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Memory title : Evaluation of the antifungal activity of extract plant origin towards Fusarium oxysporum
f.sp

Name: SAADOUDI et LEDHEM First name: Yasmine et Roumaissa  Directed by: ELHOUITI Fatiha

Abstract : The extracts of essential oil possess antifungal properties known for long dates.In the present
work, we are interested to the study of antifungal activity of Rhanterium adpressum essential oil extracts,
the plant is collected from Zelfana region ( Algeria).The essential oils are obtained by hydrodistillation of the
leaves and flowers. We have tested their activities against three fungal strains of the Fusarium oxysporum
f.sp genera, which cause the common disease of vegetables called fusarios. Oils were analyzed by gas
chromatography (GC). This analysis allowed us to identify more than half of their compounds, which the
majoritarian elements are: a - Pinene (8.99 %), R-Pinene (10.18 %) for leaves essential oil and a - Pinene
(8.10 %), Benzaldehyde (10.19 %), B-Myrcene (9.91 %) for flowers essential oil. The activity of extracts was
estimated in vitro by the direct method of contact. The results of the antifungal activity of essential oils
show that the inhibition of the mycelia growth increases with the essential oils concentration; it varies from
fungal specie to another one. Values of MIC were estimated at 20 pl / ml and the values of ICs, varies

between 0.5 and 2 pul / ml.

Key words: essential oil, antifungal activity, Fusarium oxysporum, Rhanterium , gas chromatography.
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Titre du mémoire : évaluation de I'activité antifongique d’un extrait d’origine végétal vis-a-vis le Fusarium
oxysporum f.sp.

Nom : SAADOUDI et LEDHEM Prénom : yasmine et roumaissa Encadreur : ELHOUITI Fatiha

Résumé : Les extraits d’huile essentielle possédent des propriétés antifongiques connues de longues dates,
Le présent travail a pour objectif 1’étude du pouvoir antifongique des huiles essentielles extraites du
Rhanterium adpressum collecté de la région de Zelfana (Algérie), obtenue par hydrodistillation de la partie
aérienne (feuilles et fleurs) testées contre trois souches fongique du genre Fusarium oxysporum f.sp, qui
causent une maladie courante des végétaux appelée la fusariose. Les huiles ont été analysées par
chromatographie en phase gazeuse (CPG), cet analyse nous a permis d’identifier plus de la moitié de leurs
composés, dont les majoritaires sont : a-Pinéne (8.99%), B-Pinéne (10.18%) pour I'HE des feuilles et a-
Pinéne (8.10 %), Benzaldehyde (10.19%), B-Myrcéne (9.91%) pour I’'HE des fleurs.

L’activité des extraits a été évaluée in vitro par la méthode de contact directe. Les résultats de 1’activité
antifongique des huiles essentielles montrent que I’inhibition de la croissance mycélienne augmente avec la
concentration des huiles essentielles des extraits, elle varie d'une espéce fongique a I’autre. Des valeurs de
CMI ont été estimé a 20 pl /ml et 1’ICsq varie entre 0,5 et 2 pl /ml.

Mots clés : huiles essentielles, activité antifongique, Fusarium oxysporum, Rhanterium , chromatographie

en phase gazeuse
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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de 'homme, puisqu'’il
s’en sert pour se nourrir, se soigner, ce sont des éléments vitaux de la diversité
biologique. L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a
’évolution de la civilisation dans toutes les régions du monde (Mpondo et al., 2014).
Ces plantes représentent la seule source de médicaments pour pres de 90% de la
population de certain pays d’Afrique (Hamia et al., 2014).

Les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en des
grands groupes : les protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques d'une
part et qui sont les constituants du métabolisme primaire, les pigments, les tanins, les
polymeres et les essences végétales dites huiles essentielles d'autre part et
proviennent du métabolisme secondaire (Bouamer et al.,, 2005). Ces dernieres ont
trouvé leur place dans l'aromathérapie, leur utilisation est liée a leur large spectre

d'activités biologiques (Rachid et al., 2014).

L’aromathérapie scientifique est une science qui met en évidence la relation
entre la structure chimique des molécules actives des huiles essentielles et leurs
activités biologiques. Il s’agit de mettre en valeur les propriétés biologiques en

s’appuyant sur la composition de I'huile essentielle (Zhiri, 2006).

Dong, plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des
plantes aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongique,
antibactérien et antioxydant. Dans ce contexte, de nombreuses études ont montré que
les extraits de certaines plantes aromatiques ont une action inhibitrice sur la
croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons responsables des
infections (Aouadhi et al, 2013).

Les champignons ressortent comme étant les especes qui causent le plus de
dégats ou dommages sur les plantes de tomate, les 1égumineuses et les palmiers
dattier (Satrani et al., 2015).

Plusieurs études ont prouvé que les extraits de Rhanterium adpressum
connues pour leur pouvoir antifongique ont une efficacité dans le traitement de
quelques agents phytopathogenes (Triki., 2012). Le Rhanterium adpressum est un
arbuste connu sous le nom « Arfedj », utilisé en médecine traditionnelle pour ces

propriétés antidiurétique et anti-inflammatoire (Hamia et al., 2014).




Introduction

Notre pays I'Algérie, connu par ses ressources naturelles, dispose d'une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%

endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Savona et al,, 1982).

La présente étude a pour but de tester l'activité antifongique in vitro de deux
extraits bruts de la partie aérienne (fleur et feuille) du Rhanterium adpressum, une
plante qui pousse a I'état spontané dans différentes régions du sud algérien, pour la
lutter contre les champignons phytopathogenes responsables du dépérissement de
plusieurs plantes (Triki, 2012).

Notre travail est subdivisé en trois (3) parties :

La premiere partie, portera principalement sur I'étude bibliographique ou nous avons
apporté un abrégé de I'histoire des plantes médicinales et leurs utilisations, au cours
des siecles, ainsi que 'histoire des huiles essentielles.

La deuxiéme partie, concerne la partie expérimentale qui se structure en deux volets :

» Dans un premier temps, une analyse chromatographique par CPG des deux
huiles essentielles de Rhanterium adpressum (feuilles et fleurs) a été faite.

» Dans le second nous avons testé l'activité antifongique de ces deux huiles
essentielles sur la croissance de trois champignons phytopathogenes
appartenant au genre Fusarium oxysporum, en appliquant la méthode de
contact direct.

La troisiéme partie a été consacrée a l'interprétation et la discussion des résultats

obtenus.

Enfin, le document est achevé par une conclusion générale.
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Etude bibliographique

Partie I : Etude bibliographique

I.1. Les plantes médicinales

De tout temps, le regne végétal a offre a 'homme des ressources naturelles a son
alimentation, a son hygiéne et sa santé (Lardy et haberkorn 2007). L’utilisation des
plantes médicinales en thérapeutique remonte aux temps le plus ancien (Belaiche,
1979). On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs
principes actifs capable de prévenir, soigner et soulager divers maux ou guérir des
maladies (Schauenberg et Paris, 2005).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie
posséde 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 étres humains

(Boukhatem et al., 2010).
I.2. Les huiles essentielles

1.2.1. Historique

Les premiers rapports sur la fabrication et I'utilisation des huiles essentielles
datent de I'an 3000 avant J.C. (Baser et Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles
semblent, donc, avoir accompagné les civilisations humaines depuis leurs premieéres
geneses. Les égyptiens, puis les grecs et les romains ont employé diverses matieres
premieres végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles
essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie,

médecine, alimentation ...etc (Besombes, 2008).

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau
des techniques d’obtention et d’analyse de leur composition chimique. Parallelement,
leurs utilisations ont, aussi, tiré profit de I'avenement de I'aromathérapie. René-
Maurice Gattefosse a inventé, en 1928, le terme de 'aromathérapie. Il a mené de
nombreux travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés.

