contamination, et d’appliquer les fongicides au stade de développement approprié de la plante
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(Giraud et al., 2011). En plus de I'utilisation des fongicides, la résistance génétique a
également été considérée comme la stratégie la plus rentable pour la gestion de la fusariose
(Ruckenbauer et al., 2001).

1.2.8.3. Moyens de lutte biologique

Il existe actuellement de nombreux agents de biocontrdle disponibles sur le marché.
Le principe de ces agents repose sur 1’hyperparasitisme ou certains champignons parasitent
d’autres champignons. C’est le cas de nombreuses espéces du genre Trichoderma harzianum
a été identifié comme étant capable de contrbler les maladies causées par Fusariumoxysporum

chez les bananiers(Thangavelu et al., 2004)

I.3.Huiles essentielles
1.3.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles, qui sont produites par les plantes (Ben Soultane et Bahri,
2017), sont des composés volatils complexes dotés de parfums distinctifs.

En général, une huile essentielle est un mélange de substances naturelles volatiles
obtenues en chauffant la biomasse végétale avec de la vapeur d’eau (Metali et Kerras, 2016).

D’aprés Bouamer et al. (2004), le terme « huile » est utilisé car les substances
volatiles présentes dans les végétaux ont une consistance visqueuse et sont hydrophobes, ce
qui leur confére la capacité de se dissoudre dans les huiles végétales et minérales, les graisses,
les alcools et I’éther.

Le terme « essentielles » est utilisé pour refléter le fait que ces plantes émettent des
odeurs caractéristiques en raison de ces substances Selon Chiasson et al. (2007), les huiles
essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes pour se défendre contre
les ravageurs phytophages. Ces extraits sont généralement composés d’environ 20 a 60

substances, principalement des molécules peu complexes.

1.3.2. Origine et localisation des huiles essentielles

D’aprés Aouis (2015), les huiles essentielles ou essences végétales sont largement
répandues dans le regne végétal et se trouvent exclusivement chez les plantes superieures. En
effet, elles sont présentes en quantités significatives chez environ 2000 espéces réparties dans

60 familles botaniques, telles que les Lamiacées (lavande, basilic, menthe...), les Myrtacées
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(eucalyptus...), les Lauracées (cannelle et sassafras...) et les Apiacées (fenouil, cumin,
coriandre, persil...

Les huiles essentielles sont des substances naturelles produites par les plantes et
présentes dans différentes parties de la plante, telles que les fleurs (comme dans le cas du
rosier), les sommités fleuries (comme la lavande), les feuilles (comme la citronnelle et
I’eucalyptus), I’écorce (comme le cannelier), les racines, les fruits, les graines (comme la
muscade), ainsi que d’autres parties de la plante (El Laib, 2011).Ces huiles essentielles sont
élaborées et stockées dans les cellules végétales.

Selon le méme auteur, les huiles essentielles sont produites dans des cellules
glandulaires spécialisées qui sont recouvertes d’une cuticule. Ces huiles essentielles sont
stockées dans des cellules spécifiques appelées cellules a huiles essentielles (chez les
Lauracées ou les Zingibéracées), des poils sécréteurs (chez les Lamiacées), des poches
sécretrices (chez les Myrtacées ou les Rutacées) ou des canaux sécréteurs (chez les Apiacées
ou les Astéracées).Dans certains cas, lorsque les poches a essences se trouvent dans les tissus
internes, les huiles essentielles peuvent également étre transportées dans 1’espace
intracellulaire. Au niveau du site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont
entourées de membranes spéciales composées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement
polymérisés, associés a des groupements peroxydes.En raison de leur caractére lipophile, ces
membranes présentent une perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ce qui limite

considérablement I’évaporation et I’oxydation des huiles essentielles a I’air.

1.3.3. Propriétés physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles se distinguent des huiles grasses tant par leurs propriétés
physiques que par leur composition, et elles sont définies par leurs caractéristiques
organoleptiques telles que leur odeur, leur couleur et leur goat. Elles partagent également un
ensemble de propriétés physiques communes, (Bekhechi et al. (2010) et Aouis (2015). Les
huiles essentielles ont une faible solubilité dans 1’eau, mais elles sont solubles dans des
solvants organiques tels que 1’alcool, I’éther, le chloroforme, les émulsifiants, et d’autres. Les
huiles essentielles ont des points d’ébullition qui se varient entre 160°C & 240°C.En régle
générale, les huiles essentielles ont une densité inférieure a celle de [’eau, variant
géneralement de 0,75 a 0,99. Cependant, il convient de noter que certaines huiles essentielles,
telles que I’huile essentielle de girofle ou de cannelle, constituent des exceptions a cette
tendance. Les huiles essentielles se caractérisent par un indice de réfraction élevé. Lés huiles

essentielles sont généralement actives sur la lumicre polarisée, ce qui signifie qu’elles
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présentent rarement une inactivité vis-a-vis de ce type de lumiére. Elles ont la capacité de
décomposer les graisses, 1’iode, le soufre, le phosphore, et elles ont également un effet
réducteur sur certains sels.Les parfums en question ont une durée de conservation limitée en
raison de leur nature

Ces parfums sont hautement susceptibles de se dégrader et sont sensibles a 1’oxydation, bien
qu’ils ne deviennent pas rances. Ces substances, de texture huileuse, varient en fluidité, sont
hautement odorantes et volatiles. En regle générale, a température ambiante, ces substances
sont liquides, de couleur incolore ou jaune pale, a quelques exceptions pres, telles que les

huiles essentielles de cannelle (orange), d’absinthe (verte) et de camomille (bleue).

