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Titre du mémoire : Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles d’une
espéce d’astéracées vis-a-vis de cing souches de Fusarium.

Nom : Gueffaf et Kiboub Prénom : Hadjer et Samah  Encadreur : Elhouiti Fatiha
Résume :

La fusariose est une maladie courante des végétaux causée par le genre Fusarium. Dans le
but de chercher d’autres alternatives de lutte contre ce champignon phytopathogeéne, nous
¢tudions dans ce travail le pouvoir antifongique de I’huile essentielle d’Asteriscus
graveolens. Cette activité a été recherchée in vitro, sur un milieu solide gélosé par la
méthode de contact direct vis-a-vis de cing souches du genre Fusarium.

L’huile essenticlle a été extraite par hydrodistillation de la partie aérienne (fleurs) de la
plante. La teneur de notre échantillon, en huile essentielle est de 1,16+£0,2 mi/100g de
matiére seche a savoir environ 11,6 ml/Kg.

L’huile a été testée a différentes concentrations et les résultats montrent que 1’inhibition de
la croissance mycélienne augmente avec la concentration des huiles essentielles, elle varie
d'une espéce fongique a une autre. L’évaluation de D’activité antifongique a permis
d’obtenir des valeurs de CMI de 20ul /ml et I’'IC50 varie entre 0.5 et 1 pl /ml.

Mots clés : huiles essentielles, activité antifongique, Fusarium, CMI, CI50.
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Memory title: Evaluation of the antifungal activity of essential oils of a species of
Asteraceae Vvis-a-vis five Fusarium strains.

Name: Gueffaf et Kiboub  First name: Hadjer et Samah Directed by: Elhouiti Fatiha
Abstract:

Fusarium head blight is a common disease of plants caused by the genus Fusarium. In
order to seek alternatives to fight this phytopathogenic fungi, we study in this work the
anti-fungal power of Asteriscus graveolens essential oil. This ability has been realized in
vitro on a agar solid medium by the method of direct contact with five strains of Fusarium
genus.

The essential oil was extracted by steam distillation of the aerean part of the plant
(flowers). The essential oil content is about 1.16+0.2 ml / 100g of material dry,
approximately 11.6 ml/kg.

The oil has been tested at different concentrations and the results show that the inhibition
of mycelial growth increases with the concentration of essential oil, it varies from one
fungal specie to another. The MIC values have been estimated at 20 ul/ml and the IC50
varies between 0.5 and 1 ul/ml.

Key words: essential oils, antifungal activity, Fusarium, CMI, I1C50.
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Introduction

Introduction générale

Historiqguement, I'nomme a utilisé son environnement et en particulier les plantes
médicinales pour traiter différentes maladies. Aujourd’hui On estime que les deux tiers des
médicaments actuels sont d'origine naturelle, obtenus par hémisynthése ou par
modification d'un produit naturel et seulement un tiers des médicaments commercialisés
ont une origine purement synthétique (Ismaili et al., 2014) . Ces plantes qui demeurent la
principale source de substances naturelles de plus en plus utilisées dans les industries
pharmaceutiques, cosmétiques ou agro-alimentaires occupent une place de choix dans
I’agriculture, I’industrie, la recherche scientifique, la médecine et 1’environnement.
Dr’ailleurs, les plantes médicinales sont considérées comme une richesse pour les pays en
voie de développement. Pour pres de 90% de la population, dans certains pays d’Afrique,
les plantes médicinales représentent 1’unique source de remédes thérapeutiques
traditionnels. L’ Algérie est dotée d’une biodiversité végétale, avec un trés grand nombre de

plantes utilisées comme herbes, et a des fins thérapeutiques.

Sa flore comporte de milliers d’espéces présentant, dans une certaine mesure, une

matiére pour la recherche scientifique.

Parmi les milliers de molécules produites par le métabolisme secondaire des plantes,
I'nomme sélectionne, régulierement, celles qui lui permettent de se défendre contre les
agressions des autres, agents physiques et organismes vivants pathogénes, et de corriger

ses troubles métaboliques ; entre autres, les huiles essentielles.
Ces huiles sont d'intérét croissant pour les industries et la recherche scientifique en
raison, de leurs activités antioxydante, antibactérienne et antifongique (Dung et al., 2008).

Plusieurs espéces de la famille des astéracées sont connues pour leur production
d’huiles essentielles et sont utilisées en médecine traditionnelle pour leurs vertus

thérapeutiques et leurs effets biologiques contre plusieurs maladies.

Les moyens de luttes directes contre les agents phytopathogénes ont fait penser
longtemps que on pouvait faire abstraction des moyens préventifs. En revanche,

I’ Agriculture Biologique se base sur les préceptes des équilibres naturels.

Des études récentes et des perspectives menées a comprendre comment nous

pouvons éliminer naturellement avec des produits naturels une population de Fusarium.




Introduction

Dans ce contexte, et en se basant sur des travaux antérieurs, notre objectif s’est fixé a
valoriser le potentiel antifongique d’Asteriscus graveolens, une plante qui pousse a 1’état
spontané dans différentes régions du sud saharien, et cela en testant des huiles essentielles

extraites de ses parties aériennes (fleurs).
Nous avons choisi d’entamer le manuscrit par une étude bibliographique ou sont
traitées quelques généralités liées a notre sujet d’étude.

La partie pratique, deuxiéme partie de ce document : Dans cette partie nous avons
testé 1’activité antifongique de I’huile essentielle sur la croissance de cinq champignons
phytopathogénes appartenant au genre Fusarium, en appliquant la méthode de contact
direct.

La troisiéme partie du mémoire a été consacrée a la présentation et a la discussion de

I’ensemble des résultats obtenus.

Enfin, nous terminerons cette étude par une conclusion générale.







Etude bibliographique

Partie | : Etude bibliographique
1.1. Les huiles essentielles

Depuis des siécles, ’homme a utilisé les plantes dans plusieurs domaines, tels que la
parfumerie, la pharmacologie et 1’agroalimentaire, grace a leurs propriétés découvertes par
hasard. Les plantes produisent un grand nombre de composés, dont, il n'y a pas tres
longtemps, on ne connaissait pas le rdle pour la plante. Ces composés ne sont pas produits
directement lors de la photosynthése mais résultent de réactions chimiques ultérieures,
d’ou le nom de métabolites secondaires. C’est apres le développement de la chimie que les
huiles essentielles extraites de plantes commencent a livrer leurs secrets et leurs
composants principaux ont été identifiés. Actuellement, plus de 100 000 substances sont
connues. Des recherches récentes ont montré que bon nombre d'entre elles ont un role

défensif pour les plantes (Anton, 2005).
I.1.1. Histoire et origine des huiles essentielles

Les premiers rapports sur la fabrication et 1’utilisation des huiles essentielles datent

de I’an 3000 avant J.C. (Baser et Buchbauer, 2010).

