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Annexe 1

Fiche technique du fongicide étudié

Matieére active : Hexaconazole 50/1
Formulation : Suspension concentrée
Famille chimique : Triazole
Formule chimique :C,4H,,C,N;0,

Activité : Fongicide systémique, il est a la fois préventif et curatif. Il est
actif sur un grand nombre de champignons parasites (Basidiomycetes,
Ascomycetes, Deutéromycetes) rencontrés en grandes cultures, vignes,

cultures arboricoles et légumicres.
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Annexe 2

Tableau 1 : Diamétre des colonies de mycélium (cm) sous 1’effet de 1’huile essentielle

de la lavande

Le FOC jaune
La date T Cl C2 C3 C4 C5
12-06-2015 0,4 , 0,5 0,5 0,6 0,4
14-06-2015 0,8 1 0,8 0,8 0,9 0,6
16-06-2015 1,6 1,1 1,2 1,5 1,1 1
Le FOC blanc
La date T Cl C2 C3 C4 C5
12-06-2015 1 0,6 0,7 0,5 0,4 0,5
14-06-2015 1,8 1,2 1,3 1 1,1 1,1
16-06-2015 2,4 1,6 2,1 1,6 1,5 1,5

Tableau 2 : Diamétre des colonies de mycélium (cm) sous 1’effet de 1’huile essentielle
d’eucalyptus

Le FOC jaune
La date T C2 C3 C4 C5
12-06-2015 0,4 , 0,2 0,5 0,2 0,4
14-06-2015 0,8 , 0,7 0,9 0,6 0,7
16-06-2015 1,6 1 1 1 1 1
Le FOC blanc
La date T Cl C2 C3 C4 C5
12-06-2015 1 0.5 0,3 0,8 0,4 0,4
14-06-2015 1,8 1,5 1,3 1,2 1,4 0,7
16-06-2015 2.8 2,3 1,9 1,8 2 1,6

Tableau 3 : Diameétre des colonies de mycélium (cm) sous I’effet du produit chimique

La date T blanc FOC blanc FOC jaune T jaune
12-06-2015 1 0,4 0 0,4
14-06-2015 1,8 0,9 0 0,8
16-06-2015 2.4 1,3 0 1,6
Tableau 4 : Taux d’inhibition du FOCd’H E de la lavande
Les concentrations %Foc blanc %Foc jaune

Cl 24,5 35,7

C2 37,5 32,1

C3 32,1 14,2

C4 32,1 35,7

Cs 51,5 25
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Tableau AS: Taux d’inhibition du FOC d’H E de I’eucalyptus

Les concentrations %Foc blanc %Foc jaune
Cl 34,6 3,5
C2 21,1 10,7
C3 40,3 0
C4 42,3 7,1
C5 40,3 28,5
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Chapitre III : Résultats et discussions

111 .1. Evaluation de P’activité antifongique des extraits végétaux et du

fongicide de synthése sur isolats fongique choisi

III .1.1 Activité antifongique de I’huile essentielle de Lavandula officinalis sur les

souches tests (FOC blanc et FOC jaune)

L‘étude du pouvoir antifongique de I’extrait de 1’huile essentielle formulée issu de
la lavande (Lavandula officinalis) a été évaluée in vitro sur deux isolats fongiques de

Fusarium oxysporum f:sp.ciceris (FOC), en utilisant la méthode d‘activité volatile.

Il apparait d’apres le tableau III.1 et la figure IIL.1., que I’extrait de 1’huile
essentielle formulée de 1’espece étudiée (Lavandula officinalis) et le fongicide chimique
(Hexaconazole) ont eu des activités variables sur les souches pathogenes testées et se
sont révélés efficace sur les isolats fongiques étudiés, se traduisant par une inhibition de
la croissance mycélienne du champignon phytopathogéne qui varie selon la souche

fongique, le type de traitement et la concentration.

Tableau III.1 :Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des deux souches fongiques
étudiées de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC) sous 1’effet de I’huile essentielle

formulée de Lavandula officinalis et un fongicide chimique appliqués

Traitement HE de la lavande Fongicide
Concentration Cl1 | C2 | C3 | C4 )| C5 DH
FOC blanc 25 | 38 | 32 | 32 | 52 50
FOC jaune 36 | 32 14 | 36 | 25 100
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Chapitre III : Résultats et discussions

Fusarium oxysporufm FL.3p. cicen (FOch)

Fusarium oxysparum f.sp. cicerd (FOC)

Figure I1IL.1. :Pouvoir antifongique de I’huile essentielle formulée de Lavandula
officinaliset fongicide chimiquevis-a-visFusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC)
représentés par 1‘inhibition de la croissance mycélienne (ORIGINALE, 2015).
(T : témoin, C1 : Concentration a 0,02% ; C2 : Concentration a 0,05% ; C3 : Concentration
2 0,1% ; C4 : Concentration a 0,2% ; C5 : Concentration a 0,5%)

III.1.1.1 Taux d’inhibition de I’huile essentielle formulée de Lavandula officinalis a
différentes concentrations ainsi que le fongicide chimique vis-a-vis des deux

souches testées (FOC blanc et FOC jaune)

Les taux d’inhibition de I’huile essentielle formulée de Lavandula officinalis a
différentes concentrations et le fongicide chimique (Hexaconazole) a la dose
homologuée vis-a-vis des deux souches testées de Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris

(FOC blanc et FOC jaune) sont consignés dans la figure I11.2.

L’huile essentielle formulée ainsi que le fongicide chimique ont eu des activités
variables sur les souches pathogenes testées. Le FOC blanc est la souche la plus sensible
a P’huile essentielle formulée étudide. Les différentes concentrations appliquées ont
donné des taux d’inhibition proche de 40% sauf la boite de pétri contenant une

concentration de 0,5% qui a révélé un taux d’inhibition supérieur a 50%.
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Chapitre III : Résultats et discussions

Concernant le FOC jaune, I’huile essentielle formulée de Lavandula officinalis a
donné des taux d’inhibition inférieurs a 40% pour des différentes concentrations
0,02% ; 0,05% ; 0,1% ; 0,2% jusqu’a 0,5%. Les concentrations C1 et C4 ont enregistré
un taux d’inhibition similaire (36%) qui est le plus efficace contre cette souche par

rapport autres concentrations.

Quant au fongicide appliqué, les deux souches sont révélés sensible avec une

inhibition totale (100%) pour le FOC jaune et une inhibition de 50% pour le FOC blanc.
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Figure I11.2. : Taux d’inhibition de I’huile essentielle formulée de Lavandula officinalis
a différentes concentrations ainsi que le fongicide chimique vis-a-vis des deux souches
testées (FOC blanc et FOC jaune)

(DH : Dose homologuée du fongicide, C1 : Concentration a 0,02% ; C2 : Concentration a
0,05% ; C3 : Concentration a 0,1% ; C4 : Concentration a 0,2% ; C5 : Concentration a
0,5%)

III .1.2 Activité antifongique de I’huile essentielle formulée de 1’Eucalyptus

globulus et le fongicide chimique sur les souches tests (FOC blanc et FOC jaune)

L*étude du pouvoir antifongique de I’extrait de 1’huile essentielle formulée issu de
I’eucalyptus (Eucalyptus globulus) a été évaluée in vitro sur deux isolats fongiques de

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC), en utilisant la méthode d*activité volatile.

Il apparait d’apres le tableau III.2 et la figure III.3, que I’extrait de I’huile
essentielle formulée de 1’espece étudiée (Eucalyptus globulus) et le fongicide chimique
(Hexaconazole) ont eu des activités variables sur les souches pathogenes testées et se

sont révélés efficace sur les isolats fongiques étudiés, se traduisant par une inhibition de



Chapitre III :

la croissance mycélienne du champignon phytopathogéne qui varie selon la souche

fongique, le type de traitement et la concentration.

Tableau IIL.2: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des deux souches

fongiques étudiées de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC) sous I’effet de I’huile

Résultats et discussions

essentielle formulée d’Eucalyptus globulus et un fongicide chimique appliqué

Traitement HE de ’eucalyptus Fongicide
Concentration C1 | C2 | C3 | C4 | C5 DH

FOC blanc 35 21 40 42 40 50

FOC jaune 3,5 11 0 7,1 | 29 100

Figure I11.3. : Pouvoir antifongique de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus
globulus et le fongicide chimique vis-a-vis Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (FOC)
représentés par |‘inhibition de la croissance mycélienne (ORIGINALE, 2015).

(T : témoin, DH : Dose homologuée du fongicide, C1 : Concentration a 0,02% ; C2 :
Concentration a 0,05% ; C3 : Concentration a 0,1% ; C4 : Concentration a 0,2% ; C5 :
Concentration a 0,5%)

Fusarium axysporum fL.sp. cfcert (FOCh)

Fusarium oxysporum f.s5p. ciceri (FOC)
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Chapitre III : Résultats et discussions

II1.1.2.1 Taux d’inhibition de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus a
différentes concentrations ainsi que le fongicide chimique vis-a-vis des deux

souches testées (FOC blanc et FOC jaune)

Les taux d’inhibition de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus a
différentes concentrations et le fongicide chimique (Hexaconazole) a la dose
homologuée vis-a-vis des deux souches testées de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

(FOC blanc et FOC jaune) sont consignés dans la figure I11.4.

L’huile essentielle formulée ainsi que le fongicide chimique ont eu des activités
variables sur les souches pathogeénes testées. Le FOC blanc est la souche la plus sensible
a I’huile essentielle étudiée. Les différentes concentrations appliquées ont donné des
taux d’inhibition qui varient de 20 a 40 %, le d’inhibition taux le plus marqué est celui

de la concentration C4 (42%).

Concernant le FOC jaune, I’huile essentielle d’Eucalyptus globulusa donné des
taux d’inhibition inférieur a 30% pour les différentes concentrations avec 0%
d’inhibition pour C3, inférieur a 10% pour la C1 et 11%pour la C2 et enfin, la C5 est la

concentration qui a révélé un taux d’inhibition le plus important qui est proche de 30%.

Quant au fongicide appliqué, les deux souches sont révélés sensible avec une

inhibition totale (100%) pour le FOC jaune et une inhibition de 50% pour le FOC blanc
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Figure I11.4. : Taux d’inhibition de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus a
différentes concentrations ainsi que le fongicide chimique vis-a-vis des deux souches
testées (FOC blanc et FOC jaune)

(DH : Dose homologuée du fongicide, C1 : Concentration a 0,02% ; C2 : Concentration a
0,05% ; C3 : Concentration a 0,1% ; C4 : Concentration a 0,2% ; C5 : Concentration a
0,5%)

I11.2. Etude comparée de Dactivité fongicide des huiles essentielles
formulées de Lavandula officinalis et Eucalyptus globulus

Nous avons utilis€¢ le modele général linéaire (G.L.M.) de maniere a étudier la
variation temporelle (a 2 , 4 et 6 jours) des taux d’inhibition de la croissance mycélienne
des différentes souches phytopathogeénes en fonction des différentes concentrations des
huiles essentielles formulées de Lavandula officinalis et Eucalyptus globulus appliquées
et a la dose homologué du le fongicide chimique (Hexaconazole). L’ensemble des

résultats d’analyses est consigné dans le Tableau III1.3 et la figure IIL.5.

Tableau III. 3 : Modele G.L.M. appliqué aux essais de traitements sur la croissance

mycélienne.