1.3.4. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels extrémement complexes qui se
distinguent par la présence de deux ou trois composants majeurs, présents a des
concentrations relativement élevées (entre 20 et 70%) par rapport aux autres composants
présents en quantités minimes (Hamdani, 2016).

Selon Laib (2011), les huiles essentielles sont des mélanges complexes et changeants

de constituants qui sont presque exclusivement répartis en deux groupes distincts :
v Le groupe de terpéndides

V' Le groupe des composés aromatiques dérivés de phénylpropane.

Les composes présents dans les huiles essentielles possedent une structure composée
d’un squelette hydrocarboné qui forme une chaine de longueur variable. Ce squelette de base
est souvent accompagné d’un ou plusieurs sites fonctionnels, qui peuvent étre similaires ou
différents. La plupart de ces sites fonctionnels sont oxygénés, contenant un ou plusieurs
atomes d’oxygene, bien que certains groupes fonctionnels puissent également contenir de
I’azote ou du soufre. La structure des composés varie en fonction de plusieurs critéres
(ELLaib, 2011).

* Du nombre d’atomes de carbone qui les constituent

[ Les monoterpenes

[J Les sesquiterpenes

[ Rarement les diterpénes

* Du caractére saturé ou insaturé des liaisons

* De leur agencement : linéaire ou cyclique

* De la configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de triedre...)
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* De la nature des groupes fonctionnels a savoir :
[J Terpénes : R1-HC=CH-R2 ;

[J Alcools terpéniques : R-OH ;

[0 Cétones : R1-CO-R2 ;

[0 Phénols : C6H6-OH ;

() Aldéhydes : R-CHO ;

O Esters : R1-COO-R2 ;

(1 Ethers : R1-O-R2.

1.3.4.1. Les terpénes :

Selon une citation de Bottin (2006) rapportée par Benabdelkrim (2013), les terpénes
sont classés en fonction du nombre d’unités d’isoprene.

Hamdani (2016) mentionne que les principaux types de terpenes comprennent les
hemiterpenes (C5), les monoterpénes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpénes (C20),
les triterpénes (C30) et les tétraterpénes (C40). Parmi eux, les plus importants sont les
suivants :

e Les monoterpénes : sont les constituants les plus simples des terpenes et
représentent la majorité des composés presents dans les huiles essentielles
(environ 90%). Ils sont formés de deux unités d’isopréne (C5HS) et peuvent
étre acycliques, monocycliques ou bicycliques en fonction de la fagcon dont ces
unités sont liées (voir Figure 03).

Ces terpenes sont associés a plusieurs produits naturels qui possedent des fonctions

chimiques spéciales, EI Laib (2011).
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Figure03 : Structure chimique de quelques monoterpénes extraits des huiles

essentielles(Modzelewska et al., 2005 ; Kaloustian et al., 2012)

e Les sesquiterpenes constituent la classe la plus variée des terpenes,
comprenant plus de 3000 molécules différentes.
Parmi ces molécules, on retrouve des composés tels que le B-caryophylléne, le B-bisabolene,
I’a-humuléne, 1’a-bisabolol et le farnésol, Bruneton (1999) et cité par Labiod et Aouadi
(2016)

1.3.4.2. Les composants aromatiques (Les phénylpropanes)

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
Terpenes. Ce sont tres souvent des allyle et propénylphénols, parfois des aldéhydes,
caractéristiques de certaines huiles essentielles d’ Apiaceae, mais aussi de celles du Grofle, de
la muscade, de I’estragon, du basilic...etc. (eugénol, safrole, asarones, cinnamaldéhyde, etc.).
On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en C6-C1 comme la
vanilline (assez fréquente) ou comme [’anthranilate de méthyle. Les lactones dérivées des
acides cinnamiques (c’est-a-dire les coumarines) étant, au moins pour les plus simples d’entre
elles, entrainables par la vapeur d’eau, elles seront également présentes dans certaines huiles

essentielles (Bruneton,2009). (fig.4) présente la structure de quelques composés aromatiques.
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Figure04 : Structure chimique de quelques composes aromatiques des huiles

essentielles(Scimeca, 2007 ; Bruneton, 2009)

Différentes études ont révélé que la composition chimique des huiles essentielles peut
étre variable en fonction de divers facteurs tels que 1’organe de la plante utilisé, les conditions

climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction.

1.3.5. Facteurs de variabilité de la composition des huiles essentielles
En raison de leur nature généralement complexe, les huiles essentielles sont
caractérisées par une grande variabilité, a la fois en termes de composition et de rendement
des plantes d’origine.
Cette variabilité peut étre attribuée a différents facteurs, qui peuvent étre regroupés en
deux catégories, (Laib, 2011)

v" Il existe des facteurs intrinseques qui influencent la variabilité des huiles
essentielles, tels que I’espece de la plante, le type de clone utilis€, I’organe de
la plante utilisé, I’interaction avec I’environnement (type de sol, climat, etc.)
et le degré de maturité de la plante récoltée, voire le moment de la récolte au
cours de la journée.

