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Chapitre I Nerium oleander

Introduction

L’utilisation des plantes aromatiques par I’homme est une pratique antique (Majinda
et al., 2001). L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples, montre que les plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et
dans les preparations culinaires (Annonyme, 2010).

Depuis des milliers d'années, I'nomme utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) (2003), environ 65-80% de la population mondiale a recours au meédicine
traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et
du manque d'acces a la médecine moderne (Ma et al., 1997) in (Anonyme, 2014).

De nos jours la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses
plantes, compte tenu de leurs propriétés aromatiques, comme source d’assaisonnement ou
comme remede en médecine traditionnelle. Cependant, cette utilisation ne se base sur aucun
critere scientifique, elle tient compte simplement des observations au cours des siécles.

Les huiles essentielles également appelées huiles volatiles ou éthérées (Guenther, 1948) in
(Randrianarivelo, 2010) sont les liquides aromatiques obtenus a partir de la matiére végétale
(fleurs, bourgeons, les graines, feuilles, brindilles, écorce, herbes, bois, fruits et racines). lls
peuvent étre obtenus par expression, fermentation, enfleurage ou extraction. La méthode de la
distillation a la vapeur est la plus utilisée pour la production commerciale des huiles
essentielles (Van de braak. et al., 1999) in (Randriandrianarvelo, 2010). Les huiles
essentielles ou leurs composés actifs pourraient également étre employés comme agent de
protection contre les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant les

denrées alimentaires (Seri-kouassi et al ., 2004) .

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja
environ170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes (Chaabi, 2008).

Alors, les substances naturelles comme les molécules bioactives issues des végétaux
suscitent actuellement un intérét tout particulier par leurs multiples activités biologiques tant
appréciées dans le domaine de la santé humaine et de 1’industrie alimentaire, pharmaceutique
ou cosmétique .En effet, une plante est dite médicinale lorsque I'un de ses organes par
exemple la feuille, posséde des activités pharmacologiques pouvant conduire a des emplois
thérapeutiques (Anonyme, 2015). A cet effet, les métabolites secondaires font 1’objet de
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nombreuses recherches qui amene a 1’identification des principaux éléments actifs de la plante
(Anonyme, 2014).

Grace a sa situation géographique lui permettant de jouir d’une grande variation
climatique a laquelle s’ajoute des ressources hydriques ; 1’ Algérie regorgeant d’une richesse
floristique importante. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémique
et appartenant a plusieurs familles botaniques. Ces ressources naturelles sont importantes
pour I’économie Algérienne et pour le maintien de 1’équilibre écologique de plusieurs régions.

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, on s’est intéressé aux
espéces de la famille Apocynacae (Ouibrahim, 2015).

Laurier rose ou (Nerium oleandre) est un arbuste de la famille d’Apocynacae, une
plante abondante choisie de cette biomasse végeétale en raison du bénéfice des propriétés
thérapeutiques que lui a attribuées la médecine traditionnelle, & savoir: les industries de
I’aromatisation, de la parfumerie, de la conservation, des cosmétiques et de la pharmacologie
grace a ses divers effets antimicrobiens et antioxydants (Anonyme, 2015).

Cette espece sauvage a été récoltée dans la zone de Bordj Ghedir (Bordj Bou Arreridj), il est
de plus en plus cultivé comme arbuste ornemental ou pour former des haies dans les parcs et
jardins car sa haute peut atteindre 2 a 3 metres (Anonyme, 2009).

Toutefois, si 'utilisation des pesticides est considérée depuis des années comme un
moyen de lutte le plus rentable, la marge bénéficiaire se réduit considérablement par la
soustraction des couts de leurs effets indésirables sur I’environnement, les ennemis naturels et

la santé humaine (Pimentel et al., 1992) in ( Anonyme, 2015).

En Algérie, les légumineuses occupent une place importante, De nombreuses espéces
de légumineuses sont utilisées comme ressources d’alimentation humaine (féve, soja, haricot,
pois chiche, lentille, etc.) (Khelil, 1977) in (Anonyme, 2015). L’ Algérie, comme beaucoup de
pays en voie de développement attribue une place de choix a cette culture dotée d’une valeur
nutritive, les légumes secs telles que le pois chiche, la lentille et le petit pois se placent apres
les céréales. Le pois chiche constitue une source tres importante des protéines végétales qui

peuvent corriger le déficit en protéines animales.

Le pois chiche souffre de nombreuses difficultés, en dehors des condition
d’environnement et le nom maitrise des techniques culturales qui sont des causes non
négligeables de la faiblesse de la production, il semble que le probléeme majeur reste celui de
I’aspect phytosanitaire souvent attribué¢ a des maladies fongiques telles que I’anthracnose, les

pourritures racinaires et le flétrissement. Ces différents problémes associés a 1’immense

2
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besoin en protéines dans I’alimentation humaine ont amené les chercheurs a s’intéresser a

cette légumineuse alimentaire. (Laibi, 2011).

I1 existe un nombre de facteurs biotiques et abiotiques qui participe dans 1I’abaissement
de la production, I’espéce de F.oxysporum causent principalement le flétrissement vasculaire
de plusieurs especes des plantes en causant des pertes de rendement importantes, et les
espéces de Aspergilus Flavus et Alternaria sp sont des agents pathogénes de différentes

plantes, qui entrainent des pertes drastiques pour les cultures (Agrios, 2005).

Ce travail vise a étudier I’activité antifongique de 1’extrait de la plante aromatique
Laurier rose, qui appartiennent respectivement a la famille des Apocynacae. Elles sont parmi

les familles des plantes qui leurs extraits a une qualité medicale intéressante.

Notre travail sera réparti en trois parties :

La premiére partie consacrée a 1’étude bibliographique est divisé en deux chapitres :

[1 Le premier chapitre est dédié a une description botanique générale de 1’espéce étudiée
(Laurier rose) et sa répartition géographique.

[1 Le deuxieme chapitre dresse une revue de littérature sur les extraits des plantes (huile

essentielle et I'nydrolat aromatique) et des généralités sur les champignons

Le troisiéme chapitre, concerne la partie expérimentale, ou sont détaillés le matériel et
méthodes, utilisés dans le cadre de cette étude.

Le quatrieme chapitre, regroupe les résultats et la discussion.

Le mémoire est acheveé par une conclusion.
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Chapitre I Nerium oleander

1. Les plantes médicinales

Les recherches sur les plantes médicinales ont fait ressortir un certain nombre de
plantes qui synthétisent des substances chimiques pouvant empécher la croissance et baisser
le rendement des plantes voisines. (Asad et Bajwa, 2005). Plante médicinale est une plante
qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont
des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Elgaj et al., 2007). Environ 35000 espéces de plantes sont employées par le monde a des
fins meédicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).

2. Présentation de la famille Apocynaceae

2.1. Aspects botanique

Les Apocynaceae sont connus pour leur importance comme source de substances
médicamenteuses de premicre importance (ex. Vincristine, Vinblastine, Vincamine,...)
(Hostettman et al., 2000). La famille comporte plus de 180 genres et 1300 espéces, se
développant principalement dans la zone intertropical répartis en 4 sous-famille (Hostettman
et al., 2000). (\Voir tableau I)
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Tableau I : Famille des Apocynaceae dans le monde ( Anonyme, 2009) .

Sous-famille Genre Distribution geographique
Apocynum Ameérique du Nord, Mexique
Nerium De la méditerranée au Japon
Apocynoideae Strophanthus De la I’ Afrique a la Malaisie
Adenium Xérophytes charnues d’Afrique
pachypodium Madagascar
Allamanda Ameérique tropicale
L Madagascar
andolphia Sud-américaines
Rauwolfia Tropique
Plumériodeae Ochrosia Paléotropicale, absent d’ Afrique

Plumeria Amérique chaude
Catharanthus Tropique, particulierement
Madagascar
Vinca Méditerranée et Eurasie

Tabernaemontana Tropique

Tabernaemontanoideae

Vacanga paléotropical

Thevetia Amérique tropicale
Cerbeéroideae

Cerbera Madagascar
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2.1.1. Aspect chimique

Les hétérosides cardiotoniques et les alcaloides a noyaux indolique et
stéroidique sont considérés comme les marqueurs chimitaxonomiques de la famille

des Apocynaceae (Hostettman et al., 2000).