Reconnues pour leurs puissantes propriétés thérapeutiques et utilisées depuis des
millénaires en Chine (cannelle, anis, gingembre), en Inde, au Moyen Orient (khella, pin,
fenouil...), en Egypte, en Grece, en Amérique (Azteques, Mayas, Incas : bois de HO,
sassafras) et en Afrique (encens, myrrhe, ravensare), les huiles essentielles tombent dans
I’oubli au Moyen Age. A ce moment, I’Europe connait un retour & la barbarie declin
général du savoir. Il faudra attendre 1’arrivée des Arabes pour assister a un nouvel essor de
la médecine par les plantes qui retrouvent alors une place de choix dans I’arsenal

thérapeutique de I’époque (Zhiri et al., 2005).

L’extraction des huiles essentielles par distillation a la vapeur d’eau nait a 1’époque
de la révolution industrielle et permet le développement de produits alimentaires et de

parfums.

Au début du XXeme siécle, des chercheurs (Chamberland, Cadéac, Martindale)
démontrent, par leurs expérimentations, le pouvoir antiseptique des huiles essentielles.
Mais les véritables «peres» de 1’aromathérapie sont Gattefossé puis Valnet et ses disciples.

R.M. Gattefossé, pionnier de la parfumerie moderne se briilant les mains lors d’une
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explosion dans son laboratoire, a le réflexe génial de plonger ses mains dans un récipient

rempli d’huile essentielle de lavande.

Aujourd’hui, des médecins (Valnet, Duraffourd, Lapraz, d’Hervincourt, Belaiche) et
des chercheurs de haut niveau (P. Franchomme), des pharmaciens (D. Baudoux) ont
définitivement assis la réputation, I’efficacité et 1’extraordinaire richesse des huiles

essentielles (Zhiri et al., 2005).
1.1.2. Définition des huiles essentielles

La norme AFNOR NF T 75-006 (février 1998) a donné comme définition d’huile
essentielle (essences est synonyme d’huiles volatiles): «Produit obtenu a partir d’une
matiere premiere végeétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procedes

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

Selon ANSM : « Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a
partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la
vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique approprié sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un
procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.» (ANSM
2008).

Donc ce sont des extraits volatiles et odorants que I’on extrait de certains végétaux
par distillation a la vapeur d’eau pressage ou incision des végétaux qui les contiennent
(Teuscher et al., 2005). Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous-
produits du métabolisme secondaire (Sanon et al., 2002). Elles ont des propriétés et des
modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de la

phytothérapie : ’aromathérapie.
1.1.3. La localisation et lieu de synthése

La synthése et I’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 des Lauraceae ou des Zingiberaceae,
poils sécréteurs des Lamiaceae, poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae et

canaux sécréteurs des Asteraceae ou des Apiaceae (Bruneton, 2009).

De plus la composition chimique de I'huile essentielle d'une méme espéce végétale

peut varier selon sa localisation. C'est le cas de 1’orange ameére, par exemple, le zeste

6
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fournit 1’«essence de curagao» la fleur fournit 1’«essence de Néroli», et les feuilles,
ramilles et petits fruits «I’essence du petit grain bigaradier». La composition de ces trois

huiles essentielles et cependant est tres différentes (Bruneton, 2009).
1.1.4. Le réle physiologique

La fonction des huiles essentielles dans la plante reste obscure. 1l a été pensé qu’elles
ont un ro6le écologique. Leur role d’inhibiteur de la germination a été prouvé
expérimentalement, ainsi que leur rbéle dans la protection contre les prédateurs et
I’attraction des pollinisateurs (Bruneton, 2009). Elles ont une odeur agréable et donnent a
la plante un arome typique (thym, lavande, roses...) (Heldt H.W., Piechulla B., 2011)
(Baser K.H.C., Buchbauer G., 2010).

Elles semblent avoir, aussi, pour rdle, la conservation de I’humidité nécessaire a la
vie des plantes exposées a des climats désertiques, par leurs vapeurs aromatiques qui

saturent 1’aire autour de la plante (Belaiche, 1979).
1.1.5. Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles
1.1.5.1 Propriétés physiques

Sont acres, inflammable et tres odorants. Liquides a température ambiante, les huiles
essentielles sont volatiles ce qui les différencie des huiles dites « fixes ». Elles ne sont que
tres rarement colorées. Sont généralement insolubles dans 1’eau et solubles dans 1’alcool.
Leur densité est inférieure a celle de I’eau (0.759 a 1.096). Leur point d’ébullition varie de
160°C a 240°C.

1.1.5.2. Composition chimique

Les composants des huiles essentielles sont genéralement dits aromatiques, en raison
de leur caractére 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).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui
appartiennent, de fagon quasi exclusive, & deux groupes :
¢+ Le groupe de terpénoides ;

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

d’oxygene, pour quelques groupes fonctionnels azotés ou soufrés.
Selon Mailhebiau (1994), cette structure varie en fonction :

v" Du nombre d’atomes de carbone qui les constitue : Les monoterpénes, Les
sesquiterpénes, Rarement les diterpenes.

Du caractere saturé ou insaturé des liaisons ;

De leur agencement : linéaire ou cyclique ;

De la configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de triedre...) ;

ASERNERNERN

De la nature des groupes fonctionnels a savoir : Terpenes : R1-HC=CH-R2 ;

Alcools terpéniques: R-OH, Cétones: R1-CO-R2, Phénols: C6H6-OH, Aldéhydes: R-
CHO, Esters: R1-CO0O-R2, Ethers: R1-O-R2.

» Les terpénes et les terpénoides

Les terpénes 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 C5 H8 (figure 01). Les terpenes contenant de

I'oxygene sont appelé « terpénoides » (Hernandez-ocoa, 2005).

A_

Figure 01 : Unité isoprénique (C5).

I1s sont devisés selon le nombre d’unité isoprenes :

Les monoterpenes: 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).
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Figure 02 : monocyclique : thymol. Figure 03 : acyclique : myrcéne.