v D’autres part, il existe des facteurs extrinséques lies aux méthodes

d’extraction qui peuvent également influencer cette variabilité

1.3.5.1. Les facteurs intrinséques :
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Il est possible d’obtenir différentes huiles essentielles a partir d’'une méme plante en
sélectionnant différentes parties de celle-ci, car les cellules productrices d’huile essentielle
peuvent se trouver dans divers organes. Par exemple, les huiles essentielles extraits des baies
et des feuilles de piment ne sont pas identiques. De plus, on a également observé des
différences de composition des huiles essentielles en raison de 1’utilisation différents organes
(feuilles et fleurs) et de sous-espéce différente. Il est également important de prendre en
compte le stade végetatif de la plante au moment de la récolte est un facteur déterminant pour
le rendement et la composition de 1’huile essentielle des plantes de Lavandula obtenue par
clonage. (Laib, 2011)

Dans une étude menée par (Bouterfas et al. 2016). Il a démontré que la localité
d’échantillonnage a une influence significative sur la composition et I’activité antifongique
des flavonoides extraits des feuilles de Marrubium vulgare L. vis a vis de deux souches
fongiques, a savoir Aspergillus niger ATCC 16404 et Candida albicans ATCC 10231.

1.3.5.2. Les facteurs extrinseques
Les études menée par Huang et al. (1995) ainsi que Lemberkovics et al. (2003) mettent en
¢vidence I’influence des méthodes d’extraction sur la composition des huiles essentielles. De
plus, le stockage des matieres premiéres avant distillation peut également avoir un impact sur
la composition et le rendement des huiles essentielles. Fantino (1990) a observé des pertes

significatives d’huile essentielle lors d’un stockage

1.3.6. Les techniques d’extraction des huiles essentielles
1.3.6.1. Distillation

La méthode d’extraction des huiles essentielles la plus couramment utilisée de nos
jours est entrainement des substances aromatiques a I’aide de la vapeur d’eau. Cette technique
repose sur la formation d’un azéotrope ayant une température d’ébullition inferieure a celles
des deux composés, I’huile essentielle et I’eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils
et I’eau sont distillés simultanément & une température inferieure a 100°C sous pression
atmosphérique normale. Par conséquent, les produits aromatiques sont entrainés par la vapeur
d’eau sans subir de modifications majeures (Marianne, 2008). Trois procédés différents
utilisant ce principe sont spécifiquement employés : I’hydrodistillation, I’entrainement a la
vapeur d’eau et I’hydrodiffusion. :
1.3.6.1.1. Extraction par hydrodistillation

La méthode utilisée est une distillation classique réalisée a 1’aide d’un dispositif de

Clevenger (fig.5). Dans cette méthode, la matic¢re végétale est émergée dans de I’eau et le
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mélange est porté a ébullition. La vapeur d’cau chargée de substances volatiles se condense a
I’intérieur d’un réfrigérant. Les essences, étant moins denses que 1’eau, se séparent et sont
récupérées en surface par simple décantation (Camara et al., 2010).Cette méthode est
géneralement utilisée pour les huiles essentielles dont les constituants chimiques sont

résistants a la chaleur (Nedjai, 2017).

Réfrigérant (ou condenseur)

Thermometre —p

Erlenmeyer

Décoction

Chauffe-ballon Iuilc cssenticlle

+ Eau

Support €levateur

Extraction Des deux phases

Figure 05 : Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation de 1’huile (Nedjai, 2017)

1.3.1.6.2. L’entrainement a la vapeur d’eau

Contrairement a 1’hydrodistillation, cette technique (fig.6) n’implique pas de contact direct
entre ’eau et la matiére végétale a traiter. Pendant le passage de la vapeur a travers le
matériau, les cellules éclatent, libérant ainsi I’huile essentielle qui est ensuite vaporisée par la
chaleur pour former un mélange d’eau + I’huile essentielle. Ensuite, la vapeur d’eau, qui a
entrainé 1’huile essentielle, se condense dans le serpentin du réfrigérant, le mélange est

récupéré et ensuite séparé (Meghazi, 2012).
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1: chauffe ballon 2: ballon 3: colonne en verre + matiére végétale
4 : stanuf S : ballon recerte 6 - Réfngérant

Figure 06 : Dispositif d’extraction de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau

(Nedjai, 2017)

1.3.1.6.3. Hydrodiffusion ou percolation

La méthode de percolation implique I’envoi de vapeur d’eau de haut en bas,
contrairement a la distillation ou la vapeur se déplace de bas en haut. Cette méthode présente
I’avantage d’étre plus rapide, ce qui réduit les dommages potentiels a la qualité des substances
aromatiques. Cependant, la percolation a pour I’inconvénient de charger les huiles essentielles
en substances non volatiles. Par conséquent, des essences de percolation plutdt que des huiles

essentielles a proprement parler (Attou, 2017)

1.3.6. Propriétés biologiques des huiles essentielles
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

Notre travail vise a étudier 1’effet antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis L.,sur la croissance myceliennedu champignon phytopathogene Fusarium
verticillioides. Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de chimie de la faculté des
sciences et des sciences appliquées ainsi qu’au niveau de laboratoire de département des
sciences agronomiques de 1’université de Bouira.Dans notre approche, nous avons eu recours
a 'utilisation de la méthode d’hydrodistillation pour 1’extraction de I’huile essentielle du
Romarin et la testersur leF.verticillioides.

Le choix du Romarin a été fait pour les raisons suivantes :

- Sa large utilisation en médecine traditionnelle et pour le traitement des infections
antimicrobiennes.