2.1.2. Aspect pharmacologique : Au point de vue des ouvrages classiques
de la matiere médicale, la famille des Apocynaceae fournit des drogues de premiere
importance en thérapeutique (Tableau Il) (Pauwels, 1979) in (Anonyme, 2009). C’est
le cas des alcaloides indoliques anticancereu (ex. vinblastine et vincristine extraites de
la pervenche de Madagascar ou celle de la vincamine obtenue la pervenche mineur)
(Gaussen et al., 1982) in (Anonyme, 2009).
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Tableau Il : Propriétés et indications thérapeutiques associé¢es a 1’'usage de quelques

especes Apocynaceae. (Eyog et al., 1999) in (Anonyme, 2009).

Espéce Organe utilisé | Principe actif Propriétés et usage thérapeutique
Rauwolfia racines réserpine et autres | utilisés dans le traitement des
serpentina dérivés hypertensions artérielles.
plante - paludisme ; ovulation.
plante ajmaline Antirythmique .
Strophanthus grains ouabaine réputé pour le traitement des
gratus cardiopathies.
Tabernanthe racines ibogaine utilisé comme tonique nerveux
iboga musculaire .
Holarrhana écorces de tige | conessine utilisé dans le traitement de la
flofibunda ou de racines dysentrie amibienne, puis abondonée
en raison de sa neurotoxicité.
écorces de tige | - utilisé dans le traitement des amibiases
et feuilles maladies.
Catharanthus | plante vincaleucoblastine | propriétés leucopéniathes, elle abaisse
roseus le nombre de globules blancs.

vincristine

utilisé dans la thérapie des leucémies
et de la maladie de hodgkin (cancer de

ganglions)

3. Présentation du genre Nerium

3.1. Propriété pharmacologique du genre Nerium

Les espéces de Nerium, Nerium indicum et Nerium oleander, sont des plantes

toxiques, a ce titre leur utilisation en phytothérapie est limitée a I’usage externe.
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Nerium indicum est largement utilisée en medecine traditionnelle chinoise, pour
stimuler les muscles cardiaques, soulager les douleurs et comme insecticide (Shan et al.,
2004). Les écorces de N. indicum ont été signalées comme douées d’une activité molluscicide

contre Lymnaea acuminata (Singh et al., 1998) in (Anonyme, 2009).
3.2. Toxicité de Nerium oleander

Nerium est une plante toxique par ingestion de ces diverses parties (feuilles, fleurs,
tiges,...). Sa toxicité envers ’homme, 1’animal et certains insectes a fait 1’objet de plusieurs
études (Almahy et al., 2006). Neruim étant plus souvent associé a des intoxications

accidentelles chez les enfants ou méme chez les animaux domestiques (Bruneton, 2001).

Toutefois, des tentatives de suicide au Nerium sont régulierement colligées par les
toxicologues dans différentes parties du globe, et un cas d’utilisation a visée criminelle

(Bourgeois et al., 2005).

L’empoisement peut étre caus¢ par I’ingestion d’une seule feuille verte ou séchée qui peut
s’avérer mortelle pour un adulte. Les premiers signes de 1’intoxication : inconscience,
irritation de muqueuses, nausées, vomissement, douleurs abdominales, diarrhée, polypnée,
troubles cardiaques graves, brilure de la peau parfois signalée chez les sujets sensibles. Les
symptdmes apparaissent plusieurs heures (72h) aprés I’ingestion d’une quantité toxique
(Adom et al., 2003).

Les hétérosides cardiotoniques principaux constituants de Nerium les toxiques sont reconnus
a cette espece (Bruneton, 2001).

4. Classification

Selon Bruneton, 2001 la flore de I’Europe, le Nerium oleander est classé comme suit :

Division : Angiospermae
Classe : Dicotyledoneae
Ordre : Gentianales
Famille :  Apocynaceae
Genre :  Nerium

Espece : Nerium oleander
4.1. Reconnaissance botanique

Le Nerium oleander ou laurier-rose (Figure 01) (appelée localement Défla) est un arbuste

appartenant a la famille des Apocynaceae. Le nom latin Nerium vient du grec nerion
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signifiant « humide », indiquant la prédilection de cette plante pour les zones humides (Paris
etal., 1971) in (Anonyme, 2009). Nom spécifique oleander vient de I’italien de «oleandro »
qui vient du latin « olea » qui désigne I’olivier faisant référence a la ressemblance des

feuillages.

Noms communs

Nerium oleander est connu sous différentes denominations communes selon les pays et
régions considerés :

Nom anglais : Rose-bay

Nom allemand : Rosenlorbeer

Nom espagnol : Laurel rosa

Nom italien : Oleandro

Nom frangais : Laurier rose

Nom arabe  : El-defla 41

4.2. Description botanique

Arbuste dressé atteignant 3-4m de hauteur, possédant :

« feuilles : opposées ou verticillées par 3, longuement lancéolées (8-14 x 5-2.5cm),
coriaces, a nervures secondaires pennées, tres nombreuse, serrées.

* fleurs : en corymbes terminaux, ont une corolle infundibuliforme a gorge rose s’évasant
en 5 lobes étalés et ornés d’un appendice a 3-4 dents courtes ; elles s’épanouissent de juin
a septembre, sont de teinte rose ou blanche, disposées en corymbe (Delille, 2007).

» fruit : comporte deux follicules allongés (8-16 x 0.5-1.5cm), soudés jusqu’au début de la

déhiscence.

« graine : duveteuse, est surmontée d’une aigrette sessile qui en facilite la diffusion

(Hussain et al., 2004).
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Figure 01: Nerium oleander
4.3. Distribution géographique

En Afrique du Nord, le N. oleander est assez commun dans la zone steppique. En
Algérie sa présence est assez commune, surtout sur les alluvions et les terrains rocailleux. Il
avance le long des oueds dans le Sahara du Nord et se retrouve dans les montagnes du
Tassili et du Hoggar (Chopra et al., 1971) in (Anonyme, 2009). Le N. oleander se répartit
maintenant dans de nombreuses régions du globe au climat méditerranéen ou subtropical
(Californie,Australie...).(Banon et al., 2006). Elle fréqguemment cultivée comme
ornemental (Delille, 2007).

4.4. Utilisations traditionnelles dans le monde

Le Nerium oleander est employé en médecine traditionnelle pour le traitement de
nombreuses maladies et fait d’ailleurs partie de plusieurs pharmacopées locales (Almahy et
al., 2006). Les usages traditionnels des différents organes de Nerium oleander selon les pays
sont décrits dans le tableau IlI.
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Tableau I11 : Principales utilisations de Nerium. oleander en médecine traditionnelle selon
les pays. (Adom et al., 2003).

Parties Pays Indications Mode
utilisées d’emploi
feuilles Afrique du abortif *
fraiches | sud
ou Algérie nettoyage et assouplissement des pieds (peau), contre décoction
séchées les caries dentaires
Iran cardiotonique et diurétique infusion
Maroc antidiabétique, abortif, démangeaison, mal de téte , Décoction,
antigale, contre la chute des cheveux et I’eczéma infusion,
macération
Tanzanie et | Antibactérien décoction
Turquie
différents | Cuba médecine de folklore *
organes
Inde et Antibactérien *
Bangladesh

4.5. Composition chimique de Nerium.oleander

Les études phytochimiques effectuées sur le N. oleander ont permis d’isoler un grand nombre
de métabolites secondaires tels que les cardénolides, triterpénes, prégnanes, flavonoides,
1985), 2009).
La plante accumule les hétérosides cardénolides dans tous les organes. Les feuilles renferment
dont 0.1%

acetylgitoxigénine. Ces concentrations varient selon des considérations génétiques et

coumarines et des dérives stéroidiques (Hanson, in  (Anonyme,

environ 1,5% de cardénolides, d’oléandrine ou 3-0-a-Loléadrosyl-16-

environnementales. L’oléandrine est accompagné d’analogues stéroidiques tel que : la

gitoxigenine, adynérigénine, 1’uzarigénine... (Bruneton, 1999) in (Anonyme, 2009).

Les graines renferment de I’oléandrine et des composés voisins : odorosides, adigoside,

gluco-strospéside, etc. (Bruneton, 2001).

Toute la plante est dangereuse, ni 1’ébullition ni la dessiccation des feuilles ne permettent

d’inactiver les toxines constituées essentiellement d’hétérosides cardénolides. Les
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mécanismes responsables de la toxicité sont a superposer a ceux des hétérosides digitaliques
classiques agissant principalement sur 1’inhibition de 1’Atp ase Na-K membranaire et par

1’élévation du calcium intracellulaire (Bruneton, 1999) in (Anonyme, 2009).
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Partie 01 : Les extraits des plantes.
1. Métabolites des plantes

Chez les vegetaux, deux catégories de voie métaboliques se déroulent déterminant ainsi

deux types de métabolites, dites primaires et secondaires.
1.1 Métabolites primaires

Le métabolisme peut également étre subdivisé difféeremment. Par exemple toutes les cellules
renferment des glucides phosphorylés, des acides aminés, des lipides et des acides nucléiques,
ces moléecules qui sont a la base de la machinerie moléculaire de la cellule sont dénommées

métabolites primaires (Hopkins, 2003).