Ces résultats seront a I'origine de nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).
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Des médecins (Valnet, Duraffourd, Lapraz, d’Hervincourt, Belaiche), des
chercheurs (P. Franchomme) et des pharmaciens (D. Baudoux) ont définitivement
assis la réputation, l'efficacité et I'extraordinaire richesse des huiles essentielles (Zhiri

et Baudoux, 2005).

1.2.2. Définition des huiles essentielles

Chaque fois, apres avoir écrasé un pétale de fleur, une branchette, ou une
quelconque partie d’'une plante, un parfum se dégage, cela signifie qu'une huile
essentielle s’est libérée (padrini et lucheroni, 1996). Donc, une huile essentielle peut
étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un arome pour un parfumeur ou

'esprit d'un végétal pour un alchimiste!

Dans la réalité une huile essentielle est I'ensemble de tout cela, car il s'agit d'un
produit parfumé et volatile, composé de molécules sécrétées par certains arbres et

certaines plantes qui lui conférent un parfum spécifique (Moroburonzo, 2008).

Le terme “huile” vient de leur caractére hydrophobe et de leur propriété de se
solubiliser dans les graisses, alors que le terme “essentielle” fait référence a I'odeur

dégagée par la plante productrice.

Selon la huitieme édition de la pharmacopée frangaise parue en 1965, les huiles
essentielles (essences ou huiles volatiles) sont : " des produits de composition,
généralement, assez complexe, renfermant les principes volatils, contenus dans les

végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation " (Bruneton, 2009).

Une certaine ambigiiité existe sur la dénomination "huile essentielle". Le terme
utilisé, selon AFNOR est "essence" alors que celui utilisé par la pharmacopée francgaise
et la pharmacopée européenne est "huile essentielle"; le méme retenu par les
spécialistes en pharmacognosie (Bruneton, 2009).

La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible,
parfois tres faible, voire infime; ce qui explique leur colit élevé. Notons qu’il faut
parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile essentielle (El-houiti,

2010).
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1.2.3. Répartition, localisation et role des huiles essentielles

1.2.3.1. La répartition

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs : il y aurait, selon Lawrence, 17.500 especes aromatiques. Les genres
capables d’élaborer les constituants des huiles essentielles sont répartis dans un
nombre limité de familles (Myrtacées, Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiécées,
Cupressacées, Poacées, Zingibéracées, Pipéracées, par exemple). Ces substances
peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, écorce, bois,

racines, rhizome, fruits et graines (Bruneton, 2009).

1.2.3.2. La localisation

La synthese et l'accumulation des huiles essentielles sont généralement
associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées
sur ou a proximité de la surface de la plante : cellules a huiles essentielles, poils

sécréteurs, poches sécrétrices, canaux sécréteurs (Bruneton, 2009).

1.2.3.3. Le role

Le role biologique des huiles essentielles demeure le plus souvent obscur. Il
est toutefois vraisemblable qu’elles ont un réle écologique : dans les interactions
végétales, comme agents inhibiteurs de la germination de graines ; dans les
interactions végétal, comme agents protecteurs contre les prédateurs, les
déprédateurs et les parasites ; dans I'attraction des pollinisateurs (Bruneton, 2009).
Elles semblent avoir, aussi, pour role, la conservation de I'humidité nécessaire a la vie
des plantes exposées a des climats désertiques, par leurs vapeurs aromatiques qui

saturent 'aire autour de la plante (Belaiche, 1979).

I.2.4. L’extraction des huiles essentielles

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les
éléments huileux des produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la matiere a
'action de la chaleur. Les substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il
suffisait de les recueillir et de les refroidir pour les obtenir sous forme liquide (Mdller,

2008).
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1.2.4.1. Choix de la méthode d’extraction
La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des
processus d’obtention délicat. La méthode choisie ne doit pas conduire a la
discrimination entre les composés polaires et apolaires, ni induire de réactions
biochimiques, de dégradations thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de
changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils. Pour cela, différents
parameétres et propriétés sont a prendre en compte (Fernandez et Cabrol-Bass, 2007).
Les principaux parametres a prendre en compte dans les opérations fondamentales
d’extraction de matieéres premiéres naturelles aromatiques sont :
e Lavolatilité;
e Lasolubilité;
e Lataille et la forme des molécules constitutives ;

e L’adsorption (Bousbia, 2013).

1.2.4.2. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles
A. Ladistillation
La distillation est la méthode la plus employée pour extraire les huiles
essentielles. Ce procédé est basé sur le fait que les composants odorants volatils,
contenus dans le végétal, sont entrainés par des aérosols de vapeur, a cause de leur
point d’ébullition, relativement bas, et de leur caractere hydrophobe (ils ne sont ni
retenus, ni solubilisés dans I'eau).
> Hydrodistillation simple : Elle se produit dans I'appareil de Clevenger et consiste
a immerger directement le matériel végétal a traiter (entier, coupé ou éventuellement
broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées sur une surface froide. En effet, les vapeurs ascendantes
provenant de l'alambic ou du réacteur progressent dans la partie A puis se
condensent dans la partie B. Le condensat est récupéré dans la partie C ou I'huile se
sépare de la phase aqueuse. L’eau en exces retourne dans l'alambic par la partie D
(figure 01). Dans une variante du procédé, le matériel végétal est broyé in situ (Gilles

Figueredo, 2007).
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Les dimensions sont exprimées en mm

Figure 1: appareil pour l'extraction des huiles essentielles

Pharmacopée Européenne 5éme édition

» Entrainement a 1 a vapeur d’eau (distillation a la vapeur saturée) : Dans la
distillation par entrainement a la vapeur d'eau (Steam distillation), le végétal n’est pas
en contact avec l'eau : la vapeur d’eau est injectée a travers la masse végétale
disposée sur des plaques perforées. Cette méthode apporte une amélioration de la
qualité de l'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques (Bruneton,
2009).

» Hydrodiffusion : Elle consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression
(entre 0,02-0,15 Bar) du haut vers le bas, a travers la masse végétale. Les composés
obtenus par cette méthode sont qualitativement différents de ceux obtenus par la
méthode classique. Ce procédé permet un gain de temps et d’énergie (Bruneton,
2009).

» Hydrodistillation par micro-ondes, sous vide: Une nouvelle technique
récemment développée et rapportée par plusieurs auteurs. Elle permet d’extraire les
huiles essentielles en un temps court et avec un rendement relativement élevé
(Lahlou, 2004). Ce Procédé, tres rapide est consommant peu d’énergie et d’eau; la
matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle
la pression est réduite de maniere séquentielle (Bruneton, 2009). L'utilisation des
rayonnements micro-ondes, sert pour exciter les molécules d’eau présentes dans les
tissus de la plantes, en causant la rupture des cellules et la libération des huiles

essentielles piégées (Belanger et al., 1991 in Lahlou, 2004).
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le produit obtenu est de qualité supérieure a celle du produit d’hydrodistillation
traditionnelle (Bruneton, 2009). Cette technique est appliquée, aussi, pour

I'extraction des saponines, a partir de quelques plantes médicinales (Safir et al., 1998

in Lahlou, 2004).

B. L'expression a froid

L'extraction par expression est un procédé tres simple. Il est souvent utilisé
pour extraire les huiles essentielles a partir de fruits tres riches en ces substances (le
citron, I'orange et la mandarine). Son principe consiste a rompre, mécaniquement, les
poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation.
Certaines machines brisent les poches par dépression et recueillent directement
I'huile essentielle ; ce qui évite les dégradations liées a I'action de I'eau. Dans ce cas le

terme « essence » est utilisé plutot que I'huile essentielle (Buronzo, 2008).
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Figure 2: Schéma illustrant le principe Figure 3: Représentation schématique du
d’extraction par hydrodistillation (Sifi, 2010). principe d’extraction par entrainement a la

vapeur d’eau (Sifi, 2010).