- Sa large répartition comme ressource botanique naturelle en Algérie.

- Le manque de travaux de recherche sur les propriétés biopesticides en particulier le pouvoir

antifongique.

22



Chapitre |1 Matériel et méthodes

11.1. Matériel
11.1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes de Rosmarinus officinalis L.,ont été collectées en mars 2023
dans la région d’Akbou (36.459106° I’altitude, 4.533416° longitude) (Fig.7), wilaya de
Béjaia, qui est située a I’extréme centre de I’Algérie est limitée au nord par la mer
méditerranée, au sud par les wilayas de Sétif et Bordj Bou Arreridj, a I’Est par la wilaya de

Jijel et a I’Ouest par les wilayas de Bouira et Tizi Ouzou.

Figure 07 : Site de récolte des feuilles de Romarin (Google MAPS)
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Figure 08 :Rosmarinus officinalis L. (originale)

Il. 1.2. Matériel fongique

Pour I’évaluation de I’activité antifongique nous avons utilisé une seule souche
fongique, a savoir Fusariumverticillioides.Cette souche a été isolée en 2015 a partir de grains
de céreales, purifiée et conservee dans le milieu PDA au congelateur. F. verticillioides est un
champignon qui se développe rapidement sur les milieux de culture classiques tels que le
PDA et la gélose au malt (Fig.9). Le thalle présente initialement une couleur blanche, péche
Ou rose saumon, puis devient vivace a violet. Le mycélium aérien est dense et a une apparence
floconneuse et poudreuse. Le revers peut varier entre le violet foncé, le lilas, le vivace ou le
créme. Cette espéce est I'un des principaux champignons responsables de la fusariose de 1’épi

Sur le blé, I’orge et d’autres céréales comme le mais (Chehri etal., 2010 ; EI-Wakil, 2013).
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Figure 09 : Fusarium verticillioides dans le milieu PDA (originale)

11.1.3. Autre matériel
11. 1.3.1. Matériels de collecte, séchage et de broyage de la plante
La collecte, le séchage et le broyage des plantes nécessitent [’utilisation d’un
équipement léger comprenant :
4+ Des sécateurs et une hache pour couper les parties dures.

4 Des sacs en papier pour la conservation et le transport vers le lieu de séchage.

4+ Un broyeur électrique pour broyée la partie aérienne de la plante séchée.
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I1. 1.3.2. Matériel d’extraction de la plante
L’huile essentielle du Romarin extraite par 1’utilisation de méthode d’hydrodistillation

de type Clevenger nécessite la présence du matériel décrit dans la fig 10

Clevenger Becher Balance

Flacon Eau distillé Eppendof

Figure 10 : Matériel utilisé pour I’extraction de Rosmarinus officinalis L.,(Originale).
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II. 1.3.3. Matériel d’évaluation de I’activité antifongique
Le matériel utilisé pour I’évaluation de I’activité antifongique est mentionné en détail dans

[’annexe.

11.2. Méthodes expérimentales

11.2.1. Préparation de poudre des feuilles de Rosmarinus officinalis L.

Apres avoir rincé les feuilles de notre plante avec 1’eau distillée deux fois afin
d’éliminer toute impureté,elles sontséchéessur un papier propre a I’air libre et a 1’obscurité
pendant quatre semaine. Aprésal’aided’un appareil électrique les feuilles séches de la plante
ont été broyées (fig.12) en poudre fine et passées par un tamis de 200 pum, puis elles sont

conserveées dans un flacon hermétique en verre a 4°C.(Fig.13)

Figure 12 : Séchage et broyage des feuilles de Romarin (originale).
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Figure 13 : Conservation de romarin de poudre (originale)

11.2.2. Méthode d’extraction de I’huile essentielle

Pour réaliser 1’extraction par hydrodistillation (HD), un appareil de type Clevenger
était utilisé (Fig.15). Dans ce processus, 50 g de matiere végétale sont placés dans un ballon
de 1L, en ajoutant de I’eau distillée équivalente aux 2/3 de la capacité du ballon.Une fois le
montage installé et fermé, le chauffage du ballon est activé avec un réglage optimal pour
assurer une extraction stable a une vitesse constante et contrélée.La vapeur chargée d’huile
essentielle circule ensuite vers le condenseur. La durée totale de I’extraction est estimée a 3
heures (jusqu’a ce qu’on obtienne plus d’huile essentielle).L’huile essentielle est différenciée
de I’hydrolat (eau aromatique) en raison de leur différence de densité et de couleur. Elle est

séparée de I’hydrolat par décantation(Figl4). Ensuite, elle est séchée a I’aide de sulfate de
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sodium anhydre (Na2S04), puis récupérée et conservée dans des flacons en veFig.lrre,

soigneusement scellés et stockés dans un endroit frais (a 4°C), a I’abri de la lumiére (Fig 16).

Figure 14 : décantation (originale) Figure 15 :Montage d’hydrodistillation
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Figure 16 : huile essentielle du Romarin

I1.2.3. Détermination de rendement de I’huile essentielle
e Selon(AFNOR., 2000) le rendement en huile essentielle exprimé en volume
d’huile (ml) obtenu a partir de 100 g de matiere végétale séche

Parla relation suivante :

Rdt =[v / ms x100]+[Av) ms % 100]

Rdt (%) : rendement en huiles essentielles (ml/g).
V : volume d’huiles essentielles recueilli.
AV : erreur sur la lecture.