1.2 Metabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des produits dérivant du métabolisme général et ne jouent
apparemment aucun réle vital; ils sont propres a chaque espéce, ils sont I'expression de la
diversité du monde vivant. Ce sont des molécules qui ne participent pas directement au
développement des plantes, mais plut6t, elles interviennent dans les relations avec les stress
biotiques et abiotiques ou améliorent 1’efficacité de la reproduction. Elles varient en fonction
des especes (Buchnan, 2006).

Un métabolite secondaire est une molécule ,telle que les acides phénoliques les flavonoides,
les térpenoides et les alcaloides, que produisent les organismes en dehors des voie
métaboliques strictement nécessaires a assurer la survie ( on parle de métabolisme primaire
dans ce cas), cette gamme de composés est trés développée chez les végétaux et constitue un
moyen de lutte contre des concurrents écologiques (allélopathie) ou des prédateurs
(production des substances toxiques ou des mauvais godt contre un Herbivore) (Benchacha,
2008).

1.2.1. Térpenoides

Les terpenoides des plantes sont beaucoup utilisés en raison de leurs qualités aromatiques.
Ils Jouent un role dans les remeédes en herboristerie traditionnelle et font 1’objet de recherche
pour Découvrir des effets antibactériens, antinéoplasiques ou autres effets pharmaceutiques
(Benchacha, 2008).
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1.2.2. Les huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des substances huileuse volatile et odorante qui sont sécrétés par
les plante aromatique que I’on extrait par divers procédés dont I’entrainement a la vapeur

d’eau et I’hydro distillation (Iserin et al., 2007). Elles se forment dans un grand nombre de

plante comme sous-produit du métabolisme secondaire (Guy, 1997) in (Anonyme, 2015).

Les HE sont des mélanges complexes de substance organique aromatique, liquide qu’on
trouve naturellement de divers parties végetaux .elle sont trés concentrées, volatiles et
sensibles a la décomposition sous 1’effet de la chaleur (Brunton, 1999) in (Anonyme, 2015).

Actuellement, leurs utilisation, en parfumerie et en alimentation est considérable, c’est
pourquoi certains organismes de normalisation AFNOR NF et 1ISO ont donné des définitions
beaucoup plus précise des HE, I’huile essentielle est un produit obtenu a partir d’'une matiére
premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistilation.

L’HE est séparé de la phase aqueuse par des procédés physiques .Cette définition est
restrictive elle exclut d’ une part les produits odorants d’origine animale, et d’autre part les
essences obtenus selon d’autre procédés d’extraction (Paris et Hurabelle, 1980) in
(Anonyme, 2015).

1.2.2.1 Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les H.E sont contenues dans les éléments sécréteurs qui a leurs tours ont deux origines

structurales (Chaumont et Paquin, 1971) in (Anonyme, 2015).

A. Structure externe : elle représentée par des cellules sécrétrices incluses dans les

glands ou dans les poils et leurs extrémités.

B. Structures interne : elle est représentée par des cellules sécrétrices incluses dans
I’épiderme dans les rhizomes, ou encore dans les déférents organes végétaux et des cellules

sécretrices modifiées : poches, en sacs, en cavités, ou encore en tubes huileux.
1.2.2.2 Roéle des huiles essentielles dans la plante

L’huile essentielle d’une plante représente le liquide indispensable a la plante comme le
liquide céphalo-rachidien dans le corps humain, (Salle et al., 1991) in (Anonyme,2015).
Malgré les travaux de plusieurs auteurs, le réle des huiles essentielles reste encore mal
connu. en général , elles sont considérées comme produit de déchet du métabolisme (produit
secondaires du métabolisme ) .elles peuvent étre insectifuges ou insecticides ou encore un

moyen de défense vis-a-vis des predateurs (micro-organismes , champignons , herbivores ).
14
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Enfin. Les roles bactériens et cryptogamiques des huiles essentielles ont été prouvés selon
plusieurs auteures 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 acétyl-coa » (Guignard et al., 1985) in (Anonyme,2015).

Dans un bulletin de ’'UNESCO (1960) on signale que la formation I’huile essentielle par
certaines plantes semble jouer un réle dans leur protection contre la sécheresse, la volatilité
et I’odeur marquée de ces huiles essentielles en font des eléments de contamination. Leurs
role dans la pollinisation et dans la dispersion des diaspores est largement accepté
(Bruneton, 1987) in (Anonyme, 2015).

1.2.2.3. Propriétés physiques et chimiques
1.2.2.3.1. Propriétés physiques

Les propriétés physiques des huiles essentielles se résument en leurs indices, pouvoir
rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans l'alcool, point d'ébullition et congélation.
Généralement incolores ou jaune pale, les essences sont liquides a température ambiante. La
nature huileuse des He, la rend liposoluble ainsi elles sont peu solubles dans I’eau mais le
sont dans les solvants organiques apolaires, les huiles grasses, et dans les alcools.
Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a I’oxydation. Elles ont
tendance a se polymériser en donnant lieu a la formation de produits résineux ce qui induit a

la perte de ses propriétés.

Leurs densité est en général inférieure a celle de I’eau (a 1’exception des huiles essentielles de
sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions). Elles ont un indice de

réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere polarisée (Baser et Buchbauer, 2010).
1.2.2.3.2. Propriétés chimiques

Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composées différentes, appartenant
a deux groupes caracterisés par des origines biogénétiques spécifiques :
les terpenes et les dérivés du phénylpropane biosynthéses essentiellement a partir de 1’acide

shikimique (Bruneton, 1993) in ((Ouibrahim, 2015).
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2. L’hydrolat aromatique (HA)

2.1. Considération générale

Lors de la distillation, un sous —produit se forme a partir de 1’eau ayant servi ades
molécules odorantes .ce produit est I’hydrolat ou (hydrosol en anglais). Au cours de la
distillation, la vapeur d’eau traverse la matiere végétale puis se condense au contact des parois
froides d’un réfrigérant. L’eau se dissocie alors spontanément de 1’huile essentielle du fait de
leur non miscibilité tout en conservant une petite portion des composés volatils de 1’huile
essentielle (Price et al., 2004). L’cau flore HA et I’HE, issues de la méme plante, ont des

propriétés similaires mais pas identiques.
Les eaux florales ont des avantages certains :
-Elles sont hydrosolubles, contrairement aux huiles essentielles qui se diluent dans I’huile

-Elles n’ont pas de contre — indications car elle ne contiennent ni acide, ni aucune matiere
caustique ou corrosive . D’apreés 1’ hydrolathérapie : thérapie des eaux florales de lydia bosson
et de Guénolée dietz bien que cette faible concentration en principe actifs, les hydrolats
présentent activites biologiques intéressantes (Catty, 2001).

Certains hydrolats sont utilisés depuis des siécles dans des préparations cosmétiques
thérapeutiques et culinaires les hydrolats de rose, de fleur d’oranger, de lavande et de fleurs de
bleuets sauvages en sont des exemples .certaines plantes sont distillées uniquement pour leurs
hydrolat (Catty, 2001).

La principale marchée des hydrolats se situe dans le domaine de cosmétique et des ardmes
alimentaires. Cependant, avec le regain d’intérét actuel pour les médecines alternatives telle
que I’aromathérapie, les hydrolats sont aujourd’hui de plus en plus utilisés pour leurs vertus

thérapeutiques (Catty, 2001).
2.2. Définition d’hydrolat aromatique

L’hydrolat est I’eau distillée que 1’on sépare de 1’huile essentielle a la sorte de 1’alambic elle
est plus ou moins aromatisée selon les plantes distillées car elle se charge de molécule
aromatique au cours de la distillation. Les hydrolats contiennent sous forme naturellement
dissoute certains composés aromatiques des huiles essentielles (moins de 5%) (Price et al.,
2005).
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Ce dernier est beaucoup moins concentré en molécules actives que 1’huile essentielle, on 1’a

longtemps considéré comme simple «co-produit ».