Les sesquiterpéenes (C15H24) : Formés de trois unités isoprénes. Ils ont une variabilité
structurale de méme nature que les monoterpénes. L’allongement de la chaine avant
cyclisation lors de leur synthése augmente le nombre de cyclisations possibles, d’ou la tres

grande variété de structures connues.

Les diterpénes (C20H32) : Molécule formés de quatre unités isoprénes, ces Composes, 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 dérivées des acides cinnamiques (les coumarines)
(Cohen, 2013).

» Les composés d'origines diverses

Il s’agit 1a 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 composes azotés et soufreés.
1.1.6. L’extraction des huiles essentielles
1.1.6.1. 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 & 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 composeés volatils. Pour cela, différents paramétres et propriétés sont a prendre en

compte (Fernandez et al., 1995).

Les principaux paramétres a prendre en compte dans les opérations fondamentales

d’extraction de matiéres premieres naturelles aromatiques sont :

L a volatilité ;
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+La solubilité ;
+La taille et la forme des molécules constitutives ;
L’adsorption (Bousbia, 2013).
1.1.6.2. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles
A. La distillation

La distillation est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles.
Ce procédé se base 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) (Verdan, 2002 ; Bruneton, 2009).

A.1l. Hydrodistillation simple

Le matériel végétal (intact ou éventuellement broyé) est immergé directement dans
un alambic rempli d’eau et porté a ébullition. Les vapeurs hétérogéne sont condensées,
refroidies, sur une surface froide, puis décantées. Par la suite, I’huile essentielle est séparée

par différence de densité (Verdan, 2002 ; Bruneton, 2009).
A.2. Entrainement a la vapeur d’eau (distillation & la vapeur satureée)

Dans ce cas, le végétal n’est pas en contact avec I’eau. La vapeur d’eau est pulsée a
travers la masse, disposée sur des plaques perforées. Les cellules se relachent et les
particules d’huile se libérent. La récupération de I'huile essentielle se fait par la méme
procédure que dans I'hydrodistillation (Verdan, 2002 ; Lahlou, 2004 ; Bruneton, 2009).

A.3 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).
A.4. Hydrodistillation par micro-ondes sous vide

Ce procédé permet d’extraire les huiles essentielles en un temps court, consommant
peu d’énergie et d’cau et avec un rendement relativement élevé. Il consiste a chauffer

sélectivement la plante par un rayonnement micro-ondes, dans une enceinte dont la
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pression est réduite de fagon séquentielle. Le produit obtenu est de qualité supérieure a
celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle (Bruneton, 2009).

Certaines fleurs dont les molécules sont trop fragiles pour survivre a une
hydrodistillation sont extraites soit par solvants organiques (hexane, éther de pétrole,
¢thanol) qui permettent I’obtention de concrétes ou d’absolues (Mimosa, Narcisse...) Soit
sur des supportslipidiques par la technique ancienne de I’enfleurage (Jasmin et Rose de
Grasse). Les qualités organoleptiques de ces produits sont surtout exploitées dans

I’industrie des arémes alimentaires et de la parfumerie (Bruneton, 2009).
B. L'expression a froid

L’expression a froid est un procédé d’extraction trés simple. Il est, principalement,
utilisé pour les écorces d’agrumes (citron, pamplemousse, bergamote, orange douce,
orange amere et mandarine). Cette opération mécanique vise a casser les cavités contenant
I’essence dans les zestes des agrumes frais. Dans ce cas en utilise le terme ‘’essence’

plutot qu’huile essentielle (Buronzo).
1.1.7. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont dans certains cas provoqué des réactions indésirables :
I'effet convulsif des huiles essentielles de camphre et d'eucalyptus chez les jeunes enfants
est ainsi connu depuis longtemps. Des dangers existent et certaines associations de
consommateurs réclament désormais une plus grande transparence sur le contenu des
produits et aussi sur leur toxicité. C'est dans ce but que des travaux scientifiques sur la

toxicité sont aujourd'hui entrepris.

En raison de la multiplicité des applications des huiles essentielles, leur toxicité et
leurs dangers sont observés selon les trois voies d’exposition : inhalation, ingestion et

contact (Degryse et al., 2008).
1.1.8. Conservation des huiles essentielles

La relative instabilit¢ des molécules constituant les huiles essentielles rend leur
conservation difficile. Les possibilités de degradation 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 entiérement remplis et fermés de fagon étanche
(I’espace libre étant repli d’azote ou d’un autre gaz inerte). Le stockage se fait a 1’abri de la

chaleur et de la lumiére (Bruneton, 2009).
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1.1.9. Activité biologique des huiles essentielles

L’utilisation des qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales
sont connues depuis 1’antiquité. Les chercheurs se sont intéressés a des composes,
biologiquement actifs, isolé a partir d'espéces végetales pour le contrdle des micro-
organismes pathogenes qui ont fini par développer une résistance aux antibiotiques utilisés
(Essawi et Srour, 2000).

1.1.9.1. L’activité anti-infectieuse

Les huiles essentielles ont toutes au moins une vertu (Maach et Jemali, 1986 ; Blayn,

1980) et on peut citer certaines :

- Antibactérienne : De récentes études, pratiquées sur plus d’une centaine d’huiles
essentielles et de composés d’ardomes, ont permis de sélectionner une trentaine d’huiles
dirigées, spécifiguement, contre les quatre bactéries pathogénes les plus répandues
(Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) et
contre les bactéries d'altération des aliments (Pseudomonas, Serratia liquefaciens,

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sake) (Caillet et Lacroix, 2007).

Une collection de 20 huiles essentielles de diverses plantes ont été évaluées, en vue
d'obtenir un apercu de la susceptibilité des bactéries de la carie dentaire et estimer le
potentiel des huiles dans des traitements préventifs (Deans, 2007, In Lawrence, 2007).

Les phénols (carvacrol, thymol) possedent le coefficient antibactérien le plus éleve,
suivi des monoterpénols (géraniol, menthol, terpinéol), aldéhydes (néral, géranial)
(Charchari et al., 1996 ; De Billerbeck, 2007 ; Satrani et al., 2007 ; Amarti et al., 2010).

- Antivirale : Les virus donnent lieu a des pathologies trés variées dont certaines posent de
sérieux problémes de nos jours. Les HE constituent une aubaine pour traiter ces fléaux
infectieux, les virus sont tres sensibles aux molécules aromatiques (Shukla et al., 1989 ;
Salah-Fatnassi et al., 2010 ; Tkachenko, 2006).

