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Introduction

Les moisissures constituent un agent de détérioration des produits agricoles. 1ls
diminuent la qualité technologique, et sanitaire, réduisent la valeur nutritionnelle,
modifiant ’aspect organoleptique et enfin provoquant des problémes économique due aux
couts de détoxication des grains ou le rejet des produits contaminés (Belyagoubie, 2006).

Les produits phytosanitaires, plus communément nommés "Pesticides", sont des
sujets de discussion incontournables de la société actuelle. Si, auparavant, ces termes
étaient associés a la maitrise de la production agricole et la garantie de ressource
alimentaire suffisante, ils sont désormais souvent associés, a tort ou a raison, a un
probléme de santé publique. En I’espace de quelques années, les pesticides sont en effet
passés du rang de produits révolutionnaires et bienfaiteurs au rang de produits néfastes
dont il faut se débarrasser.

La problématique « pesticides » est a la fois d’ordre environnemental avec la
contamination de la faune et de la flore, elle est aussi d’ordre sanitaire. En effet, de par
leurs propriétés toxiques, les pesticides représentent un réel danger pour I’homme
lorsqu’ils ne sont pas utilisés dans des conditions appropriées (Fillatre, 2011).

Les fongicides chimiques ont certes permis 1’amélioration des rendements en
agriculture, cependant leur utilisation abusive a engendré a long terme I’apparition de
phénomene de résistance, en plus de la pollution de I’environnement. De ce fait, beaucoup
de ces fongicides deviennent inefficaces (Amri et al., 2014). De plus, la tendance actuelle
des consommateurs a chercher une alimentation plus naturelle a incité la recherche, le
développement et 1’application de nouveaux produits naturels ayant des activités
antimicrobiennes et antifongiques (Bouguerra, 2012).

Il est devenu trés indispensable la recherche de molécules nouvelles en prenant en
compte d’autres critéres que ’efficacité. Cette recherche s’est orientée vers la lutte
biologique par I’utilisation de substances naturelles antibactériennes et antifongiques
pouvant constituer une solution alternative aux produits chimiques. La recherche continue
de nouveaux produits antifongiques reste donc une nécessité a laquelle il faut répondre.
L’orientation des recherches vers des "biofongicides" semble alors prometteuse ; la
stratégie de développer de nouvelles molécules a partir de substances végétales peut ainsi
étre intéressante. En effet, certains extraits végétaux (comme les huiles essentielles) sont
pourvus d’activités antibiotiques importantes et ont un large spectre d’activités (Amri et
al., 2014).




Introduction

En raison de la richesse de notre région en plantes médicinales et aromatiques,
une étude approfondi de celles-ci s’impose dans le cadre de mettre en lumiére une espéce
proliférant dans notre région et qui elle a fait I’objet d’une seul étude pour ces propriétés
antifongiques, il s’agit d’A.valentinus; c’est une plante vivace herbacée légerement
aromatique appartenant a la famille des Asteraceae, communément appelée " Guertoufa "
(Maiza et al., 1993).Une autre plante trés intéressante J. phoenicea ; qu’est une plante
aromatique, arbrisseau, ramifié des la base et & houppier dense, allongé, appartenant a la
famille des Cupressacées, trés répandue dans le sud Algérien, elle est connue sous le nom
vernaculaire « Arar». Bouzouita et al. (2008) ont démontré que les HEs possédent un effet
inhibiteur vis-a-vis de quatre microorganismes ; et d’apres (EI Morsi et Hassanein, 1999) le
genre Anacyclus ont fourni de nombreuses propriétés tels que I’effet insecticide ; Et
antifongique (Boungab et al., 2011).

Dans ce contexte, cette étude a pour objectif d’analyser la composition chimique
des HEs des deux plantes, afin de connaitre leurs composeés actifs, et de déterminer in vitro
I’effet antifongique de chaque huile sur la croissance des moisissures phytopathogenes
ainsi que I’effet d’une combinaison de deux huiles essentielles. Ce travail propose
¢galement de prospecter et d’élargir ce spectre d’action antifongique sur des moisissures
nuisibles a I’agriculture telles que les especes appartenant aux genres Fusarium,
Aspergillus et Penicillium.

Le présent mémoire est structuré en trois parties. La premicre s’intéresse a une
recherche bibliographique sur la plante A. valentinus et la plante J. phoenicea, les
moisissures phytopathogénes et les différentes méthodes de lutte contre ces maladies
fongiques. La deuxiéme partic aborde la méthodologie utilisée pour I’extraction et la
détermination de la composition chimique de I’huile essentielle ainsi la méthode de macro-
dilution en milieu liquide utilisée pour I’étude de I’activité antifongique, selon la norme
internationale M38-A préconisée par CLSI. La troisieme partie discute les résultats

obtenus, enfin nous achevons ce travail par une conclusion générale et des perspectives.
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1. LES PLANTES AROMATIQUES

1.1. La plante Anacyclus valentinus L

L’Anacyclus valentinus est plante aromatique et médicinale commune dans le bassin
méditerranéen et en Afrique septentrionale. La dénomination de cette plante différe d'un
pays a l'autre. Elle est nommée en France anacycle de valence, en Italie camomilla de
Valencia et en Espagne manzanilla corda (Léger, 2007). En Algérie, la plante est connue
sous le nom vernaculaire « Guertoufa » (Maiza et al., 1993). Elle pousse spontanément sur
les sols argileux des lieux incultes et sur les bords des chemins dans les Pyrénées (Julve et
al., 2015). Cette plante se reconnait a ses gros capitules jaunes dépourvus de ligules

apparentes.

1.1.1. Classification taxonomique

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous Classe Gamopetales
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Anacyclus
Espéce A. valentinus L.

1.1.2. Aspects botaniques

La principale particularité du genre Anacyclus est la présence d'ailes aplaties entourant
les fruits. L’espéce, objet de notre travail, dont la floraison est entre Mars- Avril est une
plante annuelle, a tige de 10 a 40 cm de hauteur, dressée et plus ou moins velue. Cette
derniére, en s’épaississant au sommet, porte un capitule hémisphérique a fleur jaune toute
tubuleuse (cf. fig.01). Les feuilles de la plante sont bipennatiséquées a lobes étroits

mucronulés et les fruits sont des akénes (Hamzi et Belhadj, 2008 ; Julve et al., 2015)
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Figure 1. L’Anacyclus valentinus. Photo prise de la région d’Elbayadh (Algérie) en mars 2012.
(Kambouche et al.,2013)

1.1.3. Aspects phytochimiques

Le genre Anacyclus a fait ’objet de quelques investigations chimiques, signalant la
présence de nombreux types de métabolites secondaires a savoir les triterpenes, les
stéroides, les coumarines, les lignanes, les polyacetylenes (alkamides) et les flavonoides.
Parmi les composes isolés nous citons : lutéoline-7 a partir d’A. clavatus (Harald, 1978) ;
campéstrol, acidehexadécanoique, acide tétradécanoique et des monoterpénes a partir des
fleurs d’A. cytrolepidioides (Bergaoui et al., 2006) ; anacycline (iso butylamide) a partir
des racines d’A. perythrum (Arnason et al., 1989).

L’anacycle de valence est I’espéce la moins étudiée parmi celles du genre Anacyclus. En
effet, Harald (1978) a pu isoler a partir des feuilles de cette plante trois types de

flavonoides : Lutéoline-7-glucoside, 7-rhamnosylglucoside et quercétine-7-glucoside.

1.1.4. Aspects pharmacologiques
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Les espéces appartenant au genre Anacyclus ont fourni de nombreuses propriétés tels que
I’effet insecticide (El1 Morsi et Hassanein, 1999), antibactérien (Selles et al., 2013) et
antifongique (Boungab et al., 2011). Chez la population autochtone, A. valentinus est
souvent utilisée dans les préparations culinaires, mais elle est également administrée pour
les maux d’estomac (Hamzi et Belhadj, 2008).

D’autres travaux (Adnane et Arbaoui, 2008 ; Tadjeddine et al., 2013) montrent son effet
antidiabétique; elle possede également le pouvoir de solubiliser le cholestérol (Hacheimi et
Kadi, 2009). Les travaux antérieurs realisés sur les plantes de la famille des Asteraceae en
particulier celles appartenant au genre Inula et Anacyclus ont mis en évidence leur richesse

en métabolites secondaires tels que les huiles essentielles et les flavonoides.

1.2. La plante Juniperus phoenicea

Le nom «Juniperus» provient du mot celtique «juneprus» qui signifie apre, a cause de la
saveur des fruits (Garnier et al., 1961; Bonnier, 1990). Ou encore dejunio et pario, l'arbre
possédant a la fois des fruits jeunes et des fruits pres de tomber (Garnier et al., 1961).
Juniperus phoenicea est une espece répondue sur tout le pourtour de la méditerranée. La
dénomination de cette plante differe d'un pays a l'autre. Elle est nommée en France
Genévrier de Phénicie, en Italie Cedro licio et en Angleterre Phoenician cedar (Bonnier,
1990). En Algérie, la plante est connue sous le nom vernaculaire « Arar » (Quezel et Santa,
1962).

1.2.1. Classification taxonomique

Regne Plantae

Embranchement Spermaphytes

Sous-Embranchement Gymnospermes

Classe Coniféres

Ordre Coniférales

Famille Cupressacees

Genre Juniperus

Espece J. phoenicea (Quezel et Santa, 1962).
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1.2.2. Aspects botaniques
L’espéce, objet de notre travail, est un arbrisseau, de 1 a 8 metres de hauteur, ramifié des la
base et a houppier dense, allongé. L'écorce est brun-rouge, fibreuse, assez épaisse. Les
feuilles persistantes opposées (rarement verticillées par trois), sont de deux sortes:
- Des feuilles en aiguilles (10x1 mm), piquantes, avec deux lignes blanches dessus et
dessous, qui se trouvent uniquement sur les individus tres jeunes ;
- Des feuilles en écailles, petites (1mm), ovales et bombees sur le dos, étroitement
appliquées sur les rameaux, bordées d'une marge d'aspect cartilagineux.
Les fruits (automne de la deuxiéme année) sont globuleux, assez gros (8 a 10 mm),
noiratres quand ils sont jeunes, puis verts et enfin rouges sombres et luisants a maturité; ils
renferment 7 a 9 graines (Becker et al., 1982) (cf. fig.02).

