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Résumeé

Le flétrissement vasculaire de pois chiche, causé par Fusarium oxysporum
f.sp.ceciris, est la maladie fongique la plus importante en Algérie. Dans le cadre de
recherche de méthode de lutte basé sur des substances naturelles douées d’activité
antifongiques, nous avons testé in vitro 1’effet des huiles essentielles de trois plantes
médicinales (Thymus pallessens, Laurus nobilis, Pinus halepensis,) extraites par
hydrodistillation sur la germination des microconidies de FOC in vivo et la gravité de la
maladie in vitro. Les résultats obtenus montrent un pouvoir antifongique remarquable
contre les spores du Foc dont I’intensité varie en fonction de I’espéce végétale et la
concentration. Les observations microscopiques ont montré que les huiles
essentielles provoquent des modifications morphologiques figurées par un éclatement,
rétrécissement et inhibition partielle ou totale de la germination. Les microconidies de
FOC fortement inhibées par les doses élevées des huiles essentielles de Thymus
pallessens (98.5%) et moyennement inhibé par Laurus nobilis (59,1) faiblement inhibé
par pinus halepensis (6,6%). Les résultats obtenus montrent que I’effet sporicide
montrent une activité dose-dépendante. Dont [P’efficacité de I’huile augmente
significativement avec 1’augmentation de la dose. La dose forte est 10000 ppm semble
plus intéressent pour 1’inhibition de la germination sporale comparée par les autres
doses (5000, 2500, 500 et 100). Les huiles essentielles ont montré une diminution trés
importante de la gravité de la maladie. Les résultats expriment ’activité fongicide In
vivo consternant I’huile essentielle Thymus pallessens. La valeur la plus faible
enregistrée est de 30 et la plus élevée 430 pour la concentration C3. En revanche,
I’efficacité de I’huile de Pinus est avérée la plus faible. L’analyse dans les plantules
traitées par les huiles montre également [I’effet remarquable de ces molécules dans
I’induction des mécanismes des défenses des plantes. A cet effet, une augmentation
dans la production des flavonoides et les polyphénols qui sont des molécules
antifongiques. A cet effet, le taux plus élevée des polyphénols sont notés chez les
plantules traitées par I’huile de Thymus pallessens et Pinus halepensis. Par contre les
taux les plus faibles sont enregistrés chez les plantules traitées par 1’huile de laurus

nobilis.

Les mots clés : activité antifongique, les huiles essentielles, pois chiche, fusarium

oxysporium f.sp.ceciri, Thymus pallessens, Laurus nobilis, Pinus halepensis.
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Abtract

The vascular wilt of chickpea, caused by Fusarium oxysporum f.sp.ceciris, is
the most important fungal disease in Algeria. In vitro, we tested the effect of essential
oils of three medicinal plants (Thymus pallessens, Laurus nobilis, Pinus halepensis,)
extracted by hydrodistillation on The germination of FOC microconidia in vivo and the
severity of the disease in vitro. The results obtained show a remarkable antifungal
power against the spores of the Foc whose intensity varies according to the plant species
and the concentration. Microscopic observations have shown that essential oils induce
morphological changes represented by fragmentation, shrinkage and partial or total
inhibition of germination. FOC microconidia strongly inhibited by high doses of
essential oils of Thymus pallessens (98.5%) and moderately inhibited by Laurus nobilis
(59.1) weakly inhibited by pinus halepensis (6.6%). The results obtained show that the
sporicidal effect shows a dose-dependent activity. The effectiveness of the oil increases
significantly with the increase in the dose. The strong dose is 1000 ppm seems more
interesting for the inhibition of sporadic germination compared with the other doses.
Essential oils have shown a very significant decrease in the severity of the disease. The
results express the in vivo fungicidal activity of the essential oil Thymus pallessens. The
lowest recorded value is 30 and the highest value 430 for the C3 concentration. On the
other hand, the efficiency of Pinus oil is the lowest. Analysis in seedlings treated with
oils also shows the remarkable effect of these molecules in the induction of plant
defense mechanisms. For this purpose, an increase in the production of flavonoids and
polyphenols which are antifungal molecules. For this purpose, the higher rate of
polyphenols is noted in seedlings treated with Thymus pallessens and Pinus halepensis
oil. On the other hand, the lowest rates are recorded in the seedlings treated with the oil

of laurus nobilis.

Keywords: antifungal activity, essential oils, chickpea, fusarium oxysporium f.sp.ceciri,

Thymus pallessens, Laurus nobilis, Pinus halepensis.
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Introduction

Le pois chiche (Cicer areitinum L.) est ’'une des plus importantes Iégumineuses

alimentaires cultivées dans le monde ; il occupe la 3éme place aprés le haricot (Phaseolus
vulgaris L.) et le pois (Pisumsativum L.) (Sharma et al., 1994). En Algérie, le pois chiche est
la secondelégumineuse alimentaire apres la feve (Hamadache et Ait Abdallah, 1998).
Le pois chiche est une excellente source de protéines pour les populations humaines avec une
teneur de 25.3 % - 28.9 % du poids du grain, riche égalementen fibres, en glucides complexes,
en vitamines et en minéraux (Muehlbauer et Tullu, 1997 ;Mac Michael, 2001) ; il est utilisé
aussi dans 1’alimentation animale.

Dans les pays du pourtour méditerranéen, les légumineuses a grosses grainessont
confrontées a de nombreux problémes phytosanitaires dont les plusdommageables sont causés
par des champignons.En Algérie, notamment dans le mondela fusariose causé par le
Fusarium oxysporum f.sp.ceciris, est la maladie la plus redoutable sur la culture de pois
chiche, (Bouznad et al., 1998).Ce pathogenes, constituent une menace pesante sur la culture
de pois chiche, et considéres comme les plus importants facteurs limitant de la production de
pois chiche (Jiménez-Gasco et al., 2004).

En effet, la fusariose du pois chiche est une maladie définie par un caractére
épidémique monocyclique entrainée par I’inoculum primaire présent dans le sol. L’agent
responsable, survit dans le sol méme en absence du pois chiche pour plus de six ans (Haware
et al.,, 1986 ; Nene, 1981). Cependant, la quantité et la qualité d'inoculum de Foc est un
facteur épidémique influence le déclenchement et l'intensité de la maladie (Suresh et al.,
2014).

La lutte chimique constitue la principale mesure pour réduire l'incidence de la maladie.
Cependant, l'application de ces produits chimiques synthétiques augmente le risque de résidus
toxiques. Ces substances provoquent a la fois des problémes toxicologiques et écologiques.
En plus, de nombreux travaux indiquent I’apparition des résistances des champignons vis-a-
vis de ces substances chimiques.

Dans la recherche des méthodes de lutte alternatives, le régne végétal offre beaucoup
de possibilité. Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués
aux métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure
chimique et ils possédent un trés large éventail d'activités biologiques. Cependant I'évaluation
de ces activités demeure une tache trés intéressante qui peut faire l'intérét de nombreuses

études.



C’est dans cette perspective que nous avons essayé d’étudier 1’action de
quelques huiles essentielles des plantes medicinales principalement sur la croissance des
champignons de flétrissement et détérioration de pois chiche comme substances naturelles
alternatives des produits chimiques. Les plantes testées sont Laurus nobilis L., Pinus
halepensis Mill. et Thymus pallessens. Alors, I’objectif du présent travail est de tester,
I’activit¢ antifongique des extrais bioactifs, dont les principaux objectifs de ce travail
consistent a :

— L’étude de I’effet antifongique in vitro des huiles essentielles de ces plantes sur la
faculté germinative des spores de Foc par la méthode d’incorporation direct dans le
milieu de culture PDA.

— Tester I’efficacité fongicide in vivo des huiles essentielles par le traitement des plantules
de pois chiche inoculées par le Foc par les huiles essentielles de différentes plantes et
différentes concentrations.

Le premier chapitre de ce document présente des généralités sur le pathosysteme pois
chiche agent pathogene. Le matériel et les méthodes adoptées seront présentés dans le
deuxiéme chapitre. Les résultats et discussionssont représentés dans le troisieme chapitre. Ce

document est achevé par une conclusion générale.



Chapitre | : Syntheése bibliographique

I.1. Le pois chiche

1.1.1. Généralité

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une plante de la famille des Fabacées (ou
légumineuses), voisine du petit pois mais d’un genre botanique différent .Il est cultivé dans
les régions mediterranéennes et produit une graine comestible .1l est connu par sa haute teneur
en glucides assimilables et son pourcentage élevé en protéines végétales.

