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Titre en francais :Efficacité fongicide de 1'huile essentielle de Ammoides verticillata sur la mycoflore de
I'orange Citrus sinensis

Résumé

Ce travail s'inscrit dans le cadre d'une contribution a 1'é¢tude in vitro et in vivo du pouvoir antifongique de
I'huile essentielle de la plante médicinale Ammoidesverticillata (nounkha) sur la mycoflorede l'orange Citrus
Sinensis, plus précisément sur la moisissure Penicillium italicum, responsable de la pourriture bleue et qui
provoque des dégats considérables.

La plante faisant I'objet de cette étude a fourni un rendement de 2.33. L'évaluation de [D’activité
antifongique de son HE a été réalisée in vivo puis in vitro par deux méthodes ; dilution en milieu liquide et
diffusion sur disques, afin de déterminer l'indice antifongique et la zone d'inhibition. Les résultats obtenus ont
prouvé son efficacité fongicide, méme a de faibles concentrations ; S0ul pour la culture in vivo et 1 pl/ml pour les
deux méthodes de culture in vitro. Nous pouvons donc la proposer comme traitement fongicide naturel contre
Penicillium italicum et la pourriture verte qu’il provoque.

Mots clés
Huile essentielle, Ammoides verticillata, Fongicide, Penicillium italicum, Citrus sinensis.

Title en english:
Fungicidal efficacy of the essential oil of Ammoidesverticillata on the mycoflora of the orange Citrus sinensis

Summary

This work is part of a contribution to the in vitro and in vivo study of the antifungal power of the essential
oil of the medicinal plant Ammoidesverticillata (nounkha) on the mycoflora of the orange Citrus Sinensis, more
precisely on the mold Penicillium italicum, responsible for blue rot and which causes considerable damage.

The plant in this study provided a yield of 2.33. The evaluation of the antifungal activity of its HE was
carried out in vivo and then in vitro by two methods; dilution in liquid medium and diffusion on discs, in order to
determine the antifungal index and the zone of inhibition. The results obtained have proven its fungicidal efficacy,
even at low concentrations; 50pl for in vivo culture and 1pl/ml for both in vitro culture methods. We can therefore
propose it as a natural fungicide treatment against Penicillium italicum and blue rot that it provides.

Mots clés :
Essential oil, Ammoidesverticillata, Fungicide, Penicillium italicum, Citrus sinensis.
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INTRODUCTION

L'utilisation des plantes aromatiques par I'homme est une pratique antique (Majinda
etal, 2001).

De nos jours la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses
plantes, tenant compte de leurs propriétés aromatiques comme assaisonnement ou comme
remede en médecine traditionnelle (Millago et al., 2005). Les plantes aromatiques et
médicinales connues par leurs propriétés biologiques intéressantes sont utilisées dans divers
domaines a savoir en médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture.

Actuellement, 1'0Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) estime qu’environ 80% des
habitants de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plante, en tant que
soins de santé primaire (Krishnaiah et al., 2011;Bakchiche et al., 2013).

L'investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de
nouvelles substances a pouvoir antimicrobien. Ainsi les huiles essentielles commencent a
avoir beaucoup d‘intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives
(Bruneton, 1999; Teuscher et al., 2005).

Il existe aujourdhui approximativement 3000 huiles, dont environ 300 sont
réellement commercialisées, destinées principalement a l'industrie des aromes et des parfums.

Les huiles essentielles ont suscité beaucoup d'intérét scientifique au fait qu'elles
présentent une source d'antioxydants naturels et de molécules biologiquement actives.

Elles font l'objet d‘étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour le
traitement des maladies infectieuses (Chalchat et al., 1997; Baser et al., 2001) et pour la
protection des aliments contre les altérations (Miguel, 2010 ; Djenane et al., 2012).

Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d'activités biologiques reconnues
(Cimanga, 2002). Ainsi, les huiles essentielles et leurs composantes, actuellement employées
comme ardmes alimentaires sont également connus pour posséder des activités
antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et insecticides (Burt, 2004 ; Bakkali et al.,
2008 ; Miguel, 2010).

A cet effet et dans le cadre de la valorisation de quelques espéces aromatiques et
médicinales, poussant a I'état spontané a Tlemcen ou encore pouvant y étre introduites dans
un objectif de développement durable, nous avons orienté notre travail sur I'é¢tude des
activités antifongiques de 1' huile essentielle de Ammoides verticillata, une espéce qui

appartienta la famille des Apiacées qui est caractérisée par sa forte action stimulante et son



remarquable pouvoir et son activité antifongique sur le champignon du genre Penicillium qui
attaque les orangers (Abdelouahed et Bekhchi, 2004).

Notre travail sera donc réparti en trois chapitres, initié par une ¢&tude
bibliographique sur les huiles essentielles, les agrumes et plus précisément sur les orangers,
les activités biologiques (antifongique), la plante Ammoides verticillata et le genre
Penicillium.

