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Introduction

Introduction :

Depuis des milliers d'années, 1'humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un trés large
éventail d'activités biologiques. Cependant 1'évaluation de ces activités demeure une tache tres
intéressante qui peut faire 1'intérét de nombreuses études. (Zeghad, 2008). Parmi les
molécules intéressantes produites par les plantes, nous pouvons citer comme exemple les
alcaloides, les terpenes, les stéroides, les polyphénols, les huiles essentielles (Akroum,

2011). Ces molécules peuvent avoir des propriétés antibactériennes et antifongiques.

Le genre Thymus regroupe un grand nombre d’especes, avec souvent a I’intérieur de celui
ci des chimio types tres différents les uns des autres (Faleiro et al ., 2003). Les especes de ce
genre posseédent une large gamme d’activités biologiques : antiseptiques, antibactériennes,

antifongiques, et anti-oxydantes ce qui justifient le choix du sujet de notre travail.

En effet, I’objectif principal de ce travail est de mettre en évidence 1’effet antifongique de
I’extrait aqueux et éthanolique de Thymus vulgaris contres cing
champignons phytopathogenes: Penicillium sp, Aspergillus niger, Aspergillus flavus,

Fusarium verticilloides, Fusarium graminearum.

Pour illustrer ces objectifs, notre étude sera structurée en deux grandes parties :

- Dans la premiere partie une étude bibliographique qui va mettre en exergue trois chapitres

Le premier chapitre abordera les plantes médicinales ainsi que une généralité sur les huiles
essentielles, le deuxieéme sera consacré a ’activité biologique des extraits et des huiles
essentielles des plantes médicinales. Et en fin, la description botanique et les propriétés

biologiques de Thymus vulgaris feront I’objet du troisieéme chapitre.

- Une autre partie réservée a I’étude expérimentale subdivisée en deux chapitres : le premier

chapitre est réservé pour les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce

travail Les résultats obtenus, suivis de la discussion feront 1’objet du second.

Notre manuscrit est cloturé par une conclusion générale des perspectives.



o
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PARTIE I Partie Bibliographique

CHAPITRE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES PLANTES
MEDECINALES

I- Généralités sur les plantes médicinales

Depuis I’ Antiquité, les plantes ont été la principale source de médicaments et toutes
les sociétés humaines ont pratiquement utilisé les plantes non seulement comme sources de
nutrition, mais aussi comme thérapie contre les maladies et les affections (Wannes et
Marzouk, 2016). Les plantes produisent, en plus des métabolites primaires, un grand nombre
de métabolites secondaires qui ne sont pas issus lors de la photosyntheése, mais résultent des
réactions chimiques ultérieures (Mohammedi et al., 2013). Ces composés peuvent jouer un
role important dans la réduction des occurrences de nombreuses maladies en stimulant

diverses fonctions des organes du corps humain (Wannes et Marzouk, 2016).

Il est par ailleurs reconnu que les plantes constituent une source importante de
molécules bioactives qui présentent une large variété d’activités biologiques : anti tumorale,
antivirale, antimicrobienne, antioxydante et antifongique (Pothitirat et al., 2009). En effet,
I’action des plantes médicinales viennent de leurs métabolites primaires et secondaires, et sans

doute, de la synergie entre les différents composés présents (Reguieg, 2011).

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale: Méditerranéenne,
Saharienne et une flore Tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs
familles botaniques. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non
négligeable d’especes endémiques (15%), ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une

richesse inestimable. (Benkiki, 2006).
I.1.- Définition

La plante médicinale est une plante utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986). Environ 35 000 especes de
plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large
éventail de biodiversité utilisé par les €tres humains. Les plantes médicinales continuent de
répondre a un besoin important malgré l'influence croissante du systeme sanitaire moderne

(Elqaj et al., 2007).
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I-2- Utilisation des plantes médicinales

L’activité thérapeutique des plantes médicinales provient non seulement de la
présence de substances actives organiques (alcaloides, flavones, saponines........ etc.). Mais
aussi de bon nombre de vitamines et de minéraux, réel potentiel thérapeutique : potassium,
calcium, manganese, fer, cuivre, silice, zinc, fluor, phosphore, iode, nécessaires a un
organisme sain et a plus forte raison a un organisme malade. Bon nombre de plantes sont
susceptibles de contribuer a leur apport. Les minéraux ne se retrouvent pas en égale
proportion au cours de la vie de la plantes. Certaines d’entre elles les sélectionnent pendant
leur croissance et ont tendance a en concentrer quelques- uns. Certaines parties de la plante

sont plus spécifiquement concernées. C’est I’apport de sa partie active sous forme de poudre

qui apporte le potentiel minéral maximum : c’est le totum de la plante (Picard, 2012).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. N’ oublions pas que de tout temps, a I’exception de ces cent dernieres
années, les hommes n’ont eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies
bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Korib ,
2017). Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car
I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques décroit. Les bactéries et les virus se

sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin et al., 2001).

1.3.Métabolismes secondaires

Les métabolites secondaires constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas
strictement nécessaires a la survie d’une plante, d’une bactérie ou d’un champignon. Il s’agit
majoritairement de molécules de taille et de masse faibles comparées aux molécules du
métabolisme primaire (glucides, lipides et acides aminés). Elles sont majoritairement la
source d’odeurs jouant le role a la fois de répulsif envers les prédateurs (concurrents
écologiques) et d’attractif, de pigments permettant de capter le rayonnement solaire mais aussi
de protéger la plante contre ce rayonnement. Parmi les métabolites secondaires, Les huiles
essentielles (HE) sont les plus étudiées et présentent une grande importance commerciale. Il
s’agit de mélanges naturels généralement dominés par des composés mono- ou
sesquiterpéniques, plus rarement diterpéniques, et parfois par des phénylpropanoides.

3
-
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Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles, les

polyphénols, les terpenes et les alcaloides (Abderrazak et Joél, 2007).
1.3.1. Polyphénols

Ou « Composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus de 8000 molécules
(Bahorun, 1997 ; Garcia-Salas et al., 2010). Les polyphénols sont synthétisés par deux
voies biosynthétiques: celle du shikimate, et celle issue de 1’acétate (Bruneton, 2009).
L’élément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence d’au moins
un noyau benzénique auquel est directement li€é au moins un groupement hydroxyle ainsi que
des groupes fonctionnels :Ester, Méthyle ester, Glycoside (Bruneton, 1999). Les polyphénols
sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003).
Il existe plusieurs classes des polyphénols, principalement, les acides phénoliques simples, les
phénols simples, stilbénes, coumarines, tanins, quinones, flavonoides, lignanes, lignines et

xanthones (Tableau01).

Tableau n°01. Classification de la famille des polyphénols (Garcia-Salas et al., 2010).

Numero de carbone Classe Struciure de base
Cs Phenols simple
Cs Benzoguinones
Ce-C1 Acide benzoigue
L Acétophénones
Cy-Cx Acide phénylacetiquoe
Cs-Cx Acide cinmamigqume -4
Cs-C= Phenylpropemne
Cs-Ca Coumarnes
Cs-Cs Chromones
Cg-Ca IMNaphthogqunones
Cs-IC1-Cs Nanthones
Cs-C2-C Stilbenes
Cs Ty Anthraqunones
Cs-Ca-Cs flavomoides
(T30 Lignanes, neolignanes
(Cs-C1la Tannins hydrolysables | Polymére hétérogéne composs
d'acides phenolhigues et sucres
(Cs-Cs)n Lignines | simples
Aromatigue hantement réticule
polyvmere
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1.3.2. Les terpenes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte,
largement répandus dans le regne végétal, provenant de la voie de I’acide mévalonique (Bhat
et al., 2005). Leur particularité structurale est la présence dans leur squelette d’unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS8) (figure 01 ) dérivées du 2-méthylbutadiene
(Bakkali et al., 2008) La famille des terpenes comprend des hormones (Gibbérellines et
acide abscissique), des pigments caroténoides (Carotene et xanthophylle), des stérols
(Ergostérol, sitostérol, cholestérol), des dérivés de stérols (Hétérosides digitaliques), le

latex (qui est a la base du caoutchouc naturel) ainsi qu'une grande partie des huiles

essentielles qui conferent aux plantes leur parfum ou leur gout (Hopkins, 2003).
Selon Hernandez-ochoa, 2005, Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprenes en :
-Monoterpeénes : formés de deux isoprenes (C10H16).
-Sesquiterpenes : formés de trois isoprenes (C15H24).
-Diterpenes : formés de quatre isoprénes (C20H32).
-Tétraterpenes : formés de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides.

-Polyterpeénes : formés de (C5HS8) n, ou, (n de 9 a 30).

Figure n°01. Structure de I’unité isoprénique (C5H8) (Soléne, 2012)

1.3.3 Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans 1'eau et 1'alcool et ont un gout amer et certains sont
fortement toxiques (Korib, 2017). Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense
contre les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins, 2003).

Des anticancéreuses (vincristine et la vinblastine) (Iserin et al., 2001).
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Figure n°02: Exemple d'alcaloide la morphine (Korib ,2017)

1.4 - Huiles essentielles
1.4.1- Définition

Plusieurs définitions sont disponibles des huiles essentielles :

- Les huiles essentielles sont généralement des mélanges des principes volatils contenus dans
les végétaux (Bruneton, 1999). Se sont des produits obtenus a partir d’une matieére premiere
d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques

a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation seche.

- Les huiles essentielles (HE) sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés
également substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans
diverses parties des arbres, des plantes et des épices, elles sont volatiles et sensibles a l'effet

de la chaleur, elles ne contiennent pas de corps gras (Yahyaoui, 2005).

Les HE trouvent des emplois dans des secteurs assez divers, principalement en
parfumerie, en cosmétique et font aussi I’objet d’une consommation importante de la part de
I’industrie agroalimentaire ou elles sont appréciées pour leurs propriétés organoleptiques. Les
méthodes d’extraction des HE obéissent a des normes comme celle de I’AFNOR NF T 75-006
qui précise que seul I’entrailnement a la vapeur, les procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe

des Citrus et la distillation a sec peuvent produire une huile essentielle (Sutour, 2010).

1.4.2 Caractérisation d’huiles essentielles

La caractérisation des huiles essentielles — et d’ailleurs de tout mélange naturel — peut
prendre plusieurs aspects en fonction du besoin et de I’objectif assigné. Ainsi, dans la tres
grande majorité des huiles essentielles, les 15-25 composés majoritaires représentent 80-95%
de la composition globale et sont donc suffisants pour caractériser cette huile essentielle. Il

faut toutefois signaler que la connaissance des composés minoritaires est parfois un parametre
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important de la qualité biologique ou organoleptique du produit et qu'en conséquence une
analyse fine est nécessaire. Il faut également signaler qu’une analyse peut étre totalement

faussée par la mauvaise identification d’un seul constituant (Sutour, 2010).