Ms : masse végétale seche.

I1.3. Etude de Pactivité antifongique de I’huile essentiel de Rosmarinus officinalis a
I’égard de champignon phytopathogéneFusarium verticillioides
-Préparation de milieu PDA et collages des boites pétries :
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Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) utilise pour cultiver le champignon F.
verticillioides, il a été préparé a partir de PDA déshydraté a raison de 42 g pour un litre d’eau
distillée, puis autoclavé a 120 °C, puis laissé refroidir jusqu’a 60 °C puis coulé dans les boites
de pétri.

HIIiIIsirstseeite
IHIIIIIIIIIIIIIIIII’III’A
HOARIIRIaInieineainieg

Figure 17 : Coulage des boites pétries

I1.3.1 Méthodes d’évaluation de I’activité antifongique
Pour évaluer l’activité antifongique des huiles essentielles testées sur les souches

fongiques étudiées, deux techniques de confrontation ont été employées :

11.3.1.1 Technique de confrontation direct

La confrontation direct « souches fongiques/HE » est une technique qui consiste
En le diffusé de I’HE en plagant sur un disque de papier Wattman de 6 mm de diamétre
Ce disque est placeéa la surface de milieu PDA et a une distance égale a 4 cm de disque
mycélien de la souche de Fusarium étudiée.

Dans chaque boite de Pétri, on place sur une surface de milieu PDA un disque
mycélien de 6 mm prélevé a partir d’une culture de 10 jours. Puis a une distance de 4 cm on
place un disque de papier Wattman stérile de 6 mm de diametre, et on utilise une micropipette
pour I’imbiber avec 20ul de I’huile essentielle ou de sa dilution.

Quatre doses de I’huile essentielle ont été testées(fig.18)
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v D1 : Contenant 20ul de I’huile essentielle seul.
v D2 1/2 : contenant 10ul de HE et 10 pl DMSO
v D3 1/5 : contenant 4 ul de HE et 16 ul DMSO
v D4 1/10 : contenant 2 pl de HE et 18 ul DMSO
v Témoin : contenant 20 ul de DMSO seul.

Figure 18 : Doses utilisé pour I’activité antifongique (originale)

Les boites ont été incubées a24 °C, la mesure de diamétre des colonies s’effectue
quotidiennement

Pour la calcule du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des souches testées a
été effectué comme suit :

Ic (%)= (D0 - Dc)/ Dx * 100

Ic : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne

DO :la croissance diamétrale du témoin

Dc : la croissance diamétrale de la souche fongiquetestée en présence de 1’huile essentielle

11.3.1.2. Technique de confrontation indirecte
Ce teste a eté réalisé dans le but dévaluer la capacité antifongique des composés volatiles de
I’huile essentielle.

Placer le disque de mycélium du champignon au centre de la boite de pétri contenant
de I’agar PDA. Les champignons antagonistes ont ensuite été striés sur une autre gélose

nutritive ordinaire. Les couvercles des deux boites ont été jetés et les fonds contenants les
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PDA ont été collés (chevauchement ou en sandwich) avec du parafilm (fig.17). Les agents
pathogénes sont placés sur les antagonistes. Placer une boite de pétri de contréle contenant un
disque de mycélium pathogéne déposé sur la surface du gélose PDA chevauchant le fond
d’une boite de gélose nutritive non inoculée. Toutes les boites ont été incubées pendant 72h a
22°C dans une chambre climatique (photopériodes de 14 h et 90 %d’humidité). Trois boites
ont été utilisées pour chaque modalités (isolat et contrdle) et I’expérience enticre a été répétée
trois fois indépendamment (Barakat et al.,2014).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (PGI) du pathogeéne est
calculé comme suit :
PGI (%) = (C- T/C) * 100
PGI (%) : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
DO : La croissance diamétrale du témoin

DC : La croissance diamétrale de la souche fongique testé en présence de I’huile essentielle
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I11. Résultats et discussion
111.1. Résultats
111.1.1. Parametres organoleptiques de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.
Les parametres organoleptiques de notre huile essentielle obtenue par
I’hydrodistillation (HD) de Rosmarinus officinalis L., selon son odeur, sa couleur et son

aspect sont regroupées dans le tableau suivant :

Plante Odeur Couleur Aspect

Rosmarinus v Forte v Jaune Claire v Liquide

officinalis L. v' Camphrée mobile
v Fraiche

Tableau 01 : caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

L.

Figure 19 : I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.(originale)

111.1.2. Rendement en huile essentielle
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Espece Quantité de la Quantité de I’huile Rendement (%)
biomasse (en g) essentielle (en g)

Rosmarinus 509 0,121 ¢ 0,24

officinalisL.

Tableau 02 : Rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.

111.1.3. Caractérisation de Fusarium verticillioidesau niveau microscopique et

macroscopique :

Fusarium verticillioides est un champignon microscopique imparfait. Au niveau

macroscopique, la colonie mycélienne de ce champignon présente généralement une

coloration rose sur le milieu de culture PDA. Le mycélium lui-méme est de couleur blanche

rosée (fig.20). Ce champignon a une croissance moyenne sur le milieu PDA, avec un diametre

de colonie atteignant plus ou égale a 5,5 cm.