On trouve beaucoup les acides dans I’hydrolat car ils sont hydrosolubles. Ce sont des

composes tres actif et efficaces méme a 1’état de traces (Price et al., 2005).
2.3. Composition

Les hydrolats contiennent en petite quantité de composés volatils semblables & ceux
présents dans I’huile essentielle ainsi que des composés solubles dans 1’eau non retrouvés

dans I’huile (Anonyme, 2011).

La composition des hydrolats s’¢loigne donc de celle des huiles : les molécules oxygénées
hydrophile s’y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophile comme les
hydrocarbures terpéniques sont la plupart du temps quasi absents. Certains hydrolats
présentent une grande proportion de molécules lipophiles comme ceux de mentha piperita ou

mélissa officinalis (Price et al., 2005).

Pour pouvoir effectuer 1’analyse de la composition chimique des hydrolats par GG-MS, il
est nécessaire de «concentré » I’hydrolat avec I’injection, en procédant a une extraction
liquide avec un solvant organique tel que le chloroforme. A titre d’exemple, ses
chromatogrammes permettent de constater de visé les différences entre la composition de
I’huile essentielle et celle de ’hydrolat d’Organum compactum (Jeannot et al., 2003). Au
total, 29 composés sont également présent dans I’huile essentielle et seulement huit dans
I’hydrolat. Ces huit composés sont éegalement présents dans 1’huile essentielle : il n’y a donc
pas, dans ce cas, de composés spécifiques a 1’hydrolat. Ces molécules appartiennent a la
famille des alcools, cétones et phénols. Aucun mono ou sesquiterpene n’a été détecté mise a
part quelque traces d’a-pinéne. Les deux produits majoritaires sont se thymol et le carvacrol
(supérieur a 95%). Comparativement au carvacrol, le thymol se retrouve en plus faible
proportion dans 1’hydrolat car celui-ci et moins soluble dans 1’eau que le carvacrol

(Anonyme, 2011).

Les hydrolats on les mémes propriétés pharmacologiques que les huiles essentielles mais
plus atténuées a cause des concentrations plus faibles on compose terpéniques. La CPG-SM a

été utilisée pour déterminer la composition chimique (Jeannot et al., 2003).
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2.4. Intérét d’hydrolat

L’hydrolat est un guérisseur énergétique a I’image de ’homéopathie, il arrive que I’hydrolat
agisse plus rapidement que I’huile essentielle au niveau psyco-émotionnel ou énergétique.
L’énergie des ardmes s’est transmise a I’eau durant le processus de distillation. L’eau imbibée
des molécules aromatiques donne directement 1’information au corps, sans devoir passer par

la matiere comme cela se fait pour I’huile essentielle.

En aromathérapie énergétique, il est intéressant de combiner les huiles essentielles par voie

olfactive ou cutanée avec les hydrolats par voie orale (Anonyme, 2011).
3. Méthode d’extraction

La quantit¢ d’HE contenue dans les plantes est toujours faible, parfois tres
faible. Il faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d'HE
(Anonyme, 2015).L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la
plus délicate. Elle a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus
fragiles elaborées par le végétal.ll existe différents procédés d'extraction, mais le
choix de la méthode utilisée définit obligatoirement la nature de 1’essence ainsi que
son éventuelle utilisation. L'entrainement par la vapeur ou I'hydro distillation de la

plante fraiche ou séche reste la technique la plus utilisée. (Anonyme, 2015).

On distingue les procédés suivants :
3.1l hydrodistillation

Il s’agit d’une méthode la plus simple (Figure 02). La matiére végétale est
émergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sur une source de
chaleur, le tout est ensuite porte a 1’ébullition, les vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant et I’HE se sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’HE
étant plus légeére que 1’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat. Cependant
Ihydrodistillation des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant
engendre la dégradation de certaines molécules aromatique (Lucchesi, 2005).

18



Chapitre 11 L’extrait du plante et les moisissures du Pois chiche

Hydrodistillation ou distillation simple

Figure 02 : Schéma de principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005).

1- Chauffe ballon, 2- Ballon, 3- Thermomeétre, 4- Réfrigérant, 5- Entrée et sortie

d’eau, 6- Eprouvette, 7-Matiére a extraire 1I’essence, 8- La couche d’H.E.

3.2 Entrainement a la vapeur d’eau

La distillation par entrainement a la vapeur d’eau (staem distillation).Dans ce type de
distillation, le matériel végétal ne macéré pas directement d’eau. La vapeur endommage la
structure des cellules végétales et libere ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite
entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de I’'HE en
minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel végétal ne baignant pas directement dans
I’eau bouillante (Franchomme, 1990) in (Anonyme, 2015).

3.3 Extraction a froid

Cette méthode constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux
agrumes dont 1’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procede
consiste a broyer, a I’aide de proceéde, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer

I’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).
3.4 L’enfleurage
Cette méthode se rapproche quelque peu de I’extraction par solvants volatils mais dans

ce cas on utilise des graisses comme solvant, ces derniéres ayant elles aussi une forte affinité
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avec les composes odorants, cette méthode peut étre réalisée a froid ou au chaud, et on obtient

ainsi des absolues de pommade (Lardry et Haberkorm, 2007).
3.5 Extraction par fluides supercritiques

L’extraction par fluides supercritiques a paris ses derniéres années, beaucoup d’essor
concernant 1’extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de ces techniques est
celui de combiner les caractéristiques des gaz et des liquides pendant le processus. En outre
tous les processus de dégradation possible tels que 1’oxydation ou isomérisation sont réduits
au minimum du fait que le temps d’extraction le plus employé¢, au de la du point critique
(P=73.8 bars, T°=31.1 °c),le CO2 possede les propriétés entre celle des liquide et celles des

gaz, ce qui lui confére un bon pouvoir d’extraction (Piochon, 2008).

Partie 2 : les moisissures de pois chiche

1. Généralités sur les champignons

Les champignons, ou mycetes, sont des végéetaux eucaryotes dits thallophytes. Les cellules
sont groupées en un ensemble plus ou moins structuré appelé thalle porteur d’organes
reproducteurs qui permettent de distinguer les champignons filamenteux des levures. lls sont
non chlorophylliens et peuvent se multiplier par reproduction sexuée ou asexuée. On peut les
cultiver a I’abri de la lumiére mais il faudra leur fournir une source de carbone (Chabasset

al., 2004).

2. Fusarium oxysporum (FOC)

2.1 Présentation du champignon

Le filament mycélien de fusarium oxysporium Schelecht f.sp .ciceri (hanz) Snyd. Et hansen
est hyalin, septé et uninucle , il provoque des dégats systémiques par pénétration dans les
racines de la plante du pois chiche et obstruction des vaisseaux. Il bloque ou réduit le passage
de I’eau et des ¢léments nutritifs vers les feuilles et cause le flétrissement vasculaire (Sharma
et Muehlbauer, 2007). Le genre Fusarium comptant principalement des especes
phytopathogenes, nécrotrophiques, d’origines telluriques causantes des maladies sérieuses
chez les plantes dans le monde. Les especes F. oxysporum causent principalement le
flétrissement vasculaire de plusieurs espéces de plantes en causant des pertes importante du

rendement (Agriose, 2005).
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2.2 Inoculum primaire, mode de survie et de transmission de FOC :

Le FOC est un pathogeéne d’origine tellurique, cependant quelques rapport indiquant que ce
pathogene peut étre transmit par les graines (Richerdson, 1992). Cela suppose que
I’augmentation de la densité de I’inoculum de FOC dans le sol est aussi contribuée par le
mélange des graines infectées avec les graines saines utilisées pendant le semis (Pande et al,
2007). La dissémination du champignon peut se produire selon différentes formes : les résidus
de plantes infectés (racines, tiges, feuilles), le sol et les graines. Les spores peuvent étres

disséminées par le vent et la pluie (Cunnington et al, 2009).
2.3. Position systématique

Fusarium oxysporum est considéré comme ascomycéte proche du groupe télémorphique

gibberella que nectria (Di Pietro et al., 2003). et ayant plus de 120 forma spéciales.
Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Hymenoascomycétes

Sous-classe : Pyrenomycetideae

Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae

Genre : Fusarium

Espéce : F. oxysporum

3. La plante hote : le pois chiche

3.1 Situation du pois chiche en Algérie

En Algérie les espéces de legumineuses alimentaires les plus cultivées sont la lentille (Lens
culinaris L.), le pois chiche (Cicer arietinum L), la féve (Vicia faba L.) et le haricot
(phasiolus L.).Les légumineuses alimentaires ont recu beaucoup d’attention de la part des

services agricoles pour augmenter les superficies et améliorer les niveaux de rendements.
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Cependant les résultats obtenus n’ont pas été a la hauteur des efforts consentis (Bouzerz et

al., 2003).
3.2 Description de la plante du pois chiche (Cicer arietinum L.) :

Le pois chiche est une plante annuelle, herbacée avec des branches diffusées et propagées
(Muehlbauer et Rajesh, 2008).