- Antifongique : Un grand nombre de composeés volatils ont été testés contre une large
gamme de champignons : Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A.
fumigatus), Penicillium chrysogenum (Kalemba et Kunicka, 2003). D’autre études ont
montré 1’effet antifongique des huiles essentielles (El Ajjouri et al., 2008 ; Ghfir et
Dargent, 1995 ; Garg et Siddiqui, 1992).
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- Antiparasitaire : Comme c'est le cas dans la lutte contre les bactéries, les phénols
manifestent une action puissante a I'encontre des parasites. Les monoterpénols sont ici
d'une efficacité proche de celle des phénols et sont trés spécifiques de la lutte

antiparasitaire, et constituent de bons antihelminthiques.

Les cétones, quant a elles, possédent une réputation antiparasitaire bien établie mais
nécessitent des précautions d'emploi en raison de leur toxicité (Pierron, 2014), Le groupe
des phénols possede une action puissante contre les parasites. (Tchoumbougnang et al.,
2009).

- Antiseptique : Les molécules aromatiques sont capables de détruire les germes
infectieux, et de s'opposer a leur prolifération tant dans les organismes vivants que dans

I’environnement.

Les aldéhydes et les terpénes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes et

antiseptiques et s’opposent a la prolifération des germes pathogénes (Lacoste et al., 1996 ;
Caillard, 2003).

1.1.9.2. L'activité antioxydante chez les huiles essentielles

Les huiles essentielles et leurs composants commencent a avoir beaucoup d’intérét
comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font I’objet d’étude
pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour la protection des aliments contre
I’oxydation (Caillet et al., 2007 in Barkat et al., 2007). Cependant, la recherche de
nouvelles molécules s’est avérée nécessaire car, ces substances synthétiques ont montré un
certain nombre d’inconvénients et de limites d’utilisation ; Elles se sont avérées
responsables d’effets indésirables. En effet, le butylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroxytoluéne (BHT) sont suspectés avoir des effets carcinogénes (Belhadj et al.,
2006 in Barkat et al., 2011).

Les nombreuses propriétés naturelles des huiles essentielles en font des agents de
Conservation trés prometteurs pour I’industrie alimentaire. Le recours aux huiles
essentielles s’avere €tre un choix pertinent face a un risque de contamination précis ou a la
nécessité de réduire ou remplacer les agents de conservation chimiques ou synthétiques
(Caillet et al., 2007 in Barkat et al., 2011).
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1.1.9.3. Anti-inflammatoires

Les molécules aromatiques sont susceptibles d'agir de différentes manieres sur
I'inflammation. Elles possedent également une action antihistaminique remarquable utile
dans certaines formes d'allergie et en particulier I'asthme. Le chamazuléne issue de I'huile
essentielle de Matricaire (Matricariarecutita) par exemple agit de cette maniere (Pierron,
2014).

14



Wocricls et methodes
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Partie | : Matériels et méthodes

Ce travail que nous avons entrepris s’inscrit dans la continuité d’une précédente
¢étude réalisée par d’autres personnes (Aouissi, 2013). I s’agit ici d’une étude de I’action
antifongique d’un extrait d’huile essentielle de la plante Asteriscus graviolens pure vis-

a-vis des champignons phytopathogénes du genre Fusarium.
11.1. Matériels
11.1.1. Materiel végeétal (huiles essentielles testées)
11.1.1.1. La description botanique de la plante

Espéce saharo-arabique commune dans tout le Sahara, surtout dans les cuvettes
sablo-argileuses. Sous-arbrisseau vivace touffu a tiges dressées. Les rameaux sont étalés et
ils se divisent en dessous des fleurs. De grands capitules jaunes d'or entourés par les
feuilles supérieures. A maturité akénes un peu arqués (Alilou, 2012). La plante a été
récoltée a la fin de la saison de floraison (mois de juin 2013) d’une région du sud algérien
(figure 04).

Figure04 : photo de la plante prise a I’endroit de la récolte.
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11.1.1.2.Usages en médecine traditionnelle

Par infusion (une poignée de plante dans un verre d’eau) de la plante enti¢re est
utilisée, en gargarisme, pour calmer les maux de dents et de gencives, dans le méme but,
on mastique des feuilles fraiches. La poudre de feuilles, prisée par le nez, est indiquéee
contre les migraines. La décoction (une poignée de plante dans une théiére) de la plante est
employée par les femmes pour combattre la stérilité (Bellakhdar et al., 1987) .

Cette plante a été utilisée dans la médecine traditionnelle au Sahara pour traiter la
fievre, les déséquilibres des tractus gastro-intestinaux, les douleurs céphaliques, la

bronchite et comme anti-inflammatoire (Cheriti, 2000).
11.1.1.3. La systématique de la plante

La systématique de I’espéce Asteriscus graveolens a été établie selon NCBI (Juin
2011).

Tableau 01 : La systématique de 1’espéce Asteriscus graveolens.

Régne Plante
Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Tribu Inuleae
Genre Asteriscus
Espéce A.graveolens (Forssk)
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11.1.2. Matériel fongique (souches phytopathogeénes étudiées)

Pour Dactivité¢ antifongique, le choix s’est porté sur un genre de champignon

phytopathogénes en raison des dégats qu’il cause aux végétaux (tableau02).

Tableau 02 : Références et origines des souches fongiques étudiees.

Souche fongique Référence Source
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici Isolat LINA
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis Isolat SRPVG (Ghardara)
Fusarium oxysporum f.sp. pisi Isolat Laboratoire de mycologie, faculté
du Blida département d’agronomie
Fusarium culmorum 124 et 319 Isolat mycotheque El-houiti

11.1.2.1.Les souches fongiques
L’agent pathogene de la fusariose

La premiére et véritable description du genre Fusariuma €té réalisée par Link en
1809. Il doit son nom du latin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses macroconidies
fusiformes et cloisonnées (Dorotée., 2013).

Tableau 03 : La taxonomie du genre Fusarium selon (Link., 1809).

Regne Fungi
Division Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Nectriaceae
Genre Fusarium
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Les souches de F. oxysporum isolées du sol et incapables de provoquer la fusariose
sur les plantes sont dites saprophytes ou non pathogéne, par contre La forme pathogéne
semble plus importante dans la rhizosphere des variétés sensibles. Ils pénétrent dans les
racines induisant soit la pourriture des racines ou Trichomycose quand ils envahissent le

systéme vasculaire (Tantaoui, 1993).