Source Somme des carrés | DDL | Moyen des écarts | F-ratio P
Traitements 432,876 1 432,876 9,933 0,003*
Souches 955,044 3 318,348 7,305 | 0,001%**
Concentration 6117,101 2 3058,550 70,185 | 0,000%**

N.S.: non significative, * : Probabilité significative a 5 % ; ** : Probabilité significative a 1 % ; *** : Probabilité
significative a 0,1 %.
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Chapitre III : Résultats et discussions

Le tableau ci-dessus désigne que la nature biologique des matieres actives
présente un effet significatif sur la variabilité des taux d’inhibition de la croissance
mycélienne des différentes souches du champignon phytopathogene ¢dtudié (F-
ratio=9,933 ; p=0,003; p<0,05). Par ailleurs, le facteur souche révele une différence
fortement significative sur les taux d’inhibition de leur croissance mycélienne (F-
ratio=7,305 ; p=0,001; p<0,05). Le facteur concentration révele 1’existence d’une
différence tres hautement significative des taux d’inhibition de la croissance mycélienne

avec les valeurs (F-ratio=55,816 ; p=0,000 ; p<0,001).
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Figure IIL5 : Etude comparée des taux d’inhibition de la croissance mycélienne deux
souches phytopathogenes sous I’effet de I’activité fongicide des huiles essentielles
formulées de Lavandula officinalis, Eucalyptus globulus et le fongicide chimique

(Hexaconazole).

Les résultats obtenus de I’effet des deux huiles essentielles sur I’ensemble des
souches du champignon étudié¢ montrent que I’huile essentielle formulée de Lavandula
officinalis enregistre un pourcentage d’inhibition plus important chez le FOC blanc soit
(PI<50%) et génere une action inhibitrice moins importante sur le FOC jaune soit
(PI<36%). A propos de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus, cette
derniére offre un taux d’inhibition plus faible chez le FOC jaune soit (PI<30%) et
montre que du FOC blanc présente une nette sensibilité a I’égard de cette molécule avec
un taux d’inhibition supérieur a 40%. Enfin, le fongicide chimique le taux d’inhibition

été total (100%) pour le FOC jaune et 50% pour le FOC blanc (Figure I11.6).
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Figure IIL5 : Etude comparée des taux d’inhibition de la croissance mycélienne deux
souches phytopathogénes sous 1’effet de 1’activité fongicide des huiles essentielles
formulées a différentes concentrations de la Lavandula officinalis, I’Eucalyptus
globulus et fongicide chimique.

(DH : Dose homologuée du fongicide, C1 : Concentration a 0,02% ; C2 : Concentration a
0,05% ; C3 : Concentration a 0,1% ; C4 : Concentration a 0,2% ; C5 : Concentration a
0,5%)

II1.3. Discussion générale

Les plantes sont capables de produire des substances naturelles treés variées. En
effet, en plus des métabolites primaires classiques (glucides, protéines, lipides, acides
nucléiques), elles synthétisent et accumulent perpétuellement des métabolites
secondaires dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représente une source immense de molécules exploitables par 'homme dans des
domaines aussi distincts que la pharmacologie, l'agroalimentaire ou encore en
agriculture dans le cadre de la phytoprotection (AUGER et THIBOUT, 2002 ;
HADDOUCHI et BENMANSOUR, 2008).

Actuellement, les extraits bruts des plantes commencent a avoir un intérét tres

prometteur comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Les extraits
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Chapitre III : Résultats et discussions

végétaux font l‘objet d‘études pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour

les traitements insecticides, bactéricides, nématicides et fongicides (YAKHLEF, 2010).

Dans le présent travail, 1‘activité antifongique des espéces végétales étudiées
(Lavandula officinalis et Eucalyptus globulus), constitue une étude préliminaire sur la

recherche de nouvelles molécules bioactives a intérét pesticide.

Les résultats des tests du pouvoir fongicide sont intéressants du fait qu‘ils
constituent une premiere initiative de recherche sur des plantes aromatiques médicinales
d‘intérét agronomique. Ces résultats ont montré une efficacité élevée entre les différents
extraits en relation avec la nature de 1‘extrait (biologique et chimique) et sa
concentration (C1: Concentration a 0,02% ; C2: Concentration a 0,05% ; C3:
Concentration a 0,1% ; C4 : Concentration a 0,2% ; C5 : Concentration a 0,5%). Ces
résultats préliminaires expliquent et confirment que les plantes étudiées possedent des

propriétés biocides appréciées.

Toutefois, il est a signaler une différence d‘action entre les extraits considérés qui
pourrait étre expliquée par une diversité de composition chimique et une dissemblance
quantitative et qualitative entre les deux especes végétales. D‘une maniere générale, la
différence d‘action entre les deux especes végétales a été significative. Cela peut étre
expliqué par le fait que cette différence d‘action obtenue dans cette présente étude est
par le fait que les plantes produisent des métabolites secondaires spécifiques qui
appartiennent a certaines classes connues pour avoir ce type d‘activité telles que; les

composés phénoliques et les terpénoides (STAVRIANAKOU et al., 2005).

Les extraits des huiles essentielles formulées a différentes concentrations de
Lavandula officinalis, Eucalyptus globulus ainsi que le fongicide chimique ont montré
un fort pouvoir antifongique sur les deux souches étudiées, donnant des résultats en

pourcentage d‘inhibition de la croissance mycélienne compris entre 0% et 52%.

Cependant, il s‘est avéré que les deux I’huiles essentielles €tudiées (la lavande et
I’eucalyptus) ont eu des activités variables sur les souches fongiques testées. Cette
activité antifongique est due probablement au type et a la structure moléculaire des
composants actifs présents dans I’HE. Ainsi in vitro, une activité antimicrobienne plus

¢levée des terpenes oxygeénés en comparaison des terpénes hydrocarbures a été observée
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(OH et al., 1967; GRIFFIN et al., 1998; DORMAN et DEANS, 2000; COX et al.,
2000).

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools,
phénols, composés terpéniques et cétoniques) et les possibles effets synergiques entre
les composants. Ainsi la nature des structures chimiques qui la constituent, mais aussi
leurs proportions jouent un role déterminant. Il est cependant probable que les composés
minoritaires agissent de maniere synergique. De cette maniére, la valeur d’une huile
essentielle tienne a son « totum », c’est a dire dans I’intégralité de ses composants et

non seulement a ses composés majoritaires (LAHLOU, 2004).

Les molécules réputées actives sont des terpénoides, car les hydrocarbones saturés
et les acétates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de
liaisons hydrogeéne et de leur faible solubilité (GRIFFIN, 1999 ; WYLLIE et al.,
1999).

Des composés chimiques qui ont une grande efficacité et a plus large spectre sont
présents dans I’huile essentielle formulée de Lavandula officinalis et Eucalyptus
globulus, ce qui explique Dl’activité de cette derniére sur les deux souches du
champignon phytopathogene, phénols (1,8 cinéole, carvacrol, octanol, ..) des alcools,
(a- terpineol, terpinen-4-ol, linalol),des aldéhydes, des cétones (Camphor, etc. )

(DORMAN et DEANS, 2000).

CHU et KEMPER(2001) ont montré que le pouvoir antifongique est lié aux
composants volatils d’huile de la lavande et qui sont : I’a pinéne, B pinéne, P ciméne et
1,8 Cinéole. Ces composants sont présents dans I’huile essentielle de Lavandula
officinalis avec la prédominance de 1,8 cineole avec une concentration de 13.25%. Le
linalool qui est un composant majeur de I’huile essentielle de Lavandula officinalis est
connu par son activité¢ antifongique (SVOBODA et HAMPSEN, 1999). D’apres
DORMAN et DEANS (2000), quelques composés aromatiques possedent des activités
fongistatiques dont certains sont des composants de 1’huile essentielle de Lavandula

officinalis (le Limonene, B pinéne et le comphor).

Certains composants de 1’huile essentielle de Lavandula officinalis sont connus

par leurs effets fongicides comme carvacrol, et linalol (DORMAN et DEANS, 2000),
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Chapitre III : Résultats et discussions

ce qui explique I’effet fongicide de cette huile vis-a-vis les deux souches étudiées de

Fusarium oxysporum f.sp.cicier.

Un des facteurs intervenant sur 1’intensité de 1’action antifongique de I’HE est la
dose appliquée : ceci a été¢ généralement observé in vitro (DO AMARAL et al.,
1998;EVANS et MARTIN, 2000; CASTILLEJOS et al., 2006). Ceci a ¢été évident
dans notre étude, on a remarqué que le taux d’inhibition a été augmenté avec
I’augmentation des concentrations des huiles essentielles formulées de Lavandula

officinaliset Eucalyptus globulus.

Certains champignons sont plus résistants vis-a-vis de I’huile essentielle de
Lavandula officinalis par rapport aux autres. Dans notre étude I’huile essentielle
formulée de la Lavandula officinalis a présenté des effets différents sur les deux souches
avec un taux d’inhibition plus important chez le FOC jaune par rapport au FOC blanc.
Contrairement a I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus qui a enregistré une
efficacité meilleur chez le FOC blanc par rapport au FOC jaune. MAGAN et OLSEN
(2004) ont montré 1’existence de cette différence de sensibilité a I’huile entre différentes
especes appartenant aux mémes genres et entre les diverses structures fongiques du

méme genre: spores, sclérotes et fragments mycéliens.
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Chapitre I Synthése bibliographique

I.1. Les champignons phytopathogénes

I.1.1. Généralités sur les champignons phytopathogénes

Les champignons encore appelés fungi ou Mycetes constituent un phylum a part
entiere parmi les eucaryotes, ils sont responsables de prés de la moitié des maladies

connues a ce jour chez les plantes cultivées (LE POIVRE, 2003 et BOIRON, 2005).

Les champignons sont des microorganismes appartenant au régne des Fungi ou
Eumycota, pluricellulaires ou unicellulaires (levures). Ils possedent une paroi cellulaire
chitineuse, ils sont a caracteres hétérotrophes, ubiquistes possédant un noyau défini avec
une membrane nucléaire et des chromosomes associés a des histones (SEMAL, 1993 ;

BOUCHET et al., 1999 et BOIRON, 2005).

Les filaments mycéliens formant les thalles peuvent étre organisés en cellules, ce
sont les hyphes rencontrés chez les formes les plus évoluées (Septomycetes qui
regroupent les Ascomycetes et les Basidiomycetes), ou présentent une structure
coenocytique, ce sont les tubes ou siphons, qui se rencontrent chez les champignons
inférieurs (Phycomycetes, Zygomycetes et Trichomycetes) (ROBERT et CATESSON,
2000).

Les filaments ou les hyphes s‘associent pour former le mycélium, ces hyphes
restent généralement indifférenciés et organisés. Seuls quelques groupes fongiques sont
capables de produire certaines structures différenciées de leurs filaments végétatifs
(vésicules, chlamydospores, boucles ou des sclérotes) (BOUCHET et al., 1999 et
BOIRON, 2005).

I.1.2. Les différents mécanismes de parasitisme chez les champignons

phytopathogénes

Les mécanismes de parasitisme chez les champignons sont diversifiés. Certains de
ces champignons sont des parasites biotrophes obligatoires, associés a leur plante hote
tout au long de leur cycle de vie (les agents des rouilles, de 1°‘0idium), tandis que
d‘autres parasites biotrophes facultatifs (les agents des charbons) n‘infectent les plantes
que pour accomplir une partie de leur cycle, généralement pour effectuer la

reproduction sexuée (SABBAGH, 2008). De nombreux champignons sont
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nécrotrophes, tuant les cellules hotes grace a leur batterie de génes d‘agressivité; toxines
spécifiques ou non spécifiques, sécrétion d‘enzymes lytiques, protéases et inhibiteurs de
protéases. Ils peuvent ainsi récupérer les nutriments sur les débris de la structure
végétale (SABBAGH, 2008). Cependant, il existe aussi de nombreux champignons
appelés hémi-biotrophes qui utilisent une combinaison de stratégies. Ceux-ci adoptent
d'abord une infection biotrophique et par la suite causent des dommages plus importants
et la mort des cellules au fur et a mesure que l'infection progresse et la sporulation

commence (DICKINSON, 2003).