I-4-3- Localisation de I’huile essentielle dans la plante

11 arrive tres fréquemment que la composition de I’huile essentielle d’une plante est tres
variable, selon qu’elle soit extraire de I’'un ou l'autre organe de cette plante (Chemloul,
2014). Dans certaines plantes, 1’essence est produite par des tissus sécréteurs. Dans d’autres,
elle se trouve en liaison glucosidique a I’intérieur des tissus et ne se manifeste que lorsqu’on
froisse, écrase, seche ou distille la plante (Schauemberg et Paris, 2010). Les essences sont
sécrétées dans différentes parties variant selon la plante aromatique. Elles peuvent étre de
minuscules cellule épidermique dans les pétales de la rose ou des poils sécréteurs disposés a
la périphérie des calices floraux, des feuilles et des tiges chez les labiées(thym, sauge) ou de
grosses cellules disposées au sein des tissus végétales : tiges, écorces, racines, feuilles,
semences.(Scimeca et Tétau, 2005). Toutes les plantes de la famille des Labiées possédent
dans leurs tissus épidermiques et foliaires des glandes sécrétrices riches en huiles essentielles

aromatiques (Chambon, 1984)

— — I
i Fleurs : oranger, rose, lavande, le bouton .
floral igiroﬂei...i -
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e —
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= — | Fruits : fenouil, anis, épicarpes des Citrus_..  |» -
= e/ =2
7=t =
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P L | Tiges : citronnelles,... '.. %
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E =
o |» | Rhysomes et racines : gingembre, vétiver, =
L | Graines : noix de muscade, coriandre,.... '.
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Figure n°03: Provenance des huiles essentielles en fonction des différentes parties de plantes.
(Mann, 1987).
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I.4.4.Fonction Biologique

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s'adapter a leur environnement et assurer leur

ultime défense, elles jouent plusieurs roles écologiques:

- Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance). i
- Interaction plante animale, pour leur protection contre les prédateurs (Ormeno, 2007;

Fouché et al., 2008).

1.4.5.Propriétés physiques

Ce sont des liquides a la température ordinaire. Volatiles, odorant, généralement incolores ou
jaune pale. Leur densité est le plus souvent inférieure a 1. Leur indice de réfraction souvent
élevé avec un pouvoir rotatoire. Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans 1’alcool et

solvant organique. (Paris et Hurabielle, 1980).

1-4.6 .Propriétés chimiques des huiles essentielles

Les plantes vertes sont de véritables petites usines chimiques (Delaveau et al., 1985).
Les cellules végétales sont capables en dehors de la synthese des composées fondamentaux de
la matiere vivante qui sont, les protéines, les lipides, les sucres de coordonner les multiples
réactions chimiques conduisant a 1’élaboration des essences (Garnero, 1991) . Dans le cas
des huiles essentielles seuls sont rencontrés les terpenes les plus volatils ¢’est-a-dire ceux dont
le poids moléculaire n’est pas élevé (Belaiche, 1979). Le nombre des molécules
chimiquement différentes qui constituent une huile essentielle est variable (Belaiche, 1979).
A coté des composés majoritaires (entre 2 et 6 généralement), on retrouve des composés
minoritaires et un certain nombre de constituants sous forme de traces (Pibiri, 2006).
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui

appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes :

» le groupe de terpénoides ;

» le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton, 1999).

D’apres Pibiri (2006) la structure des composés des huiles essentielles est constituée
d’un squelette hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce squelette de
base est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La
majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes

d’oxygene, pour quelques groupes fonctionnels azotés ou soufrés.
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Chapitre II: Activité biologique des extraits et des huiles essentielles

des plantes médicinales et aromatiques.

I-Activité biologiques des extraits et des huiles essentielles

L'activité biologique d'un extrait ou d’une huile essentielle (HE) est a mettre en
relation avec sa composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses
composants. Sa valeur tient a son «totum» ; c'est-a-dire, 1'intégralité de ses constituants et
non seulement a ses composés majoritaires (Lahlou, 2004).

L.1.activité antioxydant

Les polyphénols jouent un role important comme systeme de défense contre les
radicaux libres, leurs activité antioxydant se produit par plusieurs mécanismes:

> Absorption des rayons UV: la naringénine et la rutine ont un effet protecteur
contre les UV, en empéchant ainsi la surproduction des radicaux libres (Tripoli et al.,
2007).

> Renforcement de [IP’activité des enzymes antioxydants : les
citroflavonoides jouent un role important dans I’augmentation de 1’activité antioxydant
du superoxyde-dismutase et de la catalase et par la modulation de I’expression de gene
de su-peroxyde dismutase, catalase et de glutathion peroxydase (Tripoli et al., 2007).

> Neutralisation des radicaux libres et chélation des métaux: des études
réalisées in vitro et in vivo ont montré la capacité des polyphénols d’agrume a neutraliser
les radicaux libres et a chélater les métaux principalement le fer (Del-Rio et al., 2004)

> Inhibition de la lipopéroxydation : diverses études expérimentales ont
montré 1’existence d’une relation importante entre les flavonoides de citrus limon et la
diminution de I’oxydation de taux des lipoprotéines de faible densit¢é LDL dans le sang

(Gonzalez-Molina et al., 2010).

I.2.Activité antibactérienne

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la tres grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des
mutations chromosomiques ou a 1’acquisition de geénes de résistance portés par des
éléments génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances
ont conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité

plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par
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I’organisme d’autre part (sans exercer des effets déléteres sur la santé humaine)
(Kempf et Zeitouni, 2009). Ces nouveaux agents antimicrobiens peut se trouvé dans
les HE et les extraits des plantes.

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HE et des
extraits des végétaux, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas
attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire
(Carson et al., 2002).

De facon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HE 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). Le mode d’action des HE dépend en premier lieu 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. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane
(Cox et al., 2000; Carson et al., 2002). Une inhibition de la décarboxylation des acides
aminés chez Enterobacter aérogenes a aussi été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi,
1995). Les HE peuvent aussi inhiber la synthese de DNA, ARN, des protéines et des
polysaccharides (Cox et al., 1991).

Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le
thymol et le carvacrol peuvent adhérer aux bactéries par fixation aux protéines et aux

Lipopolysaccharides pariétales grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la
membrane intérieure plus vulnérable (Dorman et Deans, 2000).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des
extraits de plantes médicinales telles que fenouil (Foeniculum vulgare), le menthe
poivrée (Mentha piperita ), thym (Thymus vulgaris ), ils ont trouvé que ces extraits
sont actifs non seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les
levures et les virus (Jiirgen et al ., 2009)

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et
identifié les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de
plantes, cette étape constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant
I’industries pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et

al., 2008).
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1.3.Activité antifongique
Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles, les
extraits des plantes ou leurs composés actifs pourraient également étre employés comme
agents de protection contre les champignons phytopathogenes 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, malgré de possibles synergies certains auteurs préferent étudier
I’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a I’activité globale de
I’huile. Ainsi ’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la
présence de certaines fonctions chimiques (Voukou et al., 1988). Ces mémes auteurs
concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6-diméthoxyphénol) sont plus
antifongiques que les aldéhydes testés (cinnamique et hydro cinnamique). Ils présentent
également des propriétés fongistatiques trées marquées. Les groupements méthoxy, a
I’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une fongitoxicité significative.

Cette activité est estimée selon la durée d’inhibition de la croissance déterminée
par simple observation macroscopique. L’activité antifongique décroit selon le type de
fonction chimique: Phénols>Alcools> Aldéhydes>Cétones>Ethers Hydrocarbures.

Parmi les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif. En ce
qui concerne les composés phénoliques, ’activité antifongique augmente avec
I’encombrement stérique de la molécule (p-n-propylphénol> thymol> isoeugénol>
eugénol) (Ultree et al., 2002).

L’addition de groupements alkyls au noyau benzeéne du phénol augmente le
caractere antifongique. Par conséquent, un certain degré d’hydrophobicité des composés
phénoliques ou aldéhydes aromatiques parait donc requis pour exprimer une
caractéristique antifongique optimale .L’activité des terpenes des huiles essentielles est
en corrélation avec leur fonction chimique. Les travaux de Chao et al. (2000), ont
montré I’importance de la spécification du genre et de I’espece, ainsi que de la variété de

la plante d’ou provient I’extrait.
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I. 4. Utilisation des extraits et des huiles essentielles comme bio pesticides

L'utilisation répandue des insecticides synthétiques a mené a beaucoup de
conséquences négatives (la résistance des insecticide, la toxicité sur la faune
auxiliaire, les problemes de résidu et la pollution environnemental) ayant pour
résultat l'attention croissante étant donnée aux produits naturels (Isman et
Machial, 2006).

Les plantes peuvent fournir des solutions de rechange potentielles aux agents
actuellement utilisés contre les insectes parce qu'elles constituent une source riche
en produits chimiques bioactifs. Beaucoup d'effort a ét¢ donc concentré sur les
matériaux dérivés de plante pour les produits potentiellement utiles en tant
qu'agents commerciaux de lutte contre les insectes (Kim et al., 2000).

Les plantes aromatiques sont parmi les insecticides les plus efficaces
d'origine botanique et les huiles essentielles constituent souvent la fraction

bioactive des extraits de plantes (Shaaya et al., 1997).

I.4.1. Activité insecticide des huiles essentielles

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par
fumigation a été bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées, de
nombreux travaux ont porté sur I'amélioration des formes d'utilisation des plantes
qui permettent de renforcer et de rentabiliser leur activité insecticide (Isman,
2000).

L'objectif est d'améliorer les techniques traditionnelles basées sur l'utilisation
des ressources végétales renouvelables pour une meilleure gestion des déprédateurs
dans les stocks de niébé 'autres résultats indiquent que les huiles essentielles
extraites de plantes odorantes ont une activité insecticide indéniable vis- a- vis de
Callosobruchus maculatus. Ces huiles essentielles agissent par diffusion. C'est
ce qui leur permet d'atteindre toutes les interstices dans la masse de graines
stockées. Elles peuvent donc étre utilisées en fumigation et leur emploi est facile.
Selon (Koumaglou, 1992) la technologie de leur extraction est simple et

accessible a tous les niveaux.
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Chapitre III: Extraits et huile essentielle du Thym

I.1. Généralités sur le genre Thymus
I.1.1. Historique et botanique

Le nom Thymus vient probablement du latin "Thymus" qui signifie «parfumé» ou du grec
"Thymos" qui signifie "courage" ou "force (Stahl-Biskup et Saez, 2002). Les grecques
brhlaient cette herbe pour chasser les insectes piquants de la maison. Le Thym représentait le
style et I'élégance des premiers Grecs, et 1'esprit républicain en France au moyen Age. A cette
époque, les moines bénédictins apportaient du Thym en Europe centrale et en Angleterre car
ils pensaient que les oreillers a Thym soulageaient 1'épilepsie et la mélancolie. Au XVII
siecle, le Thym a été utilisé au cours de la peste qui a balayé 1'Europe .1l est utilisé aussi par
les Egyptiens pour embaumer les morts. Les Romains, de leur part brilaient le Thym pour
éloigner les créatures venimeuses. Ils s’en servaient aussi pour aromatiser le fromage

(Charles, 2012).