Son nom latin d’espéce arietinum fait référence a la forme de la graine en
téte de bélier (aries) flanquee de ses cornes .C’est un pois de la taille moyenne, rond
et terminé en pointe. 1l est tres parfume et conserve sa forme a la cuisson (environ 1
heure) .Ses principaux constituants sont les lipides, les substances azotées, I’amidon,
les sucres, les sels minéraux (phosphore, potassium, magnésium, calcium, sodium,
silice), ’oxyde de fer, de I’arsenic, de 1’asparagine, et les vitamines B et C (Laumont

et Chevassus, 1956 ; Labdi, 1990).
1.1.2.0rigine

Le pois chiche est probablement originaire du Proche-Orient (Sud-est de la Turque,
Syrie) ou trois especes annuelles sauvages de pois chiches existent encore dans cette région.
On dit souvent que le pois chiche a conquis I’Europe durant le Moyen Age apres que les
croisés 1’eurent redécouvert au Proche- Oriente, mais sa culture et sa consommation sont en
réalité  attestées bien avant, au moins dés le IX siécle, par des sources écrites et
archéologiques. Le pois chiche est arrive en Inde il y a seulement deux siecles en passant
d’abord par I’ Afghanistan.

Le nom hindi des pois chiche est Kabulichana (chana=pois chiche).Les variétés a
petites graines sont appelées Desi (locale) (Kechache, 2005).
1.1.3. Classification botanique
Régne: Plantae.
Sousrégne: Trachiobionta (plantes vasculaires).
Embranchement: spermatophyta( plantes a graines).
Classe:magnoliopsida. (Ou Dicotylédones).
Sous Classe: rosidae.
Ordre : fabales.
Famille: Légumineuses.
Genre: Cicier.

Espéce: Cicer arietinum L.
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Nom commun : Pois chiche. (USDA ,2008).
I.1.4. Intérét de pois chiche

1.1.4.1. Valeur nutritive

Le pois chiche est une plante destinée a I’alimentation humaine. Sa valeur nutritive
estimportante grace a ses grains qui sont riches en protéine, de 1’ordre de 20 a 25%.
Certaineslignées peuvent atteindre jusqu’a 28.9% (Van Der Maesen, 1972) et qui sont
caractérisées parune faible quantité de matiere grasse et ne contiennent pas de cholestérol. Le
pois chicheprésente un excellent équilibre en acides aminés essentiels. Aussi, il est riche en
calcium, enphosphore, en vitamine B1 et B2 et en fibres alimentaires (Baumgartner, 1998). Il
est peutconstituer un élément énergétique et protéique pour le bétail, car il présente une
bonnedigestibilité.
1.1.4.2. Intérét agronomique

Le pois chiche est une légumineuse présentant des nodosités racinaires hébergeant
debactéries qui ont la capacit¢ de fixer I’azote atmosphérique et le restituer au sol.
Cettesymbiose avec Rhizobium cicerienrichit le sol en azote, renforgant sa fertilité et

améliorant les rendements (Plancquaert et Wery, 1991).
1.1.5. Importance du Pois Chiche

1.1.5.1. Dans le monde

Selon FAO (Organisation des Nations unies pour I’alimentation et I’agriculture) et en
anglais (Food and Agriculture Organisation), les grands pays producteurs du pois chiche sont
les suivants :

L’Inde est non seulement le plus important de légumineuses alimentaires au monde , mais
également le plus important consommateur.

Canada est devenu en 2000-2001 un important exporteur de pois chiches, avec des
exportations évaluées a 106 millions de dollars .

La production mondiale est estimée a environ 7millions de tonnes pour une superficie de 10
millions d’ hektares .Mais selon les estimations, les superficies étaient trés limitées en 2003,elles
étaient de ’ordre de 9900 kha jusqu’au 2006 ont atteint 10800 kha Au cours de ces derniéres années
la production mondiales a connu de hauts et des bas allant de 6,7 million de tonnes (MT) en 2000-
2001 29,5 MT en 1998-1999.
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1.1.5.2.En Algérie

Le pois chiche en Algérie occupe la 2eme position apres la féve dans la période entre
1994-2008 comme il est indiqué dans la figure 8 d’une superficie de 19290 en 1994 a 4600
en 2008 (fig 02). (ITGC., 2003).
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Figure 01 : L’évolution des superficies du pois chiche par apport aux autres légumineuses
(ITGC., 2009).

1.2. Fusarium oxusporium

1.2.1. Généralité

Fusarium oxysporum est une espece fréquente parmi les Fusaruim du sol, elle peut

. . ,s . . . (s oan3
représenter jusqu’a 70% des isolements de Fusaruim est couramment dénombrée a 10

propagules/g de sol (Messiaen et Cassini, 1981 ; Larkin et al., 1993 ; Ocamb et juzwik, 1995).
C’est une espece essentiellement saprophyte, mais elle a pourtant un réle de premier plan en
pathologie végétale. Elle comprend en effet des agents pathogenes responsables de dégats
importants dans de nombreuses cultures, telles que les cultures florales (ceillet, cyclamen) et
maraichéres sous serres (tomate, melon, concombre),, les palmeraies et bananeraies, et les
cultures de coton et de lin (Nelson et al, 1981).

Certaines souches pathogenes provoquent des symptémes de pourriture racinaire
.Mais la plupart des F. oxysporumpathogénes sont responsables de trachéomycose, maladie
qui affecte le systeme vasculaire des plantes. On parle alors de fusariose vasculaire. Le
myceélium colonise les tissus corticaux puis pénetre dans le cylindre central des racines, avant
d’envahir I’ensemble des vaisseaux. L’infection entraine un jaunissement des feuilles d’abord
unilatéral puis généralisé, et aboutit au flétrissement, au dessechement, et enfin a la mort de la

plante.
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1.2.3. Répartition géographique

Le flétrissement vasculaire des pois chiches a été découvert pour la premiére fois on
Inde, il été ensuite propager dans pays du monde répartis a travers les quatre continents. En
effet, la maladie a été signalé dans la majorité des pays producteurs de pois chiche : parmi
laquelle USA, Maroc, Tunisie, Turque, Argentine, Iran. (akhtarayoub, 2001)

En Algérie, et a travers les prospections réalisées par 'ITGC (institue technique des
grandes cultures) en 1987 en collaboration avec I'ICARDA (international center for
agriculture in the Dry areas), cette maladie s’est avéré assez fréquente, elle a ét¢ détecté¢ dans
les régions de Tieret, Constantine, Sidi bel Abbas et Guelma. (Kaouani et al., 2003).
1.2.4.Position systématique

Les nombreuses controverses dans les études taxonomiques du genre Fusaruim ont
peu concerné I’espece F. oxysporum. En effet, Snyder et Hansen (1940) ont montré que les
différences morphologique décrits par (Wollenweber et Reinking, 1935) pour distinguer
plusieurs espece dans la section Elegans n’étaient que des variation culturales d’'une méme
espéce, appelée F. oxysporum. La plupart des systémes taxonomiques proposes ultérieurement
ont maintenu F. oxysporum comme espece unique dans la section Elegans . La seule
controverse qui subsiste concerne la position taxonomique de F. redolens, considérée comme
une espece (Wollenweber et Reinking, 1935 ; Gerlach et Nirenberg, 1982) ou comme une
variété de F. oxysporum (Booth, 1971 ; Nelson et al, 1983). Cependant, des données récentes
tendent a définir F. redolens comme une espéce a part entiére (Waalwijk et al, 1996; Baayen
etal., 1997 ; O, Donnell et al., 1998).

Le systeme Saccardo de classification des champignons imparfaits « fungiim
perfect» (Henni, 1998) classe Fusarium comme suit:

- Embranchement des Thallophytes.
- Classe des Deutéromycetes.

- Ordre des Monodiales.

- Famille des Tuberculariacées.

- Genre Fusarium.

- Espéce oxysporum
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1.3.5. Description morphologique

Au niveau macroscopique, ’aspect cultural de F. oxysporum sur milieu Potato
Dextrose Agar (PDA) correspond a un mycélium aérien de croissance rapide, et de couleur
variable allant du blanc au rose ou violet. Cependant, I’aspect des souches de F. oxysporum
peut fréquemment varier d’une culture a ’autre apres des repiquages successifs, voire dans
une méme culture ou des sections de couleurs ou d’aspects différents peuvent apparaitre
(Burnett, 1984 ; Windels, 1992).

Au niveau microscopique, F. oxysporum se caractérise par :
Microconidies abondantes généralement monocellulaires, ovales ou réniformes, produites en
fausses tétes sur des conidiophores monophialides courts.
Macroconidies fusiformes, également abondantes, comportent quatre asix cellules dont une
cellule apicale plus mince que les autres et une cellule basale en forme depied
Les chlamydospores sont présentes, solitaires ou en paires, lisses ou rugueuses, globuleuses
terminales ou intercalaires de 5 a 15 um de diameétre (Komi, 1993), se sont des organes de
conservation, résultant de I’accumulation de réserves dans une région conidie qui se dilate
quelque peu et s’entoure finalement d’'une membrane épaisse de teinte généralement foncée.