Figure 2. Photo d'un rameau de Juniperus phoenicea L. (Becker et al., 1982)

1.2.3. Aspects phytochimiques
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Akrout (1999) a determiné la composition chimique de I'huile essentielle des feuilles de
Juniperus phoenicea, récolté en Tunisie. L'a-pinéne est le composé majoritaire avec une
teneur de 67,71%. D'autres composés sont présents dans cette huile en quantités
appréciables: le p-cyméne (5,86%), le B-phellandréne (2,21%) et l'acétate d'o-terpényle
(2,71%).
L'étude de Rozzi et al. (2002) sur variabilité chimique de I'huile essentielle des feuilles de
Juniperus phoenicea subsp. turbinata récolté dans différentes régions en Corse a permis de
définir deux groupes d'huiles essentielles:
> Les huiles essentielles du groupe I sont caractérisées par une forte teneur en a-pinéne
(58,7%).

> La composition chimique des échantillons du groupe I, est caractérisée par une faible
teneur en a-pinéne (33,0%) et une teneur significative en p-phellandréne (21,1%) et en
acétate d'a-terpényle (8,2%).
Par ailleurs, I'étude réalisée par Cavaleiro et al. (2001) sur la méme sous-espéce récoltée
en Portugal, leur a permis de distinguer trois groupes d'huiles essentielles:
> Le premier groupe est caractérisé par une prédominance en a-pinéne (teneur moyenne:
44,3%), suivi de B-phellandréne (teneur moyenne: 22,7%) et de l'acétate d'a-terpényle
(teneur moyenne: 6,9%). Le rapport a-pinéne/ B-phellandrene est proche de 2/1.

> Les huiles essentielles du groupe Il sont aussi caractérisées par I'a-pinéne (teneur
moyenne: 27,8%), le B-phellandréne (teneur moyenne: 28,8%) et l'acétate da-
terpényle (teneur moyenne: 10,5%), mais le rapport a-pinene/ B-phellandréne est
proche de 1.

> Les échantillons appartenant au groupe Ill, sont dominés par l'a-pineéne (teneur

moyenne:81,5%).

Barrero et al. (2006) ont étudié la composition chimique de I'huile essentielle des feuilles
de J. phoenicea L, récolté en Maroc. Les constituants majoritaires sont des hydrocarbures
monoterpéniques : le a-pinéne (45,5%) et le 5-caréne (13,0%). Hayouni et al. (2007) ont
également déemontré que les solvants et la méthode d'extraction, influent significativement
sur la teneur des polyphénols et les activités biologiques (antioxydante et antibactérienne)

des extraits des fruits de J. phoenicea L récolté en Tunisie.

1.2.4. Aspects pharmacologiques
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Les huiles essentielles de 1’espéce J. phoenicea L., ont fourni de nombreuses propriétés
biologiques telles que I’effet insecticide, antibactérien et antifongique. Selon Bouzouita et
al. (2008), I’'huile essentielle extraite des feuilles séchées de J. phoenicea a un effet
inhibiteur vis-a-vis de quatre microorganismes, Klebsiella oxytoca, Lactobacillus
plantarum, Saccharomyces cereviseae et Geotrichum candidum. Les propriétés
insecticides de I’huile J. phoenicea sont également testées contre un insecte des denrées
stockées Tribolium confusum. Cette huile a manifesté un effet anti-appétant intéressant et
montré une toxicité élevée vis-a-vis de cet insecte. De plus, Iefficacité des huiles
essentielles des rameaux de la sous espece lycia (Juniperus phoenicea ssp. Lycia) contre
les champignons de pourriture du bois a été mise en évidence (Mansouri et al., 2011).
L’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles J. phoenicea et J. oxycedrus a
également montré que ces deux huiles sont actives uniquement sur la souche bactérienne
Enterococcus feacalis, tandis la souche fongique Penicillium s’est révélée sensible

uniquement a I’huile de J. oxycedrus (Mezari, 2009).
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2. LES MOISISSURES

Les moisissures sont omniprésentes dans la nature. Les plus répondues sont les
Penicillium et les Aspergillus. Elles sont aérobies strictes (Bouix et Leveau, 1993),
capables de se développer sur toutes sortes de nourriture : céréales, viande, lait, fruits,
légumes...etc (Filtenborg et al.,1996). Heétérotrophes, peu exigeantes et possedent un
potentiel élevé de sécrétion d’enzymes exocellulaires (Bouix et Leveau, 1993). Certaines
moisissures vivent en symbiose avec d’autres organismes : les plantes vertes (champignons
mycorhiziens), les algues (lichens) et les bactéries. Beaucoup ménent une vie parasite vis-
a-vis des animaux et des plantes, et s’attaquent aux végétaux en pleine croissance, aussi
bien aux jeunes plantules qu’aux feuilles et aux fruits, et provoquent de sérieuses maladies

(rouilles, mildious, etc.) (Bouix et Leveau,1993).
2.1. Les moisissures pathogenes

2.1.1. Les moisissures des céréales

Dans le champ, les céréales sont principalement attaquées par les moisissures qui ont
besoin pour leur croissance d'un facteur d’humidité élevé (de 0.88 au moins) tandis que
pendant le stockage, les moisissures qui se développent supportent des degrés d’humidité
moindres (FAO, 2003). Les céréales sont contaminées dés avant la récolte par une
mycoflore dit du « champ » qui comprend un grand nombre d’espéces appartenant aux
genre, Alternaria, Cheatomium, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Helminthosporium
...etc (Belyagoubie, 2006). Les Fusarium sp, peuvent infecter les céréales a paille et le
mais. Ces moisissures produisent des mycotoxines notamment au niveau de 1’épi au champ
(Fabrice et Calair, 2006).

Les principaux groupes de moisissures susceptibles de se développer pendant
I’entreposage sont les Aspergillus et les Penicillium (Aliou et Jan, 1991 ; FAO, 1995). Aux
fortes teneurs en humidité, les Fusarium (champignon des plantes en plein champ) peuvent
apparaitre sur des céréales alimentaires en stockage (Aliou et Jan, 1991). Lors de la période
de stockage, les Fusarium, tres répandus dans le sol, ont des besoins en eau assez
importants et ils fréquentent sur les cultures aux champs. Ce n’est pas le cas d’Aspergillus

et Penicillium qui croissent plutdt sur les denrées stockées (Zaid et Pierre, 2011). Les
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moisissures peuvent se développer rapidement sur les céréales et les mais conservés dans
des conditions humides. La microflore du blé, a la récolte, est composée d’un tres grands
nombre de genre de moisissures (Aspergillus, Penicillium, Fusarium) (Armand et
Germain, 1992).

2.1.2. Moisissures des légumes secs

Les grains a la récolte sont porteurs de moisissures champétres, surtout adaptées
aux conditions extérieures. Il s’agit essentiellement de Fusarium, qui peut dans certaines
conditions produire au champ des mycotoxines toxiques. Ces dernieres sont
thermoresistantes, donc le séchage ne les détruit pas. Les précautions a prendre pour les
¢viter sont d’ordre agronomique en privilégiant les variétés résistantes, I’utilisation du
labour avant le semis, un programme antifongique adapté et une rotation des cultures
(Terrain et Grallet, 2003).

La flore intermédiaire regroupe les germes capables d’un développement limité en
début de stockage, en conditions particuliéres et notamment sur grains suffisamment secs.
Cladosporium, Trichoderma, et surtout les Mucorales comme Rhizopus, Absidia, Mucor,
avec les levures Candida, Torulopsis, etc, sont les représentants habituels de cette flore
intermédiaire, dont la mise en évidence révéle, trés souvent, un stockage en conditions
confinées et trop humides (Blanc et al., 2006).

La flore de stockage est composée d’especes xérophiles adaptées a des substrats
relativement secs, qui peuvent proliférer au cours du stockage (Feillet, 2000). Penicillium
et Aspergillus ne se trouvent qu’en faible proportion sur les grains a la récolte, mais,
adaptés aux substrats relativement secs, ils peuvent prendre leur essor au cours du
stockage, alors que les autres espéces, plus hydrophiles, se multiplient moins activement
ou régressent. Les origines du peuplement microbien sont multiples. Une grande partie des
¢léments qui le composent proviennent de la plante sur pied : c’est ainsi que des plantes

fusariées peuvent donner des grains riches en Fusarium (Multon, 1982).

2.1.3. Aliments composés pour les animaux

Les aliments composés peuvent étre contaminés par les spores qui étaient
initialement présentes dans les céréales ou dans les autres ingrédients (oléagineux) qui

entrent dans leur composition. Ils peuvent aussi étre contaminés au cours du processus de
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fabrication ou pendant le stockage. Les espéces de moisissures les plus fréquemment
retrouvées dans les aliments composés appartiennent aux mémes genres que ceux
contaminant les céréales : Aspergillus, Penicillium et Fusarium.

Les études disponibles concernant 1’évaluation du niveau de contamination
fongique des aliments pour animaux concernent en général les aliments composés pour
animaux monogastriques (volailles, porcs...) qui sont plus sensibles a Dl’action des
mycotoxines que les ruminants. Malgré les processus technologiques permettant souvent la
réduction de la contamination fongique a cause de I’élévation de température (pendant la
granulation par exemple), les résultats disponibles montrent souvent une contamination

fréquente par de nombreuses espéces fongiques (AFSSA, 2006).