Nous avons testé dans cette étude cing souches de Fusarium dont trois Fusarium
oxysporum (Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et

Fusarium oxysporum f.sp. pisi) deux souches de Fusarium culmorum 124 et 319.

» Le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
Depuis plus de 100 ans, les palmeraies du Maroc et d’Algérie sont dévastées par un
champignon du sol, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, 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). Il a été isolé de palmier infecté du Bayoud.

» Le Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

C’est un champignon tellurique mondialement répandu. Décrit pour la premiére 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 phytopathogeéne est isolé de la tomate pourrie. L’isolat de ce
champignon se révéle virulent pour les plantes de tomate. Testé in vitro, cet isolat inhibe
significativement la germination et la croissance racinaire de cette plante (Rakotoarimanga
etal., 2014).

» Le Fusarium oxysporum f.sp. pisi
Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) est un agent pathogene infectant les pois, dans le
monde entier (Karkachi, 2013).

» Fusarium culmorum
Est une espéce de champignons ascomycetes de la famille des Nectriaceae. C'est un
agent phytopathogéne responsable de divers symptémes tels que fonte des semis,
pourriture racinaire, fusariose de I'épi, pourriture de la tige, etc. chez de nombreuses
especes de plantes mono- et dicotylédones, en particulier chez les céréales. C'est l'un des

champignons responsables de la pourriture seche du tubercule de la pomme de terre.
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Chez Leymus mollis, graminée américaine des dunes littorales, Fusarium
culmorum se comporte comme un symbionte non pathogéne conférant a la plante une

double tolérance au sel et a la sécheresse (Rusty , R., et Regina,R., 2008).
11.2. Méthodes expérimentales
11.2.1.Extraction des huiles essentielles

La plante utilisée dans notre étude a été séchée, a température ambiante et a 1’abri

de la lumiere, durant une semaine puis broyée légeérement avant de procéder a 1I’extraction.
11.2.1.1. Le procédé d’extraction

L’extraction de I’huiles essentielles a été faite par hydrodistillation a 1’aide d’un
appareil, de type Clevenger. 200g de matériel végétal (fleurs) est introduit dans un ballon
de deux litres, imprégné d’un litre d’eau portée a une ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon
qui est surmonté dans une colonne et connecté a un réfrigérant permettant la condensation
de gouttelettes d’huile essentielle avec de 1’eau. On obtient deux phases : I’eau et I’huile.

Qui sont ensuite recueillies sous forme de distillat dans une ampoule & décanter.

Le rendement en huile essentielle a été déterminé par rapport a la matiere séche(en
ml par Kg de plante). Apres I’ajout du sulfate de sodium anhydre (Na2S04) afin d’éliminer
toutes trace d’eau. L’huile essentielle a été récupérée dans des flacons en verre, bien sellés,
enveloppés et conservées, au réfrigérateur, a une température de +4°C (protection contre la

chaleur, I’évaporation et la lumiere).
11.2.1.2. La teneur en huile essentielles

La teneur en huiles essentielles est exprimée en volume (ml) d’HE obtenu a partir

d’un Kilogramme de maticre végétale (Hilan et al., 2005) :

|4

Ou:
T’ : Teneur en HE (ml/kg).

V : Volume d’HE extraite (ml).
m : Masse de la matiére végétale (kg).
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I1.2.2. L.’étude de P’activité antifongique

Différentes méthodes existent pour connaitre ’action antifongique des HE sur ces
especes fongiques (AmvamZollo et al., 1998). Les effets de I’extrait d’huiles essentielle, a
été évalué sur un parametre majeur : la croissance myceélienne, et cela par la méthode de
contact direct surmilieu solide PDA dans des boites de Pétri (diamétre 84mm), selon ce qui
a été décrit par (Dongmoa et al., 2001) et (Tchoumbougnang et al.,2008).

11.2.2.1. La pré-culture des champignons

Pour le Fusarium oxysporum et Fusarium culmorum, I’inoculum se présente sous
forme d’un disque fongique de 5 mm de diamétre, provenant d’une culture de 7 jours, sur

milieu PDA a une température d’incubation de 25°C.
11.2.2.2. L’évaluation de I’activité antifongique par la méthode de contact direct

Du fait de la non miscibilité des huiles essentielles avec 1’eau, et donc avec les
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), Elle permet d’obtenir dans le milieu une répartition homogéene des

huiles essentielles et d’augmenter au maximum le contact germe/composé.
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 % qui a été choisie comme agent émulsifiant du fait qu’elle soit
dépourvue de toute influence sur 1’activité des huiles essentielles (Ouraini et al., 2005).0n
ajoute 1,5 ml de chacune des dilutions a des tubes a essais contenant, chacun, 13,5 ml de
milieu PDA, stérilisé a I’autoclave (20 min a 121 °C) et refroidis a 45 °C, de facon a
obtenir les concentrations finales de 1/50, 1/100, 1/250, 1/500, 1/1.000 et 1/2.000 (v/v).

On agite convenablement les tubes afin de bien disperser I’huile essentielle dans le
milieu de culture avant de les verser dans les boites de Pétri. Des témoins, contenant le
milieu de culture et la solution d’agar a 0,2 % seule, sont également préparés (El Ajjouri et
al., 2008).

Aprés le refroidissement et la solidification de ce mélange sur la paillasse, des
disques mycéliens de diamétre de 5 mm sont issus a partir de la périphérie du thalle

provenant d’une culture de 7 jours, sur PDA. Ces disques mycéliens ont été prélevés avec
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un emporte-piéce et inoculés au centre de chaque boite (1disque/boite). Chaque
concentration est répétée trois fois. Les boites sont incubées dans une étuve a 25°C ; les

mesures sont prélevées apres 72 h d’incubation.

La lecture se fait par la mesure du diametre du mycélium développé (en millimétre).
Une observation a I’ceil nu nous a aidés a déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI).

L’effet fongicide a été déterminé par transfert des disques a partir des boites de Pétri
ou I’inhibition de la croissance par ’HE était totale, sur milieu PDA dépourvu d’HE.
L’effet est fongistatique s’il y a croissance et fongicide dans le cas contraire (Aouissi,
2011).

La relation suivante nous a permis de calculer le pourcentage d’inhibition

correspondant a chaque concentration d’huile (Aoudou et al., 2010) :

Dy
1(%)=<1— D—)xmo

T
Ou:
I : Pourcentage d’inhibition.
Do : Diamétre de la zone de croissance du témoin en mm.
D : Diamétre de la zone de croissance en présence d’HE.