Les organes massifs producteurs de spore ; sont deux types. La sporodochie, est un
organe fructifére forme d’axes ramifi€s porteurs a leur extrémité les monophialides donnant
naissance aux macroconidies. Les sporodochies peuvent étre dispersées dans le mycélium
aérien et invisible a 1’ceil nu dans les cultures. Lorsque les sporodochies sont rassemblées,
elles apparaissent sous forme de pustules de quelques millimétres de diamétre visible a 1’ceil
nu (Henni, 1998).
1.2.6. Cycle de vie

Les F. oxysporum ne sont pas des parasites obligatoires, en 1’absence de la plante-
hote, ils ménent une vie saprophyte sur des debris végétaux et les matiéres organiques. Les
Fusarium sont trés abondants dans le sol, les isolements effectués indiquent qu’un gramme du
sol renferme pres de 100.00 propagules (Smith, 1965), et les F.oxysporum représentent 40-70
% de la population fusarienne totale

Ces champignons persistent dans le sol principalement sous forme de spores de
résistance qu’on appelés des chlamydospores ou ils passent dans un état de dormance. (Booth,
1971).

En contact de I’hote et une fois les conditions favorables, les chlamydospores

germent et les jeunes filaments pénetrent au niveau des racines.
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Apres pénétration dans une cellule épidermique, le mycélium se ramifie, colonisant
ainsi toutes les cellules avoisinantes.

Les hyphes mycéliens progressent intra cellulairement puis colonisent le cortex.
Arrivé au niveau du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyleme d’ou
il se propagera dans la tige par I’intermédiaire des microconidies aisément véhiculées par la
séve a I’extérieur, ils se forment des organes fructiféres a la surface des feuilles appelées
sporodochies et développement les macroconidies qui a leur tour contaminent d’autre plantes
lorsqu’elles seront transportées par le vent, 1’érosion ou bien parles insectes. (EI Mahdjoub,
1972)
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Figure 02: Cycle biologique de Fusarium oxysporumf.sp.lycopersici

(Agrios, 1970).

A: Mycélium J : Vaisseaux du xyleme d’une tigesaine

B:Chlamydospores  K=L : Effondrement et distorsion des vaisseaux dans

une tige infectée

C:MacroconidiesM : Gomme dans les vaisseaux et les cellules adjacentes

D:Microconidies N : Mycélium et bouchonvasculaire

E : Sporequigerme O : Début d’apparition dessymptémes

F : Pénétration au niveau d’uneracinelatérale P : fletrissement et mort de laplante
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G : Pénétration dans la racine au niveaud’uneblessureQ : spores formees parle
Mycélium dans le sol

I : Mycélium dans le vaisseau

En contact de 1’hote et une fois les conditions favorables, les chlamydospores
germent et les jeunes filaments pénetrent au niveau des racines.

Apreés pénétration dans une cellule épidermique, le mycélium se ramifie, colonisant
ainsi toutes les cellules avoisinantes.

Les hyphes mycéliens progressent intra cellulairement puis colonisent le cortex.
Arrivé au niveau du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyléme d’ou
il se propagera dans la tige par I’intermédiaire des microconidies aisément véhiculées par la
séveA I’extérieur, ils se forment des organes fructiferes a la surface des feuilles appelées
sporodochies et développement les macroconidies qui a leur tour contaminent d’autre plantes
lorsqu’elles seront transportées par le vent, 1’érosion ou bien parles insectes. (EI Mahdjoub,

1972).
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Il. Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence un éventuel effet anti fongique
d’huiles Essentielles extraites a partir de 1’espéce Thymus pallessens L., Pinus halepensis
Mill., Laurus nobilis L.
11.1. Matériel biologique
11.1.1. Matériel VVégétal

Le matériel végétal (la plante héte) utilisé dans cette étude est constitué de la variété
du pois chiche Ghab 04 qui a été fournis par I'Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC)
de Sétif, ou elles sont multipliées chaque saison.

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne des plantes médicinales a partir
des recherches antérieures qui sont déja faites, et les usages traditionnels appliqués : Thymus
pallessens L., Pinus halepensis Mill et Laurus nobilis L., de différentes familles, récoltées de
différentes régions dans la willaya de Bordj Bou Arreridj, la willaya de Mascara (Tableau
03).

Tableau I. Présentation des plantes médicinales récoltées.

Plantes Famille botanique Date Région
1  Thymus pallessens L. Lamiaceae 26/01/2017 Mascara
2 Pinus halepensis Mill. Pinaceae 04/12/2017 Bordj Bou Arrerid]
3 Laurus nobilis L. Lauraceae 14/01/2017 Bordj Bou Arreridj

11.1.2. Matériel fongique

Le matériel fongique a été représenté par un isolat de Fusaruim oxysporum f.sp.
ciceri (FOC) ; agent responsable du flétrissement vasculaire du pois chiche. Cet isolat est
originaire de la région de Mascara (Algérie), a été isolé a partir des tiges de pois chiche

présentant les symptdmes de la maladie.

I1.2.Extraction des huiles essentielles et calcul de rendement

Les plantes, fraichement récoltées, ont ét¢ nettoyées par 1’eau distillée. Les feuilles
sont ensuite séparées puis séchées a 1’air libre, a I’abri de la lumiére et I’humidité. Celles-Ci
ont été ensuite pesées, réduites (coupée en petites parties) pour augmenter la surface de
contact avec de I’eau et récupérées dans des sacs en papier afin de les conserver jusqu’au

moment de ’expérience (Aida., 2015)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pinaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lauraceae
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Les huiles essentielles (HE) ont été isolées par hydrodistillation. En utilisant un
appareillage de type Clevenger (Fig.1). L'extraction a duré 2 & 3heures pour un mélange de
50g de matériel végétal seche avec 750ml d'eau distillée, I'ensemble est ensuite porté a
ébullition dans un ballon & 3 cols ou fiole d'un litre surmonte d'une colonne de 60cm de
longueur reliee a un réfrigérant.

Les vapeurs chargées d'huile et qui traversent le réfrigérant, se condensent et chutent
dans une ampoule a décanter. L’eau et I'huile se séparent par différence de densité. Les huiles
essentielles recueillie par décantation a la fin de la distillation a été filtrée en présence de
sulfate de sodium (NaSo4) pour éliminer les traces d'eau résiduelles et les huiles essentielles
serons par la suite récupérées et stockées a 4° C a l'obscurité dans des flacons en verre

appropriés, hermétiqguement fermés et couverts d'une feuille d'aluminium pour la préserver de

l'air et de la lumiére. La quantité d'essence obtenue est pesée pour le calcul du rendement
(Bougerra, 2012)

Y

Figure 03 : dispositif d’hydrodistillation (originale, 2017).



Chapitre 11 : matériel et méthode

11.3. Les Tests biologiques
11.3.1.Evaluation de ’activité antifongique In vitro
11.3.1.1. Préparation de I’inoculum de Foc

L’inoculum a été préparé selon la méthode de consiste a mettre six explants de Foc
agé de 7 a 15 jours dans des erlenmeyers contenant 600 ml de bouillon de pommes de terre
dextrose (PDB) stérilisé préalablement a 120°C pendant 20 min. Ces derniers ont été incubes
a 25°C pendant 10 jours. La suspension sporale a été filtréee avec un papier filtre stérile et
ajustée a 5 x 10%spores / ml (Calvet et al., 1989).
11.3.1.2. Préparation des concentrations des huiles essentielles

Les explants du Foc ont été cultivés dans des erlenmeyers contenant chacune 200 ml
de bouillon de pommes de terre dextrose (PDB) pendant une semaine a 25°C et bien mélangé
avec le milieu en utilisant un agitateur magnétique. Apres filtration, la suspension de spores a
été ajustée a 106spores / ml (Calvet et al., 1990).

Les huiles essentielles extraites a partir de plantes ont été testées avec des
concentrations de: 10000 ppm, 5000 ppm, 2500 ppm, 500 ppm, 100 ppm sur 20 ml de PDB
et pour chague concentration cing répétitions ont été effectuees.