4. Description des symptomes de la fusariose du pois chiche:

Le flétrissement précoce causé par Fusarum oxysporum schelechet peut étre observe sur les
génotypes sensibles 25 jours apreés le semis (Shah et al., 2009) et comme tardif au stade de
remplissage de gousses. Le flétrissement précoce cause plus de perte que le flétrissement
tardif. Les jeunes plantules infectées par flétrissement vasculaire s’écroulent, s’aplaties et
s’allongent sur terre et gardent leur couleur verte sombre (Pande et al, 2007). Cependant, les
plantes adultes montrent des symptdmes du flétrissement typique, par conséquent la plante
entiere montre un abaissement soudain des feuilles (Shah et al., 2009 ; Raju et al, 2008), une
couleur pale par rapport aux plantes saines (Shah et al, 2009) et une décoloration du xyléeme

de la tige (Raju et al., 2009), ensuite le plant meurt.
5. Cycle évolutif de la maladie

L’infection primaire se fait au moyen des chlamydospores (Haware et al., 1986) in
(Anonyme, 2005). Leur germination dans le sol peut étre inhibée par les exsudats des racines
du pois chiche, phénomeéne qui a son importance dans la résistance de la plante a la maladie
(Haware et Nene, 1984). Le tube germinatif qui s’introduit a travers 1’épiderme du systéme
radiculaire envahit les vaisseaux du xyléme. Le développement du champignon (mycélium et
conidies) obstrue ces vaisseaux, ce qui induit par conséquent un flétrissement des plantes
accompagné d’une coloration des tissus vasculaires (Gupta et al., 1986) (Figure 04).
L’infection s’accompagne d’une réduction de la chlorophylle et parallélement a une
augmentation des acides organiques, des polyphénols et des hydrates de carbones. Les
symptdmes peuvent se manifester a deux stades de développement de la culture, ils
apparaissent au stade plantule, trois semaines apres le semis : les feuilles des plantes affectées
montrent une flaccidité suivie d’une coloration vert terne et d’un desséchement conduisant a
la mort précoce de la plante. Il se manifeste aussi chez les plantes adultes sous forme d’un

jaunissement progressif du bas en haut avec une nécrose des folioles. Il s’agit d’un
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flétrissement tardif appelé aussi jaunissement vasculaire. Dans les deux cas, les racines des
plantes affectées gardent une apparence saine et leurs tiges montrent une coloration brune des
tissus internes quand elles sont sectionnées verticalement (Haware ,1988). Il est probable que
ces deux types de symptdmes soient induits par des biotopes différents de 1’agent pathogéne
(Cabrera de la Coha et al., 1985).

Le Fusarium oxysporum est un parasite tellurique doué d’une vie saprophytique. Par ses
organes de résistances, les chlamydospores, il est capable de survivre pendant plusieurs
années dans les conditions les plus défavorables, en absence de la plante héte
(Kornrnesdhal, 1970) in (Sharma et Muehlbauer, 2007). pouvant méme coloniser des
zones profondes du sol cultivés ; c’est le cas de la forme spéciale ciceris (Haware et al.,
1986)in (Anonyme, 2007). Cette situation rend compte des difficultés rencontrées quand les

moyens de lutte chimique sont préconisés (Figure 03 ).

Figure 03 : Plant de pois chiche complétement desséché. Plant récolté de I'ITGC de Sétif,
Abed 2015).
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Figure 04: Cycle de vie de Fusarium oxysporum (Agrios, 2004) in (Anonyme, 2017).

24



Chapitre 11 L’extrait du plante et les moisissures du Pois chiche

6. Présentation d’Alternaria

Le genre Alternaria regroupe plus de 100 especes ubiquitaires extrémement répandues dans
les sols, la végétation, 1’air ou les aliments (Joly, 1964 ; Ellis, 1971, 1976 ; Simmons 1992)
in (Anonyme, 2011). Si certaines espéces vivent a 1’état saprophyte pouvant
occasionnellement étre des agents pathogénes opportunistes, d’autres sont responsables de
maladies atteignant les plantes (Schell, 2000 ; Ferrer et al., 2002).

Cependant la majorité des especes du genre Alternaria sont des champignons
phytopathogeénes inféodés a une famille de plantes ou a une plante spécifiqguement. lls sont
généralement présents sur les semences provoquant des manques a la levée ou des fontes de
semis. Les jeunes pousses atteintes constituent une source importante d’inoculum primaire
pour les plantes matures ou tous les organes aériens peuvent étre affectés , La gamme de
plantes hotes concernées par |’alternariose est trés variée et certaines espéces peuvent
provoquer d’importants dégats sur des espéces cultivees occasionnant des pertes financiéres
significatives. C’est le cas, par exemple d’A. triticina sur les céréales, A. douci et A. radicina
sur cultures maraichéres comme la carotte. A. brassicicola qui fait partic d’un complexe
fongique avec A. japonica et A. brassicae, est responsable de la maladie de la tache noire
specifique des Brassicacées, famille végétale qui comprend notamment le chou (Brassica
oleracea), la moutarde (Brassica juncea) ou le colza (Brassica napus) (Champion, 1997) in
(Anonyme, 2011).

6.1- classification

Régne : Fungi,

Divission : Ascomycota,

Classe  : Dothideomycétes

Sous-classe :Pleosporomycetidae

Order : Pleosporales

Famille : Pleospora

Genre : Alternaria (Joly, 1964 ; Ellis, 1971, 1976 ; Simmons 1992) in (Anonyme, 2005).

7. Présentation d’ Aspergillus flavus

Caracteres culturaux : Le champignon se développe rapidement sur les milieux classiques
(geloses au malt et Sabouraud) a 22-25°C. La température optimale de croissance est 37°C.

Sur le milieu de culture A. flavus forme des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord
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blanches, puis jaune, puis vert-jaune. Le revers peut étre incolore, rosatre ou brun-rouge foncé

pour les souches productrices de sclérotes (Raju et al., 2009).

7.1Morphologie microscopique :

Les tétes cnidiennes, strictement unisériées, en colonne compacte sont d’abord bleu-vert
puis virant au vert bronze. Les conidiophores sont courts (300-500 um), lisses, s’élargissent
insensiblement au sommet en formant des vésicules subhémispheériques. Ces dernieres (20-30
pum en diametre), vertes, sont fertiles dans leur moitié supérieure. Les phialides dressées, sont
densément groupées, de couleur verte. Les conidies sont globuleuses & sub-globuleuses,

mesurent 2(2,5)-3 (3,5) um de diamétre, et sont échinulées (Pande et al., 2007).
7.2 Classification

Régne  :fungi

Divission :Ascomycota

Classe : Eurotiomycetes

Sous-classe : Eurotiomycetida

Ordre  :Eurotiales

Famille : Trichomaceae

Genre  : Aspergilus

Espese : A .flavus (Hibbett et al., 2007 ; Bennett, 2010).
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1. Matériel végétal

Laurier rose (Nerium. oleander) est un arbre ornemental planté au bord des routes.
Nous avons récolté les feuilles de cette espéce le matin de 6 mars 2017 dans la région de
Bordj Ghedir au sud de Bordj Bou Arreridj, cette date le feuillage est dense.
Remarques : les feuilles de N. oleander que nous avons choisie sont complétement vertes et
ne présentent aucune anomalie ou un signe d’une attaque par les ravageurs. Nous avons coupeé
les tiges de 10-15 cm du sol, puisque la majorité des feuilles pres de sol sont jaunes et d’autres

sont attaquees par les insectes.
2. Préparation du matériel vegétal

2.1 Le séchage

Les échantillons en été étalées dans une chambre aérée sur du papier journal pendant 45 a
60 jours. Lorsque les feuilles sont complétement séches nous avons éliminé les feuilles qui

portent des signes d’attaques par les ravageurs ou les microorganismes.
2.2 Le broyage

Nous avons initialement coupé les feuilles de N. oleander en petits morceaux. Le
broyat des feuilles constituent le matériel végetal final que nous avons utilisé pour la
préparation des extraits aqueux. Il s’agit de petits morceaux de feuilles dont la taille est de

I’ordre de 1 a 3 mm.