11.2.3.Analyse statistique

L’analyse statistique (tableaux, histogrammes, courbes) des données traitées par un

logiciel Excel 2010 pour la détermination de la signification des résultats.
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I11. Résultats et discussion
I11.1. La teneur en huile essentielle

Le procédé d’extraction a été poursuivi jusqu’a épuisement de la maticre végétale, en
huiles essentielles. Le temps d’extraction a duré de deux a trois heures. Les teneurs en
huiles essentielles sont exprimées en ml d’HE par Kg de matiére végétale séche. Les
durées d’extraction des huiles essentielles ont été déterminées par le suivi de la cinétique
d’extraction, et ce jusqu’a la constance du volume d’huile obtenu au moment de ce procédé
et la teneur a été estimeée a 1,16x+0,2 ml/100g de matiere séche a savoir environ 11,6 ml/Kg

de matiére séche.

Cristofaria et al.,, 2012 ont étudi¢ la diversité chimique de I’huile essentielle
d’Asteriscus graveolens qui a été récolt¢ au Maroc sur I’emplacement de Mellab. Le
rendement en huile essentielle était environ 0.31% de la partie fleur. En comparaison avec
nos résultats 1%, le rendement était plus élevé méme il s’agit de la méme plante .cette
différence peut étre due a la variation du site géographique (recueillie au Maroc) donc les

conditions climatiques qui pourront étre a I'origine de cette différence.

Des travaux antérieurs de Bencheqroun et al 2012 visés sur I’Activité
antimicrobienne des huiles essentielles d’Artemisia mesatlantica, plante endémique du
Maroc. La teneur moyenne en huile essentielle de cette espece est 0,5% par rapport a la
matiére séche. Ces résultats montrent que les plantes de la famille des astéracées sont

moyennement riches en huiles essentielles.
I11.2. L’évaluation de P’activité antifongique

Pour évaluer L’activité antifongique de 1’huile essentielle d’Asteriscus graveolens
sur la croissance des cing souches de champignons a tester, nous avons adopté la technique
de contact direct sur gélose a différentes concentrations. Le suivi des diameétres de

croissance durant les 7 jours d’incubation, nous a permis d’avoir les résultats suivants.
111.2.1. La cinétique fongique

Les résultats ont montré que notre huile essentielle a une activité significative contre
les champignons phytopathogenes testés. Nos cing souches de 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 moyennement faible (figure 05).
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20 pl/ml

10 pl/ml

Figure 05 : Photo illustrant I’effet d'HE (fleurs), a différentes concentrations, sur la

croissance de la souche Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

Ces résultats obtenus, nous ont permis d'établir les courbes de la cinétique fongique

qui sont présentées dans les figures suivantes :

La concentration en HE (FLEURS)
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= 70
2 —+—C=1/10
g 0
= —e—C=1/25
% 50
- —e—(C=1/50
%" 40
v —s—C=1/100
9 30
=
® —e—C=1/200
2 2 !
[=]
S Témoin

10

0

J1 2 13 14 I5 J6

Temps (Jours)

Figure 06 : Variation du diametre de croissance de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis

(Foa) en fonction du temps, en réponse a un traitement avec de I’HE.
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Figure 07 : Variation du diametre de croissance de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

(Fol) en fonction du temps, en réponse a un traitement avec de I’HE.
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Figure 08 : Variation du diamétre de croissance de Fusarium oxysporum f.sp pisi (Fop) en

fonction du temps, en réponse a un traitement avec de I’HE.
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Figure09 : Variation du diameétre de croissance de Fusarium culmorum 124 (Fc124) en

fonction du temps, en réponse a un traitement avec de I’HE.
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Figure 10 : Variation du diametre de croissance de Fusarium culmorum 319 (Fc319) en

fonction du temps, en réponse a un traitement avec de I’HE.

D’aprés les figures des courbes, nous pouvons constater que la croissance

mycélienne continue pour toutes les cultures observables avec différents diameétres. On a

constaté pour les dilutions 1/50, 1/100 et 1/200 que 1’évolution des diametres était
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remarquable pour toutes les souches, par contre il y a une légere croissance pour les
dilutions 1/5, 1/10 et 1/25.

Nous constatons, aussi, en comparant les courbes du traitement en HE, avec celles du
témoin que la culture de ce dernier évolue avec le temps jusqu’a envahissement de la boite
cela prouve que notre huile essentielle a exercé un effet inhibiteur sur la croissance radiale
des especes de Fusarium testées (F. oxysporum f.sp. albedinis, F. oxysporum f.sp.

lycopersici, F. oxysporum f.sp. pisi, F. culmorum).

Selon les courbes on remarque que les diamétres de la croissance fongique
augmentent durant le temps avec la diminution de la concentration de 1’huile essentielle,
cette augmentation de diamétres refléte une diminution de I’effet de I’huile sur la

croissance mycélienne.

Ainsi, a chaque fois qu’on augmente la concentration de I’huile, le diamétre du
mycelium diminue jusqu’a atteindre un arrét de la croissance a la dilution 1/5 pendant les

premiers jours.

Ces résultats nous ont permis d’établir les histogrammes présentés ci-dessous qui
montre qu’il y a toujours une relation entre le taux d’inhibition et la concentration de

I’huile essentielle vis-a-vis les cing souches testées.

% d'inhibition de HE vis a vis les 5 souches fongiques
=05
w1
2
m4
o 100 =10
S 20
= 80 - —
o £
£ w0 3
- c
i ()}
° 40 .
20 - §
0 a
FOA FOL FOP  FC319 FC124
Souches fongiques

Figure 11: Comparaison entre les taux d’inhibition des huiles essentielles testées (fleurs)

sur la croissance mycélienne des souches fongiques étudiées.
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Toutes les concentrations testées de I’HE des fleurs (allant de 0,5ul/ml a 20ul/ml) ont
donné des taux d’inhibition supérieure a 50% vis-a-vis des cing souches fongiques
étudiées. En exception, la souche Fop et Fol montrent une certaine résistance manifestant
des taux d’inhibition faibles de 27,86% et 43,79% respectivement a la dilution 0.5 (ul/ml).

Les histogrammes montrent que 1‘huile essentielle a donné des taux d’inhibition

élevés vis-a-vis des cing souches respectivement Fop, Foa, Fc124, Fol, Fc319.

La valeur du CI50 est inversement liée a la capacité antifongique d’un produit, car
elle exprime la quantité requise pour diminuer la croissance fongique de 50%. Plus la

valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antifongique du produit est importante.