2.1.4. Autres végétaux

Les moisissures sont frequemment retrouvées dans les céreales, mais elles peuvent aussi
se développer sur d’autres végétaux destinés a I’alimentation humaine ou animale
(légumes, fruits). En 2003-2004 en Lituanie, (Lugauskas et al., 2005) ont analysé la
contamination mycologique de légumes nouvellement récoltés puis apres stockage. Le but
de I'étude était de détecter des especes fongiques capables de synthétiser les métabolites
toxiques. Des échantillons de carottes, d’oignons et de choux ont été prélevés dans des
entrepdts. Penicillium expansum, P. nalgiovense et P. verrucosum ont été retrouvés sur les
carottes, P. expansum sur les oignons et Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium
funiculosum et P. expansum sur les choux. La fréquence de contamination des légumes

était importante (Lugauskas et al., 2005).
2.2. Les facteurs de développement des moisissures

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes: elles peuvent se développer
seulement si le milieu lui apporte les éléments nutritifs nécessaires. La paroi rigide de la
cellule fongique I’empéche de phagocyter les substances nutritives complexes du milieu; la
moisissure est obligée les transformer préalablement en molécules simples absorbables.
Ceci est rendu possible grace a des dépolymérases qui sont excrétées dans
I’environnement. Sous leurs actions les polyméres complexes sont transformés en

molécules simples (monosaccharides, acides gras, acides aminés). (Tabuc, 2007)
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Comme tout micro-organisme, la croissance fongique est aussi dépendante d’un certain
nombre de parameétres intrinséques et extrinséques du milieu. Les facteurs qui contribuent
au premier chef a la biodéterioration (dont fait partie le développement de moisissures)
d'un écosysteme sont I'humidité, la température et les ravageurs (FAO, 2003). Par
conséquent, les moisissures sont des microorganismes ubiquistes, peu exigeants quant a
leur environnement et capables de se développer dans une large gamme de conditions
environnementales et sur de nombreux substrats. Le développement incontrdlé de ces
contaminants peut entrainer une altération de 1’aspect des aliments et en modifier la qualité
organoleptique. Dans certaines conditions, ce développement fongique peut aussi conduire
a la production et a 1’accumulation dans les aliments de métabolites secondaires

zootoxiques: les mycotoxines. (Tabuc, 2007)
2.2.1. Température et humidité

Le développement de moisissures dépend de plusieurs facteurs : 1’humidité, la
température et la présence de spores et d’éléments nutritives. La température et I’humidité
conditionnent leurs proliférations, il est généralement admis que, a température ambiante,
les moisissures ne peuvent proliférer que si ’humidité relative locale dépasse 80%
pendant plusieurs semaines. L humidité relative locale dépend de 1’humidité absolue de
I’air intérieur et de la température locale (Claude, 2004). Les moisissures se développent
le mieux dans une atmospheére chaude et humide. Elles se développement méme a basse
température si I’humidité relative de 1’air est élevée, ¢’est-a-dire si 1’air contient beaucoup
de vapeur d’eau. Une atmosphére séche prévient la germination des spores et par
conséquent le développement de moisissures. Cependant, elle ne tue pas les spores qui sont
tres résistante aux conditions seches (Inge, 2004). La prolifération des moisissures dépend
de la teneur en eau des grains, de leurs températures et de I’importance des dommages
physiques qu’ils causent. Dans certaines circonstances, le développement de mycotoxines
peut constituer un danger particulier (FAO, 1995). L’humidité et la température favorisent
le développement des moisissures secrétant des mycotoxines qui constituent actuellement

un probléme de santé public (Abdoulayes, 2012)

Dans les ceréales, les moisissures utilisent la vapeur d'eau présente dans les interstices

entre les grains dont la concentration est determinee par I'équilibre entre I'eau libre
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contenue dans le grain (la teneur en eau du grain) et I'eau présente sous forme de vapeur
autour du grain. La concentration de I'eau interstitielle est désignée soit par les termes

d’humidité relative d'équilibre (exprimée en pourcentage), soit par ceux de facteur

d’humidité (FAO, 2003).
e Atmosphere de lot de stockage

Le développement des moisissures est aussi en fonction des proportions d'oxygene, d'azote
et de dioxyde de carbone présent dans l'atmosphére interstitielle. De nombreux
champignons se développent malgré des teneurs tres faibles en oxygene; la croissance
linéaire n'est divisée par deux, par exemple, lorsque la teneur en oxygéne est réduite a
moins de 0,14%. Les interactions entre les gaz et I’humidité influencent également le
développement des moisissures (FAO, 2003). Les moisissures sont des organismes vivant
qui ont besoin d’oxygéne pour se développer. La faible teneur en oxygéne peut stopper le
développement des moisissures mais 1’absence de ’oxygene permet en outre, de bloquer

la respiration du grain lui-méme et donc sa dégradation interne (Aliou et Cruz, 1989).
2.2.2. Lesvecteurs

Les petits vertebrés sont de grave cause d’altération par la consommation qui font des
denrées par les souillures et contamination microbiologiques diverses dont ils sont les
vecteurs. Les rats et les souris peuvent provoquer des dégats considérables, non seulement
par les pertes en grains consommés mais surtout par la contamination microbienne et par
leurs activités biologiques qui produisent des déchets (fines farines) et dégagements de
chaleur et de vapeur d’eau. Les moisissures se disséminent par ’intermédiaire de leurs
spores transportées par 1’air ou véhiculées par les insectes. Les mycotoxines se concentrent
volontiers dans ces spores, contaminants 1’air respirable, adsorbées sur des particules
organiques ou par la poussiere (Pierre, 2000 ; Zaid et Pierre, 2011). Enfin, les moisissures
peuvent servir de nourriture pour les insectes et les mites, mais, dans certains cas, étre

pour eux des agents pathogenes (FAO, 2003).
2.2.3. Etat des grains

L'autre facteur susceptible d'influer sensiblement sur le développement des moisissures

est la proportion de grains brisés se trouvant dans un lot de céréales. Ces grains,
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endommagés par la moisissure ou les insectes (FAO, 2003), et les différents impuretés
(poussiéres, farines, pailles) et les grains briser sont plus facilement attaqués par les
moisissures et les insectes et constitue pour les stocks des foyers d’infestation priviléges

(Aliou et Cruz, 1989).
2.3. Effets néfastes

2.3.1. Maladies fongiques

La pourriture racinaire, la pourriture de pied et la pourriture commune, sont des homs
qui se rapportent a une méme maladie d’origine fongique (Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum, Fusarium avenaceun, Cochlibolus sativus) et qui peut affecter le blé et
I’orge. La pourriture racinaire est répandue dans toutes les régions du Maghreb. Des
réductions en rendement de grain, en poids de grains, en émergence des plantules, en

nombre de talles et d’épis, sont souvent rapportées (Sayoud et al., 2008).
2.3.2. Sécrétion des mycotoxines

Mycotoxines, mot formé a partir de mycose, qui veut dire champignon en grec, et de
toxium, poison (Zaid et Pierre, 2011). Le terme mycotoxine est utilisé pour désigner les
toxines produites par les champignons microscopiques (Henri et al., 1992). Ce sont des
substances ¢laborées par des champignons dont la toxicité ne s’exerce sur la plante hote,
mais sur les consommateurs (Royer, 1990). La production de mycotoxines est directement
liée a la croissance fongique. Par conséquent, les facteurs capables d’influencer la
croissance fongique vont aussi jouer un réle sur la toxinogénese. De maniére générale, les
conditions environnementales nécessaires a la production de mycotoxines sont plus étroites
que celles permettant la croissance fongique et sont, le plus souvent, proches des

conditions optimales de développement de I’espece considérée (Tabuc, 2007).

En générale, les mycotoxines transférées dans la chaine alimentaire sont en quantité trés
faibles, de I’ordre du nanogramme par kilogramme (ng/kg) (Zaid et Pierre, 2011). On
distingue deux types d’accidents : les accidents aigus font suites a 1’ingestion d’'une grande
quantité de mycotoxines et une maladie chronique qui fait généralement suit a I’ingestion
de mycotoxine en faible quantité mais sur une long période, cette chronique provogue un

affaiblissement du systeme immunitaire (Gury, 1997), a des effets déléteres sur le systeme
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nerveux central, I'appareil cardiovasculaire et I'appareil respiratoire, ainsi que sur lI'appareil

digestif. Elles peuvent aussi avoir des effets cancérogenes, mutagenes, tératogenes et

immunosuppresseurs (FAO, 2003). Le Tableau suivant (cf. tableau 1) représente les

principales mycotoxines dans le monde.

Tableau 1. Les principales mycotoxines dans le monde

Espéce de moisissure

Mycotoxines engendrées

Les denrées

Aspergillus parasiticus

Aspergillus flavus

Fusarium sporotrichioides
F poae, F.tricinctus

Fusarium graminearum

Fusarium moniliforme
(F. verticillioides)
Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense

Aspergillus niger

Penicillium verrucosum
Aspergillus ochraceus
Aspergillus carbonarius
Claviceps

Pithomyces bakeri
(Sporidesmium)

Acremonium sp.

Penicillium islandicum

Alternaria

P. expansum, A. clavatus,

Aflatoxines B1, B2, G1, G2

Aflatoxines B1, B2

Trichothécenes (Toxine T-2,

DON..))
Déoxynivalénol
Zéaralénone
Fumonisine B1

Zéaralénone

Trichothécenes(Toxine

2,DON...)

Ochratoxine A Fumonisine B2

Ochratoxine A

Alcaloides de I’ergot

Sporidesmine

Une neurotoxine

Lutéoskyrine

Alternariol, acide tenuazonique

Patuline

(ou nivalénol),
Trichothécenes
(Toxine T-2, DON...)

Oléagineux, pastiches, épices,
mais, sorgho, grains de coton,

Oléagineux, pastiches, épices,
mais, sorgho, grains de coton,

BIlé, Orge, mais, riz, seigle, avoine

BIlé, Orge, mais, riz, seigle, avoine

BI¢, Orge, mais, riz, seigle, avoine

BI¢, Orge, mais, riz, seigle, avoine

Oléagineux, pastiches, épices,
mais, sorgho, grains de coton,

Oléagineux, pastiches, épices,
sorgho, céréales, café.

Blé et dérivés, seigle
Divers graminées

Riz et autres céréales
Riz et autres céréales

Fruits (pomme et tomate) et
légumes.