3. Origine géographique et période de récolte

Tableau IV : situation géographique de station de récolte (Anonyme, 2013)

Région Latitude Longitude Etage bioclimatique

Borj Ghedir Semi-aride
35° 54/ 4° 53"

(Bordj Bou Arreridj)
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Figure 05 : La carte géographique de BBA la région de récolte (Bordj Ghedir) de N. oleander
(Anonyme, 2015).

4. Détermination de I’humidité

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la mati¢re végeétale. Le contenu

en humidité des plantes a éteé déterminé par le procédé de séchage.

Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

(Twidwell et al., 2002).

H(%)= {(M1-M2)} x100

H(%)= taux d’humidité exprimé en pourcentage.
M1= pois de I’échantillon en gramme apres la récolte (plante fraiche).

M2=pois de I’échantillon en gramme apres le sechage (plante séche).
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5. Matériel fongique

Le matériel fongique présenté par un isolat de :

Fusaruim oxysporum.sp : agent responsable du flétrissement de pois chiche. Cet isolat est
originaire de la région de Mascara (Algérie), isolat a partir des tiges de pois chiche présentant

les symptdmes de maladies, identifié par Dr Abed.

Alternaria : certaines espéces vivent a 1’état saprophyte pouvant occasionnellement étre des
agents pathogeénes opportunistes, d’autres sont responsables de maladies atteignant les plantes
(Schell, 2000 ; Ferrer et al., 2002).

Aspergilus : Le champignon se développe rapidement sur les milieux classiques (géloses au
malt et Sabouraud) a 22-25°C. La température optimale de croissance est 37°C.  Sur le
milieu de culture A. flavus forme des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord blanches,
puis jaune, puis vert-jaune. Le revers peut étre incolore, rosatre ou brun-rouge foncé pour les

souches productrices de sclérotes (Raju et al., 2009).

6. Matériel au laboratoire :

Le matériel et ’appareillage utilisé est mentionné dans 1’annexe 10

7.Méthode

7.1 Extarction de I’extrait aqueux

L’extraction de I’extrait des feuilles a été éfectuée par hydrodistilation pour 1’ecpece
de Laurier rose au labratoire de phytopathologie de 1’ universsité de BBA .

Tableau V :condition opératoire d’hydrodistilation.

Qantité de matiére végétale séche 159
Qantité de I’eau distillée 3009
Température maximale 60°C
Temps d’extraction 2h30min
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Selon les conditions opératoires du systéme d’extraction ,chaque fois on prend 15¢g de
la plante séche et emmerger dans 300ml d’eau distillé pendant une nuit pour le systéme
d’hydrodistillation simple de la plante séche ,on la mélange avec 300ml de I’eau distillé et
I’introduire dans un ballon de 500ml, I’ensemble est porté a 1’ébullition pendant 2h30min
(ou 3h) a une température de 100°C au début puis diminues a 60°C. La vapeur chargé

d’extrait traversant un réfrigérant se condense et chutte dans une ampoule a décanter.
7.2 Conservation de I’extrait du N.oleander

A cause de leurs sensibilité a la chaleur et & la lumiére 1’extrait doit étre conservé au

réfrigérateur a 4°C dans des flacons stérils ,sombres et bien fermé (Salle et al., 1991).
7.3 Détermination du rendement d’extraction

D’aprés la norme (Afnor, 1986) le rendement d’extrait (RE) est défini comme étant le
rapport entre la masse en grame d’hydrolat aromatique obtenue aprés 1’extraction (M’)et la

masse en gramme de la matiére végétale séche utilisé(M) .

Le rendement est exprimé en pourcentage ,il est exprime par la formule suivante :

RHA(%)={M’-M} x100

RHA :Rendement d’extrait en %.
M’ :Masse d’extrait en gramme .

M :Masse de la matiére végétale séche utilisé en gramme.
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Figure 06: Les différentes étapes de I’extraction des feuilles du N .Ooleander
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8.Activité antifongique

8.1Préparation du milieu de culture

Les deux milieux (PDA ,GM) devient prét a I’emploi aprés la stérilisation dans 1’autoclave a

120°C pendant 20 minutes.(annexe 10)
8.2 Choix des concentrations:

Dans la recherche de la concentration d'efficacité, cing (05) concentrations successives sont
choisies dont:1/10,1/25,1/50, 1/75 et1/100.

Tableau VI : Les différentes concentrations pour 1’activité antifongique de I’extrait.

Les Tube Tube 1/10 | Tube 1/25 | Tube 1/50 | Tube 1/75 | Tubel/100
concentrations | (témoin)
Volume Oul 1000ul 500ul 250ul 125ul 62,5ul
(extrait)
Volume 1,5mi 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml
(GM)
Volume 13,5ml 13,5ml 13,5ml 13,5ml 13,5ml 13,5ml
(PDA)

8.3 Methode de travail

Les concentrations de I’extrait sont aditionnées aux tubes GM (10ml).Apreés agitation des
tubes (GM+Extrait) ,on préléve 1,5ml de ce melange et on le met dans les tubes contenant le
PDA(13,5ml)

Aprés agitation de mélange (Extrait+PDA+GM) ,le milieu est coulé dans des boites de

Pétrie de 9cm de diamétre.

L’inoculationse fait par le dépot au centre de la boite d’un disque du mycélium d’environ

6mm de diamétre d’une pré-culture de 3a 7 jours .
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Une boite de Pétrie de chaque activité antifongique contenant 1,5ml de GM et 13,5ml de
PDA sans extrait est inoculé pour servir de temoin (tous les tests ont répétes 3 fois pour

chaque concentration).

Apres incubation a 25°C pedant 7 jours en tenant compte de la croissance du temoin, on
mesure la zone d’inbition.
9.Evaluation de la croissance mycélienne des isolats du FOC

,Aspergillus flavus , Alternaria sp

La croissance mycélienne a été estime quotidiennement en calcule la moyenne des trois

diamettres des boites de culture.

D’aprés Leroux et Gerdet 1978,le pourcentage d’hinibition (%) a été déterminé par rraport

au temoin et calcule selon la formole suivante :

X (%)={(X-Xi}/X x100

X :croissance myciliénne moyenne dans le milieu sans extrait (temoin) .

Xi : croissance mycilienne moyenne dans le milieu en présence de 1’extrait.

10. Les tests chimiques

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végeétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent

d'identifier la présence ou I’absence des substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les alcaloides,
les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides, les

coumarines, les stérols, les terpenes...etc.

10.1. Test des saponosides
2 g de poudre de la plante est mélangé a 80 ml d'eau distillée puis porter a I'ébullition
pendant 5 minutes. On filtre, I'extrait est ensuite refroidi et agité vigoureusement pendant 2
minutes. La formation d'une mousse plus ou moins importante indique la présence de
saponosides (Chaouch, 2001 ; Benzzahi, 2001).
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10.2 .Test des flavonoides

10g de plante, mise en poudre, est pesé puis mélangeé a 150 ml d'une solution HCI (1%). Ce
mélange est macéré durant 24 h, apres filtration on ajoute NH,OH au 10 ml du filtrat jusqu'a
la basicité. L'apparition d'une couleur jaune claire implique la présence des flavonoides
(Chaouch, 2001 ; Benzzahi, 2002).

10.3 .Test des stérols et des terpenes

5¢g de plante, mise en poudre, a été mis dans 20 ml de chloroforme et filtrer, ajouté au filtrat
1ml d'H,SO,4 avec précaution sur les parois du tube. Le point de rencontre entre les deux
phases donne une couleur verte qui indique la présence des stérols insaturés et terpenes
(Chaouch, 2001 ; Benzzahi, 2001).

10.4 .Test des Tanins

10g de plante, mise en poudre, on extrait par 1'alcool éthylique 50%, puis on filtre, on ajoute
au filtrat quelques gouttes FeCls (1%). En présence de tanins, il se développe une coloration
verdatre (Chaouch, 2001 ; Benzzahi, 2001).
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1. Résultats et discussion

1.1. Taux d’humidité de N. oleander.

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiére végétale, le contenu en
humidité¢ des plantes a été déterminé par le procédé de séchage, le taux d’humidité est

exprimé en % est calculé par la formule suivante : (Twidwell et al., 2002).
H% = (Ml— M2 / Ml) 100

La détermination de taux d’humidité des feuilles de N.oleander a révélé un taux égale
approximativement 1/3 du poids des feuilles fraiches .ce taux correspond a environ 33%, ce

qui signifie que 67% représente le taux de la matiére séche, donc la plante est pauvre en eau.

l'eau m1

, m2
plante séche

Figure 07 : Teneur d’humidité du N.oleander.
1.2. Rendement de L’extrait de la plante N.oleander
Le rendement de I’extrait est obtenu par la technique d’hydrodistillation des feuilles de
Nerium oleander .Ce rendement est calculé a partir au poids d’extrait par rapport au poids.

sec de la masse végétale, les résultats sont présenté dans le tableau V11 suivant :
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Tableau VII: Rendement d’extrait de plante étudié.