I.2.5. Conservation des huiles essentielles

La relative instabilité des molécules constituant les huiles essentielles rend leur
conservation difficile. Les possibilités de dégradation sont nombreuses. Il est possible
de les éviter en utilisant des flacons propres et secs, en aluminium, en acier
inoxydable ou en verre teinté anti-actinique, presque entierement remplis et fermés
de facon étanche (I'espace libre étant repli d’azote ou d'un autre gaz inerte). Le

stockage se fait a I'abri de la chaleur et de la lumiére (Bruneton, 2009).
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I.2.6. Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles
1.2.6.1. Propriétés physiques
Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles ce qui
les différencie des huiles dites « fixes ». Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur
densité est généralement inférieure a celle de I'eau a laquelle elles sont généralement

peu miscibles voire non miscibles.

1.2.6.2. Composition chimique

Les composants des huiles essentielles sont généralement dits aromatiques,
en raison de leur caractere odoriférant et non pour indiquer leur structure chimique ;
ce qui pourrait préter a confusion (Pibiri, 2005). Sur le plan chimique, les huiles
essentielles sont des mélanges de structure extrémement complexe pouvant contenir
plus de 300 composés différents (Croteau et al., 2000). Il ya deux groupes caractérisés
par des origines biogénétiques distinctes le groupe de terpénoides d’une part et le
groupe des composés aromatiques, beaucoup moins fréquents d’autre part

(Bruneton, 2009).

> Les terpenes et les terpénoides: Les terpenes sont des hydrocarbures
naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. Leur particularité structurale le
plus importante est la présence dans leur squelette isoprénique a 5atomes de
carbone de Cs Hg (figure 05). Les terpeénes contenant de 1'oxygene sont appelé «

terpénoides »(Hernandez-ocoa, 2005).

Figure 04: Unité isoprénigue (C5).

IIs sont devisés selon le nombre d’unité isoprenes :

Les monoterpénes : Formés de deux unités isoprénes. Les carbures sont toujours
présents. Ils sont acycliques, monocycliques ou bicycliques. C'est la classe la plus
représentative des huiles essentielles (90%). Elle contient une large variété de

structures représentant différentes fonctions (Bruneton, 2009).

11
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Figure 05 : monocyclique : thymol. Figure 06 : acyclique : myrcene.

Les sesquiterpenes (CisHz24): Formés de trois unités isoprenes. Ils ont une
variabilité structurale de méme nature que les monoterpénes. L’allongement de la
chaine avant cyclisation lors de leur synthese augmente le nombre de cyclisations

possibles, d’ou la trés grande variété de structures connues.

Les diterpenes (C20H3z) : Molécule formés de quatre unités isoprénes, ces composés,
a point d'ébullition élevé, se rencontrent surtout dans les résines (Cohen, 2013).

» Composés aromatiques: Beaucoup moins fréquents que les
Terpénoides, ce sont des dérivés du Phénylpropane (C6-C3) ou en C6-C1 (Vaniline).
Certaines huiles essentielles comportent également des lactones dérivées des acides
cinnamiques (les coumarines) (Cohen, 2013).

> Les composés d'origines diverses : Il s’agit l1a de produits résultant de
la transformation de molécules non volatiles : des Composés issus de la dégradation
d’acides gras, les composés issus de la dégradation des terpénes et les composés
azotés et soufrés.

1.2.7. L’identification des composés des huiles essentielles par CPG

Selon la Pharmacopée Francaise et Européenne, le contréle des huiles
essentielles s’effectue par différents essais, comme la miscibilité a I’éthanol et
certaines mesures physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité
relative. La couleur et 'odeur sont aussi des parametres importants (Pibiri, 2006).

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d'une huile essentielle
reste cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. Il permet de
connaitre trés exactement la composition chimique.

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I'identification
des composants d'une HE, elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative

(Paris et Godon, 1979).
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L’échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’élution est assurée
par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage du
produit analysé entre une phase gazeuse mobile et une phase (liquide ou solide)
immobilisée sur la surface d’un support inerte (Skoog et al., 2003).

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont
inégalement retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce
phénomene appelé « rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse
inégale entre eux et inférieure a celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la
colonne les uns apres les autres. On enregistre d’abord un signal dit ‘ligne de base’ en
présence du gaz vecteur seul, puis un pic au passage de chaque soluté séparé

(Tranchant, 1995).

1.2.8. Domaines d’utilisation des huiles essentielle :

L’aromathérapie scientifique est une science qui utilise les méthodes et les
techniques scientifiques du laboratoire pour mettre en évidence la relation entre la
structure chimique des molécules actives des huiles essentielles et leurs activités
biologiques. Le terme « aromathérapie » a été formulé en 1928, par M. Gattefossé,
batisseur de la recherche scientifique sur les huiles essentielles. A partir des années
1970, quelques avancées scientifiques et thérapeutiques sur les huiles essentielles,
démontrées par des chercheurs et des médecins ont permis a 'aromathérapie de se
positionner en tant que médecine de I'avenir et de sortir de son image d’utilisation
issue de la tradition. Les chercheurs ont voulu lui donner une valeur scientifique en
étudiant la composition des huiles essentielles et en attribuant aux molécules qu’elles

contiennent des propriétés thérapeutiques (Zhiri, 2006).

1.2.9. Les activités biologiques des huiles essentielles :

L’utilisation des qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et
meédicinales sont connues depuis l'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début
du 20eme siécle pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser. Ces
propriétés antimicrobiennes sont dues aux huile essentielle produites par les plantes
et présentant un spectre d’action tres large ; inhibant aussi bien la croissance des

bactéries que celles des moisissures et des levures.
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Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition
chimique, et, en particulier, de la nature de leurs composés volatils majeurs (Caillet et
Lacroix, 2007).

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés
antiseptiques et antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés
antitoxiques, antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires, antifongique...etc
(Valnet, 2005).

La confirmation scientifique de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles
est récente. Elle ne date que du début du siécle dernier avec les travaux du Dr
Gattefossé, le pere de I'aromathérapie en France. Depuis ce temps, l'utilisation des
huiles essentielles s’est développée jusqu’a devenir depuis plus d'une vingtaine
d’années, une sérieuse alternative a la médecine des antibiotiques dans les
pathologies infectieuses.

De nombreuses études traitent de I'activité antimicrobienne des huiles
essentielles, qu’elles soient citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de
microbiologie ou présentées lors de congres d’aromathérapie scientifique.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve a la base des
médecines dites alternatives, de nombreux procédés utilisés dans la conservation des
produits alimentaires, de substances actives exploitées dans les produits

pharmaceutiques (Pibiri, Seigniez et al,, 2001).

1.2.9.1. L’activité antibactérienne

De récentes études, pratiquées sur plus d’'une centaine d’huiles essentielles
et de composés d’arémes, ont permis de sélectionner une trentaine d’huiles dirigées,
spécifiquement, contre les quatre bactéries pathogénes les plus répandues (Caillet et
Lacroix, 2007). A la maniere des agents chimiques, on distingue deux sortes d’effets
des huiles essentielles sur les microorganismes une activité létale (bactéricidie) et

une inhibition de la croissance (bactériostase).
Les HE sont légerement plus actives contre les bactéries Gram positif que
celles Gram négatif. Les germes Gram négatif sont moins sensibles a l'action

antibactérienne.
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1.2.9.2. L’activité antivirale

Les huiles essentielles sont capables de supprimer les virus de différentes
maniéres. Ils peuvent inhiber leur réplication ou ils peuvent prévenir leur
propagation d'une cellule a une autre, parce que les virus sont tres sensibles aux
molécules aromatiques contenues dans les HE (Buchbauer 2010, In Baser et
Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles arrétent le développement des virus et
facilitent I’élimination du mucus, tout en stimulant le systeme immunitaire (Buronzo,
2008).