Source :( Royer, 1990. Keon et proost, 2002 ; FAO, 2003. Christine.2010. Zaid et Pierre 2011)
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2.3.3. Contamination de la chaine alimentaire

Les moisissures sont des microorganismes ubiquistes qui peuvent se développer sur une
grande variété de substrats. Les espéces de moisissures les plus fréquentes retrouvées dans
les aliments appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Ces
moisissures peuvent proliférer et produire des mycotoxines avant ou aprés la récolte,
pendant le stockage, le transport, ou la transformation des matiéres premiéres et des
aliments (Tabuc, 2007).

e Contamination de céréales et produits végétaux

Les céréales sont sans doute les denrées alimentaires les plus fréquemment
contaminées par les moisissures. La contamination peut avoir lieu avant la récolte, au
champ, au cours du séchage, du stockage et aprés transformation des graines. Si de trés
nombreuses études sont disponibles concernant la contamination mycotoxique des
céréales, les enquétes sur la contamination fongique de ces matiéres premiéres sont plus
rares. De maniere schématique, elles mettent en évidence une relation entre la flore
fongique et les conditions climatiques pendant le développement et/ou le stockage des
grains. (Tabuc, 2007)

e Aliments composés pour les animaux

Les aliments composés peuvent étre contaminés par les spores qui étaient initialement
présentes dans les céréales ou dans les autres ingrédients (oléagineux) qui entrent dans leur
composition. Ils peuvent aussi étre contaminés au cours du processus de fabrication ou
pendant le stockage. Les espéces de moisissures les plus frequemment retrouvées dans les
aliments composés appartiennent aux mémes genres que ceux contaminant les céréales :
Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Les études disponibles concernant 1’évaluation du
niveau de contamination fongique des aliments pour animaux concernent en général les
aliments composés pour animaux monogastriques (volailles, porcs...) qui sont plus
sensibles a 1’action des mycotoxines que les ruminants. Malgré un processus
technologique permettant souvent la réduction de la contamination fongique a cause de

I’¢lévation de température (pendant la granulation par exemple), les résultats disponibles
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montrent souvent une contamination fréquente par de nombreuses especes fongiques
(Tabuc, 2007).

e Produits alimentaires a base de céréales

Les céréales représentent une matiére premiere importante pour I’alimentation. Elles
sont transformées en farines a partir desquelles sont élaborés de nombreux aliments finis
comme produits issus de la panification, de la biscuiterie, les céréales pour le petit
déjeuner, les gateaux... Ces produits, comme les aliments composés pour les animaux,
peuvent étre contaminés soit par les spores qui se trouvent initialement dans les céréales,
soit plus tard, pendant le stockage. Les principales espéces de moisissures qui les
contaminent appartiennent toujours aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Les
données concernant la contamination fongique de produits alimentaires a base de céréales
ne sont pas nombreuses. En effet, les recherches sont, en général, orientées directement
vers 1’analyse de la présence de mycotoxines dans ces produits. De plus, la nature des
procédés de fabrication implique souvent la réalisation de traitements thermiques suffisants
pour détruire les spores fongiques présentes. Il peut néanmoins se poser la question de
recontamination de ces produits aprés le traitement thermique et le développement des

moisissures pendant le stockage (Tabuc, 2007).
e Produits affinés d’origine animale

Les moisissures participent directement au processus de fabrication de nombreux
aliments transformés d’origine animale. Ainsi, il s’agit d’auxiliaires de fabrication
indispensable a la  fabrication fromageére ainsi qu’a 1’acquisition des qualités
organoleptiques des produits de salaison séche. Par conséquent, ces aliments représentent,
par définition, un substrat favorable au développement fongique et posent donc un double
probleme en termes de santé publique : I’innocuité des souches fongiques utilisées en tant
que ferment (absence de pouvoir toxinogene notamment), et le développement possible
d’une flore contaminante potentiellement capable d’altérer le produit et/ou de produire des

métabolites toxiques (Tabuc, 2007).

En effet, le lait est, en général, peu contaminé. Les conditions de pasteurisation et/ou

stérilisation, de conditionnement et de stockage ne permettent pas de contaminations
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ultérieures. Les produits laitiers comme les yaourts ou les fromages sont, eux, beaucoup

plus sensibles aux contaminations fongiques (Tabuc, 2007).
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3. LALUTTE CONTRE LES MOISISSURES PATHOGENES

La protection des plantes peut étre divisée suivant cinq approches (cf. fig.03) : la lutte
chimique, la lutte physique, les biopesticides, la lutte biologique et les facteurs humains qui

interviennent pour limiter le recours aux produits chimiques ou pour I’encourager.

Lutte chimique Lutte physique
Herbicides (atrazine, paraquat... Mécanique (sarclage, barriéres...
Insecticides (organochlorés, carbamates... Pneumatique (aspiration, souffiage|
Fongicides (bénomyl, mancozébe..) Electromagnétique (1ondes, électrocution...)
Acaricides (dicofol, cyhexatine... Chaleur (basse et haute température)

Biopesticides / T \

Facteurs humains
Extraits de plante (azadirachting) Expertise
Bactéries et virus pathogénes — Réglementation, lois
Nématodes Lutt biologique Standards de qualté
Parasites, prédateurs .
i Quarantaine
Plantes résistantes T
» Sécurité alimentaire
Plantes transgéniques (OGM) y
Innocuité
Perception des consommateurs

Figure 3. Les cing approches de la protection des cultures (Vincent et al., 2000).
3.1. Lutte chimique

La lutte contre les moisissures pathogénes a été menée avec le soufre et de divers sels
de cuivre. Les fongicides organiques développer en deuxiéme moitié du XX*™ siécle sont
nombreux et appartiennent a diverse familles chimiques, ce sont, par exemple, des
composés hétérocyclique, des strobilurines, des stimulateurs de défense naturelles ...etc.
signalons que le soufre et le cuivre restent encore d’excellents fongicides et sont toujours
utilisés (Roaul et al., 2005). Les fumigeants diffusent dans la masse des denrées et sont

ensuite ¢liminés par aération. Le phosphure d’hydrogene est actuellement le plus utilisé,
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laissant peu de résidus (a la limite de la méthode de dosage), il est produit & partir de
phosphure d’aluminiums ou de phosphure de magnésium et de la vapeur d’eau
atmosphérique. Il est treés toxique lors de sa manipulation. Deux mécanismes sont possibles
pour le stockage en silos : la voie chaude qui crée un sechage, la voie froide plus nouvelle.
Cette derniére presente de nombreux avantages au point de vue qualitatif, énergétique et

économique (Vierling, 2008).

L’utilisation des produits chimiques pour le stockage des semences est trés répondue,
mais peut étre évité dans la plupart des cas. Les fongicides peuvent également faciliter le
stockage, mais compte sur un bon séchage (Harry, 2004). Les avantages de cette pratique
sont liés a sa faible cout, a sa faciliter de la mise en ceuvre et a la durée de la protection qui
se prolonge plusieurs mois, jusqu’a ce que les niveaux de résidus encore active ne
deviennent inférieure au seuil pour les espéces ciblés (Bernard et al., 2000). Dans de
nombreuses situations, 1’utilisation de fongicide est inutile et accroit les risques de

pollution d’environnement (Davide et Hervé, 2011).
3.2. Lutte physique

La lutte physique en protection des plantes regroupe toutes les techniques de lutte
dont le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique ou
biochimique. L utilisation de méthodes de lutte physique doit s’inscrire dans une démarche
de lutte intégrée. En effet, comme toute méthode de lutte, les méthodes physiques ont leurs
forces et leurs faiblesses et certaines sont susceptibles d’avoir des effets secondaires sur la
faune et la flore. De plus, il n’existe pas de technique de lutte physique ayant le potentiel
de devenir la seule technique nécessaire (ou suffisante) pour tous les traitements
phytosanitaires sur une culture donnée. Il convient de distinguer deux types fondamentaux
de méthodes en lutte physique : les méthodes actives et les méthodes passives. Les
méthodes actives utilisent de 1’énergie au moment de 1’application pour détruire, blesser ou
stresser les ennemis des cultures, ou pour les enlever du milieu. Ces méthodes n’agissent
qu’au moment de I’application et ne présentent pratiquement pas de rémanence. Les
méthodes passives procedent par une modification du milieu et ont un caractére plus
durable. On peut aussi classer les méthodes physiques selon le mode d’utilisation de

I’énergie (Vincent et al., 2000).
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En phytopathologie, on retrouve moins de travaux scientifiques concernant la lutte
physique. Par exemple, 1’utilisation des films de polyéthyléne ayant des propriétés
filtrantes a 1’égard de parties spécifiques du spectre de lumiére solaire. C’est donc une
technique passive faisant appel a une barriére physique. Le traitement des semences de blé
a I’aide de micro-ondes pour le contréle de Fusarium graminearum a été évalué (Reddy et
al., 1996). Des essais similaires ont été réalisés par ces auteurs pour I’inactivation
d’Ustilago nuda sur des graines d’orge. Dans la culture de la pomme de terre, on utilise
souvent un fongicide en complément du défoliant chimique comme mesure sanitaire
prévenant la transmission de I’infection par Phytophthora infestans a la prochaine
production. Le défanage thermique, qui remplace la défoliation chimique, réduit
significativement la viabilité de P. infestans présent dans les feuilles au moment du
défanage (Désilets et al., 1996). Les usages de la lutte physique en post-récolte se sont
développés a travers les procédés de contrdle des conditions physiques dans les masses de
grain stockées (température et teneur en eau), les chocs thermiques ou mécaniques. De
plus, les méthodes physiques les plus accessibles pour cette lutte raisonnée, comme les
traitements par la chaleur seche ou la conservation hermétique sous gaz inerte, devraient
étre bénéfiques sur le plan de la réduction du risque secondaire de détérioration des denrées
brutes par les moisissures de stockage, ce qui n’est pas le cas de la lutte chimique (Vincent

et al., 2000).
3.3. Lutte biologique

La lutte biologique contre les agents pathogenes des plantes est définie comme
I’utilisation de processus biologiques pour diminuer la densit¢ d’inoculum des agents
pathogénes dans le but de réduire leur capacité a induire la maladie. Les principaux criteres
de sélection d’un agent de lutte biologique contre des agent pathogenes des plantes sont : la
stabilité génétique de la souche, son efficacité a faible concentration et le grand nombre
d’agent pathogenes, ses faibles exigences nutritionnelles, sa capacité d’adaptation et de
suivre aux conditions environnementale, la possibilité de production de masse a faible
cout, son absence de toxicité¢ sur d’autres organismes, sa résistance aux pesticides et sa

compatibilité avec d’autre traitement (cf. tableau 2) (Lydie, 2010).
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Tableau 2. Exemples de biopesticides développés pour le contrdle des ennemis et
compétiteurs des plantes cultivées (Vincent et al., 2000).

Bactéries entomopathogénes | Bacillus thuringiensis

Mycopesticides Metarhyzium anisopliae et
M.flavoviride Beauveria
bassiana, B.brognardtii, ect.

Virus entomopathogenes Baculovirus (carpovirusine)

Bioherbicides Colletotrichum sp

Microorganismes Trichoderma viridae ;

antagonistes de maladies Gliocladium sp ; Pseudomonas
sp.