Les mécanismes biochimiques impliqués dans le pouvoir pathogéne sont
regroupés en fonction de 1'étape du cycle infectieux ou ils interviennent, c'est-a-dire;
adhésion et pénétration, reconnaissance par la plante hote, colonisation et sporulation

(DICKINSON, 2003).
I.1.3. Cycle parasitaire des champignons phytopathogénes
1.1.3.1 Adhésion des spores et pénétration dans la plante

Les spores fongiques véhiculées par I'eau, la pluie ou le vent, arrivent a la surface
des plantes. Dés leur premier contact, les spores adherent fortement a la surface de la
plante. Apres leur adhésion, les spores germent et émettent des tubes germinatifs qui
parcourent la surface de la plante en la modifiant a I'aide d'enzymes de dégradation des
parois végétales telles que ; les protéases, les pectinases dont les plus produites les endo
et exo-polygalacturonases, pectine lyases, polymethyl- galacturonases ; les cellulases et
les cutinases (DEISINGH et al., 1992). Ce processus d‘adhésion des spores dure 30
minutes chez la plupart des champignons phytopathogeénes (DICKINSON, 2003).

Dans la plupart des cas, les hyphes mycéliens issus de la germination des spores,
différencient rapidement un organe de pénétration appelé 1’appressorium (EMMET et
PARBERY, 1975). Cette différenciation dépend de nombreux stimuli externes comme
la présence de surfaces hydrophobes ou des topologies particulieres (stomates, poils,

etc...) (HGCH et al., 1987; HOCHH et STAPLESR, 1991 et LEE et DEAN, 1993).
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1.1.3.2. Spécificité de ’hote et reconnaissance par la plante hote

La plupart des champignons ne sont capables d'attaquer qu'un petit nombre de
plantes ou de cultivars. Les interactions entre la plante et le champignon intervenant
dans cette spécificité a lieu dans les premieres cellules infectées, juste apres la
pénétration. La spécificité de 1’hote de certains champignons dépend de leur capacité a
produire des toxines sélectives (ANONYME, 2007). Ces toxines sécrétées pendant et
apres la phase de pénétration ne sont toxiques que pour la plante-hote du champignon

phytopathogene (WALTOJN et PANACCIONE, 1993).
1.1.3.3. Colonisation de la plante-hote

Lorsque le champignon €chappe au systeéme de reconnaissance de la plante, il peut
continuer sa progression dans les tissus. Au cours de cette phase, le champignon est en
condition de déficience nutritionnelle. Le champignon doit aussi faire face aux réactions
de défense qu'il a lui-méme déclenché lors de sa progression dans la plante. Certains
champignons sont ainsi capables de détoxifier les composés fongitoxiques produits par
la plante comme les phytoalexines ou les protéines PR (pathogenenesis related). Cette
¢tape de reconnaissance plante-champignon est primordiale pour le succes de
l'infection, car seuls les champignons qui n'auront pas été reconnus par les nombreux
genes de résistance de la plante pourront continuer leur processus infectieux. Cette
reconnaissance fait intervenir d'une part un gene de virulence du champignon et d'autre
part un geéne de résistance de la plante c’est le type de relation dite « géne pour géne »

(DE WIT, 1992).
1.1.3.4. Sporulation

L'étape finale du cycle infectieux correspond au moment ou le champignon
différencie ses organes de reproduction asexuée ou sexuée, et libére des spores qui
dissémineront la maladie (DICKINSON, 2003). La propagation des champignons de
plante a plante est généralement réalisée grace a la transmission des spores. Cette étape
de dissémination des spores fongiques peut étre effectuce sur de longues distances par le
vent et les courants d'air, ou bien, elles peuvent étre déposées dans le sol et rester
viables mais inactives jusqu'au déclenchement de la germination, qui se fait souvent par
le biais de la détection de la présence de plantes hotes potentielles dans

I‘environnement. Les cycles de vie des champignons et les différentes étapes produisant
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des spores se font souvent par le biais de processus complexes et varient beaucoup entre

les especes (DICKINSON, 2003).

I.1.4. Maladies fongiques dues aux champignons phytopathogénes et impact

économique

Le nombre d’especes fongiques est estimé a 1,5 millions dont environ 105 sont
décrites (ANONYME, 2007). Parmi ces especes connues, plus de 15 000 (soit 15% de
toutes les especes connues) sont responsables de maladies chez les plantes dont la
majorité appartient a la classe des Ascomycota et Basidiomycota et seulement une
centaine est pathogéne pour 1'homme et les animaux (HAWKSWORTH et al., 2001;
DICKINSON, 2003 et HIBBETT et al., 2007). Les symptomes pouvant apparaitre
apres attaque de champignons sont tres vari€s: des pourritures, des nécroses, des

flétrissements ou des Chloroses... (GUPTA, 2004 et SAMBAMURTY, 2006).

En agriculture, les pertes annuelles mondiales de récoltes dues aux maladies
fongiques de pré et post récolte dépassent 200 milliards d'euros, et aux Etats-Unis
seulement, plus de 600 millions de dollars sont annuellement dépensés aux fongicides

pour les traitements des cultures attaquées (ARORA et al., 2004).
I.1.5. La Fusariose

Plusieurs genres de champignons telluriques sont capables d’infecter les racines
de plantes sauvages et cultivées et de causer des dégats importants. Il s’agit notamment
de Rhizoctonia, Verticillium et Fusarium; a ce groupe on peut ajouter des oomycetes
tels que Phytophthora, Pythium et Aphanomyces. L’ensemble des ces microorganismes
cause des maladies soit de pourriture racinaire soit de flétrissement di a 1’obstruction
des vaisseaux conducteurs (AGRIOS, 2005). Les especes de Fusarium provoquent de
maladies qui entrainent des pertes économiquement importantes comme le flétrissement
vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet chez des plantes cultivées au champs et

en serre (FRAVEL et al., 2003).

F. oxysporum Schlecht est un habitant du sol ou il croit sur des débris de plantes
ou survit en forme de chlamydospores. Les chlamydospores restent dormantes et
immobiles jusqu’a la stimulation de la germination par des substrats organiques ou

exsudats racinaires. Suite a la germination, il y a formation d'un mycélium. Si les



Chapitre I Synthése bibliographique

conditions sont favorables, le thalle produit des conidies (SNYDER et HANSEN,
1940; BECKMAN et ROBERTS, 1995 et AGRIOS, 2005). En présence d’une plante
hoéte, le mycélium envahit les racines suite a la pénétration de 1"épiderme (BECKMAN
et ROBERTS, 1995) et on observe le développement des symptomes de la maladie
chez la plante. A c6té des souches pathogenes, ils existent des isolats non pathogeénes
qui colonisent les racines des plantes sans induire des symptomes de maladie

(STOVER, 1970).

L’espece F. oxysporum peut infecter un grand nombre de plantes, souvent de
fagon trés spécifique. Plus de 120 formae speciales et races ont été ainsi identifiées,

basées sur leur spécificité d’hotes (ARMSTRONG et ARMSTRONG, 1981).

Les symptomes causés par F. oxysporum se traduit par des chancres mous, brun
foncé ou noirs, sur la tige, en général au niveau des nceuds ou des plaies. Ces chancres
peuvent faire le tour de la tige dans les derniers stades de la maladie. Une tache brun
foncé colore l'intérieur de la tige et peut s'étendre sur une longueur considérable (Figure.
I.1). Sur les Iésions, des structures de couleur cannelle ou orange pale, minuscules (< 1
mm de diametre), en forme d'ampoule (les périthéces) qui sont les fructifications du
champignon pathogéne. Les chancres de la tige entravent le passage de 1'eau vers le haut

de la plante, qui, mal irriguée, finit par flétrir et mourir (BLANCARD, 2009).
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Figure 1.1. : Dégats et symptomes de F. oxysporum f. sp ceceris (a : sur plant entier ; b :

sur coup longitudinal de la tige) (CNNINGTON,2009).

c: Dégats et symptomes de F. oxysporum f. sp. radicis- lycopersici sur tomate
(BLANCARD, 2009).

1.1.5.1. Taxonomie

Le genre Fusarium appartient au phylum des Deutéromycetes (champignons
imparfaits), car la plupart des especes ¢taient d’abord décrites sur la base de caracteres
morphologiques et une reproduction sexuée n’a pas été observée. Ces formes
imparfaites (anamorphes) sont caractérisées par un mycélium septé et la production de

conidies hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres; elles sont
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classées dans le groupe des Moniliales (LEPOIVRE, 2003). De plus, Fusarium produit
des macroconidies composées de 2 a plusieurs cellules. Leur forme recourbée typique
avec une cellule apicale plus ou moins pointue est un des critéres d’identification des
représentants du genre; dans beaucoup d’espéces on observe une cellule basale en forme
de pied (SEIFERT, 2001). La production de métabolites secondaires et notamment de
toxines (mycotoxines et phytotoxines) est courante parmi les Fusarium, et le profil de

ces composés peut tre utilisé pour la classification des espéces (THRANE, 2001).

Ainsi, Fusarium oxysporum est considéré comme ascomycete bien que le stade
sexuel doit étre encore trouvé. Il est proposé d’étre plutét proche du groupe
téléomorphique Gibberella que Nectria (DI PIETRO et al., 2003 et MICHIELSE et
REP, 2009).

1.1.5.2. Biologie de F. oxysporum

Dans un milieu de culture solide, comme le milieu PDA, les différentes formes
spéciales de F. oxysporum peuvent varier d’apparence. Généralement, au début de la
croissance, le mycélium aérien est blanc et peut ensuite changer vers une grande variété
de couleurs (du violet jusqu’au pourpre foncé) selon la souche de F. oxysporum (ou
forme spéciale). Si les sporodochiums (amas de conidiophores provenant d’un stroma
ou masse d’hyphes) sont abondants, la culture apparaitra couleur créme ou orange

(SMITH et al., 1988).

C’est aussi le type de spore qui est observé plus fréquemment a l'intérieur des
vaisseaux des plantes infectées. Les microconidies de F. oxysporum ont souvent la
forme dune virgule ou sont ellipsoidales (AGRIOS, 2005 ; NELSON et al., 1983). Les
macroconidies sont composées de trois jusqu’a cinq cellules, elles sont pointues et
courbées jusqu’au bout. Ces spores peuvent étre observés dans des sporodochiums a la
surface des plantes qui ont été tués par le pathogene (SCHIPPERS et VAN ECK,
1981 ; NELSON et al., 1983 et AGRIOS, 2005). Les chlamydospores sont des spores
rondes d’une ou deux cellules, entourées d’une paroi €paisse plus ou moins pigmentée.
Elles sont observées au milieu des hyphes ou en position terminale, souvent en forme de
paires, quelques fois en triplets et rarement en forme rassemblée (NELSON et al., 1983

et AGRIOS, 2005).

10
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1.2. Fusarium oxysporum f.sp.ciceris (FOC)

1.2.1. Historique :

Fusarium oxysporum a été décrit pour la premicre fois par MATUO et
ISHIGAMI en (1958) a partir d’une plante soufrant du flétrissement vasculaire
S.melongena (Solanaceae). Tel que cité par plusieurs auteurs, I’agent causal responsable
du flétrissement du pois chiche est Fusarium oxysporum f. sp. ciceris Snyd et Hansen
(NENE et al.,, 1978 ; HALILA et al.,1984 ; SHARMA et GUPTA,1983 et
CABRERA et al.,1985), signalé depuis 1910 (ERWIN,1958). Le diagnostic de cette
maladie n’a été complété qu’en 1940 par padwick (PADWICK, 1940). La maladie a été

signalée en premiere lieu dans seulement 14 pays.