Dans le deuxiéme chapitre, nous allons décrire les méthodes d'extraction de I’huile
essentielle ainsi que les protocoles expérimentaux préconisés pour évaluer leurs activités
antifongiques sur la souche fongique isolée et étudiée Penicillium verticillata.

Dans le troisieme chapitre, nous annoncerons les résultats obtenus ainsi que leurs
discussions.

Nous terminerons par une conclusion résumant les résultats de I'é¢tude effectuée.
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CHAPITRE | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I.LES AGRUMES

1. Données générales sur les agrumes
Le mot agrume provient du latin acrumen qui désignait dans 1’antiquité des arbres a fruits
acides (Bachés et Bachés, 2011).

Les agrumes sont de petits arbres ou arbustes de taille moyenne, cultivés dans I’ensemble
des régions tempérées chaudes, tropicales et subtropicales. Ils étaient traditionnellement cultivés
dans les jardins avec d’autres especes telles que la noix de coco, les fruits a pain, la papaye et
autres, a cause de leur fruits (oranges douces, mandarines, pamplemousses, etc.) et pour leur

valeur médicinale.

2. Présentation générale de ’origine des agrumes

IIs sont d’origine indienne, appartiennent a la famille des Rutaceaeet se décomposent en
trois genres principalement cultivés : Fortunella, Poncirus et Citrus (Swingle, 1943).

Initialement, le genre Citrus s’est structuré autour de 4 taxons originaires d’Asie de ’est :
le cédratier (Citrus médical..), le pamplemoussier (Citrus maxima), le mandarinier (Citrus
reticulataBlanco) et Citrus micranthaWester, un proche parent de la lime Citrus
aurantifolia(figure 1)(Swingle, 1943). La découverte de la variété Citrus micrantha, originaire
des Philippines, est trés récente. Il y a encore quelques années, nous nous basions sur 3 taxons de

base dans 1’évolution des agrumes, sans connaitre précisément I’origine de la lime (figure 2)
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Figure 01 : Origine des formes cultivés (Ollitraultet al.,2012)

‘\\
Ceédrats’_
(C. medica ):\.‘

Pamplemousses
(C. maxima)

Garcia Lor et al. 2012. An.Bot.

Figure 02 : Aire de répartition d’origine des agrumes (Garcia-Loret al., 2012)
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3. Classification

Au fur a mesure de 1’histoire et des mouvements humains, ces quatre groupes de base auraient
donné lieu a des recombinaisons génétiques par hybridation, créant ainsi les autres types d’agrumes
que I’on peut rencontrer aujourd’hui : bigaradiers, citronniers pamplemoussier, mandarinier et
oranger (figure2) (Nicolas, 2013).

Selon (Guignard, 2001), la classification des agrumes se présente comme suit :

Tableau 01 : Classification des agrumes

Embranchement spermaphytes
Sous-Embranchement Angiospermes

Classe Eudicotsylédones
Sous-classe Rosidés

Ordre Rutales

Famille Rustaceae

Genres Poncirus, Fortunella et Citrus
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I1I. LES ORANGERS

1. Description

L’oranger est un arbuste sempervirent de taille moyenne de 12 métres de hauteur, avec un
tronc unique au bois dur et une écorce mince et lisse, des branches épineuses et des feuilles de 4

a 10 cm de long (figure 3). 1l est originaire de 1’ Asie du Sud-est, soit de I’Inde, soit du Viétnam
ou du sud de la Chine(Harley et al., 2006).

Figure 03 : Arbre de ’oranger

2. Classification

L’oranger Citrus sinensis L. est une espece de la famille des Rutacées ; cultivé dans les
régions chaudes comme les pays méditerranéens, cet hybride ancien est probablement un
croisement entre le pamplemousse et la mandarine. Ses fruits sucrés et comestibles sont les

oranges.

D’apres (Swingle, 1943) La position taxonomique des oranges se présente comme indiqué

dans le tableau suivant :
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Tableau 02 : Classification de I’oranger

Régne Plantae Ordre sapindales
Classe Magnoliopsida Famille Rosacae
Sous-classe Magnoliidae Genre Citrus
Super ordre Rosanae Espéce sinensis

3. Différents types d’orangers
La classification horticole des orangers se fait sur la base de différents caractéres, choix
arbitraires et par conséquent discutables, ce qui permet de classer les orangers en trois groupes :
¢ Les blonds
¢+ Les oranges de saison
% Les navels
Une mutation unique en 1820, dans 1’oranger d’un monastére au Brésil, a donné naissance a
I’orange navel qui est aussi connue sous le nom de Navel Washington (figure 4).
Ce groupe se différencie des autres par deux caractéristiques bien distinctes :
-présence au sein de ’apex d’un petit fruit rudimentaire appelé Navel ;
-’aspermie tres fréquente du fait de la non viabilité de la plupart des ovules et de I’absence de
pollen fonctionnel. Ils sont aussi remarquables par leur précocité et leur excellente qualité

gustative (Kebdani, 2017).