En outre, nos résultats du pouvoir antifongique de notre échantillon dhuile
essentielle montre 1’existence d’une relation proportionnelle entre les taux d’inhibition et
les concentrations testées, plus la concentration des extraits diminue plus le diametre de la
croissance mycélienne augmente. Ceci nous a permis d’estimer des valeurs de CMI et de
CI 50 propre a chaque souche. Elles varient d'une espeéce fongique a I’autre selon la

physiologie de la souche testée.

Rappelons la CMI a été définie comme étant la plus faible concentration en HE

inhibant la croissance mycélienne.

Les taux d’inhibitions des CI50 et des CMI de chaque souche sont indiqués dans la

figure suivante :
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Comparaison des % taux d'hinibition des CI50 et CMI
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Figure 12 : Taux d’inhibitions des IC50 et des CMI des extraits vis-a-vis des cing souches
testées.

Notre HE a présentée des CMI de 20 pl/ml sur ’ensemble des souches étudiées.
Contrairement a I’CI50 ou nous constatons une variabilité entre les souches étudiées La

CI50 de I’HE des fleurs est comprise entre 0.5 et 1 pl/ml.

Les valeurs d’IC50 et de CMI estimées, confirment que I’HE a montré une certaine
efficacité contre les souches étudiées, car elle a donné des taux d'inhibition important

méme avec de faibles concentrations.

La CMI de FC319 est trés importante 92,68% par rapport aux autres souches qui
présentent les CMI suivantes : Fol 87,18% ; Fc124 84,67% ; Foa 84,25% ; et Fop 81,71%.

En effet, d’aprés la comparaison des pourcentages d’inhibition d'huile essentielle sur

les cing espéces nous remarquons qu’il y a une différence de résistance entre elle.

D’aprés nos résultats nous avons constaté que la souche Fop a montré une certaine
résistance vis-a-vis de I’HE et apparait comme la souche la plus résistante. Par contre

Fc319 demeure la plus sensible pour I’extrait étudiée.

Bousnan, 2013 a également, testé I’effet inhibiteur de 1’huile essentielle du
Menthapulegium L, collecté¢ dans la région de Sétif (Algérie). L’évaluation du pouvoir
antifongique de cette huile essenticlle contre 1’isolat de Fusarium testés (F. oxysporum

f.sp. lycopersici et F. oxysporum f.sp. albedinis) a révélé une action inhibitrice.
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La valeur de la CMI déterminée, pour I’ensemble de ces résultats, est de 3,6 Img/ml,
Donc ces résultats confirment que les HE ont un pouvoir antifongique prometteur vis-a-vis

des souches phytopathogénes tel que le Fusarium.

Une étude a été menée par (Soro et al., 2011) a la fois in vitro et in vivo afin
d’évaluer I’activité antifongique et de 1’huile essentielle d’Ocimum gratissimum L. sur
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (Forl). Une corrélation positive a été établie
entre I’inhibition de la croissance radiale mycélienne du mycopathogéne et la
concentration du produit. Le produit (huile essentielle) a montré des taux d’inhibition
nettement supérieurs au seuil de signification (25 %) pour la plus faible dose. Aucune
reprise de la croissance mycélienne n’a été observée durant les 7 jours d’évaluation.
Comparons a nos résultats cette huile a un effet antifongique important autant que notre

échantillon.

Ces résultats sont également en accord avec d’autres auteurs (Haddouchi et al., 2009)
qui ont étudiés I’activité antifongique de I’huile essentielle de Thymus fontanesii sur
différentes especes de champignons phytopathogene par la méthode de contact direct tel
que fusarium oxysporum. Leurs résultats montrent que cette huile posséde une activité

inhibitrice remarquable proche de 42.97% a la concentration 0.1ul/ml.

Une autre étude menée par Kolaiet al., 2012 su D’effet inhibiteur de I’huile
essentielle D’Artimesia herba alba sur deux souches de Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici.

En général, les résultats obtenus avec les différentes concentrations de 1’extrait

révelent que 1’activité inhibitrice croit au fur et @ mesure que la concentration augmente.

Une activité inhibitrice de 100% a été remarquée par 1’application d’une
concentration de 200 pl/ml (figure 13); la valeur de C150 semble étre proche aux environs

de concentration qui est : 0.1 % de I’extrait d’HE sur les deux souches F1 et F2.
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¥ tauxd'inhibition F1

| U tauxd'inhibition Fm

Figure 13: Taux d’inhibition de F1 et F2 en fonction de la concentration d’huile

essentielle d’A.herba alba.

Nous pensons que la différence entre leurs résultats et les nétres reviendrait a

I’échantillon, ’espece végétale et les souches fongiques testées.

Comme il a été decrit Amri et al., 2013 a étudié¢ I’effet des huiles essentielles des
Aiguilles et cones immatures de Biota orientalisL, 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 ceux d’ Amri, hous avons déduit que les HE d’Asteriscus graveolens ont

une efficacité importante que les HE de Biota oriontalis.

Saadoudi et Ledhem 2015 ont pu évaluer I’activité antifongique de I’huile essentielle
de Rhanterium adpressum qui appartient a la famille d’Asteriaceae vis-a-vis des trois
souches fongiques Fusarium oxysporum f.sp. Albedinis, Fusarium oxysporum f.sp.
Lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. pisi. Leurs résultats ont montré un pouvoir
antifongique important de cette huile essentielle. Les deux extraits d’HE (feuilles et fleurs)
ont présenté des CMI de20 pl/ml sur I’ensemble des souches étudiées. L’IC50 de I’HE des
fleurs et des feuilles est comprise entre 0,5 et 2ul/ml. Ces résultats sont en corrélation avec

les notres et ces plantes possedent des propriétés antifongiques plus au moins identiques.
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L’ensemble des résultats obtenus montre qu’il est possible d’envisager une
formulation fongicide contre les especes de Fusarium testées (F. oxysporum f.sp.
albedinis, F. oxysporum f.sp. lycopersici, F. oxysporum f.sp. pisi, F. culmorum) au moyen
de I’huile essentielle d’Asteriscus graveolens, a condition toutefois, de respecter une
méthodologie bien adaptée. Ensuite, il faut signaler qu’un certain nombre de facteurs
limitent 1’optimisation du potentiel fongicide de 1’huile essentielle. Il s’agit, entre autres,
du caractere volatile de cette derniére, qui peut contribuer a réduire son efficacité ; la

nature de 1I’émulsion et surtout les conditions de son application.