Figure 20 : Fusarium verticillioides dans le milieu PDA (originale)

Sous microscope, on observe que les conidiophores de Fusarium verticillioides sont

peu ramifiés. Sur le milieu de culture PDA, ces conidiophores produisent de nombreuses

micro-conidies unicellulaires, hyalines, ovales, et parfois bicellulaires.
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Sur le milieu de culture SNA, les micro-conidies sont également produites en abondance et
organisées en fines chaines trés longues. Ces caractéristiques sont spécifiques a Fusarium

verticillioides(Nelson et al., 1983).

Figure 21 : observation microscopique de F.  Figure 22 : observation microscopique de
F.

verticillioides dans le milieu PDA verticillioides dans le milieu SNA

111.1.4. Evaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis L., sur le champignon Fusarium verticillioides
111.1.4.1. Résultats des observations de la croissance mycélienne sur les boites

Les résultats des observations de la croissance mycélienne sur les boites de pétri sont

représentées dans les (fig.22)et (Fig.23).
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\
R\

Témoin. Dose 01. Dose 02

Dose 03. Dose 04

Figure 22 : Croissance mycélienne deFusarium vertcillioides sur le milieu PDA
par confrontation directe (originale).
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Témoin Dose 1. Dose 2

Figure 23: Croissance mycelienne de Fusarium vertcillioides sur le milieu PDA par de
confrntation indirecte (originale)

111.1.4.1.1.Résultats de la croissance mycélienne de champignon par la technique de

confrontation direct
Les résultats obtenues du test de confrontation direct de ’huile essentielle de R. officinalis

L,.sur la croissance mycélienne de F. verticillioides est représenté dans la(fig.25).
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Effet de I'huile essentielle sur la croissance de Fusarium
verticillioides

5 —
4 7~
3
2
1
0
2jours 5jours 6jours 7jours 8jours 11jours 12jours 13jours
=@=D1 D2 e=@==D3 [} —@=Dl ==@=T

Figure 25 : effet de I’huile essentielle sur la croissance mycélienne de Fusarium

verticillioides par la méthode de confrontation direct

Les résultats obtenus pour le test de I’activité de 1’huile essentielle testée sur la
croissance  mycélienne de champignon  phytopathogeneF. verticillioides  varie
considérablement en fonction des concentrations des doses utilisé pour I’huile essentielle du
romarin.

L’examen des résultats obtenus aprés la culture du champignon F. verticillioides
confronté aux huiles testées, a permis de soulever les constatations suivantes :

La croissance mycélienne du champignonphytopathogene est similaire pour toutes les
concentrations des doses utilisés pour 1’huile essentielle du Rosmarinus officinalisL., dans le
deuxieme jour de notre test

Apres 2 jours de notre test on observe une augmentation de la croissance mycélienne

de champignon phytopathogéneF. verticillioides.

Les résultats montrent que I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L., Exerce un

effet inhibiteur de la croissance champignon phytopathogene.

* Taux d’inhibition pour chaque dose de I’huile essentielle du Romarin par le test de
confrontation direct

Le taux d’inhibition est calculé dans le tableau suivant par la loi :
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Pourcentage d’inhibition=100x[(DMT DME) /DMT

2jours | 5jours | 6jours | 7jours | 8jours | 1ljours | 13jours | 15jours
D1 0% 38.46% | 36.23% | 32.46% | 32.22% | 13.46% | 9.43% | 8.25%
D2 0% 5.76% |4.44% |3.89% |0.73% |1.92% |3.20% |4.22%
D3 0% 7.69% | 13.04% | 12.86% | 12.22% | 3.84% |4.71% |5.75%
D4 0% 3.84% |579% |1.29% |0.22% |143% |4.83% |5.88%

Tableau 03 : Taux d’inhibition pour chaque dose de I’HE par la méthode de

confrontation direct

L’examen des résultats obtenus aprés2 jours de culture du champignon F. verticillioides
confronté aux huiles testées, a permis de soulever les constatations suivantes :

*Aucune zone d’inhibition de la croissance mycélienne du F. verticillioides n’a été
observé pour toutes les concentrations des doses dans les deux premiers jours de test(0%).La
souche est dite résistant.

* La zone d’inhibition est moyennement active lorsqu’elle posséde une inhibition
comprise entre 32%et 38% dans le 5 éme jour jusqu’un 8jours,la souche est dite limitée.

Apreés 11 jours I’inhibition comprise entre 8%et 13%, la souche est dite peu sensible

* La zone d’inhibition est peu ou pas active lorsqu’elle possede une inhibition
comprise entre 0%et 13% Apres 5 jours de test, la souche est dite peu sensible ou résistant
(Dose 2, Dose3, Dose4).

111.1.4.1.2 Résultats de la croissance mycélienne de champignon par la technique de
confrontation indirecte
Les résultats obtenus du test de confrontation direct de I’huile essentielle de R. officinalis. Sur

la croissance mycélienne de F. verticillioides est représenté dans la ! (fig.26).
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Effet de I'huile essentielle sur la croissance de Fusarium
verticillioldes.

2jours Sjours 6jours 7jours 8jours 1ljours 12jours 13jours

=@=D] =@=D2 T

Figure 26 : Effet de I’huile essentielle sur la croissance de Fusarium verticillioides par la

méthode de confrontation indirect.