Les plantes du genre Thymus sont des arbustes perpétuels herbacés avec des racines
ligneuses, elles peuvent atteindre une hauteur de 45 cm (2 pieds). Les tiges sont verticales, les
branches sont persistantes, les feuilles sont aromatiques et recouvertes de glandes et les fleurs
sont colorées avec une couleur violette pale a deux Ievres avec un calice glandulaire (Charles,
2012). Plusieurs dénominations ont été données aux especes du genre Thymus; en Amazigh :

Azukni, Tazuknite, en Arabe : Ziitra (Stahl-Biskup et Saez, 2002).

Ce genre contient des propriétés aromatiques et médicinales et c’est le plus populaire
dans le monde. La connaissance de la composition chimique et les effets pharmacologiques de
ce genre permettent la classification des différents chémotype. Ces especes de Thymus, se
rencontrent, en plaine, en montagne, dans les rocailles, les garrigues, les pelouses et les

broussailles (Bellakhdar, 1997).
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Figure n°04 : Aspect Morphologique de Thymus vulgaris (Iserin, 2001).
1.1.2. Distribution géographique et classification de Thym

1.1.2.1. Dans le monde

Le genre Thymus de la famille de Lamiacée est largement retrouvé dans le monde
(figure 05) tels que I’Europe, 1’Afrique, I’Asie, le Groenland, le Canada, le Chili et la
nouvelle Zélande, mais ce genre est principalement répandu dans la méditerranée.
Aujourd’hui, environs 250 taxons qui se concentrent dans la méditerranée (214 especes et 36

sous- especes sont acceptées et sont divisées en huit sections) (Morales, 2002).

Figure n°05 : Distribution du genre Thymus dans le monde (Morales, 2002).

Le cercle rouge représente la zone de distribution du genre Thymus dans le monde.
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1.1.2.2. En Algérie

Le genre Thymus a colonisé le territoire de 1’ Algérie avec 12 especes (Dob et al ., 2006). Parmi ces
dernieres, certaines sont endémiques de 1’Algérie, telles que Thymus pallescens de Noé, Thymus
dreatensis Batt., Thymus guyonii de Noé et Thymus lanceolatus Desf (Hazzit et al., 2009). Sa

répartition géographique est représentée dans le « Tableau n°02».

Tableau n°02: Localisation des principales espéces du Thym en Algérie (Quézel, 1963).

Espéce Découverte Localisation Nom
par local
Thymus Noé Rare dans le sous secteur des hauts plateaux |
guyonii algérois et oranais et constantinois.
Thymus Batt Rare dans le sous secteur des hauts plateaux | _
dreatensis algérois et constantinois.
Thymus Desfontaine Le secteur de 1'atlas tellien (termi de Médéa et | Zaateur
lancéolatus Benchicao) et sous secteur des hauts plateaux
algérois, oranais (Tiaret).
Thymus hirtus | Willd Commun sauf sur httoral. Djertil
Hamrya
Thymus Coss Trés rare dans le sous secteur de I'Atlas | Zizerdite
pallidus saharien.
Thymus Boiss et Tres commun dans le sous secteur des hauts
vulgaris Reuter plateaux algérois, oranais )

I.1.3. Classification La classification botanique, selon Quézel, (1963) est la suivante

» Regne : Plantae

» Sous-regne : Tracheobionta

» Embranchement : Magnoliophyta

» Sous-embranchement : Magnoliophytina

» Classe : Magnoliopsida

> Sous-classe : Asteridae

» Ordre : Lamiales

» Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus
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I.1.4. Principale utilisations du Thym

Le Thym possede un large spectre d’utilisation (Tableau n°03), parmi lesquelles ont peut
citer: principalement son utilisation comme épice et aromatisant et surtout son utilisation pour

soigner divers problemes de santé

Tableau n°03 : Utilisations traditionnelles du Thym

Parties Indications Mode d’emploi Références
utilisées
Plante Fiévre De I'eau avec la plante, mettre une serviette | Rasooli et al.,
entiére Rhumes grippes sur la téte, et inhaler les vapeurs dégagées. | 2006.
Maladies broncho- | Ensuite, boire une tasse de cette décoction
pulmonaires filtrée avant de se coucher.
Racines Diarrhée Décoction Pina-Vaz ef al,
2004.
Feuilles Fievre Utilisées comme poudres ou en infusions. El Bouzidi er al.,
La toux 2013.
Les blessures
Infection
Feuilles et | Condiment Employée pour donner de saveur a la Miura et al,
fleurs culinaire viande. 2002.
Conserve plus longtemps les aliments et
empéche la formation des moisissures.
Plante Antiseptiques Décoction ou infusion Nickavar et al,
entiére Antispasmodiques 2005; Pirbalouti,
Antimicrobiennes 2013.

I-1-5-Propriétés du Thym

Le thym est souvent utilisé dans 1’assaisonnement des aliments et des boissons; et aussi
antiseptique, et comme désinfectant dermique et c¢’est un spasmolytique bronchique dont il
est indiquée pour traiter les infections des voies respiratoire supérieur. Les principaux
constituants du thym montrent également des propriétés vermifuges et vermicide (Bazylko et
Strzelecka, 2007) et des propriétés antivirales, antifongique, anti-inflammatoires, et
antibactériennes dont une étude récente a montré que les extraits méthanoique et hexaniques
des parties aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance de mycobacterium
tuberculosis ; (Jiminer et al., 2006) et aussi Propriétés anthelminthique ; (Al-Bayati, 2008) et

des propriétés anti oxydantes qui lui permette d’€tre utilisé comme un conservateur afin de
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prolonger la durée de conservation des poissons Thymus vulgaris durant leur stockage (Selmi

et Sadok, 2008).

I-1-6-Huiles essentielles du thym

L’essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les
plus actives (Naghdi, 2004). Elles sont composées par des molécules aromatiques d’origine
végétale présentant une tres grande diversité de structure. Plusieurs espece de thym possedent
de nombreuses activités biologiques tels que antispasmodique, antimicrobienne,
antibactérienne, antiviral, antioxydant, anti-inflammatoire, antiseptique, carminatif (Rasooli
et al., 2006). Une étude menée par Dob et al.( 2006) sur les Thymus d’Afrique du nord a
démontré que le composé majoritaire était le thymol chez les especes d’ Algérie et du Maroc et

le carvacrol chez les especes de Tunisie.

1.1.7.Principes actifs du thym

Le thym comporte plusieurs molécules intéressantes qui se retrouvent dans les différents

organes de la plante. Ces molécules sont :

Les acides phénoliques : acide caféique (Cowan, 1999), acide rosmarinique
(Takeuchi et al, 2004).

= Les flavonoides : hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al., 2004),
lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 2007).

= Les polyphénols : tanin (Cowan, 1999).

I.2.Activités biologiques de I’huile essentielle de thym

Plusieurs especes de thym posseédent de nombreuses activités biologiques tels que
analgésiques (Elhabazi et al., 2008), anti-inflammatoires (Ismaili et al., 2004), anti fongique
(Haddef et al., 2004), anti- oxydantes (Dorman et al., 2000 ; Tepe et al., 2005),
antibactériennes (Bouhdid et al., 2006 ; Amrouni et al., 2014) et antiseptiques (Pibiri,
2005). Les propriétés des HE de thym sont nombreuses et variées, et sont utilisées

dans différents domaines :

1.2.1. Activité antifongique

Les HE des plantes aromatiques sont connus pour avoir des propriétés antifongiques
(Pinto et al., 2007). Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production du

pseudomycélium alors qu’elles inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium,
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la sporulation et la production de toxine chez les moisissures (Edris, 2007). L'activité
antifongique des huiles du Thym sont attribuées au Thymol et au carvacrol. Ils provoquent
une dégénérescence des hyphes des champignons qui semblent vider leur contenu

cytoplasmique (Zambonelli et al., 1996)

1.2. 2.Activité antibactérienne

Plusieurs études sur les huiles essentielles ont ét€é menées pour prouver leurs effets
antimicrobiens (Peter, 2004). Ces études montrent qu’elles agissent en empéchent la
multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthese de leur toxines (Edris, 2007).
L’huile essentielle de Thym a montré une large gamme de 'activité antibactérienne contre les
microorganismes qui avaient développé une résistance aux antibiotiques (Nelson, 1997).
Juven et ses collaborateurs (1994) confirment que ce sont les phénols (Thymol, Carvacrol),
qui donne a I'huile essentielle le caracteére antibactérien. Ces terpenes se lient a I'aminé et aux
groupes hydroxylamine des protéines de la membrane bactérienne modifiant leur perméabilité
et entralnant la mort de la bactérie. Ainsi Listeria monocytogene, souche hautement

pathogene, présente une sensibilité élevée a cette huile riche en phénols (Yakhlef, 2010).
1.2.3. Activité anti-inflammatoire

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des
maladies inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou I’arthrite (Bourkhiss et
al., 2010). Le potentiel thérapeutique tres varié des huiles essentielles a attiré, ces dernieres
années, I’attention de chercheurs quant a leur possible activité contre le cancer. De ce fait, les
huiles essentielles et leurs constituants volatils font dorénavant ’objet d’études dans la
recherche de nouveaux produits naturels anticancéreux (Edris, 2007). Dans un test de
dépistage, in vitro, (test d'inhibition de la cycloxygénases) de plusieurs huiles essentielles,
I’huile de Thym exerce un effet inhibiteur sur la biosyntheése des prostaglandines (Peter,

2004).

I.3. Activité biologique des Extraits de thym

Grace a un solvant, on obtient des formes galéniques qui contiennent des concentrations
plus importantes en principes actifs. Les solvants utilisés sont en général 1’eau, I’alcool, la
glycérine et ils sont employés seuls ou en association. Il est a savoir que la chaleur a la

capacité d’améliorer le produit d’extraction (korib, 2017).
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I.3.1.Les extraits aqueux

Les extraits sont des préparations faites dans 1’eau (extrait aqueux) ou dans des
solvants (méthanol, éthanol, hexane, dichloromethane ...... ect) a partir des plantes
médicinales entieres ou de parties de celles-ci, convenablement divisées pour étre plus

facilement pénétrées par l'eau ou les solvants (Cheurfa, 2015).

En Algérie, de nombreuses études se sont succédé s’intéressant a la composition chimique de
I’extrait du thym ainsi qu’a ses propriétés antibactériennes, antimicrobiennes, antifongiques et
antioxydants. En ce qui concerne 1’ activité insecticide, treés peu d’investigations systématiques
relatives aux Labiées et particuliecrement au thym ont été développées et publiées durant cette

derniére décennie.