Récemment, une étude in vitro a montré l'effet antiviral de 'HE d’origan et du
girofle sur le virus Type 1 de I'herpés simplex ainsi que sur le virus de la maladie de
Newcastle (Siddiqui et al, 2010). Le triterpénoide, l'acide betulinique est un de
plusieurs terpenoides qui ont montré une action inhibitrice envers le virus de

I'immunodéficience humaine (VIH) (Schnitzler et al.,, 2001).

1.2.9.3. L’activité antiparasitaire

Les huiles essentielles détruisent les parasites. Le groupe des phénols
posséde une action puissante contre les parasites ; celle des cétones et des lactones
'est moins.

Le Nérolidol, un sesquiterpene actif dans les feuilles de la plante de Viola
surinamensis d’Amazonie, posseéde une activité anti-malaria, prouvée par les études
de (Porte et al, 2000). Son huile essentielle cause 100% d'inhibition du
développement de l'agent infectieux. Cette activité serait liée a l'inhibition de la

biosynthese des glycoprotéines.

1.2.9.4. L’activité antifongique
De plus en plus, les essences sont utilisées dans 'industrie agroalimentaire
comme aromes également comme conservateurs alimentaires. Les huiles essentielles
agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la croissance des
levures et la germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la
production de toxines chez les moisissures. Comme pour 'activité antibactérienne, le
pouvoir antifongique est attribué a la présence de certaines fonctions chimiques dans
la composition des Huiles essentielles (Ouibrahim, 2015).
Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou

leurs composés actifs pourraient étre employés comme agents de protection contre
15
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les champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant la denrée
alimentaire (Lis-Balchin, 2002).

Les huiles essentielles agissent négativement contre le développement des
champignons, en diminuant leur croissance. L’activité antifongique des HE a fait
I'objet de plusieurs études scientifiques in vitro, depuis plusieurs années. Les
méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont nombreuses. Elles donnent,
parfois, des résultats différents, selon les conditions expérimentales adoptées par
chaque manipulateur (Rayour et al, 2003 in Zhiri, 2006).

En 1977, il a été rapporté que 60% des dérivés des HE examinées sont des inhibiteurs
de champignons et 30% des inhibiteurs de bactéries (Chaumont, leger, 1989).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs
propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Labiacaes : thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge,....etc. Etant donnée la grande complexité de la
composition chémotypique des huiles essentielles, Ainsi l'activité fongistatique des
composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions

chimiques (Viollon, chaumont, 1989).

plusieurs genre de champignons tel que le Fusarium cause une maladie courante
chez les végétaux dite la fusariose.

La fusariose est une maladie cryptogamique courante des végétaux, Elle est
aussi appelée "Flétrissure Fusarienne" causée par certains champignons
décomposeurs couramment présents dans les sols, du genre Fusarium (Zirihi et al.,
2008). Ces champignons responsables de cette maladie résistent au froid et survivent
a I'hiver, Elle est a craindre par temps tres chaud, lorsque le thermometre avoisine les
30°C (Richard, 2004).

Il existe de nombreuses especes de fusarium, dont certaines seulement sont
pathogénes et/ou sont susceptibles d'émettre des mycotoxines (fusariotoxines en
I'occurrence), posant problemes en agriculture ou en médecine humaine et pour
lI'industrie agroalimentaire (Rakotorimanga et al,2014) .

L’infection d'une plante par Fusarium peut avoir plusieurs origines : une origine
biotique dans le cas d'un oiseau ou d’un insecte (Sitodiplosis mosellana) notamment,
(Mongrain et al., 2000) qui transporterait des spores et les dissémineraient dans la
nature ou une origine abiotique lorsque c’est le vent ou la pluie qui permet la

dissémination des spores dans la nature (Hibar, 2007).
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Matériels et méthodes

Partie Il : Matériels et méthodes

L’étude que nous avons entreprise s’inscrit dans la continuité d’'un précedent
travail réalisé par d’autres personnes. L'objectif de ce travail est de mettre en
évidence un éventuel effet antifongique de deux extraits d’huiles essentielles de la
plante Rhanterium adpressum et de produits purs vis-a-vis de trois souches de

champignons phytopathogénes.

I1.1. Matériel biologique

I1.1.1. Matériel végétal (Rhanterium adpressum)

C'est une plante spontanée commune dans tout le Sahara septentrional
endémique Nord-Africain, connue sous le nom de « Arfedj ». Le Rhanterium
adpressum est tres apprécié par les dromadaires et en médecine traditionnelle, il est
connu par ses propriétés antidiurétiques (Bouheroum et al., 2007).

Cette plante est aussi utilisée par les populations locales notamment pour le tannage.
En plus (Bouheroum et al, 2007), selon Yaghmai et Kolbadipourelle la population

Iranienne l'utilise pour son effet rafraichissant de la peau.

I1.1.1.1. Description botanique
C'est un arbuste tres ramifié, a tiges et feuilles revétus de poils blanchatres;
les feuilles sont petites, alternées, un peu dentées, tres caduques; a capitules
hétérogames; a involucres sphériques formés de plusieurs rangs de bractées,
coriaces, lancéolées, achaines étroits, prismatiques, a cinq cotés prolongées chacune
en une soie qui est dilatée et plumeuse dans sa partie terminale. Cette plante
endémique du nord-africain a des fleurs jaunes et marginales ligulées (figure 07)
(Ozenda, 1991).
Ses capitules de 10 a 15 mm de diametre, a écailles obtuses étroitement

appliquées, réceptacle ne présentant des paillettes que sa partie périphérique.

I1.1.1.2. Classification de Rantherium

Nous avons établi la systématique de Rhanterium selon Angiosperm
Phylogeny Group (APG 1)

e Régne : Plantae
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e Embranchement : Spermaphytes (plantes a graines)
¢ Sous embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs)
e Classe : Magnolipsida (Dicotylédones)
e Sous classe : Magnoliidae
e Super ordre : Asterids
e Ordre : Asterales
e Sous ordre : Euasterids Il
o Famille : Asteriaceae (Compositeae)
e Genre : Rhanterium
o Espece : Rhanterium Coss. & Durieu

Nom commun : "aarfedj" ou "arfedj"

I1.1.1.3. Collecte de la plante
Le Rhanterium a été collecté durant le mois de Juin 2011, dans la localité de
Zelfana (670 Km sud d’Alger). La station géographique et I'étage bioclimatique de la

région de collecte sont consignés ci-dessous (figure08).
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Figure 08: carte géographique indiquant la station de collecte de la plante.
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La situation géographique, I'altitude et I'étage climatique des stations étudiées sont

présentées dans le tableau 01.

Tableau 1 : La situation géographique et étage bioclimatique de la station de collecte,
selon "Atlas Mondial Microsoft Encarta, 2009".

Région Altitude Latitude Longitude Etage bioclimatique

Zelfana (Ghardaia) 354 m 32°23'46.70" N  4°13'34.40" E  Chaud et aride

Les échantillons fraichement collectés ont été séchés a température ambiante et a
I’abri de la lumiére et de ’humidité, dans un endroit sec et aéré. Les échantillons ont
été retournés, chaque jour, afin d’éviter les moisissures, puis stockés soigneusement
dans des boites en carton propres. La plante a été scindée en deux parties : les fleurs,
d’'une part et les feuilles d’autre part. Chaque partie a été broyée manuellement a

I'aide d’'un mortier.