L’examen des résultats obtenus aprés la culture du champignon F. verticillioides
confronté aux huiles testées, a permis de soulever les constatations suivantes :

La croissance mycélienne duchampignonphytopathogéne est similaire pour toutes les
concentrations des doses utilisés pour I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis. L dans le
deuxieme jour de notre test

Apreés 2 jours de notre test on observe une augmentation de la croissance de champignon
phytopathogéneFusarium verticillioides.
Les résultats montrent que I’huile essentielle de Rosmarinus officinalisL.Exerce un effet

inhibiteur de la croissance de champignon phytopathogéne.
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*Taux d’inhibition pour chaque dose de I’huile essentielle du romarin par le test de

confrontation indirect

2jours | 5jours | 6jours | 7jours | 8jours | 1ljours | 13jours | 15jours
D1 0% 35.63% | 39.18% | 34.93% | 22.64% | 21.29% | 20.96% | 13.81
D2 0% 20% 37.03% | 27.83% | 19.75% | 23.33% | 4.86% | 4.68%

Tableau 04 : Taux d’inhibition pour chaque dose de I’HE par la méthode de

confrontation indirect

L’examen des résultats obtenus aprés 2 jours de culture du champignon F. verticillioides

confronté aux huiles testées, a permis de soulever les constatations suivantes :

*Aucune zone d’inhibition de la croissance mycélienne du F. verticillioides n’a été
observé pour les deux concentrations des doses dans les deux premiers jours de test(0%).La
souche est dite résistant.

* La zone d’inhibition est moyennement active lorsqu’elle possede une inhibition comprise

entre 13%et 39 % aprés 5 jours jusqu’un 11jours, la souche est dite sensible.

Les résultats obtenus montre que 1’utilisation des témoins a favorisé une comparaison
juste et fiable de I’effet de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L., contre ce

champignon phytopathogéne.

111.2.Discussion

I11.2.1.Paraméres organoleptique de I’huile essentielle
Les paramétres organoleptique de notre huile essentielle (I’odeur, la couleur, ’aspect) sont
en accorde avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR , ce qui indique que I’huile extraite

de Rosmarinus officinalis L., de la région de Akbou présente une bonne qualité sensorielle.

Cependant, les caractéristiques sensorielles telles que la couleur, ’odeur et I’apparence
fournissent uniquement des indications initiales sur la qualité d’une huile essentielle. Etant
donné que ces propriétés ne fournissent que des informations limitées sur cette huile, il est

nécessaire d’utiliser d’autres techniques de caractérisation plus précises. Les normes
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acceptees pour évaluer la qualité et la valeur commerciale des huiles essentielles reposent sur
des indices physicochimiques( Bouaoune, F. et al, 2020).
111.2.2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de notre plante (Rosmarinus officinalis. L) est exprimé en

pourcentage par apport a la masse utilisé de la matiére seche du végétal (g/100g).

La plante R. officinalis. Lfourni un taux d’environ 0.24 %. Ce dernier taux est inférieur que
celui obtenu de la méme espéce dans 1’étude de (Zemour, 2020) de I’ordre0.38% et
(Mimouni, 2016) de I’ordre 0.57% (Berkani, 2013)de 1’ordre 1.35% et inférieur & celui
de(Baghloul, 2007) de I’ordre 1.69% et (Ayadi et al., 2011)de I’ordre 1.85%.

Selon nos résultats nous peuvent dire que :

Malgré l'utilisation de la méme technique d'extraction, on observe une variation dans le
rendement. Cette variabilité peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tels que le stade de
croissance de la plante, les conditions pédoclimatiques, la période de récolte, le moment de la

récolte et le processus de séchage.

111.2.2.3 Discussion des résultats obtenues pour I’évaluation de I’activité antifongique de

I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L., sur le champignon phytopathogéne

L’analyse et ’interprétation des résultats de I’effet de 1’huile essentielle de
Rosmarinusofficinalis L., la croissance de souche antifongique testé, montrent que 1’huile
essentielle de Rosmarinus officinalis L., possede une activité antifongique contre le
champignon phytopathogéne étudié.

L’évaluation de I’activité antifongique de cette HE a montré que les variations
d’inhibition Sont en fonction de nombreux facteurs, notamment la nature et la concentration
de I’huile essentielle, ainsi que la souche fongique étudiée. Ainsi, les différences observées
entre les activités antifongiques des différentes HE étudiées peuvent étre attribuées a des
différences dans leurs fractions actives

Nous avons utilisé différentes doses pour tester 1’efficacité d’une huile essentielle.
Cependant, I’inhibition n’a pas atteint un taux maximal de 100%. Tandis que ce travail de
recherche doit étre complété par d’autres études afin d’évaluer la dose qui inhibe La

croissance a 100%. En effet, plusieurs chercheurs (Boutarfaia et Benyahia, 2015 ; Belhamel
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et al, 2021) rapportent que les champignons ont montré une sensibilité accrue a
I’augmentation de la concentration de I’huile essentielle dans leur milieu de culture

Ou le diamétre de la colonie se réduit a chaque fois qu’on augmente la dose jusqu’a une
inhibition totale ou aucune croissance n’est observée.

L’effet de I’huile essentiel de romarin sur la croissance mycelienne de champignon
étudié a montré que ce champignon est sensible vis-a-vis cette huile avec des taux d’inhibition
entre 20% et 30%. D’autre part, Pour 1’espéce de Fusarium, cette huile a exercé un effet
inhibiteur sur la croissance comparé au témoin.