Benmadi (2017), dans une étude faite récemment, a montré que L’effet des extraits de
Thymus vulgaris récolté dans deux régions du pays (Mostaganem et Naama) sur la croissance
du germe Escherichia coli responsable des infections uro-génitales chez la femme.
L’extraction des principes actifs de la plante a été effectuée par macération du végétal dans
les solvants aqueux a 80/20, (solvant/eau, v/v) a différentes polarités (hexane — méthanol —
éthanol et eau). Les extraits de Thymus vulgaris obtenus apres évaporation du solvant ont été
dilués a 20, 40, 60, 80, 100%, respectivement. Plusieurs techniques de mesures on été
effectuées en triples essais chez Escherichia coli dont : méthode de contact direct, méthode
des disques, Concentrations Minimales Inhibitrices et Bactéricides (CMI et CMB). 1l
apparait, que tous les extraits a différents polarit€é de Thymus vulgaris ont présenté,
notamment a I’état pur des activités antimicrobiennes intéressants et proche de la gentamicine

vis —a- vis d’E. Coli.

Dans un autre travail fait par Binate gaousso (2017) qui a pour objectif de tester 1’activité
antibactérienne des extraits aqueux de Thymus vulgaris et de Thymus serpyllum sur neuf (09)
souches de bactéries pathogenes, et d’évaluer I'effet prébiotique de ces extraits sur les
bactéries lactique du yaourt. Les résultats obtenus ont montrés que I’extrait aqueux du
Thymus vulgaris a une tres forte activité bactéricide sur toutes les souches pathogenes avec
des diametres d’inhibition variant de 14.20 a 22.30 mm et des valeurs de 0.5 a 0.0009 % pour
la concentration minimale inhibitrice. Pour I’extrait aqueux de 7. serpyllum. Toutes les
souches ont montrées des valeurs de CMI allant de 0.5 a 0.0625 % pour cet extrait. D'un
autre coté, a l'exception de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium et Escherichia

coli, le mélange des deux extraits aqueux a eu un effet synergétique modéré sur les six autres
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souches avec des diametres variant de 14.80 a 20 mm. Par comparaison aux extraits étudiés,
les antibiotiques n’étaient pas tous actifs contre les souches testées (diametres d'inhibition

varient de 13 a 23 mm pour la gentamicine et de 00 a 20 mm pour la pénicilline et une

résistance totale a I'amoxicilline).
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PARTIE II-Chapitre 1 Matériels et méthodes

Ce travail a été effectué dans les laboratoires du département d’agronomie de I'université

d’ Akli Mohan Oulhadj de Bouira pendant une durée de 3 mois (février —avril 2019).
I-Matériel

I-1-Matériel biologique
I-1-1- Matériel végétal

Pour notre expérimentation nous avons utilisé une espece de plante médicinale qui
est Thymus vulgaris. La dermination de 1’espece a été faite par Mr Toumi du département des
sciences agronomiques. Cette plante est nommée localement Zaitra, elle est récoltée le mois

de février de la zone de Boufarik située dans la wilaya de Blida.

I-1-1-1-Présentation de Thymus vulgaris

Thymus vulgaris est un sous-arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant atteindre
de 20 a 30 cm de hauteur (figure 06). Ses tiges sont dressées, ligneuses, rameuses et
tortueuses a la base et ses racines sont assez robustes, ses branches sont minces, denses,
ramifiées, blanchatres et courtement velues, portant des feuilles persistantes de couleur vert
grisatre, subsessiles, opposées, oblongues-lancéolées a linéaires et mesurant de 3 a 12 mm de
long et de 0.5 a 3 mm de large. Les marges de leurs limbes sont enroulées sur la face ventrale
ce qui donne aux feuilles une forme générale d’aiguille. Les fleurs sont de petite taille (4 a 6
mm de long), de couleur blanche a rose, bilabiées, zygomorphes, regroupées par 2 ou 3 a
I’aisselle des feuilles et rassemblées en glomérules ovoides. Le calice est velu, hérissé de
poils durs, vert, souvent avec des taches violettes, en forme de tube ventru a la base, mesurant
de 3 2 4 mm de long. 1l est formé de 5 sépales soudés en 2 levres inégales, celle du haut étant
tridentée et celle du bas bilobée, ciliée et arquée La corolle est bilabiée, blanchatre a violet
pale et de taille variable. Le fruit est un tétramere brun clair a brun foncé qui renferme a
maturité 4 minuscules graines (I mm). La période de floraison de 1’espece a lieu, mai a aofit

(Prasanth et al., 2014).
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Figure n°06 : Thymus vulgaris (photo originale).

I-1-1-2 Classification Taxonomique

La situation botanique de I’espece Thymus vulgaris L. est donnée ci-dessous (Tableau.
04).

Tableau n°04 : Classification taxonomique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghédira, 2012)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnaliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

(zenre Thymus

Espéce Thymus vulgaris L.

I-1-2- Matériel fongique

Nous avons utilisé deux especes de genre Aspergillus et deux especes de genre Fusarium
et une espece de Penicillium; la détermination de I’espece a été faite par Mme Mebdoua du
département des sciences agronomiques. Ces souches ont €té isolées a partir de graines de

céréales durant la compagne agricole 2015- 2016 et 2018-2019.

123 1
1 >
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a)Aspergillus Niger

C’est un champignon filamenteux ascomycete de 1’ordre des Eurotiales c’est une des
especes les plus communes du genre Aspergillus qui apparait sous forme d’une moisissure de
couleur noire sur les fruits et les légumes. Aucune forme sexuée n’est connue. Cette
moisissure est un contaminant omniprésent qui est habituellement inoffensif pour la santé
humaine. Mais dans des circonstances spéciales et rares, elle peut étre toxique et pathogene
car elle peut étre responsables de mycoses pulmonaires chez 1’homme et les oiseaux

(Machourt , 2015).
Systématique

» Regne : Fungi
» Embranchement : Ascomycota
» Classe : Eurotiomycota.
» Sous-classe : Eurotiomycetidae.
» Ordre : Eurotiales.
» Famille : Trichocomyceae
»  Genre : Aspergillus
» Espece : Aspergillus Niger

b) Aspergillus flavus

Aspergillus flavus est cosmopolite et passe la majeure partie de sa vie comme saprophyte
dans le sol, il est aussi un microbe pathogene opportuniste engendrant des infections
envahissantes et non envahissantes chez I’homme ainsi que chez certains animaux et
insectes ; cet Aspergillus infecte également les récoltes et contamine les grains stockés : dans
ces derniers substrats, il produit des métabolites cancérogeénes toxiques, telles que les

aflatoxines et les autres mycotoxines.

A. flavus est un phytopathogene s’attaquant a des récoltes économiquement importantes,
telle les récoltes de mais et d’arachides il est commun sur les arachides, les épices, les
céréales, et parfois sur les fruits secs. Aspergillus flavus est souvent étudié en tant que

contaminant produisant des mycotoxines comme les aflatoxines (Warnock, 1977).
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Systématique

» Regne : Fungi
» Embranchement : Ascomycota
» Classe : Eurotiomycota.
» Sous-classe : Eurotiomycetidae.
» Ordre : Eurotiales.
» Famille : Trichocomyceae
»  Genre : Aspergillus
» Espece : Aspergillus flavus.

¢) Fusarium verticillioides

Les especes de Fusarium sont omniprésentes et peuvent étre trouvées dans le sol, dans 1’air
et sur les plantes .le Fusarium est surtout connu étant associé aux récoltes de céréales et a la
poussiere de grains (seigle, orge, mais, avoine, blé et sarrasin). L’espece Fusarium
verticillioides est I’une des principaux champignons responsables de la fusariose de 1’épi sur

blé, orge et autres céréales telles que le mais (chehri et al., 2010) et (EL-wakil, 2010).

Systématique
» Regne : Fungi
» Embranchement : Ascomycota
» Classe : Sordariomycetes.
» Ordre : Hypocreales.
» Famille : Nectriaceae.
»  Genre : Fusarium.

» Espece : Fusarium verticillioides

d) Fusarium graminearum
Systématique

» Regne : Fungi
» Embranchement : Ascomycota
» Classe : Sordariomycetes.
» Sous-classe : Eurotiomycetidae.
» Ordre : Hypocreales.

» Famille : Nectriaceae.
»  Genre : Fusarium.
» Espece : Fusarium graminearum.
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E) Penicillium sp

Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes qui ont des actions
bénéfique mais aussi néfastes pour I’homme .Ils sont ubiquitaires.les aliments sont
généralement des milieux tres favorables a leur développement .plusieurs moisissures
notamment les genres penicillium sont connues pour étre des contaminants des produits
agricoles et/ ou pour leur capacité a produire des métabolites secondaires toxiques (Meyer et

al., 2004)
Systématique

» Regne : Fungi
» Embranchement : Ascomycota
» Classe : Eurotiomycota.
» Sous-classe : Eurotiomycetidae.
» Ordre : Eurotiales.
» Famille : Trichocomyceae.
»  Genre : penicillium

» Espece : penicillium sp.

I-I-3 Autre matériel

Autres que le matériel biologique cité auparavant, nous avons utilisés le matériel présenté

dans le tableau (annexe 1).

I1 -Méthodologie
I1-1 séchage de la plante

Les feuilles de thym ont été séchées a I’air libre, sous I’ombre, pendant trois semaines
I1-2 broyage

Les feuilles des plants séchées (T.vulgaris) sont broyé a I’aide d’un moulin a café jusqu’ a

I’obtention d’une poudre fine (Figure n°07).
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Feuilles séchées Feuilles broyées

Figure n°07 : Thymus vulgaris séché puis finement broyé
I1-3- Détermination de I’humidité de la plante
Le contenu en eau de la plante a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve. Une

quantité de feuilles fraiches d’une masse de 5g + 0.01 a été exposée a une température de

105°C + 5 dans une étuve jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Bourkhiss et al., 2009).

Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

H %=( poids a - poids ) x100/poids a

Considérons :
o : Poids de I’échantillon (plante fraiche) en gramme.
B : Poids de I’échantillon (plante seche) en gramme.

H%: Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

il |
127 1
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I1-4-Méthode d’extraction
I1-4-1-Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux de la plante est obtenu en laissant macérer 15 g de la poudre dans 150
ml de I’eau distillée pendant 24 h sous agitation. Les extraits ainsi obtenus sont filtrés
a I’aide d’un papier filtre, les filtrats sont conservés dans des flacons en verre a 4 °C (Gbogbo

etal .,2013).

Figure n°08: Filtration de I’extrait aqueux.

I1-4-2-Préparation de I’extrait éthanolique

L’extrait éthanolique est obtenu a 1’aide d’un extracteur soxhlet a une température de
70°C. Une quantité de 10 g de la poudre de thym est introduite dans une Cartouche soxhlet.
Cette derniere est placées dans I’extracteur surmonté d’un réfrigérant. Le volume de 1’éthanol

96° utilisé est 200 ml. (Wilkinson et Traoré, 2006).

il |
128 1
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Figure n°09: 1'extraction éthanolique par soxhlet

L’extrait est récupérés et conservés dans des flacons en verre jusqu’au moment de leur

utilisation.