Les premicres recherches sur cette maladie ont débuté en Inde et Mynmar dans les
années 1940 puis en Mexique, des confusions dans 1’identification du flétrissement du
pois chiche ont été trés répondus jusqu’a que NENE et al., (1981) ont clarifié
I’identification de FOC (SINGH, 1987). Actuellement, cette maladie a été rapporté dans
au moins 33 pays (SINGH et al., 2002).

1.2.2. Présentation et clés d'identification de FOC :

Le filament mycélien de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Hanz) Snyd. et
Hansen et hyalin, septé et un inoculé (DICKINSON, 1932), il provoque des dégats
systémique par pénétration dans les racines de la plante du pois chiche et obstruction
des vaisseau Il bloque ou réduit le passage de I'eau et des ¢éléments nutritifs vers les
feuilles et cause le flétrissement vasculaire (SHARMA et MUEHLBAUER, 2007),
ainsi le F. oxysporum f. sp ciceris est inféod¢ au genre Cicer (KRAISER, 1994). Le
FOC se transmis par semence et par le sol (KRAFT et al., 1994 et PANDE et al.,
2007) survie a travers les chlamydospores dans les grains et les débris des plantes
mortes (HAWARE et al., 1978) et par conséquent il est difficile de le contréler par
l'utilisation des produits chimiques et la rotation des cultures (SHAH et al., 2009).
Reste en survie dans le sol en absence de son hdte pendant au moins 6 ans
(STEVENSON et al ., 1995 et HAWARE et al., 1996). L’instabilité morphologique
de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris sur milieu de culture est un phénomene tres

commun (NELSON et al., 1983 et HAWARE et al., 1978).

11
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Le genre Fusarium oxysporum peut étre définit par les critéres morphologiques,
incluant la forme de la microconidie et macroconidie, la structure du conidiophore
(fausse tete sur des phialides courts formés sur 1'hyphe) et la formation de
chlamydospores. Sur le milieu CLA (Carnation Leaf-piece Agar), les macroconidies de
Fusarium oxysporum ciceris sont formées en sporodochie orange pale qui naissent a
partir de monophialides sur des conidiophores branchés et parfois sur des
monophialides sur I'hyphe. La longueur des macroconidies est courte a moyenne,
courbée a légeérement droite, a paroi épaisse et présentant souvent 03 septations. Les
microconidies sont formés abondamment en fausse téte sur des monophialides courtes,
ils peuvent étre ovales, elliptiques ou réniformes et sont souvent sans septation

(LESLIE et SUMMERELL, 2006).

Chez la plupart des isolats, les chlamydospores sont formées abondamment et
rapidement (2 a 4 semaines), mais elle peut étre lente (4 a 6 semaines) et parfois n'existe
pas chez certains isolats. Les chlamydospores sont souvent unique ou en paires, mais
peuvent étre en groupe ou en petite chaine. Ils peuvent étre terminaux ou intercalaire.
Sur milieu PDA, la morphologie des colonies varie largement. Fusarium oxysporum
produit un pigment sur agar-agar, qui varie de claire au violet foncé, mais quelques
isolats ne le produisent pas. Le mycélium peut étre cotonneux, épars ou abondant, et
varie de la couleur blanchatre au violet. Les macroconidies sont produites en
abondance. Des sclérotes marron claire a bleu foncé ou violette peuvent étre produite en

abondance chez quelques isolas (LESLIE et SUMMERELL, 2006).
1.2.3. Mécanismes d'infection et de colonisation
1.2.3.1. Mode d’infection

Le champignon peut survivre dans le sol sous forme de mycélium ou spore en
absence de son hote (AGRIOS, 2005). La chlamydospore est la forme dormante dans
les tissus en décomposition. Le cycle de vie de Fusarium oxysporum (Figure 4.)
commence dans le sol en présence de 1'hote. Le stimulus de la germination serait les
racines de la plante hote, en le contactant avec des débris non colonisés de la plante
fraiche (DELGADO-JARANA, 2005). Le tube germinatif des spores ou du mycélium
pénetre dans les racines de plantes saines cultivées dans un sol contaminé. L'entrée est

soit directe, a travers les parois ou opportuniste (ABOUL-SOUD et al., 2004;

12
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AGRIOS, 2005; CUNNINGTON et al.,, 2009). Le mycélium prend un chemin
intercellulaire a travers le cortex, et entre dans les vaisseaux du xyléme, dans lequel il se
multiplie en causant les symptdmes du flétrissement (AGRIOS, 2005; ABOUL-SOUD
et al., 2004) (Figure 1.2).

1.2.3.2. Mode de colonisation

Apres infection des racines de 1'hdte, le champignon traverse le cortex et entre
dans les tissues du xyleme (CUNNINGTON et al., 2009). Généralement, le mycélium
migre a travers la partie inférieure de la plante vers la tige et la couronne (ABOUL-
SOUD et al., 2004), ensuite le pathogeéne se branche aux vaisseaux du xyleme ou le
mycélium produit des microconidies (ABOUL-SOUD et al., 2004 ; CUNNINGTON
et al., 2009 et HALILA et al., 2009), les microconidies se détachent et se transportent
dans le systeme vasculaire (seve) via le flux de transpiration (ABOUL-SOUD et al.,
2004). A ce stade les microconidies germent et le mycélium pénetre dans la paroi du
vaisseau adjacent et il devient systémique dans les tissues de I'n6te (CUNNINGTON et
al., 2009).

L'économie de I'eau des plants infectés est éventuellement compromis séverement
par le blocage des vaisseaux conductrices par la germination des microconidies, le
résultat est la cloture des stomates, flétrissement et mort des feuilles, suivie par la mort
de la plante entiecre (ABOUL-SOUD et al., 2004 ; CUNNINGTON et al., 2009 et
HALILA et al., 2009).

13
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Figure 1.2. : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (AGRIOS, 2005)
I.3. Lutte contre les maladies et les dégats chez les plantes

La protection des cultures de leurs ennemis constitue une question d‘intérét
général qui requiert une organisation phytosanitaire supranationale capable de surveiller
1‘état des cultures. Le concept de lutte intégrée se réfere principalement a 1‘écologie,
aux rapports existant entre les organismes vivants et leur environnement ainsi qu‘a leur

espace vital (VINCENT et PANNETON, 2001).

Les agriculteurs font appel a une lutte intégrée en combinant entre différentes
techniques: prophylactiques, physiques, chimiques, génétiques et biologiques

(PANNETON et al., 2000 et BAUDOIN et al., 2002).
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1.3.1. La lutte préventive

En agriculture, la lutte contre les maladies et les ravageurs des cultures se fait de

maniere préventive plutdt que curative (BRUST et al., 2003).

Les mesures préventives assurent une réduction importante de la dissémination de
la maladie. La Iutte prophylactique exige I‘application de mesures prévenant
I‘introduction dans un pays ou une zone déterminée, de maladies ou de ravageurs
nouveaux (la quarantaine) et de délivrer les certificats exigés pour la commercialisation

des produits, apres inspection des plantes (LEPOIVRE, 2003).

Les mesures préventives s‘appuient aussi sur les techniques agronomiques
éprouvées qui visent a créer simultanément des conditions défavorables pour les
ennemis des cultures, telles que la rotation des cultures, 1‘hygiéne, les pratiques

culturales, la fertilisation raisonnée et le travail du sol (DEGUINE et FERRON, 2005).
1.3.1.1. Les mesure de certification et de quarantaine

Les états peuvent mettre en place différentes mesures de protection phytosanitaire
visant a empécher I‘introduction ou la dissémination de nouveaux agents pathogénes.
Ces mesures sont établies par le pays importateur (RAO et al., 2006). Les reglements
phytosanitaires peuvent notamment interdire les importations de plantes ou de produits
végétaux appartenant a certaines especes botaniques en provenance d‘une zone

géographique ou un agent bioagresseur est présent (LEPOIVRE, 2003).

Les certificats phytosanitaires aident a s‘assurer que le matériel végétal est exempt
de parasites nocifs des plantes aprés une inspection dans le pays d‘origine (RAO et al.,

2006).
1.3.1.2. L’hygiéne

L‘hygiene des cultures est extrémement importante pour la lutte contre la plupart
des maladies et ravageurs. Elle peut impliquer 1‘élimination et la destruction des résidus
de culture, des plantes fortement infestées, des repousses provenant d‘une récolte

précédente et les plantes adventices (EZZAHIRI et al., 2004).
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Sous serre, I’irrigation des plants doit étre assurée au systeme de la goutte a
goutte (KLOPMEYER, 2002). Ainsi, La qualité¢ de l'eau est assurée par le biais des
différents traitements (UV, chimiques ou thermiques) (LEMAY et al., 2003). Les
systemes d'irrigation doivent étre nettoyés par des composés d'ammonium, de 1‘acide
nitrique ou une solution d'hypochlorite (LEMAY et al., 2003). Les serres doivent étre
nettoyées a la fin de la saison par 1'hypochlorite ou I'ammonium quaternaire et par un
formaldéhyde (KLOPMEYER, 2002). Les agents pathogenes peuvent €tre transmis au
matériel sain par les couteaux ou greffoirs contaminés et sécateurs lors de la préparation
de matériel pour la multiplication végétative (PALTI, 1981). Les sécateurs et les outils
de taille sont désinfectés entre les plantes, soit avec l'ammonium quaternaire,
I'hypochlorite de sodium afin de prévenir la transmission d'agents pathogenes

notamment les maladies vasculaires (KLOPMEYER, 2002).
1.3.1.3. La rotation

La rotation culturale est une succession culturale correspondant a une alternance
de cultures se suivent régulierement, dans un ordre toujours identique, sur une parcelle
(MAZOYER et AUBINEAU, 2002). La rotation des cultures en alternance avec des
plantes résistantes a un agent pathogene, permet de limiter les épidémies (RAIO et al.,

1997 ; PORTIER, 2004).

Pour des parcelles cultivées en permanence, la rotation constitue une bonne
prévention contre certaines mauvaises herbes et maladies des racines, certains insectes
et nématodes du sol. Par exemple, la rotation concourt a controler les adventices en
faisant alterner des cultures a développement rapide et dense (pomme de terre) avec
d'autres a développement spécial réduit. Les rotations de longue durée de
céréales/cultures maraichéres diminuent I'effet des nématodes a galles sur les
Solanacées, ces nématodes n'attaquant pas les céréales. La rotation sorgho/tomate selon
le schéma sorgho-sogho-sorgho-tomate permet une réduction sensible des attaques de
Meloidogyne sur la tomate. De méme, une rotation arachide/tomate permet de bien

contrdler ce genre de nématodes (PIERRARD, 1993).
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1.3.1.4. Le travail du sol

L'enfouissement des débris végétaux permet de lutter contre les organismes
telluriques comme Rhizoctonia solani, Ventura inaequalis, Plasmopara viticola et

Pseudomonas solanacearum (N’DEYE, 1995).

Certains travaux du sol représentent un risque, car ils peuvent agir par la
dissémination de I'inoculum le long des lignes de passage des engins agricoles et par la
création de portes d'entrée aux parasites c‘est le cas de Clavibacter michiganense et
Pseudomonas solanacearum (JACKAI et ADALLA, 1997 et NDIAYE et DABO,
2007).