Espece Matiere seche(g) Rendement de I’extrait (ml)

Nerium oleander 15 64,5

1.3. Résultats des tests phytochimiques

Tous les résultats obtenus apres les tests phytochimiques sont présentés dans le tableau VII

et la figure suivante :

Test des Tanins

Test de )
(coloration verditre) est des saponosides

(mousse)

Test des terpénes (couleur vert) Test des flavonoides (jaune claire)

Figure 08 : les tests phytochimiques

Tableau V111 : Résultats des tests phytochimiques

Principe active Résultats obtenus
Flavonoids +
Tannins +
Saponosides +
Terpéne +
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Selon le tableau VIII toutes les tests sont positif donc 1’extrait de plante Nerium oleander
est riche en flavonoides , tannis , saponosides , terpénes dont il peuvent étre responsables de

I’inhibition de microbes résistants aux antibiotique.

1.3. L’effet de I’extrait de N.oleander sur la croissance mycélienne du

Fusarium oxysporum, Alternaria sp, Asplergillus flavus

Les tests in vitro utilisé par la technique d’incorporation directe dans le milieu PDA ou
révélé que I’extrait de N.Oleander posséde une activité antifongique contre le Fusarium

oxysporum, Alternaria sp, Aspergillus flavus.

L’analyse de la variance (ANOVA) a été réalisé avec I’excelle 2013 (tableaux IX, X et
XI).Les résultats obtenus indiquent un effet trés hautement significatif en fonction de

concentration, temps et de I’effet conjugué. (Annexe 02)

1.3.1. Effet de P’extrait N.oleander sur la Croissance mycélienne de Fusarium

oxysporum

Tableau IX : L’effet de I’extrait sur la croissance mycélienne du FOC.

Champignon Concentration Zone d’inhibition %
FOC T 0% 0

Cl 10% 16,46

C2 4% 9,75

C3 2% 90,24

C4 1,13% 89,88

C5 1% 87,57
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Figure 09: Taux d’inhibition de I’extrait de N.oleander du FOC.

On a observe un faible effet inhibiteur de 1’extrait sur la croissance du FOC avec une valeur
de zone d’inhibition de 68,5 % pour C1, 68,5% pour C2,74% pour C3, 73,7% pour C4, et
73,45% pour C5.Ce qui signifié que le FOC est trés résistant a ’extrait du N.O , donc
I’extrait de N.O presque n’a pas d’effet sur le FOC, le FOC est résistant

Figure 10 :L’effet de I’extrait sur la croissance mycélienne du FOC.

Le plus grand diameétre de croissance mycélienne a été enregistré en absence de

I’extraits aqueux de plante étudie (témoin) avec un diameétre de croissance de 82 mm soit

(100%).
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Par contre il est diminué avec l'augmentation de dilution d’extrait de plantes et attient un

diametre minimale de 67mm soit (16 ,46 %) en présence de I'extrait de N oleander.

Ces résultats sont identiques a ceux de (Anonyme, 2014), dont la croissance mycelieyenne
de Fusarium oxysporum, diminue avec l'augmentation de concentration de I’extrait, donc le

Fusarium oxysporum est sensible a I’extrait de N.oleander.

Peut-étre les composants de 1’extrait (flavonoides, tannins, saponosides, terpénes) tels que
les terpenes affectent non seulement la perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les
membranes cellulaires. Ces composés peuvent traverser les membranes cellulaires, pénetrent
ainsi a l'intérieur de la cellule et interagissent avec des sites critiques intracellulaires tels que
les enzymes et les protéines, ce qui conduit a la mort cellulaire (Omidbeygi et al., 2007 ;
Cristani et al., 2007).

Les flavonoides sont également responsables de 1’inhibition des microbes résistants aux
antibiotiques. Ils sont responsables des processus de balayage et peuvent également perturber
les membranes microbiennes (Kessler et al., 2003), cela était confirmé par nos test

phytochimique qui ont été positives pour la présence des flavonoides .
1.3.2. Effet de I’extrait N.oleander sur la Croissance mycélienne de Alternaria sp.

Tableau X : L’effet de I’extrait sur la croissance mycélienne d’Alternaria sp.

Champignon Concentration Zone d’inhibition %
Alternaria sp T 0% 0

Cl 10% 44,8

C2 4% 35,06

C3 2% 23,3

C4 1,3% 11,03

C5 1% 2,59
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Figure 11 : Taux d’inhibition de I’extrait de N.oleander d’Alternaria sp

Selon le tableau X I’effet inhibiteur de I’extrait de N.oleander est important sur la croissance
d’Alternaria sp dont on a enregistré une activité inhibitrice de 44,8% pour la concentration

Cl1.la concentration de C2 avec une zone d’inhibition de 35,06%, C3 avec une zone
d’inhibition de 23,3% C4 avec 11,03% et C5 avec 2,59% qui est la plus faible

Figure 12 : L’effet de I’extrait de N .oleander sur la croissance de | ’Alternaria sp.

Les résultats obtenus, indiquent une relation tres hautement significative entre les

zones d’inhibition et les concentrations de 1’extrait de N.oleander.
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Le plus grand diametre de croissance mycélienne a été enregistré en absence d’extrait
aqueux de la plante étudie (témoin) avec un diamétre de croissance de 77 mm, Ce qu’il se
différe en présence de 1’extrait de N .oleander on a remarqué que le diametre de croissance

diminue en fonction de I'augmentation de la concentration de 1’extrait.
L’application de I’extrait sur la souche fongique Alternaria sp, d’aprés (Hadizedeh, 2009)

a montre une faible sensibilité par rapport aux autres champignons testés (Rizoctonia.solani,

fusarium.solani) par I’extrait de N.oleander.
1.3. 3.Effet de I’extrait N.oleander sur la Croissance mycélienne de L Aspergillus flavus

Tableau XI: L’effet de I’extrait sur la croissance mycélienne de 1’Aspergillus flavus.

Champignon Concentration Zone d’inhibition %
Aspergillus flavus T 0% 0

C110% 62,26

C2 4% 49,05

C3 2% 45,28

C4 1,3% 43,40

C5 1% 39,62
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Figure 13: taux d’inhibition de [’extrait de N .oleander d’Aspergilus Flavus.

Selon le tableau XI I’extrait de N,oleander a montré que |’Aspergillus flavus est sensible a
I’extrait pour la concentration C1 avec un zone d’inhibition de 62,26 % mais , on a enregistré
une sensibilité faible pour C2,C3,C4,C5 par rapport a celle enregistré a C1 avec une zone
d’inhibition de 49,05 % , 45,28%,43,40% et 39,62% respectivement (Annexe 06).

L’Aspergilus Flavus est sensible a 1’extrait de Nerium oleander, donc I’extrait a un fort
pouvoir sur la croissance du mycélienne qui se diminué en fonction de la concentration de

I’extrait.
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Figure 14 : ’effet de ’extrait de N .oleander sur la croissance de 'Aspergillus flavus.

Selon la bibliographie il ny a pas des travaux déja réalisés sur 1’activité antifongique
de I’extrait de N.oleander, c’est pour cela les résultats obtenus de cette études vont étre

comparé a d’autre espéce d’une autre famille.

Les résultats sont accordees avec une recherche sur des feuilles d’Annona senegalensis
pers ,ces feuilles contienne les mémes composants que N.oleander ( flavonoides , tannins ,
saponosides ,terpénes) (Traoré et al.,2012). Dont I’Aspergillus falvus montre une croissance
mycélienne de 15uc 2% a la dose de C1 (55mg /ml) et 5% a la dose C2 (100mg /ml), ce qui
signifie qui il a une fort sensible aux composants des feuilles d’Annona senegalensis pers.

Nos resultats ont montré une croissance mycélienne de |’Aspergillus flavus de 37,75% pour
C1 (soit 10%) et c’est la plus faible croissance en revanche, la plus forte croissance et

enregistré pour C5 avec un diameétre de croissance de valeur de 60,37.