I1.1.2. Matériel fongique (Fusarium oxysporum f.sp)

Les champignons sont les principaux agents responsables des pertes en
agriculture. Ils provoquent des maladies qui peuvent infecter n'importe quelle partie
de la plante (El amraoui et al, 2013). Parmi les champignons agents des maladies
vasculaires ceux appartenant au genre fusarium oxysporum, Le genre Fusarium tient
son nom du latin Fusus, car ses spores sont en forme de fuseau. Ce sont les plus
fréquents et les plus dommageables pour les cultures (Nelsone et al., 1981). Depuis la
description botanique du genre par Link (1809) de nombreux travaux ont été

consacrés a la taxonomie de ce champignon (Booth, 1971).
Classification (Selon Nelson 1983)

e Classe : deutromycetes
¢ Ordre : moniliales
e Famille : tuberculariaceae
e Genre : Fusarium
eEspece : Oxysporum
Le fusarium oxysporum est un champignon imparfait avec mycélium aérien et

généralement blanchatre ou rosatre. Ce champignon se développe bien sur un milieu
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gélosé a base de pomme de terre (PDA, voire annexe), la température idéale pour la

croissance est entre 25 et 27°C.

Tableau 02 : Références et origines des microorganismes testés dans notre étude.

Souche fongique Référence
Fusarium( isolat1) Isolat
Fusarium( isolat2) Isolat
Fusarium (isolat3) Isolat

II.1.2.1.isolat 1

Depuis plus de 100 ans, les palmeraies du Maroc et d’Algérie sont dévastées
par un champignon du sol, qui provoque un dépérissement rapide du palmier dattier.
Cette fusariose vasculaire, communément appelée Bayoud, affecte tout
particulierement les meilleures variétés productrices de dattes (Fernandez et al,
1995). 1l a été isolé de palmier infecté du Bayoud. Le champignon peut étre facilement
isolé a partir d'un palme présentant les symptomes du Bayoud. Le F o. albedinis peut
survivre dans le sol et sur des débris végétaux pendant plusieurs années en I'absence

de son hote (Karkachi, 2013).

I1.1.2.2. isolat 2
C’'est un champignon tellurique mondialement répandu. Décrit pour la
premieére fois en Europe a la fin du XIXe siécle, il est maintenant présent dans
plusieurs dizaines de pays répartis sur tous les continents, ou ses dégats fluctuent en
fonction de la race et de la variété cultivée. Ce phytopathogene est isolé de la tomate
pourrie. L’isolat de ce champignon se révele virulent pour les plantes de tomate. Testé
in vitro, cet isolat inhibe significativement la germination et la croissance racinaire de

cette plantes (Rakotoarimanga et al, 2014).

I1.1.3.3.isolat 3

est un agent pathogene infectant les pois, dans le monde entier. L'évolution
constante de l'agent pathogene entraine la nécessité d'élargir la base génétique de la

résistance a FOP (Karkachi, 2013).
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I1.2. Méthodes expérimentales

I1.2.1. Extraction des huiles essentielles
L’extraction des huiles essentielles a été faite par hydrodistillation a I'aide d’'un

appareil, de type Clevenger, pendant une durée de 6 heures.

I1.2.1.1. Le procédé d’extraction

Le montage est constitué d’un ballon en verre (de 2 litres) contenant 200g
de matériel végétal (partie aérien écrasées) additionné d'un litre d’eau, placé au-
dessous d’'un chauffe ballon pendant 24 heures. Ce dernier est surmonté d'une
colonne qui communique avec un réfrigérant, permettant la condensation des
vapeurs d’eau chargées de gouttelettes d’huile essentielle, qui sont ensuite recueillies
sous forme de distillat dans une ampoule a décanter.

Les hydrodistillats obtenus sont mesurées (en ml par Kg de plante) et séchés
par du sulfate de sodium anhydre (NazSo4) afin d’éliminer toutes trace d’eau. Apres
les avoir récupérées, les huiles essentielles sont conservées, dans des tubes en verre
bien scellés et recouverts d’aluminium, au réfrigérateur a 5°C et a I'abri de la lumiere

(protection contre la chaleur, I'’évaporation et la lumiere).

<— Réfrigérant

¢ Ampovule
r{/ & décanter

Colonne ——3p

)
Ballon —3p
b. L’appareil de type Clevenger a. Schéma illustre les parties essentielles du
montage

Figure 9 : Appareil de 'hydrodistillation (Sifi, 2010).
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I1.2.1.2. La teneur en huile essentielles
La teneur en huile essentielles est définie comme étant le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenue et la masse seche du végétal traité (Carée, 1953).

Elle est calculée par la formule suivante :

m, x100
M,

T% =

Ou:
m; :masse d’huile essentielle, en grammes ;

my  :masse de la matiere végétale traitée, en grammes ;
T : teneur en huile essentielle.

I1.2.2. Analyse chromatographique
Les huiles essentielles obtenues ont été analysées par chromatographie en

phase gazeuse (CPG) (Keravis, 1997 in Lahlou, 2004).

I1.2.2.1. Les conditions opératoires de la CPG

L’analyse qualitative et quantitative des HE a été effectuée a l'aide d’'un
chromatographe de type HP 5, équipé d'une colonne capillaire (0,32 mm x 0.25 nm),
avec une épaisseur de film de 0,25 pm et d’'un détecteur a ionisation de flamme (FID).
La programmation de la température du four varie de 80 °C durant 2 min jusqu’a
200°C durant 5 min a raison de 5 °C/min. Les indices de rétention linéaire ont été

calculés par rapport aux n-alcanes (Cg-Cz26) standards.

I1.2.3. L’étude de l'activité antifongique
Différentes méthodes existent pour connaitre I'action antifongique des HE
sur ces especes fongiques (Amvam Zollo et al, 1998). Les effets des deux extraits des
huiles essentielles, ont été évalués sur un parametre majeur : la croissance
mycélienne, et cela par la méthode de contact directe sur milieu solide PDA dans des
boites de Petri (diametre 84mm), selon ce qui a été décrit par (Dongmoa et al, 2001)

et (Tchoumbougnang et al., 2008).
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I1.2.3.1. La pré-culture des champignons
Pour le Fusarium oxysporum, I'inoculum se présente sous forme d’un disque
fongique de 6mm de diametre, provenant d'une culture de 7 jours, sur milieu PDA (en

boites de pétries de 84 mm de diametre, T° d'incubation 25°C).

I1.2.3.2. L’évaluation de I'activité antifongique par la méthode de
contact direct

Du fait de la non miscibilité des huiles essentielles a 'eau, et donc aux
milieux de culture, leur mise en émulsion a été réalisée au préalable, en utilisant une
solution d’agar agar a 0,2 % selon la méthode rapportée par (Remmal et al, 1993) et

(Satrani et al, 2008), afin de favoriser le contacte champignon/composé.

A. Préparation des différentes concentrations
Des dilutions sont préparées au 1/5¢, 1/10¢, 1/25¢, 1/50¢, 1/100¢ et
1/200¢, dans la solution d’agar agar a 0,2 %. on ajoute 1,5 ml de chacune des dilutions
a des tubes a essais contenant, chacun, 13,5 ml de milieu PDA gélosé, stérilisés a
I'autoclave (20 min a 121 °C) et refroidis a 45 °C, de fagon a obtenir les concentrations
finales de 1/50, 1/100, 1/250, 1/500, 1/1.000 et 1/2.000 (v/v). Les tubes sont
convenablement agités au vortex avant d’étre versé dans des boites de Pétri.
D’autres tubes, contenant le milieu de culture et la solution d’agar agar a 0,2
%, sont également préparés et utilisés comme témoins (El Ajjouri et al., 2008).
Les tubes sont convenablement agités au vortex et chaque dilution a été coulé dans
des boites de Pétri, Apres le refroidissement et la solidification de cette mélange sur
la paillasse des disques mycéliens de diameétre de 5mm issue a partir de la périphérie
du thalle provenant d’une culture de 7 jours, sur PDA. Ces mycéliens ont été prélevée
avec un emporte-piece et inoculé au centre de chaque boite (1disque/boite). Chaque
concentration est répéter trois fois. Les boites sont incubées dans d’obscurité a

température de 25°C ; les mesures sont prélavées apres 72 h d’incubation (figure 10).
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Figure10 : Protocole expérimentale de 'essai d’activité antifongique d’huile essentielle du

Rhanterium (Goumni et Salhi, 2013).
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B. Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24 heures en mesurant la
moyenne de trois diameétres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle, a
'aide d’un pied a coulisse.
Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins qu'’ils
sont démarré le méme jour et dans les mémes conditions.