I1-5-Etude de I’activité antifongique de I’extrait de plante de thym
II-5-1-Caractérisation microscopique et macroscopique

Apres une culture de 7 jours a 26 °C sur milieu PDA, la pureté de la souche est vérifiée
par examen microscopique apres coloration avec le bleu de coton. La culture sur PDA est

utilisée également pour l'appréciation de quelques criteres macroscopiques telles que :

» La croissance radiale,
»  Aspect du mycélium aérien,

» Couleur de l'envers de la colonie
I1-5-2-Méthode d’évaluation de I’activité antifongique de I’extrait

La méthode utilisée pour évaluer I’activité antifongique des extraits est la méthode de
dilution dans un milieu gélosé, I’extrait a tester est incorporée dans le milieu gélosé. Puis un
disque mycélien activement grandissant est placé au centre de la boite de Pétri. La croissance
radiale du mycete apreés un temps approprié, selon les caractéristiques de croissance du

champignon, est alors mesurée et comparée aux échantillons témoins (Wilkinson, 2006).
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I1-5-2-1-Préparation des milieux gélosés a base d'extrait aqueux

Un volume 30ml de I’extrait aqueux est incorporé dans 300ml de milieu PDA (soit un

/////

min. Apres refroidissement a 60 °C environ, le milieu gélosé est réparti dans des boites de Pétri
de 9 cm de diametre en condition aseptique sous la hotte a flux laminaire. Le témoin ici est

constitué du milieu PDA seul sans extrait.

Figure n°10: collage de milieux gélosés a base de I’extrait aqueux du thym.

I15-2-2-Préparation des milieux gélosés a base de I’extrait éthanolique

Un volume 30ml de I’extrait éthanolique est incorporé dans 300ml de milieu PDA

/////

pendant 20 min. Apres refroidissement a 60 °C environ, le milieu gélosé est réparti dans des
boites de Pétri de 9 cm de diametre en condition aseptique sous la hotte a flux laminaire. Le
témoin est préparé de la méme facon mais en ajoutant un volume de 20ml de I’éthanol a la

place de I’extrait éthanolique.
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I1-5-2-3-Inoculation des milieux et incubation

La souche fongique a tester est cultivée sur un milieu PDA contenu dans des boites de
pétri de 9cm de diametre. Des disques de taille identique (Smm) sont délimités a 1’aide d’un
emporte-piece. Chaque disque est ensuit déposé au centre d’une boite de pétri contenant un

des milieux de culture. Les boites ainsi incubées dans un phytotron a 26°C.

Figure n°11 : I'inoculation du champignon Aspergillus flavus.

II-5-2-3 lectures des résultats

La croissance des champignons est appréci€e par les mesures des diametres des colonies
(en cm) sur une période allant de 2j a 9jours. Un diametre moyen des trois répétitions est
calculé. A partir de ces diametres, nous avons calculé le pourcentage d'inhibition de

chaque extrait en utilisant la formule de Greche et Hajjaji (2000).
Pourcentage d'inhibition = 100 x (DMT-DME / DMT)

DMT : Diametre Moyen sur le milieu témoin,

DME : Diametre Moyen sur le milieu avec extrait

D’autre part, une évaluation de changement de la couleur de colonie (face et revers), et de

I’abondance de mycélium aérien a été faite sur la base d’une appréciation visuelle.
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I1-6-Essai d’utilisation des extraits comme traitement de grains de blé
I1-6-1-Choix et Nettoyage du grain de blé

L‘échantillon de grain de blé retenu pour cette étude est un lot de blé tendre importé, il a été
fourni par la CCLS de Bouira. Ces grains présente un taux de contamination fongique de
100%, les principaux contaminants fongiques sont (Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Alternaria, Rhizopus ). Les grains ont subi un nettoyage manuel pour les débarrasser de

toutes impuretés étrangeres (pierres, insectes....).

I1-6-2-Préparation des dilutions des extraits du Thym

Les extraits utilisés dans cet essai sont diluées dans 1’eau distillée stérile a raison de 10% : 01
ml 1 d’extraits (aqueux ou éthanolique) est introduite dans une éprouvette de Sml, et on a
complété avec de I’eau distillée stérile jusqu'a Sml. Pour le témoin de 1’extrait aqueux, on a
utilisé de 10 ml de I’eau distillée stérile, et pour le témoin de I’extrait éthanolique, on a utilisé

I’éthanol dilué dans 1’eau distillée a raison de 10%.

I1-6-3-Déroulement de I’essai

Une quantité de 5g de grains de blé tendre est mise dans les solutions des extrait et les
témoins précédemment préparées, le tous est homogénéisé. Les grains sont laissé trempé
pendant 30 min. apres cette période, les grains sont séchés avec du papier filtre stérile
pendant 10 min pour €tre, ensuite, ensemencés a 1’aide d’une pince stérile dans le milieu
DCPA modifié a raison de 6 grains par boites de pétri, pour chaque extrait ou témoin trois

répétions (boites de Pétri) sont utilisés (Pacin et al., 2002 ; Ghiasian et al., 2004).
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Figure n°12 : Traitement des graines du blé par les extraits du Thym.

I1-6-3- Incubation et expressions de résultats

Les boites sont incubées dans un phytotron a 26°C pendant 10 jours, les lectures sont faites
apres 4 et 8jours ; les observations concernent le taux de germination des grains et le taux de
contamination fongique, le taux de germination et le taux de contamination est calculée

suivant les formules suivantes
Taux de germination= Nombre de grains germés x 100/ Nombre de grains ensemencés

Taux de contamination=Nombre de grains contaminés x 100/ Nombre de grains ensemencés

Figure n°13 : Ensemencement des grains
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I1-7- Evaluation de ’activité antifongique des extraits par la méthode de diffusion ou des
aromatogrammes

La méthode des aromatogrammes est une technique qui a été également utilisée pour
évaluer I’activité antifongique des extraits a tester. Cette méthode repose sur le pouvoir
migratoire des extraits sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode
nous permet de mettre en évidence 1’effet antifongique des deux ‘extraits sur les cinq souches
fongiques citées précédemment. La méthode de diffusion des disques appliquée est celle
décrite par Mayachiew et Devahastin (2008), Gachkar et al. (2006) et Hussain et al.
(2010). Dans cet essai on a utilisé également deux fongicides (Tebuconazole, Fludioxonil)

afin de les comparer avec nos extraits.
I1-7-1-préparation de la suspension fongique

A partir d’une culture de 7jours sur le milieu PDA, une suspension fongique est préparée en
ajoutant 1 ml de I’eau distillée a la surface de cette culture et en le récoltant a I’aide d’une
pipette pasteur — étaloire. Ensuite, sur une boite de Pétri contenant le milieu PDA neuf, on a

ensemencé 1ml de cette suspension a 1’aide d’une pipette pasteur- etaloire.
I1-7-2 Dépot des disques

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques de papier Wattman
sont déposés sur la surface de milieu PDA inoculé avec la suspension fongique, puis a 1’aide
d’une micropipette ces disques sont imbibés par 20uL de I’extrait du thym ou d’un fongicide.

Les boites sont incubé a 26°C pendant 4 jours (RoZ man & Jersek, 2009).

Figure n°14 : les étapes de diffusion des disques (photos originale).
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I1-7-3-expressions des résultats

Apres 4 jours, les observations sont faite .I.’absence de la croissance mycélienne se traduit
par un halo translucide autour du disque dont le diametre est mesuré a 1’aide d’un pied a
coulisse (y compris le diametre de disque de 6mm). Les résultats sont exprimés en mm

(Rasooli et al., 2008).
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I-Résultats

Dans cette partie nous avons détaillé I’effet de deux extraits éthanolique et aqueux obtenus a
partir de poudre Thymus vulgaris (partie utilisée feuilles) dont sa teneur en eau est de
5.39+0.21% sur la croissance de cinq champignons phytopathogenes A.flavus, A. niger
Penicillium sp, F.verticillioides, F. graminearum. Et nous avons essayé d’utiliser ces extraits

comme traitements pour les grains de blé.
I-1- Caractérisation microscopique et macroscopique des champignons étudiés
I-1-1 Penicillium sp

Les colonies de cette espece cultivées sur le milieu PDA a 26°c sont a croissance
relativement moyenne, les colonies agées sont de couleur vert-grisatre avec une bordure
blanche. Le centre de la colonie est couvert de poudre de couleur claire, le revers des colonies

est beige a jaune pale.

Figure n°15: Colonie de Penicillium sp.

Sous microscope, les hyphes sont hyalins septés portent des conidiophores ramifiés. Les
métules sont plus ou moins cylindrique, a parois lisses, portant de trois a six phialides
(organisation en pinceau) produisent de longues chalnes de petites spores rondes.Cette

description corresponde au genre Penicillium (Tabuc, 2007).
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Figure n°16: Observation microscopique de Penicillium sp. (Gx40)

1-1-2-Aspergillus niger

Les colonies d’ Aspergillus niger sont a croissance rapide sur le milieu PDA a 26°C. Elles
sont d’abord blanches, devenant rapidement noires au moment de la production de
conidies.les revers de la colonie est jaune pale et se plisse de facon radiale au cours de la

croissance.

Figure n°17: Colonie d’Aspergilus niger sur milieu PDA.

Les hyphes sont septés et hyalins et les conidiophores sont longs a paroi lisse, hyalins, et se
terminant en une vésicule globuleuse a sous —globuleuse .Ces vésicules ou tétes sont noires,
globuleuse a radiale produisant des conidies globuleuses a sous —globuleuses, brun foncé a

noir et a paroi rugueuse. Ceci est en accord avec la description de Nyongesa et al.( 2015)
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Figure n°18 : Observation microscopique d’Aspergillus niger. (Gx40)
I-1-3-Aspergillus flavus

Les colonies sur le milieu PDA incubée a 26°c se développent rapidement, elles sont
duveteuses a poudreuses, plates, souvent avec des rainures radiales de couleur blanc a jaunes
au début, mais deviennent rapidement jaune-vert foncé avec 1'age, le revers est de couleur

creme.

Figure n°19 : Colonie d’Aspergilus flavus.

Sous microscope, les hyphes sont septés et hyalins.les conidiophores sont hyalins, et long,
Les tétes conidiales sont généralement radiées, se divisant plus tard pour former des colonnes
laches, bisériées mais présentant certaines té€tes avec des phialides directement sur la vésicule
(tétes unisériées), les conidies sont vert pale, globuleuses a sub globuleuses. Cette description

est en accord avec celles rapportée par Tabuc (2007).
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Figure n°20: Observation microscopique d’Aspergillus flavus (Gx40)
I-1-4-Fusarium verticillioides

La colonie mycélienne de Fusarium verticillioides présente généralement une coloration
rose sur le milieu de culture PDA, le mycélium présent une couleur blanche rosée; le revers

de la colonie est de couleur rose a rose violée. Ce champignon présente une croissance rapide.