Les cing dose ont été préparées par la méthode d’incorporation directe de formulation
huile essentielle et tween 80 (3%) dans 20 ml du milieu de culture PDB chargé de I’inoculum
de Foc.
11.3.2.Evaluation de I’activité antifongique in vivo
11.3.2.1.Préparation de I’inoculum du FOC

La préparation de I’inoculum de FOC a été effectuée selon la technique de (Jimenez-
Gasco et al., 2001) dans des sacs de 3kg en plastiques contenants du sable tamisé et ajouté a
la farine de mais humidifié par I’eau distillée, selon la proportion de 9/1/2 respectivement. Le
mélange est stérilisé deux fois a I’autoclave a 121° C pendant 20 min, puis ensemencé par 50
explants de 8 mm de diamétre prélevé a partir d’une culture de FOC agées de 15 jours,
I’incubation est réalisée pendant 21 jours a 25°C. Une agitation des sacs tous les 3jours est
effectuée afin de permettre une colonisation homogéne du milieu par le champignon.

rrrrr

raison de 100g d’inoculum pour lkg de substrat, ce dernier est composé d’un mélange de

sable, terre et terreau selon les proportions respectivement de 1/1/1 stérilisé & 121°C pendant
24h.

10
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11.3.2.2. Préparation des plantules a inoculer

Les graines de la variété moyennement résistante Ghab 04 désinfectées
préalablement superficiellement par un trempage dans de I’hypochlorite de sodium (5 %) trois
fois successives pendant 3 minutes, rincées trois fois successives a I’eau distillé stérile (Hibar
et al., 2005).

Apres un séchage sur deux papier filtres stériles, les graines sont mises aseptiquement
dans des boites de Pétri en verre stériles contenant des papiers filtres imbibés d’ecau distillée
stérile, a raison de 30 graines réparties uniformément sur toute la surface de la boite. La
germination des graines est assurée suite a I’incubation de ces boites dans une étuve réglée a
25 °C pendant quatre a cing jours. Une fois celles-ci prégermées, le repiquage des graines est
réalisé dans des petits pots en plastique (10 graines par pot), contenant un substrat stérile ; un
mélange de 1 volumes sol et 1 volume tourbe et 1 volume de sable stérilisé auparavant a
100°C pendant 24 heures. Pour le témoin les semences désinfectées ont été semées dans des
pots contenant seulement le substrat infecté par le FOC. L’¢élevage des plants est réalisé dans
le laboratoire sous une température d’environ 25C° et une photopériode de 12 heures. Les
plants sont irrigués régulicrement avec de 1’eau distillée une fois par semaine. L’¢levage de
ces plants a duré environ trois semaines (Hibar et al., 2005).
11.3.2.3. Préparation des concentrations des huiles et traitement du sol

D’apres les résultats du test In vitro tois huiles ont été sélectionné pour les testées In
vivo : Thymus pallessens L ., Laurus nobilis., Pinus halepensis Mill. Avec des concentrations
de 10000 ppm, 5000 ppm, 2500 ppm ont été preparées par un mélange de 500, 250, et 125 ul
d’huile essentiel avec 50 ml d’eau distillée stérile et1500 ul tween 80 (3%) (Belabid et al.,
2010). Apres I’agitation cette formulation a été mise dans un dispositif de pulvérisation
produisant des gouttelettes fines (Kamdi et al., 2012).

Les plantules dgées d’environs une semaine ont été arraché soigneusement et traitées
avec I’huile essentielle de différentes plantes et en plusieurs concentrations, Dans des béchers
stériles de 100ml. Le trempage des racines en chaque concentration des huiles a été effectue
séparément pendant 10 minutes. Les pots déja remplis par le substrat inoculés par le FOC en
été traités par pulvérisation des huiles essentielles et les mémes concentrations. Deux témoins
ont été préparés. Le premier témoin positif, contient un substrat inoculé par le Foc et traité par
un mélange de I’eau distillé stérile et tween 80 (3%). Le deuxiéme est un témoin négatif
contient un substrat stérile non inoculé et trait¢ par un mélange de 1’eau distillé stérile et

tween 80 (3%) (Soylu., 2010).

11
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11.3.2.4. Exploitation des résultats et analyses statistiques :

Le prélevement des résultats obtenues est basé sur I'observation des symptémes et la
notation de l'incidence (DI) et la sévérite (ISM) de la maladie. Les deux notations sont
exprimées en index de maladie DII. Lors de chaque notation, I'incidence et la sevérité de la

maladie ont été évaluées selon les méthodes de (Trapero-Casas, 1983).

e 11.4.1. Mesure de I'Incidence :
L'incidence est le pourcentage de plantes malades. Il nous donne une idée sur I'état de
la population de pois chiche vis-a-vis de I'agent pathogene.
L'incidence est le moyen le plus rapide pour la mesure de la maladie ; il nécessite
seulement le comptage du nombre d'unités malades qui peut étre exprimé par un pourcentage

du nombre total d'unités. L’incidence (DI) est évaluée selon la formule :

NPM

DI =
NTP

x100

NPM : nb du plantes malades.
NTP : nb totale des plantes.
e 11.4.2. Mesure de la sévérité d'attaque :
La séverité ou la gravité de la maladie est obtenue selon I'évaluation visuelle de la
proportion des tissus de la plante atteinte par le flétrissement ou le jaunissement.
La sévérité (S) ou I’indice de sévérit¢ moyenne (ISM) est calculée selon la formule :

Y ni x nj
Sou (ISM) = Z—n]
Ou

n; : est le nombre de plantes caractérisees par l'indice

ij. est l'indice de sévérité attribué aux plantes malades.

Cette échelle consiste a donner une note a la plante malade examinée en fonction de

I'importance des symptomes observés :
0: pas de symptdmes.
1 : jaunissement ou flétrissement du 1/3 de la plante.
2: mémes symptomes mais affectant les 2/3 de la plante.
3: symptdmes identiques affectant la plante entiere.

4: plante morte.

12
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e 11.4.3. Calcul de I'indice de Flétrissement (DII)
L'incidence | et la sévérité S sont utilisé pour le calcul, I'index de l'intensité de la
maladie DII
Ou:

D"_DI*ISM
T4

e 11.4.4. Calcul de I'AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve)

AUDPC est une méthode d’analyse qui permet de résumer les données de l'intensité
de la maladie, en une seule valeur. Cette valeur est indispensable pour la comparaison entre
les différentes épidémies a travers les années, les emplacements, ou les stratégies de la gestion
(Cook, 2006 ; Sparks et al, 2008).Cependant, cette méthode est utile pour la description,
I’estimation et la comparaison entre les épidémies causées par le FOC (Navas-Cortes et al,
2000 ; 1998). L’ AUDPC est calculé en utilisant la formule suivante :

L’AUDPC est calculé selon la formule rapportée par (Cook, 2006) :

n
AUDPC = Z[(xi +1)/2)(ti +1—i - ti))
i+1
Ou :
Xi = la proportion des tissus ou le nombre de plantes malades a toute une seule mesure
(intensité de la maladie) a lI'observation i,
t; = temps (jours) aprés I’inoculation a I'observation
n = le nombre total d'observations. La somme de régions individuelles trapézoides, ou régions
deian-1.i

i + 1 représente des observations de 1 a n.

I1.4. Analyse de D’effet des huiles essentielles sur le taux des polyphénols et des
flavonoides :
11.4.1. Dosage des polyphéenols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006).

200ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de réactif de
Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4 minutes.
Aprés I’incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na,COgs (75g /) a éteé
ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans I'obscurité a

13
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température ambiante. L'absorbance de tous les extraits a été mesurée par un

spectrophotomeétre a 765 nm.

11.4. 2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13) cité par (Djeridane et al., 2006) et est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

1 ml de chaque extrait et (dissous dans le méthanol) avec les dilutions convenables a
été ajoute a un volume égal d’une solution d’AlICI13 (2% dans le méthanol).
Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes
d’incubation.

Effectuer la méme opération pour la quercitrine a différentes concentrations en
introduisant 1 ml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AICI3 a 2%. Le
blanc est représenté par 1’é¢thanol additionné a 1’ AlCI13, toutes les opérations sont réalisées en
triplicata.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de les plantes étudiés
(Pinus halepensis, Lorus nobilis, Thymus pallessens) sont calculées en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant la quercitrine comme standard, les résultats sont exprimés

en pg équivalent en quercitrine/ mg de matiére fraiche.

11.4.3. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été traités par deux analyses indépendantes a 1’aide de
logiciel XLSTAT (2008). La premiere analyse est 1’analyse de la variance « ANOVA »
permettant de connaitre la signification des différences (le seuil de signification est <0,05). La
deuxiéme analyse consiste a mettre en évidence des corrélations entre les variables étudiés
(zone d’inhibition, le type de I’huile et la concentration et 1’interaction entre les deux facteurs

au seuil de signification <0,05).
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I11.1. Résultats
111.1.1. Effet des huiles essentielles sur I’aspect morphologique des spores de Foc

Les observations microscopiques des suspensions sporales du Foc déja traitées avec
I’huile ont montré des effets trés profonds sur le nombre, la forme et la germination des
microconidies, ainsi que sur le tube germinatif Les microconidies déja traitées par les huiles

ont subis un éclatement, un rétrécissement et une inhibition de la germination (Figure 04).