Nématodes genres Steinernema et

entomopathogénes

Heterorabditis

En pratique, ’application de la lutte biologique repose souvent sur une multitude
d’actions et d’informations complexes et fines. La lutte biologique est séduisante sur le
plan scientifique et écologique et son image plait au grand public. On distingue plusieurs
stratégies d’application en lutte biologique. La premicre stratégie, l’exploitation de
biocides inertes, est 1’approche « biopesticide ». La seconde stratégie est I’exploitation de
biocides autonomes, que I’on peut relacher selon une stratégie de lutte classique,
inoculative ou inondative. Il est également possible de favoriser la lutte biologique en
intervenant sur le milieu. La variation entre les organismes est une caractéristique
inhérente et fondamentale des organismes biologiques et constitue une des limites
importante de la lutte biologique (Vincent et al., 2000). Parmi les méthodes de lutte
biologique, les biopesticides occupent une place de choix car ils se prétent souvent a la
production de masse requise pour I’industrie et ils s’appliquent avec un pulvérisateur
conventionnel ce qui en facilite I’adoption par les producteurs agricoles (cf. tableau 2). Ils
sont généralement compatibles avec des méthodes de lutte biologique, méme s’ils peuvent
avoir des effets néfastes sur les organismes utiles (Giroux et al.,1994 ; Roger et al., 1995).
Les biopesticides peuvent étre a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et
d’extraits de plantes. Il y a plusieurs facons d’améliorer 1’efficacité¢ des biopesticides. On
peut trouver des souches plus virulentes. On peut aussi travailler a des formulations
prolongeant la rémanence au champ ou incorporant des produits synergistes qui, étant eux-

mémes non toxiques aux doses utilisées, augmentent de beaucoup I’effet toxique du
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biopesticide (Bernard et Philogéne, 1993). Certains champignons hyperparasites d’agents
pathogénes font également I’objet de recherches intensives : Ampelomyces quisqualis,
Tilletiopsis, Verticillium lecanii et Stephano ascus, pour ne citer que les plus répandus. Des
mutants résistants a la sécheresse sont également recherchés pour favoriser 1’action de ces
hyperparasites sur les champignons pathogenes. Les réductions de I'usage des fongicides
peuvent étre de I’ordre de 50 % sachant qu’il est impossible de concevoir la lutte contre les
mycopathogenes de la vigne par exemple avec moins de 5 a 8 applications de fongicide

dans la phase de végétation de la plante (Vincent et al., 2000).

3.3.1. Biopesticides : cas des huiles essentielles

Des études fondamentales (in vitro) ont également montré que la phase volatile des
huiles essentielles (alcools et lactones sesquiterpiniques) provoque un effet fongistatique
par inhibition de croissance, ce qui permettrait le contrdle de la prolifération et surtout de
dissémination des champignons opportunistes allergisants. On pourrait alors envisager une
utilisation préventive d’huile de I’atmosphere des locaux (Daniel et al., 2008).

Un huile essentielle (ou essence) est un produit huileux ; volatil ; odorant ; que 1"on
retire des végétaux genéralement par distillation. Toutes les plantes ne secretent pas de
huile essentielle ; certaines especes contiennent vraiment des huiles essentielles ; d"autres
n"en ne contiennent pas. Parfois huile essentielle est présent dans la plante entiere ; parfois
elle n"est présenté que dans une partie de la plante. De plus ; huile essentielle contenue
dans les feuilles n"est pas forcement contenue dans les fruits de la méme plante ;
I"utilisation des huiles est donc complexe ; il faut bien connaitre la plante et leurs

propriétés (Laurence et Nathahie, 2009).

Les principales familles végétales susceptibles de donner des huiles essentielles sont :
les abiétacées (le plus connu est le Pinus pinaster qui produit la térébenthine), les
cupressacées (thuya cyprés), les lamiacées qui est 1’une des plus importantes familles pour
les huiles essentielles (lavande, menthe, origan....), les myrtacées (eucalyptus, myrtes), les
lauracées (cannelles, laurier de noble), les rutacées (citron, oronge douce et amers...), les
éricacées (gaulthérie et lédon), les astéracées (camomille, estragon, inule odorante,
santoline), les poacées (le mon grasse, citronnelle ), les rosacées (rose) (Homsi, 2009).

Pour la méme espéce, la composition varie selon le climat, de 1’origine géographique, du
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mode de culture, de la saison, de la récolte, de la partie de la plante utilisée, des matériels
et des techniques employées pour la préparation les huiles essentielles (Jean-Claude,
2002).

Les composes actifs, de méme que I’équipement enzymatique a une plante, sont
déterminés génétiquement et écologiquement, ils sont donc susceptibles de varie en
fonction des conditions écologiques, pédologiques, climatiques, de [’altitude, de
I’ensoleillement, du stade de développement botanique (période de récolte : avant ou aprés
floraison), la biosynthése s’oriente alors vers la formation préférenticlle d’un constituant
aromatique actif. Ces différences peuvent totalement changer les propriétés
pharmacologiques d’huile essentielle. Ces différences chimiques (chimotype= type
chimique), donc pharmacologique, doivent impérativement étre prises en compte dans

I’utilisation d’huile essentielle (Daniel et al., 2008).

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
moisissures phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire
(Lis- Balchin, 2002). Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs
propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Labiacae : thym, origan, lavande,
menthe, romarin, sauge, etc..., étant donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs
préferent étudier 1’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité
globale de I’huile. Ainsi I’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre lice
a la présence de certaines fonctions chimiques (Voukou et al., 1988). IlIs concluent que les
phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6- diméthoxyphénol) sont plus antifongiques et que
les aldéhydes testés (cinnamique et hydro cinnamique). lls 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>Aldehydes>Cétones>Ethers>Hydrocarbures. Parmi

les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif. En ce qui concerne
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les composés phénoliques, I’activité antifongique augmente avec 1’encombrement stérique
de la molécule (p-n-propylphénol> thymol> isoeugénol> eugénol) (Ultree et al., 2002).
L’addition de groupements alkyls au noyau benzéne du phénol augmente le
caractére 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 ’espéce, ainsi que de la variété de la plante d’ou provient

I’extrait.
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Matériel et méthodes

1. MATERIEL

Le présent travail a été effectué en laboratoire de Biologie/Agronomie, Université

Amar Telidji-Laghouat, durant le période (de Janvier jusqu’a Avril).
1.1 Matériel végétal

Les plantes qui ont fait 1’objet de notre étude sont J. phoenicea et A.valentinus (fig. 04 ; et
fig. 05).

Figure 4. Photo d'un rameau de J. phoenicea L.  Figure 5. la plante A.valentinus (Kambouche
(Becker et al., 1982) et al.,2013).

1.1.1. Lieu et période de récolte

Les parties aériennes des plantes A.valentinus et J. phoenicea ont été récoltées durant
le mois Avril 2016 dans les régions de Hassi R’mel et Aflou, Laghouat, respectivement.
Le matériel végetal est séché a la température ambiante et a I’abri de la lumiére dans un
endroit sec et aérer pendant deux mois. Aprés le séchage, les plantes sont récupérées dans

des sacs en papier propres pour servir ultérieurement a ’extraction des huiles essentielles.
1.2. Matériel fongique

Le tableau suivant représente les sept moisissures utilisées dans cette étude qui sont des
souches fongiques responsables des dégats considérables qu’ils causent aux cultures des

ceréales, des fruits et des légumes sur champs et en stockage.
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Tableau .3 Les souches fongiques utilisées dans 1’étude de I’activité antifongique des

huiles essentielles d’A.valentinus et de J. phoenicea

Souches Référence Origine

Fusarium graminearum | MUCL 53452
Fusarium moniliforme | MUCL 53645

Collection BCCM (Belgian Co-ordinated

Penicillium citrinum MUCL 31475 Collections of Micro-organisms)
Penicillium expansum MUCL 29192

Aspergillus ochraceus | NRRL 3174 Collection ARS culture collection (NRRL)
Aspergillus flavus NRRL 3251

Aspergillus parasiticus | CBS 100926 Collection CBS Culture Collections of

Micro-Organisms

2. METHODES

2.1. Procédé d’extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation utilisant un
appareil de type Clevenger (cf. fig.06). 150 grammes du matériel végeétal sont mises dans
un ballon a fond rond et additionnés a 1’eau distillé (1500 ml), puis sont portés a
I’ébullition pendant 4 h a I’abri de la lumiére (Kalimouni, 2010). L’huile essentielle est
alors entrainée par la vapeur d’cau. Elle est ensuite condensée en passant par le réfrigerent.
Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a la surface qui
sera par la suite séparée, aprés repos du liquide. L’huile extraite est conservée a 4°C dans

I’obscurité.

Réfrigerent

Ballon

Chauffe ballon

Figure 6. Dispositif d’hydrodistillation (Photo originale 2017)
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2.2. Calcule du rendement

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traité.

Rd % = (m1 x100)/mq
mo : masse en gramme de la matiere végétale séche
My : masse en gramme d’huile essentielle

Rd : Le rendement en huile essentielle.
2.3. Détermination de la composition chimique d’huile essentielle

Les échantillons des huiles essentielles ont été envoyés au laboratoire de chimie
analytique, Faculté des péches, Universite de Cukurova, Turquie, pour déterminer la
composition chimique de I’huile sur la chromatographie en phase gazeuse (CG) couplée a
la Spectrométrie de masse (SM) de type Perkin Elmer Clarus 500(CG - SM), équipé d’une
colonne SGE (60 m. 0,25mm ID. BPX5 0,25um, USA). L’appareil comprend deux
injecteurs capillaires améliorées, split/splitless (PSS) et sur colonne (POC). La température
de la colonne est programmée de 60 a 250 °C pendant 10 min a raison d’une montée de 4
°C. La température d’injection est réglée a 240°C. Le gaz utilisé est I’hélium avec un débit
del.5 ml/mn. La fragmentation est effectuée par impact électronique a 70eV. La gamme de
masse scannée est de 35-425 m/z. L’appareil est relié a un systéme informatique gérant une
bibliothéque de spectre de masse Nist et Wiley. L’huile essentielle est diluée dans du n-

hexane (1%, v/v) avant de procéder aux analyses CG/SM. Le volume injecté est 1 pl.

2.4. L’étude de Pactivité antifongique
2.4.1. Préparation des dilutions des huiles essentielles

L’activité antifongique des huiles essentielles d’A. valentinus et de J. phoenicea a été
évaluée selon la méthode de macro-dilution en milieu liquide M38-A préconisée par CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (Espinel-Ingroff et Cantén, 2007). Les
dilutions de 1’agent antifongique insoluble dans I'eau sont préparées a 1’aide d’un solvant

de type DMSO (Sigma 34943).
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Il est important de noter que dans cette étude trois préparations ont été effectuées : des
dilutions pour chaque huile essentielle séparée et des dilutions pour une combinaison des
deux huiles essentielles A. valentinus/J. phoenicea pour une concentration de 2/8 (V/v).
Notons que cette concentration a été déterminée selon le rendement de chaque plante en
huile essentielle.