Figure n°21: colonie de Fusarium verticillioides.

Les conidiophores sont peu ramifies et produisent sur milieu PDA micro-conidies abondantes
unicellulaire hyalines, ovales, unicellulaires et occasionnellement bicellulaires, sur le milieu
SNA, les conidies sont regroupées en chainette et en fausse téte ce qui en accord avec

Nelson et al (1983).
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Figure n° 22 : Observation microscopique de Fusarium verticilloides cultivé sur le milieu
SNA : Photo a,b : montage en lame aprés coloration par bleu de coton ; ¢ : observation directe sur la
culture.

I-1-5-Fusarium graminearum

Sur le milieu PDA, les Fusarium graminearum produisent un mycélium extensif et cotonneux

blanc, qui se teint de roses et d’ocre, le revers est rose et devient rouge carmin avec 1’age.

Figure n°23: colonie de Fusarium graminearum

Les phialides peuvent s’agréger en sporodochies. Les microconidies sont absentes. Les
macroconidies obtenues sur le milieu SNA sont fusiformes, courbées, et présentent 3 a 7
septum. La cellule terminale est longue et pointue en forme de bec alors que la culule basale

est pédiforme. Cette description est en accord avec celle de Leslie et Summerell (2006).
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Figure n°24: Observation microscopique de Fusarium graminearum. Photo a : Macroconidie

isolée, b :Macroconidies formé sur phialide .

I-2-Effet de D’extrait aqueux et éthanolique Thymus vulgaris sur la

croissance radiale des champignons
I-2-1-Penicillium sp

Les résultats de 1’effet des extraits aqueux et éthanolique sur la croissance de Penicillium sp

sont résumé dans la figure n°25 et le tableau n°5

En absence de tout extrait (t€moin aqueux), la colonie de Penicillium sp montre un diametre
de colonie de 1.3cm au bout de 3eme jour d’incubation et de 4 cm au 9eme jour, en présence
de I’extrait aqueux la croissance semble s’arréter au bout de Seme jour d’incubation
(diametre de colonie =3.1cm); cet arrét de croissance traduit une inhibition exercé par
I’extrait a partir de cinquieme jours d’incubation (taux d’inhibition entre 13.8 et 21.7%) ; le

maximum d’inhibition est observé au 9eme jour.

. Penicillium sp présente une croissance limitée en présence de I’extrait éthanolique de thym,
en effet le diametre des colonies apres 4eme jours d’incubation est seulement de 1.37cm, et il
est de 1.5cm au bout de 9eme jours. Comparé avec sa croissance sur milieu contenant
I’éthanol (le témoin éthanol). On constate une inhibition importante qui commence a
s’exercer au dela de 3 eme jour d’incubation. Ceci correspond a des taux d’inhibition allant

del0.46 a 41.86%.
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Figure n°25 : Effet des extraits sur la croissance radiale de Penicillium sp.

Il est noter également que 1’éthanol dans le milieu Témoin éthanol présente une action
inhibitrice de la croissance radiale de Penicillium sp et ceci pendant toute la période
d’incubation ; le diametre de colonie dans ce milieu est seulement de 2.58cm apres 9 jours

d’incubation.

Tableau n°05: Taux d’inhibition de Penicillium sp.

Jours
2j 3j 4j 5j 6j 9j
Taux d’inhibition
Extrait aqueux (%) 1769 1920  |-756 -10.83 1377|2175
Extrait éthalonique (%)
-10.11 -3.67 10.46 36.17 35.62 41.86
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1-2-2-Aspergillus niger

Les résultats de I’effet des extraits aqueux et éthanolique sur la croissance d’Aspergillus

niger sont résumé dans la figure n°26 et le tableau n°06

En absence des extraits dans les milieux culture (Témoin aqueux), la colonie de ce
champignon atteint un diametre du 3.86cm apres 4 jours d’incubation et de 4.79cm apres 5
jours, elle arrive a son maximum de croissance 7.15cm apres 9eme jours (Figure n°26). En
présence de I’extrait aqueux, la croissance radiale est fortement inhibée, ainsi on observe un
diametre de colonies pratiquement fixe a partir du 3 eme jour égal a 1.47cm. Ceci traduit des

taux d’inhibition élevés allant de 50.67 a 79.44%

Aspergillus niger
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Figure n°26 : Effet des extraits sur la croissance radiale d’A.niger

En présence d’extrait éthanolique dans le milieu de culture, la croissance d’A. niger est
également affecté, le diametre des colonies est fixe et égale 1.33cm a partir de la 3eme jours
d’incubation ; comparé au témoin éthanol ou le diametre des colonies est de 4.71cm au bout
de 9éme jour, on constate une inhibition croissante dans le temps et qui commence avec

23.60 % au 3eme jour pour arriver a 71.76% au 9eme jour.
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Tableau n°06 : Taux d’inhibition d’A.niger

Jours 2] 3] 4] 5] 6] 0]
Taux d’inhibition
Extrait aqueux (%) 55.56 5067 | 6192 | 6931 | 7430 | 79.44
Extrait éthanolique (%) 1238 | 2360 | 35.12 | 5L10 | 60.77 | 71.76

Il est noté ici également que 1’ajout de 1’éthanol dans le milieu (a raison de 10%) exerce un

fort effet inhibiteur sur la croissance d’A. niger pendant toute la période d’incubation.

1-2-3-Aspergilus flavus

Les résultats de 1’effet de différents extraits sur la cinétique de la croissance mycélienne d’A.

flavus sont présentés dans la figure n°28 et le tableau n°07.

En absence des extraits (Témoin EA), Les colonies de ce champignon présentent un diametre
de 6.1cm au bout de 9 jours. En présence de I’extrait aqueux dans le milieu, la croissance est
stoppé au bout de 5 jours d’incubation, le diametre maximum observé est de 2.68cm; cette
altération de la cinétique de croissance traduit une activité inhibitrice exercée par 1’extrait
aqueux qui augmente durant la période d’incubation, les taux d’inhibition enregistrés sont

entre 28.77 et 56.07%.

9

Dans le milieu contenant 1’éthanol (Témoin éthanol), les colonies d’A flavus atteignent un
diametre de 5.71cm apres 9 jours d’incubation. Alors que dans le milieu contenant I’extrait
éthanolique le diametre des colonies est seulement de 2.53cm apreés la méme période

d’incubation. Ceci correspond a des taux d’inhibition allant de 32.34 a 58.84%.
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Figure n°27 : Effet des extraits sur la croissance radiale d’A.flavus.

Ici également on constate un effet inhibiteur de I’éthanol sur la croissance de ce champignon

et qui persiste durant toute la période d’incubation.

Tableau n°07 : Taux d’inhibition d’Aspergillus flavus

o 2] 3] 4 5; 6j 9j

Taux d’inhibition

Extrait aqueux (%)
-7.95 30.88 28.77 36.79 44.51 56.07

Extrait ethalonique (%)
-15.45 -13.57 32.34 38.32 42.26 58.84

1-2-4-Fusarium verticillioides

En absence de tout extrait, la colonie de Fusarium verticillioides montre un diametre de
croissance de 4,05cm au bout de 4eme jours d’incubation et de 9cm au 9eme jour (Figure
n°28), en présence de 1’extrait aqueux cette croissance est inhibée a des taux allant de 2.25%

au bout de 3eme jour d’incubation a 40.77% au bout du 9eme jour (Tableau n°08).
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Figure n°28: Effet des extraits sur la croissance radiale de Fusarium verticillioides.

Dans le cas de milieu contenant I’éthanol (témoin éthanol), les colonies de Fusarium

verticillioides présentent un diametre de Scm au bout de 9 jours d’incubation ; et en présence

de I'extrait éthanolique, elles présentent un diametre de 5.55cm au bout de la méme période

d’incubation. Donc 1I’extrait éthanolique a un effet positif sur la croissance, ce qui se traduit

par des taux d’inhibition négatifs dans le tableau n° 8 pendant toute la période de

d’incubation.

Il est a signaler ici aussi que 1’éthanol exerce un effet inhibiteur sur la croissance de Fusarium

verticillioides pendant toute la duré d’incubation. Cet effet inhibiteur est plus important que

celui exercé par les deux extraits.

Tableau n°08 : Taux d’inhibition de Fusarium verticillioides

Jours 2j 3j 4j 5j 6j 9j
Taux d’inhibition
Extrait aqueux (%)
-5.58 2.25 543 16.66 14.81 40.77
Extrait éthanolique (%)
-65 -40.74 -67.58 -22.8 -25.66 | -6.6
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I-2-5-Fusarium graminearum

Les résultats de I’effet des extraits aqueux et éthanolique sur la croissance de Fusarium

graminearum sont résumé dans la figure n°29 et le tableau n°09.

En présence de I’extrait aqueux dans le milieu, les colonies de ce champignon présentent des
diametres supérieurs a ceux observés dans le milieu témoin (témoin aqueux) pendant les cinq
premiers jours d’incubation ; ce qui traduit un effet stimulateur de croissance exercé par cet
extrait (taux d’inhibition négatif dans le tableau n°9). L’extrait exerce un faible effet

ralentisseur de croissance au dela du Seme jour.
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Figure n°29 : Effet des extraits sur la croissance radiale de F.graminearum

La croissance de F.graminearum dans le milieu contenant I’extrait éthanolique semble
favorisée si on la compare avec le milieu Témoin éthanol. Ainsi le diametre de colonies
observé dans ce dernier milieu est de 7 cm au bout de 9jours d’incubation alors que dans le
milieu contenant I’extrait éthanolique, le diametre est de 9cm au bout de la méme période. Cet
effet positif sur la croissance s’observe durant toute la période d’incubation et se traduit par

des valeurs de taux d’inhibitions négatifs dans le tableau n°9.



PARTIE II -Chapitre 02 Résultats et discussions

Ici également, on a observé l’effet inhibiteur de 1’éthanol sur la croissance de ce

champignon.

Tableau n°09 : Taux d’inhibition de Fusarium graminearum.

Jours 2] 3] 4 5; 6j 9j

Taux d’inhibition

Extrait aqueux (%)
-50 -53.14 -29.90 | -2.73 11.11 0

Extrait éthalonique (%)
-77.27 -68.68 -42.41 -50 -85.29 | -28.57

I-3- Effet des deux extraits sur le mycélium et sur la production des spores
I-3-1-Effet des extraits aqueux

L’extrait aqueux de Thymus vulgaris est étudié pour son effet sur la couleur et I’abondance de

mycélium aérien des cinq champignons, les résultats sont résumés dans les Tableau n °10,11.

La couleur de la colonie (coté face) et I’abondance de mycélium des champignons étudiés
semblent étre affectés par I’extrait aqueux (tableau n° 10), ainsi il réduit 1’abondance du
mycélium aérien d’A. niger en faveur d’une sporulation plus importante traduite par une
couleur plus foncée de la colonie. Contrairement aux autres champignons A. flavus,
Penicillium sp, F. verticillioides ou on remarque que 1’extrait favorise la I’abondance de

mycélium . La couleur de colonie de F. graminearum semble un peu affectée.