Figure 04 : Modifications provoquées par les huiles essentielles sur les spores de Foc. 1)
éclatement, 2) retricement, 3) germination 4) inhibition de la germination 5) germination

massive.
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I111.1.2. Effet des huiles essentielles sur la germination de spores

D’apreés I’analyse de variance, 1’espéce, la concentration et 1’interaction entre les deux
facteurs ont montré un effet trés hautement significatif (p <0.05) sur la variation du taux de
germination. En genéral, I’effet inhibiteur de la germination a exposé différentes intensités
selon I’espéce végétale et la concentration. Les résultats de I’effet des huiles essentielles sur
le taux de la germination des spores de Foc sont affichés dans le tableau 1.

Les résultats obtenus avec les huiles essentielles, contre le Foc indiquent une activité
antifongique positive. L'emploi de I’huile essentielle des deux trois plantes a permis de
réduire significativement la germination des spores comparativement aux témoins non
traitées.

Tableau Il : Effet des huiles essentielles sur la germination des spores de Foc. Les valeurs
représentent la moyenne de 5 répétitions + SE (Erreur standard). Les lettres indiquent une

différence significative entre les moyennes a p<0,05.

Espéce végétale Concentration Taux d’inhibition de la germination
1 Thymus pallessens C1l 100+0a
2 Thymus pallessens C2 100+0a
3  Thymus pallessens C3 100+0a
4 Thymus pallessens C4 100+0a
5  Thymus pallessens C5 73,33+4,85abcd
6  Pinus halepensis C1l 69,52+4,20bcde
7 Pinus halepensis C2 43,0919,52ef
8  Pinus halepensis C3 54,36+3,78def
9  Pinus halepensis C4 45,9412 34def
10 Pinus halepensis C5 36,25+6,81f
11 Laurus nobilis C1 100+0a
12 Laurus nobilis C2 90,13+4,12ab
13 Laurus nobilis C3 86,66+4,51abc
14 Laurus nobilis C4 62,5+12,66¢cdef
15 Laurus nobilis C5 61,60+6,74cdef

L’analyse de la variance (ANOVA) effectuée par le logiciel SAS (Statistical Analysis
System. Cary, NC) et les moyennes sont comparées par le test de Ducan a 5 %. Les

principaux résultats obtenus de la recherche d’éventuelles corrélations (Tableau 08), indiquent
16



Chapitre 111 : Résultats et discussion

une corrélation positivement significative entre 1’inhibition de la germination et le type de
I’huile essentielles.

L’effet inhibiteur le plus élevé a été enregistré pour le traitement avec le Thymus
pallessens, dont le taux d’inhibition de la germination est environ 100 % pour les
concentrations C1, C2, C3 et C4. Cependant, la C5 a montré une inhibition de la germination
aussi superieure environ 73.33%.

Il parait que le Foc est plus au moins résistant a 1’huile de Pinus halepensis avec une
fréquence d’inhibition environ 69,52 % a la concentration C1. Par ailleurs, la concentration
C5 a provoqué une inhibition plus au moins faible environ 36,25.

L’huile essentielle de Laurus nobilis a exercée une importante activité inhibitrice vis-a
vis du FOC. Ce dernier a montré une inhibition totale dans le milieu amendé avec les
concentrations C1, et avec un taux d’inhibition important environ 61,60% a la concentration
C5.

Une gamme de concentration de 10000, 5000, 2500, 500 et 100 ppm a été choisie. Elle
a permis d'établir des courbes dose-effet (figure 05, 06). La courbe exprime la relation entre
la dose testée et l'effet sporicide montrent une activité dose-dépendante. En général, les
résultats obtenus avec les différentes concentrations de I’huile révelent que I’activité
inhibitrice croit au fur et a mesure que la concentration augmente. La dose forte D1
(10000ppm) semble plus intéressante pour I’inhibition de la croissance mycélienne comparée

par les autres doses.
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Figure 05: Etude comparative des taux d’inhibition de la germination des huiles essentielles

de trois plantes en fonction : a- I’espéce végétales et b- la concentration de 1’extrais.
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Les résultat affichés dans la figure montre que le taux d’inhibition il est de 61,60 %
a la concentration C5 de Laurus nobilis , par contre 100% , 90,13%, 86,66%, 62,5% et pour
les concentration C1 ,C2 , C3,C4 respectivement .

111.1.3. Effet des huiles sur le fletrissement vasculaire in vivo :

Les huiles essentielles ont montré une diminution trés importante de la gravité de la
maladie. D’aprés ’ANOVA, I’espéce, la concentration et I’interaction entre les deux facteurs
ont montré un effet tres hautement significatif (p <0.05) sur la variation de la valeur de
I’AUDPC. Les résultats obtenus suite a ce travail montrent que les symptémes de la maladie
ont été observés 20 jours apres le semis sur les plantules déja traitées par I’huile essentielle de

Pinus halepensis. Cependant, les symptoémes ont été remarqués 22 et 25 jours apres le semis

sur les plantules traitées par I’huile de Laurus et Thymus respectivement.

Figure 06: Effet des huiles essentielles sur le flétrissement vasculaire in vivo
(originale, 2017).

Les résultats expriment 1’activité fongicide In vivo de 1’huile essentielle Thymus

pallessens. La valeur la plus faible enregistrée est de 30 et la plus élevée 430 pour la
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concentration C3. Ces dernieres sont traduites par une réduction tres importante de la gravité
de flétrissement vasculaire qui varie entre 78.5 et 98,5% comparée avec le témoin non traite.
L’huile de Laurus nobilis L a montré moins efficace contre le FOC. A cet effet, les valeurs de
I’AUDPC calculées pour le traitement par 1’huile Laurus nobilis L varient entre 750 (C1) et
830 (C3), ces valeurs se traduisent pour une réduction inférieure a 74% de la gravité de la
maladie. Cependant, ces valeurs sont de 520 (C1) et 750(C4) pour le traitement par 1’huile
essentielle de Pinus halepensis. Ces valeurs sont inferieur a celles des témoins positifs

expriment une réduction inférieure a 72% de la gravité de la maladie.
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Figure 07 : L’effet des huiles essentielles in vivo sur le flétrissement vasculaires du pois
chiche. Les données sont les moyennes de 3 répétitions de I’AUDPC % ES. Les lettres
indiquent une différence significative entre les moyennes a p<0,05.

Les résultats affichés dans la figure 7 montrent que la concentration de thymus
présente la plus efficace, ceci est expliqué par la valeur moyenne de I’AUDPC la plus faible
constatée 30, suivie par la C2 (300). Par contre, la C3 constitue la moins efficace avec une
valeur de I’AUDPC environ 440. Aucun symptome a été observés sur les plantes traitées avec
I’huile essentielle de Thymus pallessens notamment sur les concentrations C1 et C2. En
parallele, les symptdmes ont été observés 25 jours apres le semis dont le traitement par la dose
C3. L’analyse des valeurs de I’AUDPC montrent également une diminution de 100% de la
maladie pour les concentrations C1 et C2. Cependant, cette diminution est d’environ 98,5%

pour les concertations C3.
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Figure 08: Ftude comparative des taux d’inhibition de la germination des spores de trois
plantes en fonction : a- I’espece végétales et b- la concentration de ’huile.

L’huile essentielle de Laurus nobilis présente une efficacité moyenne, ceci est
expliqué par la valeur moyenne de I’AUDPC la plus faible constatée 530, suivie par la C2
(650). Par contre, la C3 constitue la moins efficace avec une valeur de I’AUDPC environ 740.
Notamment sur les concentrations C1 et C2. En paralléle, les symptdémes ont été observés 22
jours apres le semis dont le traitement par la dose C3. L’analyse des valeurs de I’AUDPC
montrent eégalement une diminution de la maladie pour les concentrations C1 et C2.
Cependant, cette diminution est d’environ 74,5% pour les concertations C3.

La faible efficacité registrée pour le Pinus halepensis, I’AUDPC la plus faible
constatée 740, suivie par la C2 (650). Par contre, la C3 constitue la moins efficace avec une
valeur de I’AUDPC environ 950. Notamment sur les concentrations C1 et C2. En paralléle,
les symptdmes ont été observés 20 jours apres le semis dont le traitement par la dose C3.
L’analyse des valeurs de I’AUDPC montrent également une diminution de la maladie pour
les concentrations C1 et C2. Cependant, cette diminution est d’environ 72% pour les
concertations C3.