Sept tubes ont été étiquetés de 2 a 8, puis des quantités appropriées de DMSO ont été
ajoutées selon le protocole décrit ci-dessous (cf. fig.07). A partir de tube (2) qui représente
la solution stock de I’huile essentielle ou de la combinaison des deux huiles (2000 pl/ml),
des dilutions ont été préparées selon le protocole décrit dans la Figure 6. Apreés agitation

au vortex, un volume 1 ml a été constaté dans tous les tubes.

f a1
©
. ~
=y 0.5 L D
1000 pliml
E‘i _ﬁ = 0.5 miL,
[’2’] 0.25 mL 125 plimL
lEjl — @ P
2 é 0,75 mL" (7]
2000 LI 9\5@ S00 pLtmL

4 — 025 7 ) 0.75 mL*
d 62.5 pLiml
w5
ijt?ﬁ mL mny @

250 plimL Atjl 1.75 mL*

31.25 plfmL

* le volume de OMSD avant les érapes de dilution de 'antifongique

Figure 7. Les dilutions de 1’agent antifongique insoluble dans 1'eau

(Espinel-Ingroff et Cantén, 2007)

2.4.2. Préparations des tubes CMI de I’huile essentielle

Les tubes contenant les dilutions de I’antifongique (1 ml) ont été placés d'une maniére
organisée, de la concentration la plus élevée vers la plus basse. Sept nouveaux tubes ont été
rangés en étiquetant avec la concentration de I’antifongique finale de 20 a 0.04 pl/ml. Le
milieu de culture RPMI1640 (avec de la glutamine, sans bicarbonate, et avec un indicateur
de pH, Sigma R6504) est le milieu recommandé par la norme M38-A (Espinel-Ingroff et
Canton, 2007) pour les tests de sensibilité des moisissures (cf. Annexe n°1). Le milieu a

été tamponné avec un tampon de type MOPS (Sigma M3183) (0.164 mol/L).
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Une dilution de 1:10 a été préparée en ajoutant 0.9 ml de RPMI 1640 au 0.1 ml de
chaque dilution de I’antifongique. Notons, que neuf séries de tubes CMI sont préparées
avec ces volumes. Enfin, a l'aide d'une micropipette, 0.1 ml a été distribué a nouveau de
chaque concentration dans le fond de chaque tube a essai stérile en commengcant par la plus
faible concentration. Ensuite, chaque tube est ensemencé avec 0.9 ml de l'inoculum

correspondant, et la concentration finale de DMSO est de 1% (cf. fig.08).

2> (_3;(2;;1:3(6_:&151

RPMI v RPMI
1% DMSO 0.1 mL of 100X drug dilutions*® 29, SMSO

1 LTEATE 4 e

s 9EEEEE ¢

0.1 mL of 10X drug dilutions

111111 |

L—J LJ 61 (7 BJ ‘CO
I:_J = n_J = & = Dil. 1:07

Add0.9 mL of inoculated RPMI to each tube

|

Concentrations finales anrés inoculation 20 a 0.04 ul / ml

Figure 8. Préparation des tubes CMI de I’agent antifongique insoluble dans I'eau
(Espinel-Ingroff et Canton, 2007)

2.4.3. Préparation des suspensions fongiques

Pour chaque moisissure, I’inoculum est préparé a partir d'une culture de 7 a 14 jours en
milieu PDA a 25°C. Les spores ont été récupérés en imbibant un écouvillon stérile avec du
Tween 20 et le transféré dans 3 ml de solution saline stérile 0.9% (cf. fig.08). Pour
empécher l'agglutination des spores, la suspension de spores est mélangée vigoureusement
a ’aide d’un vortex pendant 15-20 secondes, puis le surnageant est transféré dans un tube
stérile en ajustant la densité optique (DO) a l'aide d'un spectrophotometre (Jenway, 6405
UV/VIS) a 530 nm afin d’obtenir une suspension de stock de 0.4-5x10° spores/ml. La DO

a laquelle I'inoculum doit étre ajusté varie en fonction de la taille des spores (cf. Annexe
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n°2). Enfin, une suspension de travail de 0.4-5x10* spores/ml a été préparée en diluant la

suspension mére 1:100 spores dans le milieu d'essai RPMI 1640 (cf. fig.09).

_—

PDA at 35°C (7 days)

Tween 20 Apend conidia

Collect upper

aml SS suspension ss

- Adjust to adequate OD
Vo;ﬁ;\wg §gﬁ?ea"d Stock suspension
3—5 min (0.4 —5 x 106 CFU/mL)

200 pL 200 pL

—

I

Macrodilution
1:100
Working suspension

(0.4-5 x 10* CFU/mL)

SS: saline solution

Figure 9. Préparation des suspensions fongiques (inoculum) pour la méethode de macro-

dilution en milieu liquide. (Espinel-Ingroff et Cantén, 2007)

2.4.4. Inoculation des tubes CMI

Les tubes de I’antifongique sont organisés avant la préparation de I'inoculum dans
l'ordre croissant, comprenant deux témoins, positif (contréle de croissance) et négatifs
(contréle de stérilité) pour chaque souche fongique. L’inoculation des tubes CMI a été
commencée de la concentration la plus faible vers la plus forte, y a compris les témoins
positifs. 0,9 ml de la suspension de travail sont ajoutes dans les tubes CMI, en mélangeant
cette suspension a I’aide d’un vortex avant I'étape d'inoculation. Notons que, chaque essai

est répété deux fois afin de minimiser 1’erreur expérimentale.

2.4.5. Incubation et lecture

Les tubes CMI sont incubés a 35°C (sans agitation) dans des conditions d’aérobiose

pendant 72 heures. Si la croissance adéquate n'est pas présente, les tubes ont été re-incubés
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une deuxieme fois. Cette croissance dépendra de l'espéce fongique testée. Enfin, le point
final CMI a été déterminé par une lecture visuelle, en comparant la croissance a celle du
témoin. La CMI est définie comme la plus faible concentration de 1’antifongique pour

laquelle aucune croissance n'est visible (détection visuelle) comparativement au témoin.
2.4.6. Détermination de la CMF

Pour déterminer la CMF, 20 pl de chaque tube CMI ont été inoculés en surface (sans
agitation) sur le milieu Sabouraud Dextrose Agar (SAB) (Eur-Pharm, 1024.00), y compris
tous les tubes qui ont montré une inhibition visuelle compléte. Aprés incubation des boites
a 35°C pendant 72 heures, la CMF est considérée comme la concentration la plus faible
d’antifongique qui indique soit une croissance nulle, soit une croissance de moins de trois

colonies pour obtenir une activité fongicide d’environ 99 a 99.5%.
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1. RESULTATS

1.1. Rendement et composition chimique

Aprés I’extraction des huiles essentielles nous obtinssions la couche huileuse figurée au-
dessus (cf fig.10)

Ballon d'assemblage

i ne couche huil euze

Figure 10. Ballon d’assemblage de I’huile essentielle (Photo originale 2017)

Les rendements en huiles essentielles des plantes aromatiques A. valentinus et J. phoenicea
sont de 0.13% et 0.83%, respectivement (cf. fig.11).

1
0,8 /
o5t O A.valentinus
04y B J.phoenicea
02f”]

0

Figurell. Rendement en huile essentielle des plantes aromatiques A. valentinus et J. phoenicea

L’analyse chromatographique des huiles essentielles a permis d’identifier 17 composés

majoritaires dans I’huile essentielle d’A. valentinus et 12 composés majoritaires dans 1’huile
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essentielle de J. phoenicea. D’autres composés sont également présents dans ces huiles mais a
des teneurs moins importantes (cf. tableau 4). L’huile essentielle d’A. valentinus est
caractérisée par la présence de 3-3-Caréne (31%), Spathulenol (14.2%), acide decanoique
(5.5%), o-Cadinene (4.4%) et Aromadendrene (3.3%), tandis que [I’huile essentielle de J.
phoenicea est constitué principalement de a-pinéne (58%), 8-Cadinene (5.6%), t-Cadinol
(3.8%), Limoneéne (3.5%) et 6-3-Carene (3.1%).

Tableau 4. Les composés majoritaires des huiles essentielles des plantes A. valentinus et J.
phoenicea

Anacyclus valentinus Juniperus phoenicea
Compose % Compose %
8-3-Caréne 31 a-pinéne 58
Spathulenol 14.2 8-Cadinene 5.6
acide Decanoique 5.5 t-Cadinol 3.8
§-Cadinene 4.4 Limonéne 3.5
Anéthol 3.4 5-3-Caréne 3.1
Aromadendrene 3.3 a-Terpinenyl Acétate 28
Acenaphthylene 2.8 trans-Caryophyllene 17
Carvone 2.7 B-Myrcene 1.4
Cuminaldehyde 2.5 Germacrene-D 1.3
o-Curcumene 2.3 Calarene 1.3
Thymol 2 Thymol 1.2
Geranyl acetate 1.9 Acenaphthene 1.2
Cis-a-Copaene-8-0l 1.6 Composés mineurs 15.1
a-Bisabolol L5
Alloocimene 1.3
Estragole 1.3
Agarospirol 1.2

17.1

Composés mineurs

Rendement 0.13 Rendement 0.83
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1.2. Activité antifongique des huiles essentielles

Le Tableau ci-dessous montre les résultats de ’activité antifongique (CMI, CMF) des
huiles essentielles des plantes Anacyclus valentinus et Juniperus phoenicea contre les

moisissures testées.

Tableau 5. Activité antifongique (CMI, CMF) des huiles essentielles des plantes Anacyclus

valentinus et Juniperus phoenicea

) Juniperus A. valentinus/J.
Anacyclus valentinus _ _
Souches phoenicea phoenicea (2/8)
CMI CMF CMI CMF CMI CMF
Aspergillus ochraceus
2.5 10 1.25 5 10 20
NRRL 3174
Aspergillus flavus
2.5 2.5 2.5 5 10 20
NRRL 3251
Aspergillus parasiticus
1.25 1.25 1.25 5 10 20
CBS 100926
Fusarium graminearum
1.25 1.25 2.5 2.5 5 10
MUCL 53452
Fusarium moniliforme
2.5 2.5 5 5 5 10
MUCL 53645
Penicillium citrinum
5 10 5 20 10 20
MUCL 31475
Penicillium expansum
1.25 1.25 1.25 2.5 5 5
MUCL 29192

* la CMI (concentration minimale inhibitrice) et la CMF (concentration minimale fongicide) sont déterminées

par la méthode de macro-dilution en milieu liquide et exprimées en pl/ml (v/v)

Nous notons que le pouvoir antifongique de ’huile essentielle d ’A. valentinus est varie d’une
souche fongique a une autre en fonction de sa résistance. L huile essentielle d "A. valentinus a
exercé une forte activité antifongique sur toutes les souches fongiques testées. Fusarium

graminearum, Aspergillus parasiticus et Penicillium expansum sont les souches les plus
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sensibles a I’huile d’A. valentinus pour une concentration inhibitrice et fongicide de 1.25
pl/ml (v/v), alors que la concentration 2.5 pl/ml (v/v) était suffisante pour inhibe la croissance
de Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus et A. ochraceus. Par contre une CIM de 5 pl/ml
est suffisante pour inhibée la croissance P. citrinum. L’huile d’A. valentinus présente
également une forte activité fongicide contre les moisissures testées. La concentration 2.5
ul/ml (v/v) a montré un effet fongicide sur les souches Fusarium moniliforme et Aspergillus
flavus, alors que la concentration 10 pl/ml (v/v) de I’huile est suffisante pour exercer un effet
fongicide sur P. citrinum et A. ochraceus.