Les couleurs moins foncées observés dans le cas de A. flavus et Penicillium sp est peut étre

expliqué par une sporulation moins abondante.
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Tableau n°10 : Effet de 1’extrait aqueux sur I’abondance du mycélium et sa couleur, et sur la

production des spores

Champignons

EA

Témoin EA

Penicillium sp

Mycélium(++), couleur vert gris

clair.

A.niger

Mycélium(++), couleur noir,

spores(+++).

A.flavus

Mycélium(+++), couleur vert

olive foncé.

Mycélium(+), couleur vert gris

foncée.

Mycélium(+++), couleur noir,

spores(++).

Mycélium(++) ,couleur jaune

vert foncée.
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F.verticillioides

Mycélium (++), couleur

Mycélium (+++), Couleur )
blanche rosée.

blanche rosée.

F.graminearum

Mycélium (+++), couleur blanche Mycélium(+++),couleur

rosée. blanche rosée, centre jaune

ocre.

I-3-2-Effet des extraits éthanoliques :

L’effet de I’extrait éthanolique sur la couleur et 1’abondance de mycélium aérien est résumé
dans le (Tableau n°11). L’extrait éthanolique comparé au témoin éthanolique provoque chez
les cinq champignons une production abondante de mycélium accompagné dans le cas A
niger dune production abondante de spore (couleur noir), et de le cas d° A. flavus et

Penicillium sp d’une couleur plus claire des colonies.
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Tableau n°11 : Effet de I’extrait éthanolique sur 1’abondance du mycélium et sa couleur, et

sur la production des spores

Champignons EE Témoin EE

Penicillium sp

Mycélium (+), couleur vert gris

Mycélium (++), couleur vert gris

foncé.

A.niger

L1 . Mycélium (+), couleur noire
Mycélium (++), couleur noire, y )

spores +++ Spores ++

A.flavus

Mycélium (++), couleur jaune Mycélium (+), couleur jaune-vert

vert foncée foncée
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F.verticillioides

Mycélium (+++), couleur Mycélium(++), couleur blanc

blanche, pigment rose foncé rosée, pigment rose foncé

F.graminearum

Mycélium (++++), couleur blanc | Mycélium (+++), couleur blanc

rosée. rosee.

I-4-Résultats d’utilisation des extraits comme traitement de grains de blé

Les grains de blé traités par ’extrait aqueux présentent un taux de germination plus élevé
que celui observé avec le temoin non traité que ce soit apres 4jours ou §jours. . Donc, cet
extrait exerce un effet positif sur le taux de germination

Pour les grains traités avec I’éthanol seul (temoin éthanol), le nombre de grains germés est de
12 (66.7%). En présence de extrait éthanolique, le taux de germination est de 83.3%. Donc ici
aussi I’extrait éthanolique comparé a 1’éthanol a un effet positif sur la germination des grains
de blé. Il est a noter que I’éthanol a raison de 20% dans I’eau distillée un effet négatif sur la

germination. (Figure n°30, 32,33).
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Figure n°30 : Taux de grains germés apres 4 et 8 jours d’incubation en présence et absence

des extraits

Les résultats de taux de contamination chez les grains de blé traités par les extraits aqueux et
éthanolique de thym sont résumés dans la figure n°31 et figure n° 32 et 33;

Les grains non traité présentent un taux de contamination fongique de 100%, lorsqu’ ils sont
traités avec l’extrait aqueux, ce taux devient 11%, et lorsqu’ils sont traités avec 1’extrait
éthanolique, ce taux devient 55%. Il est a noter que 1’éthanol exerce aussi un effet inhibiteur

des contaminations fongiques (taux de contamination =72.2%).
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Figure n°31 : Taux des grains contaminés apres 4 et 8 jours d’incubation en présence et
absence des extraits
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Figure n°32: observation de nombre de germination et de contamination pour I’extrait
aqueux (A) et le Témoin aqueux (B).

Figure n°33: observation de nombre de germination et de contamination pour I’extrait
éthanolique (C) et le Témoin éthanolique (D).

I-5-Résultats de D’activité antifongique des extraits par la méthode de

diffusion sur milieu gélosé ou des aromatogrammes

I-5-1 Effet des extraits Thymus vulgaris

Les résultats de D'effets des extraits aqueux et éthanolique de Thymus vulgaris sur la
croissance des Cinq champignons évalué par la méthode des aromatogrammes sont
représentés dans le (Tableau n°12).

Dans cette méthode 20ul de I’extrait est placé sur un disque en papier et laissé diffuser sur le

milieu gélosé contenant la suspension fongique,
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Les résultats montrent qu’avec ces 20ul, seulement 1’extrait éthanolique posséde un effet
fongicide sur trois champignons A. niger, A. flavus et Penicillium sp. La zone d’inhibition le

plus élevé est observé avec A. niger (21.6 mm).

Tableau n°12 : Diametres de la zone d’inhibition observés avec les cinq champignons en

présence de deux extraits

F.verticillioides | F.graminearum | A.niger | A.flavus | Penicillium sp
Extrait 0 0 0 0 0
aqueux
Témoin 0 0 0 0 0
aqueux
Extrait 0 0 21,6 11,6 7,3
éthanolique
Témoin 0 0 0 0 0
ethanol

I-5-2-Effet des fongicides de synthese

Les résultats de I’étude de l’effet fongicide de deux matieres actives sur les cing
champignons sont résumés dans le tableau 13. Ces résultats, révelent une variation des valeurs

d'inhibition d’un champignon a un autre

. Le fludioxonil est efficace sur tous les champignons testés, il a présenté des zones
d’inhibition supérieures a 16 mm avec les cinq champignons. Le tebuconazole compte a lui,
il est efficace contre trois champignons seulement avec des zones d’inhibition égale ou
supérieures a 20mm dans le cas F. graminearum, A. niger et A flavus. Par contre, il est sans

effet sur F. verticillioides et Penicillium sp.

Tableau n°13: Effet des fongicides de synthese sur I’inhibition des champignons

/ F.verticillioides | F.graminearum | A.niger | A.flavus | Penicillium
sp

Tebuconazole 0 35 24,2 20 0

Fludioxonil 16,2 22.5 36,2 27,2 29,2

1-5-3 Comparaison de I’effet des extraits et I’effet des fongicides de synthese

Selon les tableaux n° 12 et 13, I'effet des extraits a la dose 20ul testé par la méthode de

diffusion sur milieu gélosé est tres faible comparé avec I’effet des fongicides de synthese. A

| I |
1 55 1
1 7’

~
- -
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cette dose faible qui corresponde a une concentration équivalente a 0 .1% (20ul pour un
volume de milieu dans la boite de Petri égale a 20 ml) est inefficace sur ces souches fongiques

mis a part le cas de I’extrait éthalonique avec A. niger.

Par ailleurs, le Fludioxonil est un fongicide qui ressemble a une substance naturelle : la
pyrrolnitrine, synthétisée par des bactéries de sol. Il agit préventivement par contact et
présente des propriétés légerement pénétrantes. Il est efficace contre un grand nombre de
champignons parasites des plantes cultivées tel que la pourriture grise Botrytis cinerea, 1l est
utilisé sur céréales pour lutter contre le Fusariose, carie de blé, septoriose, helminthosporiose,
En Algérie, il est homologué sur céréales sous forme de FS pour le traitement de semences de
céréales (DPVCT, 2015). D’autre part, le Tebuconazole est un fongicide qui fait partie des
triazoles. Ces derniers agissent en perturbant la biosyntheése des membranes cellulaires du
champignon. Ils agissent sur une enzyme appelée la 14 alpha-déméthylase. IIs empéchent
ainsi la syntheése de 1’ergostérol, un des principaux constituants des membranes cellulaires,
spécifique des champignons. Résultat : la perméabilité des membranes augmente et les
cellules se désagrégent, provoquant la mort prématurée de 1’agent pathogéne (Maumené,
2008). En Algérie, Le tebuconazole est un fongicides tres utilisé en céréalicultures en plein

champs et en traitement de semences (DPVCT, 2015).
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II-Discussion

.Les maladies des plantes ont un impact négatif sur le bien-&tre humain en raison des pertes
agricoles et économiques. Les champignons sont la cause la plus commune de nombreuses
maladies des plantes. L'utilisation de fongicides pour lutter contre les maladies fongiques des
plantes est limitée en raison de la possibilité de production de certaines populations d'agents
pathogenes résistants aux fongicides. De plus, ces composés chimiques peuvent avoir des
effets indésirables sur I'environnement en raison de leur lente biodégradation et de plusieurs
effets secondaires graves sur la santé des mammiferes associés a des résidus toxiques dans les
produits agricoles(Ghalem, 2016). 11 est donc nécessaire de développer des moyens alternatifs
pour la protection des plantes contre ces maladies. Les extraits des plantes médicinales et
aromatiques sont connus pour posséder de nombreuses activités biologiques telles que les

propriétés antifongiques.

Dans ce travail, nous somme intéressés, en premier lieu, a la mise en évidence d’un éventuel
effet antifongique des extraits aqueux et éthanolique d’une plante locale qui est le
thym :Thymus vulgaris.Pour cela, on a utilisé cinq champignons phytopathogenes et qui sont

Aspergillus niger,A flavus, Penicillium sp, Fusarium verticillioidesetFusarium graminearum

A cet effet, I’extrait aqueux utilisé a une concentration équivalente a 15g de poudre de thym
par 1 litre de milieu de culture (Méthode de dilution dans un milieu gélosé )a montré un bon
effet inhibiteur de croissancesur A.flavus(Taux d’inhibition entre 28% et56%),A.niger (Taux
d’inhibition entre 50% et79%), et aussi sur F.verticillioides (Taux d’inhibition entre 2% et
40%).et un faible effet sur Penicillium sp avec (Taux d’inhibition entre 13% a 21%).Cet

extrait est sans effet sur F.graminearum.

Eneffet, les extraits aqueux de certaines plantes sont connus pour leurs effets antifongiques.
Ainsi, Djabi et Khobizi (2018). Ont montré que I’extrait aqueux utilis€é a une concentration
équivalente a7.5g de poudre de romarin par litre de milieu de culture possede un effet
inhibiteur de la croissance radiales dePenicillium sp(taux d’inhibition entre 2 et 40%) et sur
A.flavus (taux d’inhibition entre 2 et 23%),et un faible effet sur A.niger (taux d’inhibition

entre 6 et 11%) cependant il estsans effet sur deux especes de Fusarium.

Lesrésultats obtenus nous ont permis de tirer des conclusions sur propriétés
physicochimiques des bios molécules responsables de cet effet antifongique que contenait

I’extrait aqueux de notre plante :
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- Il s’agit des molécules polaires puisque elles sont extraites par I’eau seulement

- Il s’agit des molécules stables dans les températures élevées puisqu’elles ont résisté a

I’autoclavage.