La recherche de la cinétique de 1’évolution de la maladie en fonction de la dose a
permis d'établir des courbes dose-effet (Figure 08 b). La courbe exprime la relation entre la
dose et la valeur de ’AUDPC et montre une activité dose-dépendante (Corrélation négative).
En général, les résultats obtenus avec les différentes concentrations révelent que la gravité de
la maladie diminue au fur et & mesure que la concentration augmente. Les résultats affichés
dans la figure 8 montrent que les C1 présente la plus efficace, ceci est expliqué par la valeur
moyenne de I’AUDPC constatée 430. Les C2 présente une efficacité intermédiaire observés
sur les plantes traitées montrée 550, notamment sur les concentrations C3, présente la faible

efficacité.
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111.1.4. Dosage des polyphénols et des flavonoides :

Les analyses ANOVA effectuées avec logiciel STATat ont montré un effet hautement
significatif de I’espéce et la dose. L’analyse des graphes mentionnés dans la figure montre
¢galement ’effet de ’espéce sur le taux des polyphénols et des flavonoides. Le taux des
flavonoides est supérieur dans les plantules traitées avec 1’huile essentielle de Thymus et
pinus. Par contre le taux est faible chez les plantules traitées avec 1’huile de Laurus. Par
ailleurs, le taux des polyphénoles est trouvées supérieur chez les plantules traitées avec

I’huile essentielle de Laurus, et faible chez les plantules traitées avec les huiles de Thymus et

Pinus.
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Figure 9 : L’étude comparative des taux des flavonoides (a et b) et des polyphénols (¢ et d)
de plantules traitées avec les huiles essentielles de trois plantes en fonction I’espéce végetales

et la concentration de 1’huile.

21



Chapitre 111 : Résultats et discussion

Selon les données présentées dans les figures, le taux des polyphénols et des
flavonoides diminuent significativement avec 1’augmentation de la concentration. A cet effet,
Les plantules traitées par les doses D1 ont effectivement montré un taux faibles des
polyphénols et des flavonoides. Par conte, les plantules traitées par les doses D3 ont montré

un taux élevé de polyphénols et de flavonoides.
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Figure 10 :Taux des polyphénols et des flavonoides plantules traitées avec I’huile essentielle
de trois plantes. Les données sont les moyennes de 3 répétitions de taux des polyphénols ou
des flavonoides *+ ES. Les lettres indiquent une différence significative entre les moyennes a
p<0,05.

Les analyses ANOVA effectuées sur les taux des polyphénols et des flavonoides ont
avérés un effet hautement significatif de I’interaction entre la dose et 1’espece végétale.
L’utilisation de test tukey a 5% nous a permis d’établir un classement des taux de ces deux
biomolécules dans des groupes homogénes qui sont affichés dans la figure 1 a et b.

L’analyse des donnée montrent également que le taux le plus élevé des polyphénols a
¢été enregistré chez les plantules traitées avec 1’huiles essentielles de Laurus () et pinus () & la
dose D3. En revanche, le taux le plus faibles a été noté chez les plantules traitées par 1’huile
essentielle de Pinus () et Laurus () par la concentration D2.

La lecture des résultats mentionnés dans la figure montre que le taux des flavonoides
est trés €levé chez les plantules traitées avec 1’huile de Pinus (16.06) a la dose D3 et I’huile
de Thymus environ 11.58 et 8.63 a la dose D3 et D2. Par contre, les taux faibles ont été notés
pour les plantules traitées avec la dose 1 de I’huile essentielles de Laurus (5,48) et la dose D2
de I’huile essentielles de Pinus et Thymus avec des fréquences 4,50 et 5,031 respectivement.
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I11.2. Discussion :

Differentes plantes aromatiques synthétisent des molécules odorantes qui constituent
les huiles essentielles capables d’exercer un effet équivalent a celui des fongicides, et cela
grace a la nature chimique de leurs constituants. Les extraits végétaux ont un spectre d’action
trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celle des moisissures
et des levures. Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al.,
2006). Elles agissent en empéchant la croissance et la sporulation des champignons.

Bien que les travaux effectués sur les huiles essentielles de trois plantes médicinales
sur la germination des spores de Fusarium oysporum f sp ciceris aient montré une activité
antifongique remarquable qui varie selon I’espéce végétale, la dose appliquée et I’interaction
entre les deux.

En effet, les huiles essentielles ont ét¢ démontrés pour étre en mesure d’inhibé la
germination des spores de plusieurs champignons pathogénes de plantes (Daouk et al., 1995;
Paster et al., 1995; Adam et al., 1998; Lambert et al., 2001; Marino et al., 2001; Abou-Jawdah
et al., 2002; Bouchra et al., 2003; Daferera et al., 2003; Zambonelli et al., 2004; Soylu et al.,
2006; Bajpai et al., 2007; Martinez-Romeroa et al., 2007; Soylu et al., 2007; Hadian et al.,
2008; Kordali et al., 2008; Ozcan et Chalchat, 2008).

Le pouvoir antifongique et les différences observées dans I’efficacit¢ des huiles
essentielles sont expliqués d’une part par la composition et la richesse des huiles testées en
composés antifongiques et de leurs variabilités en fonction des espéces végétales d’autre part.
Il est cependant clair qu'ils interviennent directement sur la morphologie ou la physiologie
de I’organisme nuisible ou indirectement par le déclanchement des mécanismes de défense de
la plante.

En effet, I’activité antifongique des huiles essentielles peut s’expliquer par les
principaux composés des huiles essentielles (Herman et al., 2016 ; Carovic-Stanko et al.,
2010) les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques). Des composés chimiques qui ont une grande efficacité et a plus
large spectre sont présents dans les huiles essentielles en particulier les phénols (1,8 cinéole,
carvacrol, octanol.) les alcools, (a- terpineol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les cétones
(Camphor, etc.) (Sokovic et Griensven, 2006 ; Herman et al., 2016 ; Carovic-Stanko et al.,
2010 ; Dorman et Deans, 2000), ce qui explique ’activité antifongique sur les mycétes (Chu
et kemper, 2001) suggeérent que le pouvoir antifongique est lié aux composants volatils des

huiles et qui sont : I’a pinéne, B pinéne, P ciméne et 1,8 Cinéole. Toutefois, il ya beaucoup de
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recherches qui tentent d'expliquer les mécanismes par lesquels ces composes agissent sur les
champignons.

L’activit¢ antifongique des huiles essentielles, peut se faire selon différents
mécanismes, qui peuvent étre représentés par une attaque sur la composition phospholipidique
de la membrane cellulaire, la perturbation des systemes enzymatiques, l'inactivation et la
destruction du matériel génétique fongique, I’hydroperoxydase est la formation des acides
gras par l'oxygénation des acides gras insaturés, la coagulation du cytoplasme, la perturbation
de la force motrice protonique, le flux d'électrons et / ou le transport actif (Badawy et
Abdelgaleil, 2014). La nature lipophile des huiles essentielles peut faciliter leur pénétration
dans la membrane fongique particulierement entre la bicouche lipidique et causent des
perturbations de la membrane (33,34). Pour soutenir cette hypothese 1’observation des spores
de F. oxysporum f. Sp. lycopersici exposé a Il'huile de girofle a révélé une augmentation
considérable de la rugosité de la surface cellulaire dans la morphologie des hyphes et des
spores. Cela pourrait entrainer une fuite de constituants cellulaires (Plasmolyse) et par la suite
la mort de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Sharma et al., 2016).

Les propriétés antifongiques exposées par les huiles peuvent étre attribuées a la
présence de terpénes bioactifs, les acides phénoliques, les alcools, les hydrocarbures et les
aldéhydes (23,24). En général, les composés antimicrobiens actifs des huiles essentielles sont
les terpenes phénoliques. La plupart des études sur le mécanisme d’action des composés
phénoliques ont été concentrés sur leurs effets contre les membranes cellulaires. En fait, les
composés phénoliques attaquent les parois et les membranes cellulaires, affectant ainsi la
perméabilité et la libération des constituants intracellulaires, mais ils interférent également
avec la fonction de la membrane (Al-Reza et al., 2010). Ainsi, les terpenes phénoliques actifs
pourraient avoir plusieurs cibles invasives qui pourraient conduire a I’inhibition des
champignons pathogenes des plantes (Al-Reza et al., 2010).

La propriété antifongique des huiles essentielles pourrait impliquer I'inhibition de la
synthese des enzymes extracellulaires et la rupture de la structure de la paroi cellulaire
entrainant par conséquent un retricement de cytoplasme, des dommages intégrale et
finalement la mort mycélienne. Les effets peuvent étre aussi marqués par une rupture de la
membrane, hyperacidité de cytoplasme, rupture de la chaine de transport d'électrons, H + -
ATPase et l'inhibition de certains événements métaboliques structurels et éventuellement liés
a la propriété antifongique des huiles essentielles (9,10,25). Autrement, il sont également
signalé que les huiles essentielles pouvaient s'intervenir dans le systtme membranaire

mitochondrial par la perturbation des activités étroitement associée aux réactions
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enzymatiques, telles que le transport délectrons respiratoires, transport de protéines et
couplage Phosphorylation (4,35).