1.3.2. La lutte curative
1.3.2.1. La lutte physique
1.3.2.1.1. Effet de la température sur les organismes vivants

Le traitement thermique est un facteur qui permet de causer des blessures internes
suffisamment sérieuses pour entrainer la mort de 1‘organisme cible (LAGUE et al.,
2001). Pour la plupart des traitements a la chaleur, une augmentation de la température
interne des organismes nuisibles de 1°ordre de 50 a 100°C. ou plus pendant au moins 0.1
seconde, est suffisante pour provoquer un éclatement des cellules di a la dilatation
thermique du matériel intracellulaire ou encore a une conggélation de certaines protéines
cellulaires a des températures inférieures a 0°C (PELLETIER et al.,1995 et
MORELLE, 1993).

De fagon analogue, une diminution de la température de ces organismes sous le
point de congélation provoquera des blessures similaires causées par la cristallisation du
matériel intracellulaire (FERGEDAL, 1993). Plusieurs méthodes physiques sont
utilisées en protection des plantes dont les plus pratiquées sont la solarisation et la

thermothérapie.
1.3.2.1.2. La solarisation

La solarisation consiste a augmenter la température du sol en couvrant le sol avec
une feuille de poly-éthyléne transparente (0.1 mm d‘épaisseur) pendant la saison chaude

(MAISONNEUVE, et al., 2005 et DJIAN-CAPORALINO et al.,2009). La
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solarisation est un phénomene hydrothermique, qui signifie que la teneur en eau du sol
doit étre élevée d‘au moins 70% de la capacité d‘hydrothermie, afin d‘avoir un bon
transfert de la chaleur aux organismes a contrdler. La solarisation est une pratique
largement utilisée pour la lutte contre un spectre important d‘agents pathogenes

d‘origine tellurique ainsi que des ravageurs (PARTHASARATHY, 2008).

Cette méthodes s‘est avérée tres efficace pour lutter contre les nématodes a galles,
(Meloidogyne spp), les champignons phytopathogeénes tels que : Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae et Fusarium solani. D‘autre part, il a ét¢ montré que pour les
bactéries phytopathogenes, la solarisation a permis de réduire de plus de 72 % la
population des especes d‘Agrobacterium spp.. Parallélement, des graines de mauvaises
herbes et de plantes parasites comme 1‘Orobanche ont été par la méme réduites par cette
pratique (STAPLETON et DEVAY, 1982; PORTIER, 2004; PARTHASARATHY,
2008 et DJIAN-CAPORALINO et al., 2009).

1.3.2.2. La lutte chimique

Les traitements chimiques sont largement utilisés pour le contrdle des ennemis
des cultures (PANNETON, 2000). Le chiffre d‘affaire mondial des produits
phytosanitaires avoisine les 23 milliards d‘euros ; les parts respectives des herbicides,
des insecticides-acaricides, et fongicides s‘élevent a 47%, 29% et 18% respectivement ;
tandis que les antibiotiques antibactériens représentent moins de 1% (LEPOIVRE,

2003).

Dans un programme de protection intégrée, la lutte chimique raisonnée doit étre
appliquée seulement quand les populations d‘un ravageur ou d‘un agent pathogene
deviennent trés importantes ainsi que par le choix de pesticides les plus inoffensifs
possibles pour les auxiliaires. Il convient également de respecter les doses prescrites, le
mouillage pour une surface donnée, les délais d‘emploi des produits avant récolte et
d‘alterner les familles chimiques de pesticides pour éviter les phénomenes

d‘accoutumance (RYCKEWAERT et FABRE, 2001).

SHUKLA et al., (1981), ont conclu que le traitement des graines de pois chiche
par cinq types de fongicides réduit l'incidence de la maladie avec un taux de 27,3%.
HAWAR et NENE, (1981) ont rapporté que le traitement des graines du pois chiche

par le Benomyl 30% et le Thiram 30% éradique complétement le pathogéne. Le test de
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neuf fongicides sur le FOC; Antracol, Benlate, Captan,Cobox, Dithane M-45, Benzéne
du Nitrate du Pentachloro (PCNB), Ridomil, Sancozeb et Trimiltox avec des doses
variables(50, 100 et 150 ppm) montre I'efficacité compléte de Benlate suivi par Dithane
M-45, Sancozeb, Ridomil. Cependant, I’Antracol inhibe leur croissance mycélienne

(AKRAM, 2004).
1.3.2.3. La lutte génétique

L‘amélioration des plantes en matiere phytopathologique vise 1’obtention de
génotypes de végétaux qui présentent, avec l‘agent considéré, un rapport
d‘incompatibilité (résistance) ou qui produisent adéquatement contre l‘infection par

1‘agent concerné (tolérance) (LEPOIVRE, 2003).

Une des bases de 1‘agronomie moderne est la sélection des caractéres d‘intérét
pour améliorer la qualité des plantes cultivées. La sélection variétale peut s‘effectuer par

les méthodes classiques en tirant profit des lois de Mendel ou par marquage en utilisant

1‘outil moléculaire (REGNAULT-ROGER, 2005a).

Le développement de la biologie moléculaire et de la génétique ont permis des
interventions efficaces dans le domaine de la résistance des plantes aux organismes
pathogenes (PHILOGENE et al., 2005). Le génie génétique autorise la modification du
génome d‘un organisme par l‘introduction de genes provenant d‘un autre organisme,
conduisant a la biosynthése de molécules (OGM) provoquant la résistance des plantes
aux champignons, bactéries, insectes et nématodes (PHILOGENE et al., 2005). La
technique de gestion principale pour la plupart des maladies des plantes est de
développer des cultivars ou des hybrides qui possédent une résistance génétique ou une
tolérance a l'infection (ELLIS et al., 2008). A titre d‘exemples, chez les champignons,
le géne pm3b provenant du blé, confere la résistance a 1‘oidium (Blumeria graminis

f.sp. tritici) (SCHORI et MASCHER, 2007).
1.3.2.4. La lutte biologique

La lutte biologique contre les maladies des plantes peut se produire grace a des
mécanismes biologiques qui sont généralement considérés comme ‘antibiose, la
compétition, le parasitisme, la résistance induite, I*hypo virulence et la prédation (PAL

et al., 2006 et HAGGAG et MOHAMED, 2007). La lutte biologique est une méthode
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complémentaire a la lutte chimique qui se base sur I‘utilisation de microorganismes
bénéfiques ou biopesticides d‘origine microbienne permettant d*attaquer et de controler

les agents phytopathogenes (champignons, bactéries, nématodes) (FRAVEL, 2005).

Un biopesticide d‘origine microbienne est un organisme comme une bactérie, un
virus, un champignon ou un protozoaire, utilis¢ pour contréler une maladie ou un
ravageur. La littérature rapporte de nombreux travaux réalisés a travers le monde en
plein champ et sous serre pour le controle d“un certain nombre de maladies causées par
des pathogenes telluriques, foliaires ou de post-récoltes (SARAVANAKUMAR et al.,
2007). Chez la plupart de ces organismes biopesticides, 1'activité antagoniste a souvent

été associée a la production de métabolites secondaires (SILVA et al., 2001).

Parmi les microorganismes expérimentés avec succes, a 1‘égard des maladies
d‘origine tellurique, les Pseudomonas spp. fluorescents ainsi que les especes non
phytopathogenes appartenant au genre Fusarium (ARMSTRONG et ARMSTRONG,
1981 et BENCHABANE, 2005).

Ltutilisation de biopesticides d‘origine microbienne a 1‘égard de bactéries
phytopathogenes a également donné des résultats tres intéressants a travers le monde.
Ccest ainsi que la souche K84 d’Agrobacterium radiobacter a été utilisée, chez
différentes especes de Rosacées fruitieres avec succes comme agent de contrdle
biologique contre le crown gall (PENYALVER et al., 2000 et ALABOUVETTE al.,
2005).

Pour les germes d'origine bactérienne, Bacillus thuringiensis (Bacillaceae, Gram
positif), présente la capacité de synthétiser et excréter pendant la phase de sporulation,
une inclusion cristalline composée de protéines spécifique 6-endotoxine qui porte une
propriété mortellement toxique pour de nombreux ordres d‘insectes (Lepidoptera,

Coleoptera et Diptera) (FARGUES et BOURGUET, 2005).

Un autre volet concernant les méthodes de lutte biologique est souvent
l'utilisation de biopesticides d‘origine végétale dans un programme de lutte intégrée,

pour prévenir ou réduire les dégats causés par les ennemis des cultures.
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1.4. Les biopesticides d’origine végétale

En raison de la conjoncture actuelle, les biopesticides d‘origine botanique sont
appelés a un avenir meilleur, car la demande en produits phytosanitaires sans danger, de
faible rémanence et qualifiés de produits verts est actuellement en hausse

(PHILOGENE et al., 2005).

Actuellement, on rapporte que 2121 espeéces de plantes possedent des propriétés
de lutte antiparasitaire ; un total de 1005 especes identifiées, présentent des propriétés
insecticides, 384 avec des propriétés anti-appétissantes, 297 possédant des propriétés
répulsives, 27 avec des propriétés attractives et 31 avec des propriétés de stimulateurs

de croissance (RANASINGH NIRAKAR, 2007).

Les composés secondaires des plantes sont réputés depuis 1‘antiquité pour leurs
propriétés pharmacologiques et depuis quelques décades, l‘homme s‘intéresse
¢galement a leurs autres activités biologiques (AUGER et THIBOUT, 2002). En
particulier, ces composés secondaires sont souvent considérés comme étant un moyen
de défense de la plante productrice contre divers organismes comme les pathogenes et
les ravageurs. Ces composés sont trés nombreux et variés, et certains sont largement
distribués, comme les alcaloides, les terpénes et les tanins, tandis que d‘autres ont une

répartition plus restreinte comme les composés soufrés (AUGER et THIBOUT, 2002).

Les molécules du métabolisme secondaire des plantes appartiennent a des
familles chimiques trés diverses telles que les alcaloides, les phénols, les flavonoides,

les terpénoides et les stéroides (BENAYAD, 2008).

D*autres substances secondaires des plantes, les phytoecdysteroides représentent
une classe particuliere (MARION-POLL et al., 2002). On en connait actuellement plus
de 200 représentants différents (DINAN et al., 2001). Ce sont des analogues des
hormones de mue des insectes et ils peuvent participer a la défense de plantes contre les
invertébrés et arthropodes phytophages. L effet toxique du 20-hydroxyecdysone sur les
especes d'insectes est observé a 2-25 ppm (BLACKFORD et DINAN, 1997). Parmi les
3000 especes végétales étudiées, 5 a 6 % contiennent des ecdysteroides en quantités
significatives ce qui signifie plus de 50ng/g de poids sec (DINAN, 2001). Lactivité

biologique des phytoecdysteroides a été testée sur une grande variété d‘insectes
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(DINAN, 1989). Des études ont également démontré que phytoecdysteroides ont un
effet sur la croissance et la reproduction des insectes (MONDY et al., 1997).

Les substances soufrées des végétaux montrent de multiples activités pesticides
qui peuvent les destiner & de nombreuses applications phytosanitaires. Les effets
toxiques des Allium spp. et de leurs composés soufrés sont connus depuis longtemps
chez les bactéries pathogenes a 1‘'homme mais aussi sur les végétaux (AUGER et
THIBOUT, 2002). Ainsi, les extraits dAllium ont une action sur de nombreux insectes,
nématodes, bactéries et champignons (CABIDOCHE et al., 2005). Plusieurs bactéries
sont sensibles a divers Allium spp. et leurs extraits (GRAINGE et AHMED, 1988). En
effet, Erwinia carotovora et Agrobacterium tumefaciens sont sensibles a Allium
tricoccum, Allium cernurum et Allium sativum. Par ailleurs, Allium sativum agit sur
plusieurs especes de Pseudomonas spp. et de Xanthomonas spp. (AUGER et
THIBOUT, 2002).