L’activité antifongique d’extrait aqueux peut étre expliquée par I’effet synergique entre les
différents composés de I’extrait. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables

de I’activité antifongique de cet extrait (Giordani et al., 2008).

L’effet de I’extrait éthanolique utilis€ a une concentration équivalente de 5g de poudre de
thym par litre de milieu de culture sur la croissance radiale des cinq champignons a été étudié.
Trois champignonsA.flavus,A.niger et Penicillium sp se sont révélés sensiblesvis-a-vis de cet
extrait avec des taux d’inhibitionde10 a41.8% pour Penicillium sp, de 32a 58% pourA. flavus,
et de 23a 71% pour A.niger . Cet extrait a montré un effet positif sur la croissance radiale de

F.graminearum et F.verticilliodes.

Des résultats similaires ont été obtenus avec I’extrait éthanolique provenant d’autres plantes.
Ainsi, Bellili et Slimani(2017) ont évalué in vitro I’activité antifongique des extraits des
plantes (eucalyptus, romarin, gingembre,l’ail, I’origan) Et on montré que les extraits
éthaloniques de 1’Origanum vulgare, d’Eucalyptus globulus et de Rosmarinus officinalis
tinhibent efficacement la croissance mycélienne de Fusarium verticillioides (Taux

d’inhibition > a 50%). Les autres extraitsont une activité antifongique faible a nulle.

Les extraits éthanoliques montrent généralement plus d’activité antifongique et antibactériens
que les extraits aqueux probablement a cause de sa propriété d’extraire des molécules polaire
mais également celles qui sont peu polaires (Teixeira et al., 2013 et Mercy et al., 2014 et

Sepehri et al., 2016).

Les HEs de thym révelent également une forte capacité inhibitrice contre divers
microorganismes pathogenes et d’altération dans différent aliments(Conner, 1993). L'activité
inhibitrice des extraits d'herbes est attribué fondamentalement a sa richesse en composés
phénoliques, le genre Thymus posséde une grande importance pharmacologique, son huile

essentielle est dotée d'activité antibactérienne et antifongique (Kulvanova et al., 2002).

Des études de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1999) et d’autres auteurs

(Dorman et Deans, 2000 ; El Ouali Lalami et al., 2013) ont montré que les composés
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phénoliques de Thymus vulgaris posseéde une forte activité antibactérienne et antifongique

contre de nombreuses especes microbiennes, dont S. aureus, E. coli et Aspergillus sp. .

Les résultats d’utilisation des extraits comme traitement de grains de blé ont montré que
I’extrait aqueux et éthanolique exercent un effet positif sur le taux de germination. Ces
extraits réduisent le taux de contamination (extrait aqueux, le taux de contamination= 11%,

extrait éthalonique : le taux de contamination= 55%)

Une étude similaire menée par Valizadegan (2013)afin d'évaluer les effets antifongiques de
l'extrait aqueux de thym (Thymus vulgaris) sur les semences de blé, de mais, de soja et de
cumin au cours de la germination. Le résultat a montré que I'extrait de thym avait des
propriétés antifongiques. Ainsi avec I’augmentation de concentration de I’extrait, l'activité des
champignons saprophytes était significativement réduite pendant la germination des graines.
Cependant, a de fortes concentrations d'extrait (plus de 40%) cet auteur a observé

diminutionsignificative du pourcentage de germination

Les résultats de la méthode de diffusion sur milieu gélosé (disques a20ul d’extrait), montrent que
seulement 1’extrait éthalonique possede un effet fongicide a cette dose sur trois champignons
A. niger, A ; flavus et Penicillium sp. La zone d’inhibition le plus élevée est observé avec A
niger (21.6 mm).Les résultats de 1’étude de I’effet des deux fongicides de syntheésesur les cinq
champignons par la méme méthodemontrent que le fludioxonil est efficace sur tous les
champignons testés, il a présenté des zones d’inhibition supérieures a 16 mm avec les cinq
champignons. Le tebuconazole compte a lui, il est efficace contre trois champignons
seulement avec des zones d’inhibition égale ou supérieures a 20mm dans le cas F.
graminearum, A. niger et A. flavus. Par contre il est sans effet sur F. verticillioideset

Penicillium sp.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes médicinales contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés antifongiques. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les extraits des

plantes spontanées.

Dans le cadre de la recherche des produits naturels qui peuvent substituer les produits
chimiques utilisés dans le traitement des plantes a cause de leurs effets néfastes sur
I’environnement et la sant¢ de 1’homme. Notre étude s’est portée d’une sur 1’effet
antifongique des extraits aqueux et éthanolique de Thymus vulgaris vis-a-vis du Penicillium

sp,Aspergilus niger,Aspergilus flavus, Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum.

La méthode de la dilution des extraits dans le milieu de culture solide nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antifongique des extraits végétaux vis-a-vis les cinq
champignons. Nous avons noté que I’extrait aqueux est tres efficace contre toutes les souches

fongiques testées.

L’extrait ethanolique ne possede pas d’effet inhibiteur sur la croissance radiale de Fusarium

verticillioides et Fusarium graminearum,et au contraire on a observé un effet positif.

L’essai d’utilisation des extraits aqueux et éthanolique de thym pour le traitement des grains
de blé tendre a révélé que les deux extraits possedent un bon effet sur la germination et une

diminution de la contamination de ces graines

Donc, Suite a ces résultats positifs au laboratoire, nous pouvons conclure que les extraits de
thym sont intéressants et peuvent étre expérimenté in vivo pour leur utilisation dans la lutte

contre les champignons phytopathogenes.
En perspective, il serait intéressant de pousser les études pour :

++ Faire une analyse chromatographique pour identifier les constituants de ces extraits
responsables de cette activité antifongique. Et par la suite les purifier dans le but de

leurs utilisations comme produits antifongiques purs.

+¢* Evaluer I’effet de ces extraits sur la production des mycotoxines par les champignons
de genre Aspergillus, Penicillium et Fusarium dans le cas des grains de céréales en

stock.
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Annexes N°1 : Matériel non biologique

Verreries et autre

A appareillages

Produits

— Entonnoir

— Bécher

— Mortier

— Eprouvette graduée
— Flacons en verre

— Erlenmeyer

— Pissette

— Boites de pétrie

— Pipette de pasteur

Etuve d'incubation
Hote

Balance de précision
Extracteur Soxhlet
Agitateur

Bec benzene
Autoclave

Silicagal

Plaque chaufante

— Eppendorf -
— Disques en papier
— Fiole

— Pince de laboratoire
— Papier filtre

— Micro pipette

— Coine

— desecateur

Eau de javel

Eau distillée

Ethanol 96

Bleu de méthyle

Acide acétique glaciale
SDS

Mgso4

Crystal violet
K2HpO4

Peptone Bactériologique
Glucose

Agar Bactériologique

Annexes N°2

Les Milieux de culture :

Composition du milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar)
- 200 g de pomme de terre

- 20 g de glucose

- 20g d’agar-agar

- 1 L de I’eau distillée
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Figure n°01:Pomme de terre Figure n°02: Agar-agar Figure n°03:Glucose
—Etapes de la préparation du milieu PDA

Les tubercules de pommes de terre ont été pelés, lavés et coupés en tranches minces.
Ensuite, ils ont été cuits dans 1L de I’eau pendant 15 a 20mn (Fig. 04). Le mélange obtenu a
été filtré, puis le filtrat était versé dans un Erlenmeyer d’un litre placé sur un agitateur
chauffant. Le glucose et 1’agar-agar ont été ajoutés au filtrat et le volume a été ajusté a 1L.

L’Erlenmeyer a été retiré de la plaque lorsque le milieu devenait homogene et clair. Ce

/////

120°C pendant 20 minutes (Fig.04). Toutes ces manipulations ont été faites entre deux becs
bunsens.

Figure n°04: Préparation du milieu PDA (Originale).
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Figure n°05: collage de milieu gélosé PDA (originale).
Composition du milieu DCPA (Dichloran chloramphénicol peptone agar) (modifier).

— 15g de Peptone Bactériologique
— lgde K2HpO4

— 0,5g de MgS0O4

— Iml de Crystal violet

— 15g d’agar-agar

— 1L de I’eau distillée

Figure n°06 : Composants du milieu DCPA (Originale).
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Figure n°07 : collage de milieux gélosés DCPA. (Originale).

Annexe N°3 : Préparation du bleu coton au lactophénol

Composition du réactif :

Bleu de méthyle........... ... 1 g
Eau distillée .........ccoeerveenennne. 100 ml
Acide acétique glaciale........... 2ml
SDS e 0.5g

Préparation :

Dissoudre 1 g de bleu de méthyle
dans 2ml d'acide acétique glaciale
puis ajouter les 100 ml d'eau.

Figure n°08: Composants du belu de coton(originale)

Figure n°09: préparation du bleu de coton (Originale).



Résumé

Le Thym, est une plante médicinale et aromatique qui appartient a la famille des lamiaceae. Utilisée et
reconnue pour ses vertus thérapeutiques en médecine traditionnelle et pour sa richesse en polyphénols.
Dans le cadre de la valorisation de cette plante, deux extraits (aqueux et éthanolique) ont été testé
pour leur activité antifongique. Notre extrait aqueux est préparé par la méthode de macération alors
que I’extrait éthalonique est préparé par soxhlet. La méthode de la dilution des extraits dans le milieu
de culture solide nous a permis de mettre en évidence des taux d’inhibition élevé de ces extraits contre
trois champignons seulement, il s’agit de Penicillium sp, Aspergilus niger, Aspergilus flavus. Les
extraits aqueux et éthanolique montrent un faible effet inhibiteur sur la croissance radiale de Fusarium
verticilliodes et Fusarium graminearum, un effet stimulateur de la croissance a été mis en evidence
dans le cas de I’extrait éthanolique vis a vis de ces deux champignons.

Mots clés: Thym, Extrait aqueux, Extrait éthalonique, activité antifongique,plantes médicinales,
champignons phytopathogene

Abstract

Thyme is a medicinal and aromatic plant that belongs to the family Lamiaceae. Used and
recognized for its therapeutic virtues in traditional medicine and for its richness in
polyphenols. As part of the valorization of this plant, two extracts (aqueous and ethanolic)
have been tested for their antifungal activity. The aqueous extract is prepared by the
maceration method and the éthalonic extract is prepared by soxhlet. The method of dilution
of the extracts in the solid culture medium allowed us to demonstrate high inhibition levels of
these extracts against only three fungi, namely Penicillium sp, Aspergilus niger, Aspergilus
flavus. The aqueous and ethanolic extracts show a weak inhibitory effect on the radial growth
of Fusarium verticilliodes and Fusarium graminearum. On the contrary, a positive effect has
been demonstrated in the case of the ethanolic extract.

Key words: thyme, aqueous extract, ethalonic extract, antifungal activity, medicinal plants,
phytopathogenic fungi.
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