(Velluti et al. 2011) ont rapporté que l'eugénol (un composé phénolique connu comme
composant majeur de l'huile essentielle de C. zeylanicum) présente son activité
antimicrobienne attribuée a la présence d’un noyau aromatique et un groupe OH phenolique
connu pour étre réactif et pour former des liaisons hydrogene avec des sites actifs d’enzymes
cibles. Bien que l'activité antimicrobienne d'une huile essentielle est attribué principalement a
ses composantes principales, les synergiques ou effet antagoniste des composés en
pourcentage mineur dans le mélange doit étre considéré (15,42).

Dans cette étude, les résultats obtenus montrent le potentiel de 1’huile essentielle de
Thymus vulgaris comme un inhibiteur important aussi bien comme agent fongicide contre
FOC. En effet, ’activité antifongique prononcée de T. vulgaris est en relation avec sa richesse
en Thymol, p-cymene, limonene, a-pinene, carvacrol,y-terpinine.

Des résultats similaires ont été obtenus par (Manganyia et al., 2015) apres un
traitement de milieu de culture avec différentes concentrations de I’huile essentiel de Thymus
vulgaris. Les résultats obtenus montrent une zone d’inhibition totale contre Fusarium
oxysporum avec les concentrations 500, 1000, 2000, 2500 et 3000 ppm et 61% pour la
concentration 250 ppm. Nos résultats se corroborent avec ceux obtenus par (Kumar et al.,
2008), dont une inhibition totale a été obtenu apres le traitement de par 1’huile essentielle de
Thymus vulgaris L. Ces chercheurs ont constaté une zone d’inhibition environ 100% avec une
concentration minimale de 700ppm. Les travaux menés par (Bhaskara Reddy et al., 1997)
sur les effets des huiles essentielles de Thymus vulgaris L sur Botrytis ceniria et Rhizoctonia
stolonifer ont montré leur effet antifongiques, a différentes concentration de 1’huile. La zone
d’inhibition marquée a la concentration 50 ppm est de 26,5% pour B. cenirea et 5.5% pour
Rhizoctonia stolonifer. Ces valeurs elles sont élevées a la concentration 200ppm 63.5% pour
B. cenirea et 50.5% pour Rhizoctonia stolonifer des résultats similaires ont été obtenus par
(Serife Evrim Arici et al., 2013). L’étude de I’activité antifongique de Thymus vulagris L
contre Fusarium oxysporum radicis-lycopersici et F. oxysporum f. sp. Lycopersici a montrée
une zone d’inhibition totale par trois concentrations 0.5, 1 et 2%. Cependant, 1’application
des huiles essenticlle avec une concentration 2% d’Eucalyptus globolus, Rosmarinus
officinalis et Lavendala sp ont montré une activité antifongique moins prononcée contre
Fusarium oxysporum radicis-lycopersici dont la zone d’inhibition enregistrée est de 5.6, 34.4

et 34.4 respectivement.

25



Chapitre 111 : Résultats et discussion

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par (Cordova-Albores et al., 2015). Les
travaux de ces derniers ont prouvé I’efficacité des huiles essentielles de Gatropha curcas
contre le FOg. Une d’inhibition de la germination des spores obtenues sont supérieurs a 50%.

Les travaux menés par (Daferera et al., 2003) ont montré I’efficacit¢ des huiles
essentielles sur la croissance mycélienne de Fusarium sp en particulier ceux extraites de
Rosmarinus officinalis et Lavandulla sp. La croissance de Fusarium sp a été inhibée avec un
taux de 83% et 72% par I’huile de la Lavandulla sp et Rosmarinus officinalis respectivement.
L’efficacité de I’huile de Rosmarinus officnalis est attribuée par ces auteurs a la composition
chimique représentée par le taux élevé d’eucalyptol qui constitue 50% de taux total. En effet,
(Hamrouni et al., 2014), ont étudié 1’activité antifongique des huiles essentielles extraites de
Pinus halepensis contre dix champignons phytopathgonenes, dont I’inhibition varie 41.9 et
52,9%. Cependant, I’inhibition de Fusarium oxysporum est de 46.7%. Aprés les analyses
chromatographiques les chercheurs ont conclu que cette activité est liée au taux élevé de
monoterpéniques Hydrocarbonés présentes dans 1’huile essentielle de Pinus halepnsis. En
outre, La croissance mycélienne de quelques especes fongiques tel que F. oxysporum,
Bipolaris, Michrodochium et Alternaria, en présence des huiles essentielles a montré différent
degrés d'inhibition cependant, les huiles riches en composés sesquiterpeniques ont montré
une zone d’inhibition trés importantes (Hamrouni et al., 2014). (Amri et al., 2013) ont montré
une activité inhibitrice moyenne de 1’huile de Pinus halepnsis contre Fusarium oxysporum
(39.43%) a ma concentration 10ul/ml-1. Cependant, I’inhibition est trés faible 5.65% a la
concentration 1 ul/ml-1. L’activité antifongique de I’huile essentielle Pinus halepensis a été
investiguée par (Abi-Ayad et al., 2011). Les résultats obtenus montrent une efficacité
moyenne de I’huile contre Fusarium oxysporum, a une concentration de 15 uL/mL la zone
d’inhibition est environ 35,71%.

Les expériences menés par porté sur huiles essentielles d’Artemisia herba alba ont
montré leur activité antifongique contre Aspergillus niger, A. fumigatu et A.flavus. Les
résultats obtenus montrent une inhibition totale des trois souches a une concentration de 5
mg/mL.

L’effet inhibiteur d’Artemisia herba alba sur 2 souches de Fusarium oxyporum
D’aprés (Kolai et al., 2012), ont montré que 1’activité antifongique est due uniquement aux
substances renfermées dans les extraits de 1’huile essentielles d’Artemisia herba alba.

Les huiles essentielles d’Artemisia herba alba ont montré faiblement efficace contre
Penicillium citrophthora, I’amendement de milieu de culture par une concentration de 250

ppm a montré une inhibition environ 25,2% (Chebli et al., 2003).
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L’activité antifongique de Laurus nobilis a été décrite par ; (Aumeeruddy-Elalfi et al.,
2015), Un pouvoir antifongique tres important a été avére par (De Corato et al. 2010). Les
résultats obtenus montrent une inhibition supérieure a 38% de la germination des spores de
deux agents pathogenes de conservation a savoir Botrytis cinerea, Monilinia laxa et
Penicillium digitatum. Une bonne activité antifongique contre les champignons sporiferes de
stockage, cette activité inhibitrice prononcée est probablement liée a la richesse de 1’huile de
cette plante en 1.8-cineole, linalool, terpinéol acétate, méthyle eugénol et un faible contenu de
linalyl acetate, eugénol, sabinene, b-pinéne et a-terpineol. Le pouvoir antifongique 1’huile
essentiels de Laurus nobilis sur les champignons de stockage de riz A. alternata, B. oryzae,
F. graminearum, F. equiseti et F. verticillioides a été investigué par Pilar. L’activité
antifongique a été attribuée a la présence de 1,8-cineole (51.95%), a-terpinyl acétate (12.93%)
suivie par les monoterpénes hydrocarbonés (9.56%).

L’efficacité des huiles et les extrais sur la fusariose vasculaire In vivo, pourraient étre
attribué a I’effet des extrais ou des huiles sur I'agent pathogéne, sur I'héte ou de I’interaction
entre les deux.

La germination des spores dans les tissus vasculaires (xyleme) des plantes est
considérée comme un mécanisme important de pathogénicité de F. oxysporum f. Sp.
lycopersici (38). Par conséquent, l'apparition des hyphes et des spores effondrés dans les
échantillons traités par I'huile impliquent que I'huile de girofle pourrait étre un outil potentiel
pour freiner le fléau de Fusarium Maladie & la fois préventive et thérapeutique.

En effet les extrais et les huiles bioactives des plantes exercent une activité fongicide
contre la population fongique du sol, celui-ci est témoigné par les travaux de (Belabid et al.,
2010). Le traitement du sol par les huiles essentielles de neuf plantes médicinales inoculé
préalablement par le Fol Fusarium oxysporum f. sp lentis diminue significativement la
population fongique et par conséquent, I’incidence de la maladie. Par ailleurs, les extrais
cloroformique diminuent significativement la densité de la population fongique de Fusarium
oxysporum agent de la fusariose de la tomate (Singha et al., 2011). Selon les mémes auteurs,
I’extrais cloroformique diminue significativement la population fongique de Fusarium
oxysporum entre 3 et 7 10 et I’incidence entre 95,6% et 100 selon la virulence de la souche.