Les effets toxiques des Allium sur les champignons ont été étudiés surtout sur les
champignons pathogeénes a 1‘homme. Plusieurs travaux se sont intéress€s aussi aux
champignons phytopathogenes Alternaria tenuis, Aspergillus niger, divers Fusarium,
dont Fusarium oxysporum, Fusarium poae, ou Verticillium albo-atrum, qui sont
sensibles a 1‘oignon et 1‘ail, alors que Phytophtora infestans est sensible a Allium

tuberosum (AUGER et THIBOUT, 2002).

Le nombre tres important de molécules sémiochimiques existant dans le monde
végétal, ainsi que leur facilité de synthése ; moins compliquée et moins coliteuse a
fabriquer que les phéromones, en font des substances largement utilisées en agriculture
biologique. Leur utilisation est répandue pour un trés grand nombre de cultures
certifiées, aussi bien céréalieres, légumicres, de plantes aromatiques et médicinales et de

plantes ornementales (ROYAL, 2000).

Les extraits végétaux ont surtout été employés pour le contréle des phytophages
ravageurs de cultures. Ainsi, parmi les substances végétales les plus couramment

utilisées au cours de ces derniéres années sont les huiles essentielles.
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1.4.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatiles, isolées des plantes par hydrodistillation ou par expression
mécanique (KALEMBA et KUNICKA, 2003). Elles sont obtenues a partir de feuilles,
de graines, de bourgeons, de fleurs, de brindilles, d’herbes, d’écorces, de bois, de
racines ou de fruits (Burt, 2004), mais également a partir des gommes qui s’écoulent du

tronc des arbres.

L’hydrodistillation reste le moyen le plus employé pour produire les huiles
essentielles, en particulier & des fins commerciales (BURT, 2004). Les métabolites
secondaires sont extraits des plantes par un entrainement a la vapeur d’eau. Le volume
d’huile essentielle récupéré dépend du rendement de distillation, qui est variable, chez
une méme plante, en fonction de la saison (GONNY et al., 2004). Les huiles
essentielles peuvent aussi étre obtenues par expression a froid, comme pour les
agrumes. De nouvelles techniques, permettant d’augmenter le rendement de production,
ont été¢ développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a
basse température et sous haute pression (SANTOYO et al., 2005) ou I’extraction
assistée par ultrasons ou mico-ondes (KIMBARIS et al., 2006).

Les huiles essentielles constituent des substances ayant des spécificités qui les ont
fait utiliser depuis longtemps en pharmacie, parfumerie, industrie agroalimentaire et
industrie chimique (ROYAL, 2000). Ces substances sont connues pour étre douées de
propriétés antiseptiques et antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés
antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus
récemment, on leur reconnait également des propriétés anticancéreuses (VALNET,

2005).

Plus récemment il a été démontré que de nombreux constituants terpénoldes
d‘huiles essentielles végétales sont toxiques au contact, pour un large éventail d‘insectes
et peuvent étre utilisés comme insecticides d‘origine végétale (MUHANNAD et al.,
2002). Un nombre important de compos€s chimiques sont connus. De ce type, les plus
puissants figurent le thymol, extrait de thym (Thymus vulgaris, Lamiacées), la pulégone,

extraite de menthe pouliot (Mentha pulegium, Lamiacées) et 1‘eugénol, extrait du clou
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de girofle (Eugenia caryophyllus, Myrtacées) (ISMAN, 2002 et REGNAULT-
ROGER, 2005b).

1.4.2. Activités biologiques des huiles essentielles

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants.

(LAHLOU, 2004).
1.4.2.1. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont

responsables de ce pouvoir (RICHARD, 1992).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le
niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les
composés qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chaine autocatalytique
de I’oxydation (MULTON, 2002). En revanche, les composés qui ont une activité
préventive sont capables de retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que
la complexation des ions métalliques ou la réduction d’oxygene... etc (MADHAVI et

al., 1996).

Des études de 1’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences
Appliquées a I’ Alimentation (RESALA) de I’'INRS-IAF, ont montré que 1’incorporation
des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, Iégumes hachés,
purées de fruit, yaourts...) ou I’application par vaporisation en surface de 1’aliment
(piece de viande, charcuterie, poulet, fruits et Iégumes entiers...) contribuent a préserver

I’aliment des phénomenes d’oxydation (CAILLET et LACROIX, 2007).
1.4.2.2 Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HES, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme

unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (CARSON et al., 2002).
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De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HES sur
les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de
la force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des

cellules (DAVIDSON, 1997).

Le mode d’action des HES dépend en premier lieu du type et des caractéristiques
des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de
pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane (COX

etal., 2000; CARSON et al., 2002).

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter
aerogenes a aussi ¢té rapportée (WENDAKOON et SAKAGUCHI, 1995). Les HES
peuvent aussi inhiber la synthése de DNA, ARN, des protéines et des polysaccharides
(COX et al, 1991). Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids
moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par
fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides paridtales grace a leurs groupes
fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus vulnérable (DORMAN et

DEANS, 2000).
1.4.2.3 Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre
les champignons phytopathogeénes et les microorganismes envahissant la denrée

alimentaire (LIS- BALCHIN, 2002).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe,
romarin, sauge, etc.. Etant donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs
préferent étudier I’effet d’un composé isol€ pour pouvoir ensuite le comparer a ’activité
globale de I’huile. Ainsi I’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre

lie a la présence de certaines fonctions chimiques (VOUKOU et al., 1988).
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IIs concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6- diméthoxyphénol)
sont plus antifongiques et que les aldéhydes testés (cinnamique et hydro cinnamique).
IIs présentent également des propriétés fongistatiques tres marquées. Les groupements
méthoxy, a I’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une fongitoxicité
significative. Cette activité est estimée selon la durée d’inhibition de la croissance

déterminée par simple observation macroscopique (ULTREE et al., 2002).
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Introduction

Avec le développement de la chimie, on s‘est vite rendu compte qu‘il y avait tout
un arsenal capable d‘éliminer les ennemis de la plante (bactéries, champignons,
nématodes, insectes..). Cette approche a conduit a une élimination spectaculaire, du
moins a court terme, des organismes nuisibles, et a une détérioration paralléle, mais pas
nécessairement visible de la qualité¢ de I‘environnement (BENAYAD, 2008). A cause
de leur effet négatif sur 1‘environnement, 1‘utilisation des pesticides chimiques est

devenue de plus en plus restrictive (WMO, 1965).

Un examen systématique des découvertes phytochimiques répertorices, en
utilisant la base de données NAPRALERT (Natural ProductsAlertDatabase), révele que
seulement 2 a 5% des especes végétales ont été examinées en détail d’un point de vue
phytochimique(SOEJARTO et FARNSWORTH, 1989). Une étude réalisée par
BALICK et al., (1995), a montré que moins de 1% des plantes tropicales sont étudiées
d‘un point de vue phytochimique. Par conséquent, la voie reste ouverte vers la
découverte de nouvelles plantes et par la méme de nouvelles molécules a effet

bactéricide, nématicide, insecticide ou fongicide (BENAYAD, 2008).

Objectifs

Les biopesticides d‘origine végétale peuvent constituer une solution alternative au
« tout chimique » de ces dernic¢res décennies. Leurs propriétés pesticides et leur relative
innocuité environnementale en font des composés trés intéressants pour les traitements

phytosanitaires a venir (REGNAULT-ROGER et al., 2005).

Léintérét du développement de nouvelles formulations a base d‘extraits végétaux
est dii a leurs avantages écologiques et environnementaux certains(PANDEY et al.,

1982).

Ce présent travail a pour objectifs d‘évaluer 1’effet fongicide in vitro de deux
bioproduits a base d’huiles essentielles formulés a savoir 1’eucalyptus et la lavande

compar¢ a un fongicide conventionnel.
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IL.1. Description botanique du matériel végétal et activités biologiques

des especes choisies

Nous avons sélectionné deux plantes aromatiques. Ces especes et leurs familles
botaniques ont été déja étudiées pour plusieurs activités biologiques incluant leur
pouvoir anti-tumoral, anti-leishmanie, antibactérien, anti-inflammatoire, antioxydant et

antiviral dans le domaine médical (BETANEUR-GALVIS et al., 2002).
II.1.1. La lavande :

L’huile essentielle de lavande est extraite de Lavandulaangustifolia(ou

L.officinalis), plante de la famille des Lamiaceae.

Figure IL.1. : Lavandulaofficinalis(FERNANDEZ, 2003).

Le nom Lavande dérive du latin « lavare », qui signifie laver (CHU et KEMPER,
2001),appartenant a la famille des Labiées (FERNANDEZ, 2003).

La lavande est un arbrisseau buissonnant pouvant atteindre 1 m de hauteur. Les
feuilles, linéaires et de couleur gris vert, ont une longueur variant entre 3 et 5 cm. Lors
de la floraison la plante développe de longs pédoncules non ramifiés terminés par des

épis dont la couleur varie du mauve pale au violet (LIS-BACHLIN, 2002).

Selon QUEZEL et SANTANA (1963), la classification de cette plante est la

suivante :

Reégne :Plantes
Sous régne : plantes vasculaire
Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes
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Classe :Dicotylédones
Sous classe :Dialypétales
Ordre :Lamiales (Labiales)
Famille :Lamiaceées
Genre :Lavandula

Espéce :Lavandulaofficinalis

Le genre Lavandula se compose d’environ 28 especes, qui  sont dans la plupart

d’origine méditerranéenne (BARRETT, 1996 et MAGANGA, 2004).

La Lavande a une longue histoire en usage médicinal, beaucoup de variétés sont
cultivés autours du monde mais au moins cinq especes différentes sont employées en
médecine, elle a été¢ employ¢ par les romain et I’ Afrique du nord pour parfumé les bains
et entretenir le linge, I’armée romaine 1’utilisé comme désinfectant, on dit que les
égyptiens employé la fleur dans le processus de momification, dans la médecine
chinoise traditionnelle, la lavande été utilis€é pour traiter l’infertilité, I’infection,
I’angoisse et la fievre. La médecine arabe 1’employé pour les problémes des reins et
stomachique. Aujourd’hui, la lavande est généralement utilisée dans la préparation des
parfums, les savons les poudres de talc, les bougies parfumées, I’aromathérapie avec
I’essence est recommandée pour traiter les déprissions, la fatigue, I’hypertension et

stimuler I’appétit (CHU et KEMPER, 2001).

CHU et KEMPER,(2001) ont mis en évidence un effet insecticide de 2 especes
de lavande sur Drosophilaauroria. L’auteur rapporte que de nombreuses études (in
vitro, sur animaux de laboratoire, sur humains) ont montré d’excellents résultats sur les

poux, les puces...

BURFIELDetREEKIE, (2005) ont étudi¢ I’activité insecticide de nombreuses
huiles essentielles contre le vecteur du paludisme et font de nombreuses observations
sur la lavande.La Lavandulalanataa été utilisée de tous temps comme produit répulsif

contre les insectes.
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I1.1.2. L’eucalyptus :

Il existe environ 300 variétés d'eucalyptus. La plante la plus communément
distillée est 1’eucalyptus commun, encore appelé gommier bleu (Eucalyptus globulus)
(Figure II.2).L’huile essentielle d’Eucalyptus globulusse compose essentiellement
d'eucalyptol (environ 80%), mais se compose également d'alcool éthylique, d'alcool
amylique, de divers aldéhydes, de camphene, d'eudesmol, de phellandrénes, de pinénes,
d'aromadendrene. L’activité toxique par fumigation de I’eucalyptus a été testée sur un

insecte adulte parasite deschampignons (TRABOULSI et al., 2005).