L’huile essenticlle de J. phoenicea est également active sur toutes les moisissures testées.
Aspergillus ochraceus, A. parasiticus et Penicillium expansum sont les souches les plus
sensibles a I’huile de J. phoenicea pour une concentration inhibitrice de 1.25 pl/ml (v/v),
tandis que la concentration 2.5 ul/ml (v/v) était suffisante pour inhibe la croissance F.
graminearum et A. flavus. La concentration 5 pl/ml (v/v) a montré un effet fongicide sur les
souches F. moniliforme et P. citrinum. L’effet fongicide de cette huile est détecté a la
concentration de 2.5 pl/ml pour Fusarium graminearum et Penicillium expansum. Penicillium
citrinum est I’espece la plus résistante a 1’huile de J. phoenicea ou la concentration fongicide
est égale a 20 pl/ml, tandis que la concentration 5 pl/ml (v/v) de I’huile est suffisante pour
exercer un effet fongicide sur les autres souches fongiques testées.

La combinaison des deux huiles essentielles A. valentinus/J. phoenicea pour une
concentration de 2/8 (v/v) est moins active comparée aux effets de deux huiles séparees.
L’effet inhibitrice de cette combinaison est détecté a la concentration de 5 pl/ml pour
Fusarium graminearum, F. moniliforme et Penicillium expansum, tandis que la concentration
10 ul/ml (v/v) était suffisante pour inhibe la croissance des autres souches fongiques testees.
Cette combinaison présente également une activité fongicide relativement faible contre les
moisissures testées. La souche P. expansum est la souche la plus sensible a la combinaison
des deux huiles essentielles A. valentinus/J. phoenicea pour une concentration fongicide de 5
pl/ml (v/v), alors que la concentration 10 pl/ml (v/v) était suffisante pour exercer un effet
fongicide contre F. graminearum et F. moniliforme. Les autres souches fongiques testées
sont les especes les plus résistantes a cette combinaison ou la concentration fongicide est

égale a 20 pl/ml.
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2. DISCUSSION

Le rendement en huile essentielle de la plante A. valentinus (0.13%) est quasiment identique a
celui obtenu par Haoui et al. (2011) et ceux de Kheyer et al. (2014) qui ont enregistré des
rendements variant entre 0.14 et 0.22%, respectivement. Les plantes appartenant au genre
Anacyclus sont généralement peu rentables en HEs, ce qui a été prouvé par les travaux de
Selles et al. (2013) et de Elazzouzi et al. (2014). D’autre part le rendement de la deuxiéme
plante étudié J. phoenicea (0.83%) est inférieur a celle de Mansouri et al. (2011) qui ont
enregistré des rendements variant allant de 1.10+ 0.03 et 1.02 % + 0.02 a partir des
échantillons des fruits de la méme espéce. Cependant, on note aussi que le rendement en HE
de J. phoenicea est presque identique avec les résultats de travaux de Mansouri et al. (2011)
issus des rameaux avec 0.98 % £ 0.03 pour Assif Almal et 0.90 % + 0.05 pour Mehdia.
Toutefois, ces taux restent plus élevés que ceux des genévriers rouges de la Grece (0.21 %
pour les rameaux) (Adams et al., 1996), de la méme espéce d’Espagne (0.30 % pour les
rameaux) (Adams et al., 1996), d’Egypte (0.36 % pour les rameaux) (EIl-Sawi et al.,2007), et
de la méme plante du Portugal (0.41 % pour les rameaux) (Adams et al., 1996). Cette
variation dans le rendement des plantes en huiles essentielles peut étre attribuée non
seulement a la partie de la plante étudiee mais aux techniques d’extraction, a I’origine
géographique de la plante, aux conditions climatiques et a la saison de récolte. Par ailleurs, le
séchage et le stockage de la matiére végétale ainsi que la méthode d’extraction influent
largement sur la qualité organoleptique des extraits en particulier les HEs (Lee et al., 2003 ;
Smith et al., 2005).

L’analyse de la composition chimique montre une variation quantitative et
qualitative du profil chimique des HEs étudiées. D’aprés les résultats de Side Larbi (2016),
l'analyse de I'A. valentinus par CPG-MS a permis d'identifier 20 constituants qui sont le
germacrene (15.46 %), le trans Chrysanthényl acétate (12.41 %), le trans-thujone (7.26 %),
I’eudesma-4 (15%), le 7-diéne-1-B-0l(6.2 %) et le pB-Biotol (5.13 %). D’autres composés
mineurs ont été également identifiés comme mayurone (4.94%), terpinen-4-ol (4.72%),
salvial-4 (14)-en-1-one (4,23%), 14-oxy-a- muurolene (4.05%). Donc, ces resultats sont

différents avec celui obtenus par la plante étudie.
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De plus, Mansouri et al., (2011) ont trouvé trois constituants chimiques dominent
I'huile essentielle des rameaux de J. phoenicea, il s'agit de l'a-pinéne (34.23 %), le 6-3-carene
(20.64 %) et le limonene (14.56 %) accompagnes d'autres constituants avec des pourcentages
moins importants : acétate d'a-terpényl (6.80 %), B-pinene (4.65 %), terpinolene (4.12 %) et
a-phellandréne (2.19 %). En revanche, un seul constituant, l'a-pinene, est majoritaire dans
I'huile essentielle des fruits de Mehdia avec un pourcentage de 79.08 % (Mansouri et al.,
2011), ce qui en accord avec nos résultats. Cette différence de la composition chimique
observee entre les sous-espéces et entre les deux parties de la plante pourrait s’expliquer par
une adaptation aux facteurs biotiques et abiotiques, tels que le climat spécifique aux régions
de provenance des échantillons, aux facteurs géographiques comme I’altitude et la nature du
sol qui orientent la biosynthése vers la formation préférentielle de produits précis (Brada et
al., 2007 ; Ghanmi et al., 2007).

Dans la littérature, il n'y a qu'une seule étude (Si Moussa et al., 2010) qui a étudié
I'effet antifongique de I'huile essentielle d'A. valentinus sur des espéces fongiques
phytopathogenes. Les auteurs ont rapporté que I'huile essentielle d'A. valentinus a la
concentration de 1000 ppm (pg / ml) inhibait totalement la germination des microconidies et
la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. Les huiles essentielles et
les extraits des autres Anacyclus sp. ont egalement signalé des degrés variables d'activités
antimicrobiennes contre les différentes espéces (Hammami et al., 2013 ; Selles et al., 2013 ;
Zardi-Bergaoui et al., 2008), mais aucun rapport n'existe sur leurs effets sur les moisissures
phytopathogenes. Dans cette étude, les résultats obtenus montrent que les valeurs de CMI de
I'huile essentielle d'A. valentinus sont tres faibles, donc la plante a un effet antifongique trés
important; par rapport au HE de J. phoenicea.

Selon Mansouri et al. (2011) Les HEs de J. phoenicea ont montré leur efficacité
contre les moisissures de pourriture de bois ou les plus sensibles étaient Penicillium
expansum, Gloeophyllum trabeum, Poria placenta et Coniophora puteana qui ont été inhibés
a la concentration 1/500 v/v, alors que cette huile ne posséde aucune activité contre les
bactéries, méme a la plus grande concentration. Ceci a été observé aussi par d’autres auteurs
comme El-sawi et al. (2007) au cours de leurs travaux sur I’activité antimicrobienne des
huiles essentielles des rameaux et des fruits de J. phoenicea d’Egypte. Il corrobore également

avec les résultats d’Angioni et al. (2003) en étudiant I’activité antimicrobienne des huiles
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essentielles des rameaux et des fruits de quelques espéces de genévrier sur un certain nombre
de micro-organismes.

La combinaison des deux huiles essentielles A. valentinus/J. phoenicea pour une
concentration de 2/8 (v/v) est moins active comparée aux effets de deux huiles séparées, ce
qui est en accord avec les travaux de Side Larbi (2016). De plus, les constituants des deux
huiles peuvent également contribuer & cette activité en tenant compte des effets antagonistes
possibles entre les composes de deux huiles ainsi que la concentration choisie dans cette
combinaison.

En effet, l'effet fongicide des huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs,
principalement les principaux constituants de l'huile et les micro-organismes cibles. Les
groupes de composés les plus abondants dans les huiles essentielles sont les terpénes qui sont
connus pour étre actifs contre un large éventail de micro-organismes, y compris les
moisissures et les levures. En genéral, les constituants de I'huile essentielle sont responsables
de leur mode d'action antifongique qui peut différer d'une souche fongique a l'autre (Bekkali
et al., 2008). Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi
cellulaire fongique et les membranes cytoplasmiques, ce qui entraine la malformation de

structures importantes et conduit a la mort cellulaire (Swamy et al., 2016).
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Conclusion

Cette ¢étude nous a permis d’étudier la composition chimique et Dactivité
antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques A. valentinus et J. phoenicea
de la région de Laghouat. Les rendements en huiles essentielles d’A. valentinus et de J.
phoenicea sont de 0.13% et 0.83%, respectivement. L’huile essentielle d’A. valentinus est
caractérisée par la présence de 6-3-Caréne (31%), Spathulenol (14.2%), acide decanoique
(5.5%), 6-Cadinene (4.4%) et Aromadendrene (3.3%), tandis que 1’huile essentielle de J.
phoenicea est constitué principalement de a-pinéne (58%), 6-Cadinene (5.6%), t-Cadinol
(3.8%), Limoneéne (3.5%) et 6-3-Carene (3.1%)

De plus, I'huile essentielle d’A. valentinus a exercé une forte activité antifongique
sur toutes les souches fongiques testées ou Fusarium graminearum,  Aspergillus
parasiticus et Penicillium expansum sont les souches les plus sensibles a I’activité de cette
huile. L huile essenticlle de J. phoenicea est également active sur toutes les moisissures
testées ou Aspergillus ochraceus, A. parasiticus et Penicillium expansum sont les souches
les plus sensibles I’activité de cette huile. Cependant, la combinaison des deux huiles
essentielles A. valentinus/J. phoenicea pour une concentration de 2/8 (v/v) est moins active
comparée aux effets de deux huiles séparées.