L’activité antifongique des huiles essentielles a été démontré que les effets
antifongiques de ces huiles essentielles inhibent la croissance du Fusarium verticillioides.
Certains auteurs (Belhamel et al, 2021 ; Boutarfaia et Benyahia, 2015). Ces auteurs ont
constaté que le diametre de la croissance myceélienne diminuait a mesure que le dosage du
diamétre mycélien d’huile essentielle augmentait. Cela refléte probablement la présence de
composés plus actifs. Augmente la concentration des huiles essentielles. Certains chercheur
(Khaldi et al., 2021 ; Abou Nabila, 2017). IIs ont signalé que 1’évaluation de I’activité

antifongique des huiles essentielles est affectée par la méthode de test utilisée.

Les résultats obtenus suggerent I’utilisation des huiles essentielles comme agents
antifongiques potentiels pour lutter contre les champignons pathogenes (Hamdani et al,
2021).
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Conclusion

Conclusion générale
Sur la base des informations recueillies a partir de la synthese bibliographique, nous pouvons

citer

Sur le plan économique, le genre Fusarium est trés important parce qu’il regroupe
beaucoup d’espéces phytopathogeénes, il se développe en tant que pathogene secondaire sur
les tissus végétaux. Cette espéce peut attaquer les céréales en provoquant d’importants dégats

durant tout le cycle vital de la plante hote.

Les huiles essentielles de romarin cultivé dans la région d'Akbou (Béjaia) ont été obtenus par

hydrodistillation. L'étude de ces huiles essentielles extraites montre que :

Les parameétres organoleptiques de 1’huile essentielle (I'odeur, la couleur, I'aspect) sont en
accorde avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR ce qui indique que I'huile extraite de
Rosmarinus officinalis présente une bonne qualité sensorielle. Cependant, les caractéristiques
sensorielles telles que la couleur, I'odeur et I'apparence fournissent uniquement des indications

initiales sur la qualité d'une huile essentielle.

Le rendement en huile essentielle est variable selon la localisation géographigue, en effet,
cette variabilité peut étre due aux facteurs climatiques, la nature du sol. le cycle végétatif de la

plante, le mode d'extraction ou méme selon lI'age

L'effet de I'huile essentielle de romarin sur la croissance mycélienne de champignon étudié a
montré que ce champignon est sensible vis-a-vis cette huile avec des taux d'inhibition entre
20% et 30%. Dautre part pour I'espéce de Fusarium, cette huile a exercé un bonne activité

antifongique.

Comme perspective et en vue de poursuivre et d'approfondir ce travail, il serait nécessaire

également:
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_ De complété cette étude par I'identification des composes qui possedent un pouvoir rotatoire
_Drétudié la variation de la compositions en huile essentielle selon les saison ou les mois
_D'exploiter la richesse de la flore algérienne pour créer de nouvelles espéces d'études et

donner naissance a plusieurs idées dans le domaine de biotechnologie.
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Annexe

Annexe : Matériel utilisé pour I’évaluation de I’activité antifongique
Le matériel utilise pour I’évaluation de I’activitéantifongique est représenter dans 1’annexe ci-
dessus :

A : Verreries. B : Appareils. C : Produits

Papier whatmen. Boites de pétries, pinces, pipette pasteur
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Micropipette. Parafilm. LamesMicroscopique

A : Verreries utilisé pour I’évaluation de I’activité antifongique (originale).

Etuve. Bec Bunsen
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Annexe

Microscope optique

B : Appareils utilisé pour I’évaluation de I’activité antifongique (originale).

Milieu SNA. Milieu PDA.

Bleu de coton. DMSO

C : produits utiliséepour I’évaluation de I’activité antifongique (originale).
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Résumé

L'objectif de notre travail est I'evaluation de I'activité antifongique de I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis L. vis-a-vis d'une souche fongique isolée et identifiée a partir de grains
de céréales, purifiée et conservee dans le milieu PDA.I'extraction de I'huile essentielle a été

effectuée par la méthode d'hydrodistillation sur un appareil de type clevenger.

D'apreés les résultats obtenues, le rendement de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
est de I'ordre 0.24%, cet valeur est exprimé en pourcentage par rapport a la masse utilisé de la

matiere seche du végétal (g/100 g)

L'effet de I'huile essentiel de Rosmarinus officinalis sur la croissance mécilyenne de
champignon verticillioides a montré que ce champignon est sensible vis-a-vis cette huile avec
des taux d'inhibition entre 20% et 30%. Pour ce la I'huile essentielle a exercé un bonne effet
antifongique contre le champignon Fusarium verticillioides.

Mots clés: Rosmarinus officinalis L., Fusarium verticillioides., huile essentielle, extraction,

activité antifongique.

Abstract

The objective of our work is the evaluation of the antifungal activity of the essential oil of
Rosmarinus officinalis L. against a fungal strain isolated and identified from cereal grains,
purified and stored in the PDA medium. The extraction of the essential oil was carried out by

the hydrodistillation method on a clevenger type apparatus.

Based on the results obtained, the yield of Rosmarinus officinalis essential oil is in the
order of 0.24%, this value is expressed as a percentage of the dry matter mass of the plant

(9/100 g)

The effect of the essential oil of Rosmarinus officinalis on the medium growth of the
fungus Fusarium verticillioides showed that this fungus is sensitive to this oil with inhibition
rates between 20% and 30%. For this the essential oil exerted a good antifungal effect against

the fungus Fusarium verticillioides.
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