Les eucalyptus forment un groupe trés riche d'arbres du genreEucalyptus, de la
famille des Myrtaceae et qui regroupait jusqu'en 1995 le genre Corymbia(Nait Achor
Khaled., 2012)

La classification classique de 1’eucalyptus est comme suit :(Guignard, 2001)

Régne : Plantes
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Corymbia
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(Figure I1.2. : Eucalyptus globulus (TRABOULSI et al., 2005).
Le genre Eucalyptus est originaire de Tasmanie en Australie. Il appartient a la
famille des myrtacées, son nom a pour origine les mots grecs : eu « bien » et Kaluptos

« couvert ».(MARIANI ET AL., 1981)

Les eucalyptus posseédent toute une gamme de mécanismes d’adaptation et ont
une croissance rapide, c’est ce qui leur a permis d’étre la premiere espéce ligneuse
angiosperme de reboisement industriel dans le monde. Les plantations d’eucalyptus ont
connuun développement rapide dans les zones chaudes du globe au cours des derniéres

décennies (BROWN A.G ET AL., 1999)

Comme les autres membres de la famille des Myrtacées, les feuilles d’eucalyptus
sont couvertes de glandes a huile. L’abondante production d’huile est une
caractéristique importante de ce genre.Grace a sa composition chimique et a son
principe-actif qui est le 1.8 cinéole, I’huile essentielles d’eucalyptus possede des vertus
considérables, elle est trés recherchée pour son action antiseptique et cicatrisante.
Antibiotique naturel, elle est surtout utilisée pour soigner certaines maladies broncho-
pulmonaires comme la grippe, la toux, la bronchite et la rhinopharyngite tandis qu’en
dermatologie, on s’en sert pour traiter 1’acné, entre autres.En outre, de nombreuses
maladies gastro-intestinales peuvent également étre soulagées par HEd’eucalyptus grace

a ces propriétés anti infectieuses et antibactériennes (CANDY G., 1977).
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I1.1.3 Localisation et role des huiles essentielles dans la plante :

Les huiles essentielles sont contenues dans les éléments sécréteurs qui a leurs

tours ont deux origines structurales (CHAUMONT et PAQUIN, 1971).

I1.1.3.1 structure externe : Elle est représentée par des cellules sécrétrices incluses

dans les glands ou dans les poils et leurs extrémités.

I1.1.3.2 structure interne : Elle est représentée par des cellules sécrétrices incluses
dans 1’épiderme dans les rhizomes, ou encore dans les différents organes végétaux et
des cellules sécrétrices modifiées poches, en sacs, en cavités, ou encore en tubes

huileux.

L’huile essentielle d’une plante représente le liquide indispensable a la vie de la

plante comme le liquide céphalo-rachidien dans le corps humain, (SALLE et al., 1991).

Malgré les travaux de plusieurs auteurs, le role des huiles essentielles reste encore
malconnu. En général, elles sont considérées comme produits de déchet du métabolisme
(produit secondaires du métabolisme) .Elles peuvent étre insectifuges ou insecticides ou
encore un moyen de défense vis-a-vis des prédateurs (micro-organismes , champignons
,herbivores) .Enfin .les rdles bactérien et cryptogamique des huiles essentielles ont été
prouvés selon plusieurs auteurs notamment dans la prévention et la lutte contre les
maladies des plantes Le role biologique des essences en particulier de certains terpenes
aromatiques pourraient avoir une fonction énergétique «mis en réserve pendant le jour,

ils seraient dégradés durant la nuit en acétyle-COA» (GUIGNARD etal., 1985).

I1.1.4. Récolte et conservation du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude, comprend; 1’eucalyptus et la lavande
qui ont été récoltées au stade floraison, durant la période mi-février et mi-mars 2015.
L’eucalyptus a été collecté de la région de Bordj Bou Arreridjcontrairement a la lavande
qui nous a été fourni de la région de M’sila. Le matériel végétal obtenu a été étalés sur
du papier blanc et mis a sécher a 1‘air libre, a 1°abri de lumiere et d*humidité et a la
température ambiante du laboratoire. Devenus secs, les échantillons sont conservée dans

des sacs en papier au laboratoire a température ambiante et a 1°abri de la lumiére.
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I1.2.Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites des plantes par divers procédés dont
I’entrailnement a la vapeur d’eau et I’hydrodistillation (MARTEL, 1977 ; ESSERIC,
1980) et la pression mécanique a froid (NAVES, 1974 ; PARIS ET AURABIELLE,
1981 ; PERUT, 1986). Le choix de la méthode d’extraction dépend de la qualité

recherchée et de la nature du matériel végétal a extraire.

Dans notre ¢étude, D’extraction de 1’huile essentielle a été réalisée par
hydrodistillation des échantillons dans un appareil de type Clevenger (CLEVENGER,
1928). La distillation de 150 g de chaque échantillon découpés en morceaux de 3 cm

environ dure trois heures apres I’apparition de la premiere goutte de distillat a la sortie.

Tableau 1 : Les Conditions opératoires de 1’extraction des huiles essentielles par clevenger

Quantité de matiere végétale seche 150g
Quantité de I’eau distillée 1L
Température maximale 103C°
Temps d’extraction 3 heures
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Figure I1.3.Dispositif d’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles a

I’aide d’un appareil de type Clevenger (PERSONNELLE, 2015).
I1.2.1.Calcul du rendement

Les valeurs des rendements sont exprimées par rapport a la matiere seche (en
ml/100 g de maticre seche). Le pourcentage de matiere seche est estimé par séchage de

5 g de chaque échantillon 4 heures a 1’étuve a 102°C.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et
le poids de la plante a traiter (CAREE P., 1953). Le rendement, exprim¢ en

pourcentage est calculé par la formule suivante :

R : Rendement de I’huile en%
Py :Poids de I’huile en g
P4 : Poids de la plante en g
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A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité¢ a I’air et a la lumiere, les
huiles essentielles doivent étre conservée dans des tubes en verre opaques et fermés

hermétiquement a 4°C (SALLE etPELLETIER, 1991; VALNET, 2005).
I1.2.2. Préparation de la gamme de concentration des huiles essentielles

A partir des extraits des huiles essentielles obtenus et formulés des deux plantes
¢tudiées, nous avons choisi d‘effectuer la suite des analyses du pouvoir fongicide avec
une gamme de concentrations pour 1‘évaluation de 1‘activité potentielle antifongique in
vitro vis-a-vis de nos souches fongiques choisies. Les concentrations utilisées

sont: 0,02% ; 0,05% ; 0,1% ; 0,2% ; 0,5%.

Ces huiles ont été formulées en bioproduits par M' Moussaoui K. au laboratoire de

phytopharmacie appliquée du département de 1’université de Blida 1.
I1.3.Tests biologiques

Pour 1‘évaluation de I‘activité antifongique des extraits des huiles essentielles

formulés des plantes utilisées, nous avons réalisé des tests biologiques in vitro.
I1.3.1.Etude du pouvoir antifongique in vitro des huiles essentielles
I1.3.1.1.Les souches fongiques et milieux de culture

Le champignon utilis¢ dans cette étude a été fourni gracieusement par le
laboratoire de phytopathologie de I’Université Mohamed El Bachir El Ibrahimi (BBA).
Les isolats fongiques utilisés dans cette étude sont celle du Fusarium oxysporum fsp.

Ciceris qui est un agent phytopathogeéne causant des dégats sur pois chiche.

Les isolats fongiques sont entretenus par repiquage sur le milieu nutritif PDA
(Potato Dextrose Agar)a pH=6.5 a 7, favorable a leur croissance (JOHNSTON et
BOOTH, 1983)

Les milieux de culture sont stérilisés a 1‘autoclave (20 minutes a 115°C.) et
refroidis au bain Marie a 45°C, ensuite coulés sous forme d‘une couche plus ou moins
épaisse en boite de pétri de 9 cm de diamétre (SATRANI et al., 2007),on dépose un

disque au centre de chaque boite pétri.
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Les isolats fongiques sont purifiés afin de s‘assurer de la pureté des souches a
ensemencer. Les clones purs sont par la suite mis en culture a 1‘incubateur a 27°C

pendent 7jours.

La croissance mycélienne a été évaluéetous les deux jours par la mesure de deux

diameétres perpendiculaires de chaque colonie pendant 7 jours.
I1.3.1.2.Activité antifongique in vitro

L’activité antifongique vis-a-vis des deux souches du champignon cité
précédemment a été déterminée par le test d‘activité volatile ou volatile activity*
(SHARMA et TRIPATHI, 2006 ; BAJPAI et al., 2007et AL-REZA et al., 2010).
Cette méthode consiste a déposer au centre de la boite de pétri contenant le milieu de
culture, un disque mycélien issu d‘une culture fongique jeune découpé a I‘aide d‘un

emporte pieces de 6 mm de diametre (MISHRA et DUBEY, 1994 et KHALIL, 2001).

L’huile essentielle formulée a été¢ diluée dans cinqg volumes différents d’eau
distillée stérile (0,02% ; 0,05% ; 0,1% ; 0,2% ; 0,5%.). Les disques de papier wattman
de 8mm de diametre, préalablement stérilisé a I’autoclave (20 minutes a 115°C) sont
d’abord imprégnés de I’huile essentielles selon les cinq dilutions puis déposés sur le
couvercle retourné, a raison de 1 disque imprégné par couvercle (INOUYE et al., 2006;
CHUTIA et al., 2009 et AL-REZAal., 2010). Les boites de pétri sont alors entourées
avec du para film le long du bord pour éviter la diffusion des composés volatils de
I’huile essentielle a ’extérieure. Le témoin consiste en des disques imprégnés avec le

méme volume d‘eau distillée stérile. Chaque test est répété 3 fois.

Concernant 1’application du fongicide chimique, nous avons procédé par la
méthode de contact direct. Nous avons mélangéla dose homologué du fongicide dans
de I’eau distillé en agitantla solution, ensuite nous avons pris le volume nécessaire de la

bouillie et on 1a ajouté directement au milieu PDA en agitant
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Figure I1.4.: Schéma récapitulatif de la logique des traitements biologiques et
chimiques appliqués

Boite de pétri ; F : Fusarium ; PDA : milieu de culture ; HE : huile essentielle

Les doses utilisées sont en nombre de 5 pour chaque formulation : La dose pure

représentant 5%.

4 D1 : dose a 0,02 % (0,08ml de 5% + 19,92ml d’eau distillée stérile)
4 D2 : dose a 0,04 % (0,16ml de 5% + 19,84ml d’eau distillée stérile)
4 D3 : dose a 0,1 % (0,4ml de 5% + 19,6ml d’eau distillée stérile)
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v D4 : dose 2 0,2 % (0,8ml de 5% + 19,2ml d’eau distillée stérile)
v D5 : dose 2 0,5 % (2ml de 5% + 18ml d’eau distillée stérile)

La lecture de 1‘activité antifongique des huiles essentielles et celle du fongicide
chimique vis-a-vis du champignon a été enregistrée en mesurant a 1°ceil nu le diamétre
en mm. Les souches fongiques traitées présentant une faible croissance par rapport au

témoin sont des isolats sensibles aux huiles essentielles.