» Détermination de I'indice antifongique
Apres l'incubation en tenant compte de la croissance de témoin, on

calcule l'indice antifongique qui est déterminé par la formule suivante (Chang et

al.,2008):
la = (1-Déchantition/ Digmoin) X100

Dean  : diametre de la zone de croissance de I’échantillon.
Dtemoin : diameétre de la zone de croissance du témoin

I : Pourcentage d’inhibition de champignon par les HE

> Détermination des concentrations minimale inhibitrices (CMI)
Il s’agit en parallele d’évaluer la plus petite concentration pour laquelle

aucun développement n’est visible a I’ceil nu.
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Boite de Pétrie

Disque mycélien

Zone de croissance
fongique

Le diamétre de croissance du témoin

Zone d'inhibition

[llustration de la zone d'inhibition, par comparaison
du traitement avec le témoin.
Cette zone constitue la différence entre le diamétre
du témoin (Drémoin) et le diamétre de I'échantillon

oin

Le diamétre de croissance de I'échantillon
(Sans huile essentielle) (Avec huile essentielle)

Figure 11 : [llustration de la méthode de contact direct (Sifi 2010).

I1.2.4. Analyse statistique

L’analyse statistique (tableaux, histogrammes, courbe) des donnés traité par un

logiciel Excel 2010 pour la détermination de la signification des résultats.
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Résultats et discussion

III.1. La teneur en huile essentielle

D'apres les travaux d’El-Houiti (2010), I'étude de la cinétique d'extraction des
huiles essentielles a partir du Rhanterium par hydrodistillation, a permis d’estimer la
durée d’extraction et la teneur en huiles essentielles. Ceci est élucidé par le suivi et
I'interprétation des résultats obtenus a partir d’'un échantillon riche en HE. Nos
résultats sont mentionnés dans le tableau ci-apres. L’évolution du rendement d’Huile

essentielle en fonction du temps est illustrée dans la (figure12).

Tableau 03 : la cinétique d’extraction des huiles essentielles des feuilles de Rhanterium.

Temps (heure) 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Teneurs en HE (ml/200g) 0 02 04 06 08 09 1 1 1
Teneurs en HE (ml/Kg) 0 1 2 3 4 4,5 5 5 5

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Teneur en (ml/200g)

0 2 4 6 8 10

Temps (heure)

Figure12: Evolution de la teneur en huile essentielle en fonction de la durée de I'extraction.

D’apres cette courbe représentant I’évolution du rendement en huile essentielle,
extraite en fonction du temps, nous pouvons distinguer deux phases :
Une phase exponentielle, qui montre une évolution rapide de la teneur en huile
essentielle, durant la premiére heure d’extraction, pour atteindre une valeur de 0.9 ml
/200g.
Une deuxieme phase indiquant une évolution lente de la teneur en HE. La valeur
maximale (1ml/200g) y est atteinte, au bout d’'une heure. Le temps optimal pour le
déroulement de l'hydrodistillation est de 6h. C'est le temps nécessaire pour

I'extraction de 5ml d’huiles essentielles par kilogramme de matiére végétale.
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III.1.1. L’évaluation de la teneur en HE
Les teneurs en HE ont été calculées par rapport a la masse de parties
aériennes de la plante (feuille et fleurs). Les valeurs des teneurs en huiles essentielles

sont varient de 0,11% a 0,49%.

II1.2. La composition chimique de I'huile essentielle

Dans ce travail, nous avons déterminé la composition chimique de I'huile
essentielle de nos échantillons de la partie aérienne du Rhanterium, a I'aide de la
chromatographie en phase gazeuse (CPG), nous avons pu identifier 61,42 % des
composés de l'extrait des feuilles et 58,28 % des composés de I'extrait des fleurs,

comme le montre le tableau 4.

L’identification des composés est réalisée en nous basant sur la comparaison de

leur indice de rétention linéaire (IRL) avec des bases de données.

En général, les échantillons d'huile essentielle sont riches en hydrocarbures
monoterpéniques et monoterpenes oxygéné. Les composés majoritaires identifiés
sont: le B-Pinene (10, 18 feuille -2, 81% fleur), I'a-Pinéne (8, 99-8, 10%), le B-
Myrcene (0, 14-9, 91%). D’autres composés, en pourcentages plus ou moins
importants ont été mis en évidence : le Limonene (4, 21-4, 28 %), Linalool (3, 22-0,
48%), Campholenicaldehyde (0, 35-4, 87%) et le g-Muroléne (3, 19-0, 87%). Les

composés identifiés des deux huiles essentielles sont presque identiques.

Une comparaison de nos résultats avec des travaux antérieurs menés sur
différentes especes du genre Rhanterium a montrer que la composition chimique
varie au sein de ce genre (Yaghmai et Kolbadipour 1987). Ont mené une étude
portant sur I'huile essentielle du Rhanterium epapposum collectée dans le Nord-est de
I'Iran. Dans I'analyse chromatographique, ils ont révélé 107 composants volatils dont
92% sont des terpénoides dont les principaux constituants sont : I'a-Phellandrene, le
Linalol, le Géraniol, le bulnesol, et le 3-Phellandrene, avec un pourcentage global de

55,6%.

Une étude réalisée par (Bouheroum et al, 2007) sur l'huile essentielle du
Rhanterium adpressium, collectée, a Ouargla en Algérie, a révélé que les composés
majoritaires de cette huile sont : [-Eudesmol, 16 [-Hydroxylupeolyl-3-

hexadecanoate, Stigmasterol, propan-2-ol.
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Nous remarquons que les composés majoritaires de l'huile essentielle de
Rhanterium collectée a Ouargla, sont différents de ceux de nos extraits de la méme

espece collectée a Zelfana.

Les variations du % des composés chimiques de I'HE de Rhanterium pourraient
étre due a des facteurs exogénes tels que 'origine géographique, le lieu et la durée de
séchage et la méthode d’extraction (Svoboda et Hampson, 1999), aux conditions
climatiques de la saison de collecte des échantillons (l’ensoleillement, la
température,...), la photopériode, les composants du sol, I'approvisionnement en eau
et l'altitude et a des facteurs endogenes tels que la physiologie du végeétal et la
composition génétique des individus. Les attaques des insectes et des micro-
organismes peuvent aussi avoir une influence sur la composition des HE (Hiisnt Can

Baser et Buchbauer G, 2010).

I11.3. L’évaluation de I'activité antifongique

L’activité antifongique des huiles essentielles de Rhanterium évaluée sur la
croissance de trois champignons était variable en fonction de la souche testée mais
aussi en fonction de l'organe végétal qui a servi pour l'extraction des huiles,
probablement en raison de la différence de la composition chimique des huiles
testées.

Pour évaluer l'activité antifongique des deux extraits d’huile essentielle, nous
avons adopté la technique de contact direct sur gélose. Les résultats ont montré que
les huiles essentielles ont une activité significative contre les champignons
phytopathogenes testés. Les trois champignons ont continué de croitre sur les milieux
sans HE, ce sont des témoins et aussi sur les milieux dont la concentration en huiles
essentielles est de différents dilutions.

La CMI a été définie comme étant la plus faible concentration en HE inhibant la
croissance mycélienne. Quant a la CMF, elle correspond a la concentration minimale

capable de tuer plus de 90% de I'agent pathogene.