L’¢étude présente également un grand intérét pour I’industrie agroalimentaire car
elle propose d’une part I'utilisation des huiles essentielles des plantes aromatiques A.
valentinus et J. phoenicea dans ce secteur comme un biofongicide afin de réduire la
dépendance des fongicides synthétiques et de garantir une meilleures production agricole,
et d’autre part la création des pépinieres pour la valorisation des plantes médicinales et
aromatiques et la disponibilité des biofongicides sur le marché des fongicides. De plus, elle
suggere également de tester d’autres formulations de deux ou plusieurs huiles essentielles
comme des antifongiques naturels avant leurs applications dans I'industrie agroalimentaire,
car chaque extrait de plante inactive efficacement une souche fongique spécifique.

Enfin et pour faire suite a cette étude, plusieurs pistes de travail peuvent étre

envisagées comme perspectives :

> Etudier In situ I’effet antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques
A. valentinus et J. phoenicea sur la croissance des moisissure phytopathogeénes ;

» Etudier l’effet insecticide de ces huiles sur le developpement des insectes
responsables de la détérioration des céréales, des légumes et des fruits ;

> Réaliser des études toxicologiques sur les huiles essentielles avant leur application

comme des biofongicides dans les cultures agricoles.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture utilisés

« RPMI-1640, Sigma R6504 :

Composé g/L
L-Argining [Free Base]. ... ..ouirint ittt 0.2
L-Asparagine [Anhydrous].........ooiiiiiiiiii e e 0.05
L-ASPAITIC ACIH. ...t 0.02
L-Cystinee2HCT ...t e e e e, 0.0652
L-GIUutamiC ACIA. . .... vttt e e 0.02
[ € 3 1317 11011 [T 0.3
Gy CINE ottt 0.01
L-Histiding [Free Base] .....c.ouvirineiiiii e e e 0.015
HYdroxXy-L-Proline. ........cooiiii e e e 0.02
L-ISOIBUCINE ..ot e 0.05
Lo UGN .o 0.05
L-LySineeHCT ... e e e e e e 0.04
I\, 51101 10) 011 1 <SR 0.015
L-Phenylalanine. ... ..o 0.015
LoPrOliNg. ..o 0.02
TS ¥ IR 0.03
- I EONINE. ..ot 0.02
L-Tryptophan ...t e e 0.005
L-Tyrosinee2Nae2H20 . ... ..o e 0.02883
LoV aliNG. . 0.02
2310 51+ R 0.0002
Choline ChIOMIE. .. ..o 0.003
FOLIC ACIA .. eeiii e 0.001
MYO-INOSITOL. ... 0.035
NIACINAIMUIAE. ...t 0.001
D-Pantothenic Acid HemicalCium. ... ... 0.00025
P A B A . 0.001
PyridoxXineeHCL. ... ... e 0.001
RIDOFIAVIN. . ——— 0.0002
ThiaminesHCL. ... 0.001
NV AMIN Bl . e 0.000005
Calcium Nitrateod H2O . ... e e e 0.1
Magnesium Sulfate [ANNYAroUS].........coooiriir e, 0.04884
Potassium ChIOTIde .....o..vviiiiii i e 0.4
SOAdIUM ChIOTIAE. ... e e 6.0
Sodium Phosphate Dibasic [ANhydrous]......... coooiiieiii e, 0.8
DoGIUCOSE. . ..o 2.0
Glutathione, REAUCED ......oneeeie e e e e 0.001
Phenol RedoNa. ....oooiiiiiiiii e e, 0.0053
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e Milieu PDA :

Extrait de POMME A& TITE. .....ooiii e 1000ml
GIUCOSE. ...ttt bt b e bbb 20g
AT < 209
Ce milieu est stérilis¢ a ’autoclave & 120° C pendant 15mn.

e Sabouraud gélosé :
PEPTONE. ...t s 409
A . 209
BaU QISHIIBE. ... e s 1000ml
Ce milieu est stérilisé a I’autoclave a 120° C pendant 15mn.

e Sabouraud liquide :
NN =To] 1<) o1 0] 1T TSP R PP UPTRRRPPO 10g
GIUCOSE. ...ttt et e et b e bt ettt ene s 209
PH o 5-5.6

Ce milieu est stérilisé a I’autoclave a 120° C pendant 15mn

Annexe 02 : Les plages de la densité optique et la taille de ’inoculum pour les
moisissures communes et rares

Species

A. nidulans

A flavus

A. fumigatus

A. rerrens

Bipolaris hawaiiensis

B. spicifera
Cladophialophora banriana
Dacrilaria consiricta
Fusaritn oxvsporum

£ solani

Paecilomees lilacinms

P variotii

Scedosporinn apiosperman
R. arrliizus

S. prolificans

S, schenckii

Trichoderma longibrachianan
Wangiclla dermaritidis

OD Range (%T)*

0.09-0.11 (80-82)
0.09-0.11 (30-82)
0.09-0.11 (80-82)
0.09-0.11 (80-82)
0.2-03
0.2-0.3
0.15-0.17 (68-70)
0.15-0.17 (68-70)
0.15-0.17 (68-70)
0.15-0.17 (68-70)
0.09-0.13
0.09-0.11 (30-82)
0.15-0.17
0.15-0.17
0.15-0.17
0.09-0.11
0.09-0.11
0.15-0.17

10¢ CFU/mL Range

1.1-2
0.44
0.6-3
0.9-3
0.07-04
0.3-3
0.4-3.1
0.4-1
0.8-5
0.5-5.9
0.8-23
ND
04-32
04-26
0.6-1.7

0.7-2.3
1.2-37

1 T = percent transmission.
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Annexe 03 : Les CMF d'huile essentielle d’A. valentinus contre les champignons
testés (exp : Aspergillus ochraceus)

Annexe 04 : Les CMF d'huile essentielle d’J. phoenicea contre les champignons
testés (exp : Aspergillus ochraceus (AO), Penicillium citrinum (PC), Aspergillus flavus
(AF))
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Annexe 05 : Les CMF de deux huiles essentielles combiné contre les sept champignons
testés : Penicillium expansum(PE), Fusarium graminearum (FG),Aspergillus
flavus(AF), Penicillium citrinum (PC), Aspergillus ochraceus (AO), Aspergillus
parasiticus(AP), Fusarium moniliforme (FM).
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Etudient : Hamdi Mahfoud

Théme : Etude in vitro de ’effet combiné des deux huiles essentielles de deux plantes : Anacyclus valentinus L et
Juniperus phoenicea sur la croissance de quelque champignons phytopathogenes

La présente étude a pour objectif d’étudier la composition chimique et I’activité antifongique des huiles essentielles des
plantes aromatiques Anacyclus valentinus et Juniperus phoenicea de la région de Laghouat qui sont excrétées par la
méthode d’hydrodistillation. Les rendements en huiles essentielles d’A. valentinus et de J. phoenicea sont de 0.13% et
0.83%, respectivement. L’huile essentielle d’A. valentinus est caractérisée par la présence de &-3-Caréne (31%),
Spathulenol (14.2%), acide decanoique (5.5%), 6-Cadinene (4.4%) et Aromadendrene (3.3%), tandis que I’huile
essentielle de J. phoenicea est constitué principalement de a-pinene (58%), & -Cadinene (5.6%), t-Cadinol (3.8%),
Limonéne (3.5%) et 5-3-Caréne (3.1%). De plus, I’huile essenticlle d’A. valentinus a exercé une forte activité
antifongique sur toutes les souches fongiques testées ou Fusarium graminearum, Aspergillus parasiticus et
Penicillium expansum sont les souches les plus sensibles a 1’activité de cette huile. L’huile essentielle de J. phoenicea
est également active sur toutes les moisissures testées ou Aspergillus ochraceus, A. parasiticus et Penicillium
expansum sont les souches les plus sensibles a 1’activité de cette huile. Cependant, la combinaison des deux huiles
essentielles A. valentinus/J. phoenicea pour une concentration de 2/8 (v/v) est moins active comparée aux effets de
deux huiles séparées. L’¢tude présente €galement un grand intérét pour I’industrie agroalimentaire car elle propose
I’utilisation des huiles essentielles des plantes aromatiques A. valentinus et J. phoenicea dans ce secteur comme un
biofongicide afin de réduire la dépendance des fongicides synthétiques et de garantir des meilleures productions
agricole.

Mots clés : Anacyclus valentinus, Juniperus phoenicea, huile essentielle, composition chimique, activité
antifongique, Laghouat.

Theme: In vitro study on the combined effect of two essential oils of two plants : Anacyclus valentinus L and
Juniperus phoenicea on the growth of phytopathogenic fungi

The present study aims to study the chemical composition and the antifungal activity of the essential oils of the
aromatic plants Anacyclus valentinus and Juniperus phoenicea from the Laghouat region when they was extracted with
hydrodistillation processur. The yields of essential oils of A. valentinus and J. phoenicea are 0.13% and 0.83%,
respectively. The essential oil of A. valentinus is characterized by the presence of 6-3-Carene (31%), Spathulenol
(14.2%), decanoic acid (5.5%), 6-Cadinene (4.4%) and Aromadendrene (3.3%), while the essential oil J. phoenicea
consists mainly of a-pinene (58%), 6-Cadinene (5.6%), t-Cadinol (3.8%), Limonene (3.5%) and 8-3-Carene (3.1%). In
addition, the essential oil of A. valentinus had a strong antifungal activity on all fungal strains tested where Fusarium
graminearum, Aspergillus parasiticus and Penicillium expansum are the strains most sensitive to the activity of this oil.
The essential oil of J. phoenicea is also active on all the fungals tested where Aspergillus ochraceus, A. parasiticus and
Penicillium expansum are the strains most sensitive to the activity of this oil. However, the combination of the two
essential oils A. valentinus / J. phoenicea at a concentration of 2/8 (v/v) is less active compared to the effects of two
separate oils. The study is also of great interest to the agri-food industry because it proposes the use of the essential oils
of aromatic plants A. valentinus and J. phoenicea in this sector as a biofungicide to reduce the dependence of synthetic
fungicides and to ensure better agricultural production

Key words: Anacyclus valentinus, Juniperus phoenicea, essential oil, chemical composition, antifungal activity,
Laghouat.
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