Les résultats obtenus lors de l'essai biologique du pot sont conformes aux Résultats
obtenus dans des conditions in vitro. L'huile de girofle a montré tres Effet inhibiteur fort
entrainant une réduction significative de la maladie de fléau Dans les plants de tomates.
Cependant, l'efficacité de I'huile de girofle était la dose Dépendance montrant l'activité
biocide la plus élevee a 5%. Concentration & 10% était phytotoxique peut-étre en raison de

niveaux élevés de matieres volatiles d'huile de girofle Toujours présent dans le sol au moment
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de la transplantation. En conclusion, les données obtenues fournissent des informations
substantielles a I'appui de l'essentiel Huiles comme agents naturels pour le contrble de la
maladie de flétrissement de Fusarium. Cependant, une évaluation plus approfondie du co(t et
de l'efficacité de ces huiles essentielles Car la bioformulation dans les serres / champs
commerciaux est justifiée (Sharma et al., 2016).

De plus, I’effet des huiles essenticlles sur la maladie pourrait étre directement lié
I’accumulation intensive de substances phénoliques dans la plante infectée (Ben-Jabeur et al.,
2015). Ces auteurs, ont constaté une réduction significative de I’incidence et de la gravité de
flétrissement vasculaire de la tomate causé par Fusarium oxysporum f.sp radicis lycopersisi.
Aprés sept jours de traitement une réduction de 30.76% a été observée. Par ailleurs, les
mémes auteurs montrent bien que ’effet biologique des huiles essentielles dans la réduction
de la gravité fusarienne est accompli par I’activation des mécanismes de défense de la plante
via une augmentation des quantités produites des composés phénoliques et la voie des
peroxydases dans les racines et les feuilles. Par conséquent, 1’expression de nombreux genes
de defense et les genes de biosynthese de meétabolites secondaires.

Les expériences effectuées par (Hashema et al., 2010) portés sur I’effet des huiles
essentielles sur le complexe de la pourriture radiculaire provoqué par (F. oxysporum, F.
solani, F. moniliforme, F. dimerum, F. equiseti et F. Lateritium) ont présenté une réduction
trées importante de la gravité de la maladie. Les résultats obtenus montrent une réduction de la
fréquence qui varie entre 28.1 et 92,5%.

Des résultats similaires ont été obtenus par (Nguefack et al., 2013), dont montrent
I’efficacité des huiles essentielles in vivo dans la réduction de I’incidence de la maladie de riz
causée par Bipolaris oryzae. Les résultats obtenus montrent que le traitement de trois variétés
de riz (riz rouge, Nerica et Tox) par I’huile de Callistemon citrinus provoque des dégrée
variable de diminution. L’incidence enregistrée est de 8, 1 et 0% sur la variété riz rouge,
Nerica et Tox comparé avec les ttmoins non traités 54, 12 et 4% respectivement.

De méme, (Soylu et al., 2010) ont investigué 1’effet des huile essentielles de sur
Botrytis cineria. Le niveau de protection des huiles testées contre ce champignon obtenu est
varié en fonction la dose appliquée et le type de traitement préventifs et curatifs. Le niveau
des traitements curatif par 1’huile est supérieur entre 30.0 et 80,53% comparé¢ avec le
traitement préventif qui varie entre 8.95 et 78.95%. Cependant, le niveau de protection

augmente au fur et a mesure 1’augmentation de la dose.
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Les résultats obtenus suites aux dosages effectuées des flavonoides et des polyphénoles ont
montré également une augmentation des les plantules traitées par les concentrations faibles
des huiles essentielles par apport au témoin non traité.

Un niveau plus au moins faible de polyphéols et de flavonoides a été constaté chez les
plantules traitées par I’huile essentielle a des concentrations trés élevée. Ces résultats sont
expliqués par premiérement I’effet direct des huiles essentielles en exercant un effet sporicide
sur le Foc et par D’intervention de ces composés dans les mécanismes de la défense des
plantes. En outre, la diminution des phénoliques peut étre attribuée au renforcement des parois
cellulaires de la plante par polymérisation des lignanes et lignines. Les composés phénoliques
produits par les plantes se forment a travers le métabolisme des phénylpropanoides. Lors de
I'établissement d'une interaction hote-parasite, de nouveaux composes phénoliques peuvent
étre formés a partir de substrats phénoliques préexistants ou par de répression de génes ou
activation de systemes enzymatiques latents conduisant a la synthése de nouvelles molécules,
les phytoalexines (Singha et al., 2011). Les composes phenoliques pre-infectionnels et post-
infectionnels peuvent étre impliques dans les phénomeénes de réticulation, suberification et
lignification visant notamment a limiter I’action des forces de compression et celle des
hydrolases des parasites. L’esterification et l'etherification d'acides phénoliques aux
polymeres pariétaux, polysaccharides et lignine (Liyama et al., 1994) sont généralement
considérées comme une réponse tres active et précoce. Ces réactions s'accompagnent
fréqguemment d'une augmentation de l'activité des peroxydases anioniques, de la cinnamyl
alcool deshydrogenase (CAD) et de I' accumulation de polymeres phénoliques pariétaux,

lignine et subérine.
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Conclusion

En Algérie, la culture du pois chiche occupe une place importante parmi la
Iégumineuse alimentaire. Le pois chiche participe a 1’amélioration de la fertilisation du sol
grace a sa capacité a fixer 1’azote atmosphérique, cependant cette culture est exposé aux
infections de Fusarium oxysporum f.sp.cicers, ou elle constitue une menace plus grave, pour
la culture du pois chiche, en raison de son développent rapide et les dégats qu’il occasionne.
Nous avons essayé d’étudier I1’action de quelques huiles essentielles des plantes
médicinales principalement sur la germination des spores de champignon ainsi que le

flétrissement vasculaire de la plante.

Les huiles essentielles des plantes tests ont été évalué pour leur activité inhibitrice de
la germination vis-a-vis les spores de Foc. L’observation microscopique des spores traitées
par les huiles essentielles a montré egalement des modifications morphologiques :
éclatement, rétrécissement et la diminution de pouvoir germinatif total ou partielle. Les
résultats obtenus suite a ce travail montrent que la germination du Foc a été inhibée par les
huiles essentielles a des degrés variables, selon I’espece végétale ainsi que la concentration
utilisées. L’analyse des données montre que I’huile essentielle de Thymus pallessens L a
exercé une importante activité inhibitrice vis-a vis le FOC. Ce dernier s’est montré plus
sensible aux cing concentrations appliquées. A cet effet, effet inhibiteur totale a été constaté
total pour les quatre premieres concentrations et tres élevée par la concentration Cs (73,33%).
Par ailleurs, I’huile essentielle de Pinus halepensis L présente une activité inhibitrice avérée

faible contre le Foc, particulierement a la concentration Cs (36,25%).

Les huiles essentielle de trois plantes en montré une diminution plus importante de la
gravité de la maladie. En effet, I’application de 1’huile essentielle de Thymus pallessens a
montré le plus efficace contre la maladie. La valeur moyenne de I’AUDPC enregistrée est
environ 300. Cependant, I’huile de Laurus nobilis demeure moyennement efficace avec une
valeur 680 D’AUDPC. Par contre, I’huile de Pinus halepensis a montré moins efficace contre
le Foc. A cet effet, les valeurs de I’AUDPC calculées est varie entre 720 (C,) et 830 (Cs).

Les résultats obtenus suites aux dosages effectuées des flavonoides et des
polyphénoles ont montré également une augmentation des les plantules traitées par les
concentrations faibles des huiles essentielles par apport au témoin non traité. L’analyse des
données montrent également que le taux le plus élevé des polyphénols a été enregistré chez

les plantules traitées avec 1’huile essentielle de Laurus (22,5) et pinus (18) a la dose D3. En



revanche, le taux le plus faibles a été noté chez les plantules traitées par 1’huile essentielle de
Pinus (14.75) et Laurus (12) par la concentration D2.

Ces résultats, peuvent étre expliqué par le double effet qu’ils possédent les extrais de
plante, d’une part confirme le fait in vitro représenté par I’effet sporocide exercé sur les
spores de Foc, qui par conséquent diminue I’infectivité de I’agent pathogenes, et d’autre part,
démontre I’effet indirect sur la plante par le déclenchement des mécanismes de défense par la

libration des molécules antifongiques figurées par les flavonoides et les polyphénols.
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Les listes des annexes

Composition des milieux des cultures utilisés :
Milieu PDA :

Extrait de pomme de terre .........c.ovviiiiiiiiiiiiii i 200

0 0T T 20g
YN ) . | 15¢
Bau distille. ... ... 100ml

Milieu de pois chiche :

Pois chiche

YN ) . ) 20g
N T or (01 P 20g

Bau diStille ... 100ml