I11.3.1. La cinétique fongique
Le suivi quotidien des diametres de la croissance mycélienne de nos trois
souches traitée avec I'HE extraite des deux parties (feuilles, fleurs) de notre

échantillon, nous a permis d'établir les courbes de la cinétique fongiques.
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nous pouvons constater que la croissance mycélienne, observable a travers
I’évolution des diametres des disques, continue pour I'ensemble des cultures ayant
subi le traitement avec I'HE testée, pour les dilutions 1/50, 1/100 et 1/200 pour
toutes les souches, par contre il y a une légere croissance pour les cultures traitées
avec les dilutions 1/5,1/10 et 1/25.

Nous constatons, aussi, en comparant les courbes du traitement, avec celles du
témoin, que notre huile essentielle a eu un effet inhibiteur sur la croissance fongique
des trois especes de Fusarium testées.

Les courbes de la cinétique de la croissance fongique montrent que les
diametres mycéliens augmentent avec le temps et, plus la concentration en huile
essentielle est importante, plus ces diametres diminues; d’ou l'augmentation de

I'effet de I'huile sur la croissance mycélienne.

Par ailleurs, l'inhibition totale de la croissance est observée au bout de sept
jours d’incubation, au plus tard, pour I'ensemble des cultures. Les résultats de I'étude
de la cinétique de I'évolution des diametres des cultures fongique nous ont permis a
déterminer la CMI.

Les résultats du pouvoir antifongique de I'huile essentielle montre que
I'inhibition de la croissance mycélienne augmente avec la concentration des extraits,
elle varie d'une espéce fongique a I'autre selon la physiologie de la souche testée.

Ainsi, a chaque fois qu’on augmente la concentration de I'huile, le diameétre de la
croissance mycélienne diminue jusqu’a atteindre un arrét de la croissance ce qui nous
a permis d’estimer des valeurs de CMI propre pour chaque souche.

Les histogrammes présentés ci-dessous, montrent l'existence d’'une relation
proportionnelle entre les taux d'inhibition et les concentrations testées. Il est clair
que les deux HE étudiées, ont exercé une importante activité inhibitrice, cependant la
plus forte activité semble étre attribuée a I'extrait des fleurs.

D’apres la (figurel3) on remarque que l'activité d’huile essentielle extraite des
feuilles de Rhanterium vis-a-vis les trois especes fongiques est plus importante

respectivement chez isolat 2 isolat3 isolat1.
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Figure 13 : Comparaison entre les taux d’inhibitions des huiles essentielles testées
(feuilles) sur la croissance mycélienne des souches fongiques étudiées.
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Figure14: Comparaison entre les taux d’inhibitions des huiles essentielles testées (fleurs)
sur la croissance mycélienne des souches fongiques étudiées.
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D’apres I'histogramme de la (figue 14) nous avons constaté que 'activité d’huile
essentielle extraite des fleurs du Rhanterium vis-a-vis l'isolat2, est plus importante
que le isolat 1, au méme temps ce dernier a une activité antifongique meilleur que
celle du isolat3.

Toutes les concentrations testées de I'HE des fleurs (allant de 0,5pl/ml a
20pl/ml) ont donné des taux d’inhibitions supérieures a 50% et ceci vis-a-vis des
trois souches fongiques étudiées. Contrairement a I’'HE des feuilles, nous remarquons,
que isolatl et isolat3, ont montré une certaine résistance manifestant des taux

d’inhibitions faible : 34,50% et 27,78% respectivement a la concentration 0.5 pl/ml

Grace aux résultats obtenus, nous avons pu estimer les valeurs des ICso et des
CMI pour les deux huiles essentielles (feuilles et fleurs) des souches fongiques
étudiées. Les taux d’'inhibitions des ICso et des CMI de ces deux HE sont indiqués dans

la figure suivante :

Comparaison des % d'inhibition des CI50 et CMI
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Figure 15: Taux d’inhibitions des ICso et des CMI des extraits vis-a-vis des trois souches
testées.
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Les deux extraits d’HE (feuilles et fleurs) ont présenté des CMI de 20 ul/ml sur
I'ensemble des souches étudiées. L'ICso de 'HE des fleurs et des feuilles est comprise
entre 0,5 et 2pul/ml.

la CMI de l'isolat3 varie légéerement entre les échantillons d’'HE avec un
pourcentage d’'inhibition de 79,17% pour I'extrait des feuilles et 83,33% pour l'extrait
des fleurs. En revanche la CMI est identique pour les deux extraits chez les deux
especes isolat2,isolat1

Les valeurs d’ICso et de CMI estimées, confirment que 'HE extraite des fleurs
est plus efficace que celle des feuilles, car elle a donné les mémes taux d'inhibitions
avec I'HE des feuilles mais avec une concentration moindre.

Apres avoir déterminé I'ICso et la CMI, nous avons procédé a la détermination de
la CMF, nous avons repiqué les disques a partir des boites ou il n'y avait pas de

croissance mycélienne, sur des milieux de culture sans huiles essentielles.

Apres incubation, la lecture se fait selon deux observations : s’il y a croissance
normale du thalle mycélien, on parle d'un effet fongistatique, par contre s’il y a
absence totale de croissance, I'effet des huiles est classé comme fongicide. La CMF
estimée est d’'une concentration supérieure a 20 ul/ml. Dans I'étude réalisée par El
Houiti, sur l'effet des huiles essentielles du Rhanterium sur le Fusarium oxysporum
f.sp albedinis, il a été noté une valeur de CMI meilleur que celle enregistrée au cour de
notre étude.

En effet, d’apres la comparaison des pourcentages d’inhibition d'huile
essentielle sur les trois especes nous remarquons qu’il y a une différence de
résistance entre les especes testée.

La forme spéciale del’isolat2 apparait comme la plus sensible vis-a-vis de I'HE
des fleurs de Rhanterium, par contre le isolat3 apparait comme l'espece la plus
résistante.

Par contre, pour I'HE des feuilles le isolat1 apparait comme l'espéce la plus résistante

et le isolat2 apparait comme I'espéce la plus sensible.

Bousoussa, 2011, rapporte que les extraits phénoliques riches en acétate
d’éthyle et les extraits butanoliques de Rhanterium testées pour leurs activités

antifongique sur la méme souche présentent un effet faible et cela a des doses plus
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fortes (12 mg/mL). Par contre nos résultats avec des extraits d’'HE révelent une
activité antifongique tres intéressante et ceci a des doses plus faibles.

Aouissi, 2011 a étudié I'effet des huiles essentielles de trois especes végétales
du genre Artemisia: Artemisia absinthium, A. herba alba et A. campestris sur la
croissance de Fusarium oxysporum f.sp albedinis. Les résultats obtenus, montrent que
le Fusarium oxysporumf. sp. albedinis est sensible vis-a-vis de toutes les huiles
essentielles étudiées. Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
augmente avec la concentration en huiles essentielles jusqu’a la disparition, presque
compléte, du thalle mycélien.

Les huiles essentielles des especes du genre Artemisia exercent une action
inhibitrice sur la croissance des champignons avec une concentration de 10 pl/ml
d’huile essentielle, donc elles ont été a I'origine d’'une inhibition d'une forme spéciale

de I'espece Fusarium oxysporum.

Bousnan, 2013 a également, testé l'effet inhibiteur de I'huile essentielle du
Mentha pulegium L, collecté dans la région de Sétif (Algérie). L’évaluation du pouvoir
antifongique de cet huile essentielle contre l'isolat de Fusarium testés a révélé une
action inhibitrice. La valeur de la CMI déterminée, pour I'ensemble de ces résultats,
est de 3,61 mg/ml, la CMF est de 9,03 mg/ml. Donc ces résultats confirment que les
HE ont un pouvoir antifongique prometteur vis-a-vis des souches phytopathogénes

tel que le Fusarium.