Vu 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 al., 2005).
Comme il a été montré dans des travaux antérieurs, il est possible que I’effet antifongique

des HE soit dii a d’autres facteurs.

Comme il a été considéré dans d’autres travaux (El Houiti, 2010 ; Sifi, 2010 ;
Benabed, 2011 ; Maamri, 2011 Aouissi, 2011), nous pensons, aussi, que 1’effet
antifongique observé, dans ces résultats serait di essentiellement a la nature des composés

majoritaires de I'HE et, un peu moins, a la nature de leurs composés minoritaires.

Ces auteurs soulignent aussi que d’autres facteurs peuvent influencer la variation de
I’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 isole,

issu de repiquages successifs ou bien d’une collection conservée).
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Conclusion

Conclusion générale

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
composés naturels bioactifs. Elles ont été exploitées sous différentes formes, de diverses
maniéres et pour les usages les plus variés. Alors ce travail s’intégre dans le cadre de la
mise en valeur d’une plante de la famille des astéraccées : Asteriscus graveolens qui est
une plante saharienne poussant a 1’état spontané en exploitant son huile essentielle obtenue
par hydrodistillation de la partie aérienne (fleurs) afin d’évaluer son activité antifongique

contre des souches phytopathogenes.

A T’issu des résultats obtenus, la teneur de 1’huile essentielle a été estimée a 1,16+0,2
ml/100g de matiére séche a savoir environ 11,6 ml/Kg de matiere séche. Le temps

nécessaire pour l'extraction de la totalité de 1’huile essentielle est de 2 a 3 heures.

Le pouvoir antifongique de I'huile essentielle montre que 1’inhibition de la croissance
mycélienne augmente avec la concentration des extraits, elle varie d'une espéce fongique a

I’autre selon la physiologie et la résistance de la souche testée.

Les résultats d’un suivit quotidien de la cinétique de la croissance mycélienne de
cing souches de Fusarium, traitées avec 1’huile essentielle d’Asteriscus graveolens révéle
une activité antifongique contre toutes ces souches. Par ailleurs, Il n’a été constaté que les
deux souches Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et Fusarium culmorum 124 et 319
étaient les plus inhibées et donc les plus sensibles, comparées aux souches de Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp. pisi.

La CMI déterminée pour I’ensemble de ces souches est égale a 20 pul/ml sur
I’ensemble des souches étudi¢es. Contrairement a 1’CI50 ou nous constatons une variabilité
entre les souches étudi¢es. La CISO de I’HE est comprise entre 0.5 et 1 pl/ml. Nous
constatons, ainsi, que cette huile essentielle présente, In Vitro, une activité antifongique

intéressante.

Malgré I’importance biologique et médicinale d’Asteriscus graveolens, cette espéece
n’a pas été beaucoup étudiee auparavant. Pourtant, la présente étude a demontre sa valeur

comme un produit naturel a intérét considérable dans le domaine phytopharmaceutique.
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De tels résultats ouvrent I’opportunité de pousser les recherches scientifiques afin de
tester I’action de cette huile essentielle dans des mod¢les plante-agent pathogéne ; ca

constitue des enjeux socio-¢conomiques trés importants, pour 1’agriculture.

En fin, des essais complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer
les performances mises en évidence.
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Composition du milieu de culture

1. Potatoes dextrose Agar (PDA)

Infusion de pomme de terre ---------------- 200 ml
Glucose 159
Agar-agar --------- 209
Eau distillée -------------m-mmmmm e gsp 1L

2. Solution d’Agar 0,2%
Agar-agar 29

Eau distillée gsp 1L




1 pl/ml

Témoin

20 pl/ml 4 pl/ml

Foa

20 pl/ml

Fol




20 pl/ml

D

10 pl/ml

20 pl/ml 10 pl/ml

4 pl/ml

Fc 319

Figure 14 : Photos illustrants I’effet d’HE a differentes concentrations sur la croissance
des souches testées. Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (Foa), Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (Fol), Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) et Fusarium culmorum 319.




Titre du mémoire : Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles d’une espéce d’astéracées vis-a-vis de
cing souches de Fusarium.

Nom : Gueffaf et Kiboub Prénom : Hadjer et Samah  Encadreur : ELHOUITI Fatiha
Résumé :

La fusariose est une maladie courante des végétaux causée par le genre Fusarium .Dans le but de chercher d’autres
alternatives de lutte contre ce champignon phytopathogéne, nous étudions dans ce travail le pouvoir antifongique de
I’huile essentielle d’Asteriscus graveolens. Cette activité a été recherchée in vitro, sur un milieu solide gélosé par la
méthode de contact direct vis-a-vis de cing souches du genre Fusarium.

L’huile essentielle a été extraite par hydrodistillation de la partie aérienne (fleurs) de la plante. La teneur de notre
échantillon, en huile essentielle est de 1,16+0,2 mI/100g de matiére séche a savoir environ 11,6 ml/Kg.

L’huile a été testée a différentes concentrations et les résultats montrent que I’inhibition de la croissance mycélienne
augmente avec la concentration des huiles essentielles, elle varie d'une espéce fongique a une autre. L’évaluation de
I’activité antifongique a permis d’obtenir des valeurs de CMI de 20ul /ml et I’IC50 varie entre 0.5 et 1 ul /ml.

Mots clés : huiles essentielles, activité antifongique, Fusarium, CMI, CI50.
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Memory title: Evaluation of the antifungal activity of essential oils of a species of Asteraceae vis-a-vis five Fusarium
strains.

Name: Gueffaf et Kiboub  First name: Hadjer et Samah Directed by: ELHOUITI Fatiha
Abstract:

Fusarium head blight is a common disease of plants caused by the genus Fusarium. In order to seek alternatives to fight
this phytopathogenic fungi, we study in this work the anti-fungal power of Asteriscus graveolens essential oil. This
ability has been realized in vitro on a agar solid medium by the method of direct contact with five strains of Fusarium
genus.

The essential oil was extracted by steam distillation of the aerean part of the plant (flowers). The essential oil content is
about 1.16+0.2 ml / 100g of material dry, approximately 11.6 ml/kg.

The oil has been tested at different concentrations and the results show that the inhibition of mycelial growth increases
with the concentration of essential oil, it varies from one fungal specie to another. The MIC values have been estimated at
20 pl/ml and the 1C50 varies between 0.5 and 1 pl/ml.

Key words: essential oils, antifungal activity, Fusarium, CMI, IC50.