La croissance radiale est exprimée en pourcentage d‘inhibition de la croissance

mycélienne en utilisant la formule décrite par PANDEY et al., (1982):

PI : Pourcentage d‘inhibition de la croissance des champignons testés (%).
D¢ : le diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon non traité¢ (eau

distillée stérile) (mm).

Cr: Le diametre moyen de la croissance mycélienne du champignon traité (extrait pur

ou dilutions) (mm).
I1.4. Analyses statistiques des résultats

Lorsque le probléme est de savoir si la moyenne d’une variable quantitative varie
significativement selon les conditions (types de traitements, croissance en longueur,
nombres de feuilles et périodes d’exposition), il est préconisé de réaliser une analyse de
variance. Dans les conditions paramétriques (ANOVA pour ANalysis Of VAriance), la

distribution de la variable quantitative doit étre normale.

Dans certains cas, une transformation logarithmique a été nécessaire afin de normaliser
cette distribution. Dans les cas ou plusieurs facteurs sont en jeu, il peut arriver que
toutes les interactions entre facteurs ne soient pas pertinentes a tester.

Nous avons alors utilisé le modele linéaire global (G.L.M.). Par exemple, si on désire
connaitre 1’effet des facteurs A, B et C et seulement ’interaction entre A et C, il suffit
de sélectionner explicitement ces 4 catégories. Le déroulement des tests a été réalis¢ par

le logiciel SYSTAT vers. 7, (SPSS 2009).
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Au cours des derniéres décennies, 1‘attention portée aux effets secondaires des
pesticides a profondément modifié la perception a I‘égard des pesticides. Ils sont
devenus, pour certains, des produits dangereux que 1‘on devrait bannir ou, au mieux, un

mal nécessaire.

Ces conséquences ¢écotoxicologiques plus contraignantes menent a une
augmentation importante des colits de développement de nouveaux produits
phytosanitaires. Le concept de lutte intégrée se réfere principalement a 1‘écologie, aux
rapports existants entre les organismes vivants et leur environnement ou leur espace
vital. A 1‘origine, cette démarche visait la réduction du nombre d‘interventions avec des
pesticides tout en minimisant leurs effets secondaires. Par conséquent, le
développement des futurs biopesticides d‘origine végétale, est une méthode plus saine

et écologique pour la protection des plantes (GOTTLIEB et al., 2002).

De ce fait, le travail entrepris dans ce mémoire avait pour objectifs d‘analyser les
effets fongicides de plantes aromatiques et médicinales a savoir Lavandula officinalis et
Eucalyptus globulus. L analyse de 1‘effet biopesticide a porté sur leur action sur deux
souches d’un champignon phytopathogene du pois chiche Fusarium oxysporum f. sp.

ciceris.

Les résultats de la présente étude portant sur 1‘évaluation du pouvoir antifongique
des huiles essentielles formulées des plantes étudiées révelent que ces plantes présentent
des potentialités et pourraient étre utilisées et exploitées avec succes pour la gestion des
pathologies végétales. Ces maladies causées pour la plupart par des organismes classés
dans la liste de quarantaine, entrainent des pertes considérables sur le rendement et la

qualité des cultures et qui sont dans la plupart des cas incurables par voie chimique.

L’effet antifongique des traitements biologiques sont hautement significatifs selon
I‘espece végétale, la concentration de l‘extrait, ainsi que la souche testée, D‘une
manicre générale, I’effet des deux huiles essentielles sur I’ensemble des souches du
champignon ¢étudié montrent que 1’huile essentielle formulée de la Lavandula

officinalisenregistre un pourcentage d’inhibition plus important chez le chez le FOC
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blanc soit (PI<50%) et génere une action inhibitrice moins importante sur le FOC jaune
soit (PI<36%). A propos de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus, cette
derni¢re offre un taux d’inhibition plus faible chez le FOC jaune soit (PI<30%) et
montre que duFOC blanc présente une nette sensibilité a 1’égard de cette molécule avec
un taux d’inhibition supérieur a 40%. Enfin, le fongicide chimique le taux d’inhibition

été total (100%) pour le FOC jaune et 50% pour le FOC blanc.

Ces résultats prometteurs ouvriront la possibilité de trouver de nouveaux
pesticides naturels a base de végétaux, considérés comme mauvaises herbes ou plantes a
des fis médicinal car elles sont méconnues, mais en vérité peuvent étre source efficace
dans la lutte contre les champignons et les bactéries phytopathogenes, les nématodes et

les insectes tres redoutables aux cultures.

Cette étude constitue une premiere étape dans la recherche de molécules
biopesticides d‘origine végétale, elle mérite d‘étre poursuivie par des études in planta

pour confirmer leur activité.

Il serait intéressant de tester 1‘activité de ces extraits sur d‘autres agents
pathogenes et insectes ravageurs en particulier ceux listés de quarantaine qui constituent
des organismes trés redoutables comme par exemples ; Phytoplasma ulmi,
Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, Xylella fastidiosa, Tilletia indica, Radopholus similis,

Globodera rostochiensis, Tuta absoluta et Thrips palm.

I1 serait aussi d‘intérét de rechercher et caractériser les matiéres actives existantes
chez chaque espece spontanée afin de les formuler et les utiliser comme produits
stables. Ainsi, il va falloir réaliser une étude toxicologique avant I‘application des
extraits car des résultats de recherches ont montré que certains composés chimiques
posseédent des toxicités chroniques, dermiques et des effets cancérigenes (BRUNETON,

1999).

Par ailleurs, il serait judicieux de tester ces especes et d‘autres par rapport a leur

activité clinique sur des organismes pathogeénes a 1‘homme.
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Introduction

Introduction :

Les plantes faisant partie elles mémes des ressources naturelles vivantes, sont
aussi la source directe ou indirecte par le lien trophique de 1‘ensemble des étres vivants
sur la planete (étres humains, bactéries, champignons,...). Elles exercent des fonctions
écologiques et économiques tres diversifiées; certaines especes végétales constituent
différentes sources industrielles, énergétiques et pharmaceutiques (SPICHIGER et al.,
2004).Toutefois, les plantes sont attaquées non seulement par divers types de micro-
organismes pathogeénes, mais aussi par d‘autres ennemis parmi lesquels; des
mollusques, des nématodes, des acariens et des insectes. Elles peuvent développer des

stratégies complexes et efficaces pour faire face aux pathogenes.

Les maladies affectant les plantes peuvent étre d‘origine fongique, virale ou
bactérienne. Ces organismes attaquent toutes les parties de la plante et génerent des
symptomes trés variés causant des dégats sur les cultures et par conséquent des pertes
agricoles. Le controle de ces maladies des plantes se doit d‘étre efficace en utilisant des
méthodes de lutte conventionnelles représentées par les méthodes physiques, chimiques,

génétiques et biologiques.

L‘usage des pesticides est en constante augmentation a travers tous les pays du
monde (BOUZIANI, 2007). Les phénomenes de résistance des agents phytopathogenes
et des ravageurs aux pesticides ont conduit a utiliser des concentrations de plus en plus
fortes de substances actives. Cette augmentation s‘est révélée source de désordres
écologiques qui ont été qualifi¢es « deffet 4R » pour résistance, rémanence,

réapparition et rupture des chaines trophiques (REGNAULT-ROGER, 2002).

Face a ces profils toxicologiques et écotoxicologiques nettement importants
constatés au cours de ces derni¢res décennies et qui sont liés a 1‘accumulation des
résidus de pesticides, il était urgent de développer des méthodes de contrdle et de
protection plus écologiques tout comme les approches alternatives complémentaires et
innovantes. Cette démarche s‘inscrit dans le cadre du développement d‘une protection

intégrée, raisonnée ou biologique telle que 1‘utilisation de biopesticides.

Les biopesticides occupent une place de choix car ils se prétent souvent a la
production de masse requise pour l‘industrie. Ils s‘appliquent avec un pulvérisateur

conventionnel ce qui en facilite 1‘adoption par les producteurs agricoles. Ils sont
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généralement compatibles avec des méthodes de lutte biologiques classiques (ex.
lachers de prédateurs ou de parasites (GIROUX et al., 1994 ; ROGER et al., 1995).
Les biopesticides peuvent étre a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et
d‘extraits de plantes. Récemment, l'acceptation de la médecine traditionnelle comme
forme alternative de santé et le développement de la résistance microbienne aux
antibiotiques disponibles a mené des auteurs a étudier l'activité antimicrobienne des

plantes médicinales (NOSTRO et al., 2000).

A cet effet, de nombreuses especes végétales ont été répertoriées comme
présentant une activité biopesticide sur une large gamme d‘insectes phytophages, de

bactéries, de champignons et de nématodes phytoparasites.

Dans ce contexte, la présente étude rentre dans le cadre de la recherche de la flore
naturelle locale pouvant présenter des effets pesticides. Elle a pour objectifs de valoriser
certaines plantes considérées habituellement comme plantes aromatiques médicinales et
de mettre au point des méthodes de lutte intégrées peu coliteuses, compétentes et

facilement utilisables par les agriculteurs.

Ce travail est basé sur 1‘étude de I‘effet fongicide de deux huiles essentielles
formulées Lavandula officinalis et Eucalyptus globulus en méme temps qu’un fongicide
chimique homologué. Les extraits des huiles essentielles formulées obtenus avec les
différentes concentrations sont testés in vitro a 1‘égard deux souches de champignons

phytopathogenes de Fusarium oxysporum f.sp.ciceris (FOC).

A travers notre démarche scientifique, nous cherchons a répondre a I’hypothese
suivante : Les huiles essentielles de deux espéces aromatiques Lavandula officinalis et
Eucalyptus globulus présentent-ils une activité fongicide in vitro sur le champignon
phytopathogene du pois chiche Fusarium oxysporum f.sp.ciceris (FOC) comparé a un

fongicide de synthése?
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Résumé

Effet fongicide testés in vitro de deux huiles essentielles formulées
Lavandula officinalis et Eucalyptus globulus comparé a un fongicide
chimique homologué a I’égard de deux souches de Fusarium

oxysporum f.sp.ciceris (FOC).

Cette étude a pour objectifs d‘évaluer l‘effet fongicide in vitro des extraits des
huiles essentielles formulées de deux especes végétales Lavandula officinalis et
Eucalyptus globulus ainsi qu’un fongicide chimique homologué (Hexaconazole) en
méme temps que les deux autres especes citées.

Les extraits des huiles essentielles formulées de la lavande et de I’eucalyptus sont
révélés actifs quantitativement et qualitativement sur les deux souches du champignon
étudié de Fusarium oxysporum f.sp.ciceris (FOC).

Les résultats de I’effet antifongique des traitements biologiques sont hautement
significatifs selon 1‘espece végétale, la concentration de 1‘extrait, ainsi que la souche
testée. D‘une maniere générale, 1’effet des deux huiles essentielles sur I’ensemble des
souches du champignon étudié montrent que I’huile essentielle formulée de la
Lavandula officinalis enregistre un pourcentage d’inhibition plus important chez le FOC
blanc soit (PI<50%) et génere une action inhibitrice moins importante sur le FOC jaune
soit (PI<36%). A propos de I’huile essentielle formulée d’Eucalyptus globulus, cette
derniére offre un taux d’inhibition plus faible chez le FOC jaune soit (PI<30%) et
montre que du FOC blanc présente une nette sensibilité a 1’égard de cette molécule avec
un taux d’inhibition supérieur a 40%. Enfin, le fongicide chimique le taux d’inhibition

été total (100%) pour le FOC jaune et 50% pour le FOC blanc.

Mots clés : Lavandula officinalis, Eucalyptus globulus, huiles essentielles
formulées, activité antifongique, fongicide chimique, Fusarium oxysporum fisp.ciceris

(Foc).
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