Amri et al, 2013 a étudié l'effet des huiles essentielles des Aiguilles et cones
immatures de Biota orientalis L, sur la croissance de Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici. Les essais de contact direct sur milieu PDA ont montré que les huiles
essentielles de Biota orientalis exercent une action inhibitrice sur la croissance des
champignons avec une concentration de 5 pl/ml d’huile essentielle, la croissance de
tous les champignons a pu étre réduite d’au moins 41 % jusqu'a 76 %. Apres la
comparaison de nos résultats avec celle de Amri, nous avons déduit que les HE de
Rhanterium (parties : fleurs et feuilles) ont une efficacité importante que les HE de
Biota oriontalis.

En revanche, Barra et al, (2007) ont, également, testé 'effet inhibiteur de I'huile
essentielle du Pistachier lentisque, collecté dans une région de I'ltalie, contre Fusarium

oxysporum. Ces auteurs n’ont noté aucune activité inhibitrice contre ce champignon.
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Nous pensons la différence entre leurs résultats et les nétres reviendrait a
’échantillon, I'espece végétale et les souches fongiques.

La différence de ces résultats avec les notre, pourrait s’expliquer par la
différence de composés chimiques existant au niveau des extraits d’huiles essentielles
comme |'a-Pinéne, Linalool, Camphéne connus par leurs capacités antifongiques.

Comme il a été considéré dans d’autres travaux (El Houiti, 2010 ; Sifi, 2010 ;
Benabed, 2011 ; Maamri, 2011 et Aouissi, 2011), nous pensons, que leffet
antifongique observé, dans ces résultats serait dii essentiellement a la nature des

composés constituant I'HE.

D’apres ces résultats, il s’avere que la sensibilité des trois souches fongiques
testées vis-a-vis de l'huile essentielle fleurs se présente dans l'ordre suivant :
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici >>> Fusarium oxysporum f. sp. albedinis >>
Fusarium oxysporum f. sp. pisi.

Et pour HE des feuilles: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici >>> Fusarium
oxysporum f. sp. pisi >> Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.

L’activité antifongique est sans doutes due a la nature des composés chimiques
des huiles essentielles testées, n’oublions pas que l'activité antifongique d'une HE est
intiment liée a sa composition chimique et a la nature de ses composés (phénol,

alcool, aldéhyde...).

Ces auteurs soulignent aussi que d’autres facteurs peuvent influencer la
variation de l'activité des huiles essentielles sur les souches fongiques, tels que la
nature du milieu de culture et/ou de conservation ainsi que la nature du
microorganisme (fraichement isolé, issu de repiquages successifs ou bien d'une
collection conservée).

Ces variations dépendent aussi de la composition de 'huile essentielle en
constituants volatils, de la quantité d’HE utilisée dans le test ainsi que de la

concentration de I'inoculum fongique.

Vus la complexité de la composition chimique des huiles essentielles, il est
difficile de donner une idée précise sur leurs modes d’action. Il est probable que

chacun des constituants d’'une huiles essentielle a son propre mécanisme (Ouraini et
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al.,, 2005). Comme il a été montré dans des travaux ultérieurs, il est possible que I'effet

antifongique des HE soit dii a des autres facteurs.

D’apres les résultats de djekidel et chelali, 2014, I'étude de l'activité
antifongique des huiles essentielles de Rhanterium a révélé un pouvoir antifongique
important, ces auteurs ont testés l'activité antifongique des composés purs
séparément, et sous forme d'un mélange avec celles des HE, ils ont affirmé que
'activité antifongique de 'huile essentielle de Rhanterium d’'une maniéere générale est
efficace en présence d’'un mélange de composés, car ces derniers ont un meilleur effet
quand ils travaillent en synergie.

I[Is ont trouvés et confirmés que La proportion d'un composé dans une huile
essentielle (majoritaire ou minoritaire), ne reflete pas forcément son activité, Le
pouvoir antifongique d'une HE est dii aux groupements fonctionnels de ses composés
et que Les alcools sont plus actifs que les hydrocarbures terpéniques.

Ces résultats montrent que l'activité antifongique de 'HE de Rhanterium est due a la

synergie entre ses composés, parmi eux ceux étudiés.

38



%mcémm




Conclusion

L’Algérie est un pays vaste, ses ressources naturelles sont trés importantes. La
plante Rantherium (Arfadj) du sud Algérien est un exemple, dont la phytochimie est

particulierement intéressante.

Et comme la phytothérapie suscite un renouveau d'intérét, nous nous sommes
intéressés dans ce travail a 1'étude ainsi que I'évaluation de I'activité antifongique des
huiles essentielles de la partie aérienne (fleurs et feuilles), le Rhanterium qui est une

plante saharienne poussant a I'état spontané.

L’étude des propriétés chimiques et antifongiques des huiles essentielles de
Rhanterium a permis d’obtenir des résultats intéressantes.
Le rendement d’extraction des huiles obtenu a partir des feuilles est supérieur a celui
des fleurs. Les deux organes analysés présentent une composition chimique de leur
huile essentielle similaire sur le plan qualitatif, mais différente sur le plan quantitatif.

Les résultats de la composition chimique de nos huiles essentielles par la
méthode Chromatographie en phase gazeuse et 'identification des constituants, par
la comparaison des indices de rétention obtenus avec ceux de la littérature
indiquent : La teneur en huile essentielle du Rhanterium est comprise entre 0,11%
(1,25ml/Kg) et 0,49% (5,75ml/Kg). L'identification des constituants chimiques des
huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) de la plante étudiée, nous
a permis d'identifier environs la moitié de leurs composés, dont les majoritaires : a-
Pinéne (8.99%), B-Pinéne (10.18%) pour I'HE des feuilles et a-Pinene (8.10 %),
Benzaldehyde (10.19%), B-Myrcene (9.91%) pour 'HE des fleurs.

Le pouvoir antifongique de 'huile essentielle montre que l'inhibition de la
croissance mycélienne augmente avec la concentration des extraits, elle varie d'une
espece fongique a I'autre selon la physiologie de la souche testée.

Les résultats d'un suivit quotidien de la cinétique de la croissance mycélienne
de trois souches de Fusarium, traitées avec les deux huiles essentielles de Rhanterium
révele une activité antifongique importante contre toutes ces souches, la valeur de
leur ICso est comprise entre 0.5 et 2 pl/ml et la CMI déterminée pour I'ensemble de

ces souches est égale a 20 pl /ml. Les valeurs de CMF sont estimés supérieurs a 20 pl

/ml.
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Conclusion

En effet, d’apres la comparaison des pourcentages d’inhibition d'huile
essentielle sur les trois especes nous avons conclue qu’il y a une différence de
résistance entre les especes testée vis-a-vis de 'HE.

L’isolat2 apparait comme l'’espece la plus sensible vis-a-vis de I'HE des fleurs et des
feuilles de Rhanterium, par contre le isolat3 expose une résistance vis-a-vis de I'HE
des fleurs et I'isolat1 semble I'espece la plus résistante vis-a-vis de 'HE des fleurs.

Les huiles essentielles du Rhanterium sont des antifongiques naturels tres
efficaces et peuvent étre une source tres importante de constituants
phytopharmaceutiques utilisés pour éradiquer les infections d’origine fongique.

Enfin, l'effet inhibiteur de ces huiles essentielles sur le développement

fongique ouvre des perspectives d’application dans différents domaines.
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Annexe

Composition du milieu de culture

1. Potatoes dextrose Agar (PDA )

Infusion de pomme de terre ---------------- 200 ml
Glucose -------==--mmmmmmm oo 15g
Agar-agar ---------=---seemeemememcee oo 20g
Eau distillée -----------------mmmmmmmmee - gsp 1L

2. Solution d’Agar 0,2%

Agar-agar ---------=-s=-someemmcm oo eee 2g
Eau distillée ---------------omm oo gqsp 1L