L’Aspergilus flavus a une moyenne sensibilité a 1’extrait du Nerium oleander.
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Conclusion

Dans ces dernieres anneées, il est devenu tres indispensable de rechercher des substances
actives d’origine naturelle a base des vegétaux pour la lutte biologique des microorganismes
pathogenes, qui peuvent constituer une solution aliment active aux produits chimiques, les
plantes médicinales et aromatiques restent toujours la source fiable de composants actifs en
raison de leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, antiviraux antioxydants cytotoxique

et anticancérogenes.

Ce travail a ét¢ mené dans le cadre d’évaluer I’activité¢ antifongique de I’extrait (hydrolat
aromatique) de la plante Nerium oleander , vis-a-vis des agents pathogenes de flétrissement
vasculaires du pois chiche .Fusarum oxysporum ; Alternaria sp et Aspergillus flavus.

Les résultats obtenus indiquent que Nerium oleander pauvre en eau avec un taux
d’humidité de 33%.

L’activité antifongique évaluée par la méthode de contacte directe a montré que ’extrait a
donné un pouvoir antifongique faible sur la croissance du FOC et moyenne sur Alternaria et

un effet fort sur Aspergillus flavus.

Les trois souches fongiques FOC, Alternaria, Aspergillus montrent une augmentation de

sensibilité en fonction de 1’augmentation de la concentration de 1’extrait.

En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus de 1’extrait peuvent servir comme une base

de lutte biologique contre 1’organisme pathogene et surtout I’ Aspergilus flavus
Pour les futures études nous proposerons

- Comparer I’effet de I’extrait de I’espece ¢tudi¢ de déférentes régions (en Algérie)
- Utiliser les autres parties de la plante (tiges, racines, fleurs et fruits)
- Etudier ’effet des huiles essentielles sur les mémes souches fongiques et d’autres

genres qui touchent le blé par exemple.
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ANNEXES

Annexes 01: analyses statistique de 1’extrait de N.olender vis-a-vis a fusarium oxysporium.

inerce 1 2194,594 2194,594 51469,30 0,000000
concentrat 5 17,049 3,410 79,97 0,000000
time 2 249,993 124,996 2931,51 0,000000
con tem 10 2,438 0,244 5,72 0,000044
err 36 1,535 0,043
total 53 271,014
Annexes 02:L’effet de 1’extrait sur la croissance mycélienne du FOC.
Champignon Concentration Zone Diametre de croissance | Diametre de
d’inhibition % croissance en %

FOC T 0% 100 82 0

Cl 10% 16,46 68,5 13,5

C2 4% 9,75 74 8

C3 2% 90,24 8 74

C4 1,13% 89,88 8,3 73,7

C5 1% 87,57 8,55 73,45




ANEXES

Annexes 03 : analyses statistique de 1’extrait de N.olender vis-a-vis a Alternaria sp.

DDL MS SS F P
inerce 1 1682,817 1682,817 91558,79 0,000000
concentrat 5 29,150 5,830 317,20 0,000000
time 2 218,525 109,263 5944,76 0,000000
con* tem 10 7,264 0,726 39,52 0,000000
err 36 0,662 0,018
total 52 255,601

Annexes 04:L’effet de 1’extrait sur la croissance mycélienne d” Alternaria sp.

champignon Concentration Zone d’inhibition | Croissance Zone d’inhibition
% mycéliennes | en (mm)

Alternaria sp T 0% 0 77 0

Cl 10% 44,84 42,5 34,5

C2 4% 35,06 50 27

C3 2% 23,37 59 18

C4 1,3% 11,03 68,5 8,5

C5 1% 2,59 75 2




Annexes05: analyses statistique de 1’extrait de N.olender vis-a-vis a Aspergillus flavus

DDL MS SS F P
inerce 1 210,2389 210,2389 24680,22 0,000000
concentrat 5 10,1830 2,0366 239,08 0,000000
time 2 8,9195 4,4598 523,54 0,000000
conc*tem 10 1,6994 0,1699 19,95 0,000000
err 36 0,3067 0,0085
total 53 21,1086
Annexes 06: L’effet de 1’extrait sur la croissance mycélienne de 1’ Asp.
Champignon Concentration Zone d’inhibition | Diametre de Zone
% croissance inhibition en
mycelienne (mm)
(mm)
Aspergillus flavus | T 0% 0 26,5
Cl 10% 62,26 10 16,5
C2 4% 49,05 13,5 13
C3 2% 43,39 15 11,5
C4 1,3% 45,28 14,5 12
C5 1% 39,62 16 10,5




Annexe 10 :
Appareillage

-la hotte stérile( GENINI Italie)

-Etuve (mememert)

-Bain marie (mememert)

-Autoclave (Agimatique)

-plaque chauffante (P .SELECTA)

-Balance de précision(KERN)

-Agitateur

-Systéme hydrodistilation
Verreries

-Ampoule a décan
-Ballon de 5o0oml
-Bécher de 500 ml
-Eprouvette graduée
-Burette graduée
-Tube a vis

-Flacon

-Entonnoir

Les produits

- Chlorure du fer (FeCL 3) 1%

- Chloroforme(CHCL3) 1%

- Acide sulfurique(H,SOy)

- Hydroxyde d'ammonium(NH;OH)
- Chlorure d'hydrogéne(HCL) 1%

- Chloruré de sodium (NaCl)

- Alcool éthylique 50%

-Agar -Glucose



Autre :

-Boites de Pétri
Préparation du milieu de culture

La composition du milieu de culture(PDA)

Pomme de terre 200g

Glucose 209
Agar 209
Eau distillé 1000ml

La composition du milieu de culture(gélose a mole)

Pomme de terre 200g

Glucose 209

Agar 08¢

Eau distille 1000ml
Abréviation

C1 : concentration de 100ul/15ml PDA soit 1 /10
C2 : concentration de 500ul/15 ml PDA soit 1/25
C3 : concentration de 250ul / 15 ml PDA soit 1/25
C4 : concentration de 125ul / 15 ml PDA soit 1/25
C5 : concentration de 62.5ul /15 ml PDA soit 1/25



Résumer :

Laurier rose (Nerium oleandre) appelée par les algeriens Defla est une plante de la famille des

Apocynacae.

Cette espéce est principalement utilisée comme plante ornementale.

Laurier rose a été récolté dans la région de Bordj GHedir (Bourdj B ou Arrarid;).

L’etude que nous avons réalisé a été consacré a L’évaluation de I’activité antifongique d’extrait de la
plante de Laurier rose is-a-vis les trois champignons suivant : Fusarium oxysporium,l’Aspergilus et
[’Alternaria .

L’extraction de la partie aérienne (feuille) de cette plante a été effectuée par I’hydrodistillation.

Les tests chimiques qui nous avons employée sur la plante de Nerium oleandre montrent que cette
plante composé de : saponoside, flavonoide, terpéne et tamins.

Le FOC est resistant avec une zone d’inhibition enregistré de valeurs 16,46%, L’Alternaria sp
moyenne sensibilité avec une zone d’inhibition de 44,8% ,Aspergilus flavus est une souche fongique
sensible a I’extrait une zone d’inhibition de 62,26% par rapport au deux souches fongiques testés.

L’¢évaluation de [Dactivité antifongique de cet extrait a montré que la variation la variation
d’inhibition est en fonction de nombreux facteurs, notamment la concentration des extraits les plantes
étudiés.

Mots clés : plante sornementale, extrait, Apocynacae , FOC, ASP,ALT , activité antifongique, tests.

Abstract :

Laurier rose (Nerium oleandre) called by the Algerian Defla is plant from the Apocynacae family.
This type of plant is mainly used as an ornamental plant.

Laurier rose was respectively cultivated in the area of Bordj GHedir (Bourdj B ou Arraridj).

The work that we did to evaluated the anifongical activity of the extract of plant Laurier rose
deterioration from three champignions : Fusarium oxysporium,l’Aspergilus et I’ Alternaria .

The extraction of the uper parts of this plant was done by hydrodistillation.

The chimical tests which we have used on the plant show that this plant composed of : saponoside,
flavonoide, terpéne and tamins

The FOC is resistant with a recorded inhibition zone of 16.46%

The Alternaria sp medium sensitivity with an inhibition zone of 44.8%.

Aspergilus flavus is a fungal strain sensitive to the extract an inhibition zone of 62.26% compared to
the two fungal strains tested.

The evaluation of the antifungical activity of this plant extrct showed a variation in the level of
inhibition due to a variety of factors mainly the level of concentration of the extract and the plants
themselfs.

Key Words : plant ornemental, extract, Apocynacae,FOC, ASP,ALT, Anifongical activity, tests.
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