Figure 04 : Citrus sinensis (Orange douce)
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4. Quelques maladies qui affectent les orangers

L’oranger fait partie des agrumes les plus atteints par des maladies graves qui ne sont

malheureusement pas visibles immédiatement.

4.1.Taches graisseuses

Cette maladie touche les régions chaudes et humides, elle est provoquée par le champignon
Mycosphaerellacitri. 11 se caractérise par une fine croute noire, ressemblant a de la suie. Les
feuilles sont atteintes en surface seulement, il est li¢ a la présence de pucerons et cochenilles, qui
avec leurs sécrétions collantes qui sont notamment vecteurs de la fumagine, favorisent le

développement de la maladie (Manner et al., 2005).

4.2. La moniliose
Le champignon attaque les fruits qui finissent par pourrir, une tache brun clair apparait d’abord
sur une partie des fruits puis sur I’ensemble, qui va se ramollir. Cette maladie se manifeste

généralement au printemps.

4.3. Les cochenilles et pucerons
a. Tristeza : est un virus a I’origine de maladies graves de I’orange, fréquentes sur les cultures
en intérieur, les cochenilles peuvent également envahir le feuillage des orangers, ce qui
provoque une croissance retardé¢, des tiges trouées, des feuilles abimées et des fruits jaunes

avec une taille réduite (Manzanero, 2004).

b. Psorose : est une maladie qui se rencontre sous diverses formes ayant généralement des
symptomescorticaux trés différents, mais des symptomes foliaires assez proches (INRA de
Rabat, 1968).

Ces parasites forment un amas blanchatres et collant dispersé sur ’ensemble des feuilles pour

y faire face éviter I’exceés d’humidité, c’est une maladie virale.
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4.4.Penicillium italicum et Penicillium digitatum
a. Penicillium italicumest responsable de " la pourriture bleue " des agrumes, ainsinommée
a cause de la couleur de ses spores, C'est un parasite des épidermes intacts, plus
redoutable de ce fait que P. digitatum.

Ses spores sont présentes tout au long de la chaine, de I’emballage a la consommation.
L'épiderme atteint s'éclaircit, devient mou, puis un duvet mycélien blanc apparait, qui se couvre
rapidement de spores bleues (figure 05).

Les spores sont facilement transportées d'un fruit a l'autre et la pourriture se propage aussi
directement par contact.

Aux températures basses d'entrepdt, son activité est supérieure a celle de P. digitatum, Les
deux especes peuvent cohabiter sur un méme fruit, P. italicum venant parfois se surimposer a P.
digitatum, mais jamais l'inverse.

La chair est simultanément contaminée et le fruit, méme partiellement atteint, devient

inconsommable.

Penicillium digitatumest responsable de " la pourriture verte " des agrumes, ainsi nommée a
cause de la couleur de ses spores qui, en fin d'évolution, couvrent la totalité des fruits atteints.
C'est un parasite de blessures, ne pouvant pénétrer les épidermes intacts.

Les possibilités de contamination au verger existent, mais l'essentiel des infections survient
a la récolte, a I'emballage et dans les étapes suivantes de la commercialisation et de la
consommation.

Ces deux Penicillium sont responsables de plus de 80 % des pourritures des agrumes (figure
05), toutes les especes et variétés y sont sensibles. Ces champignons existent dans le monde
entier.Ils sont présents en permanence, tout au long de la chaine, depuis le verger jusqu'aux
réfrigérateurs domestiques, en passant par les stations d'emballage, les véhicules de transports,
les entrepdts, les magasins de demi-gros et les détails.

Aussi sont systématiquement associées, mais leurs biologies different par leurs modes

d'infection et par les symptomes qu'elles provoquent (Mazih et al., 2007).
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Figure 05 : P. digitatum (pourriture verte) et P. italicum (pourriture bleue) (Tabti, 2015)

5. Les insectes ravageurs
Ils constituent le groupe le plus important par le nombre d’especes que par le volume des
dommages causés. Ces insectes sont trés variés. Tous les organes de la plante peuvent étre

attaqués (Praloran, 1971).

5.1.Les cochenilles (Coccines) et les aleurodes (Aleurodes)
Ce groupe s’alimente des feuilles, racines et fruits de 1’oranger, dont elles percent les cellules
des plantes avec leurs rostres piqueurs (Lecrant, 1970).
Parmi ces nombreux parasites, on cite : le pou rouge de Californie Aonidiellaaurantii, qui
s’attaque aux brindilles, aux feuilles et aux fruits; la cochenille tortue Saissetiasp.; La
cochenille farineuse Planococcuscitri ; la mouche blanche Dialeurodescitri ; 1a mouche noire

Aleurocanthuswoglumi et la mouche blanche laineuse Aleuothyrixusfloccosos(Praloran, 1971).

5.2. Les aphides (Aphidés), les psylles et les thrips (thysanoptéres) :
Beaucoup d’espeéces d’aphides affectent les agrumes avec leur capacité a transmettre des
agents pathogenes. La plus répandue, le puceron noir de 1’oranger Toxopteracitricida, est

le vecteur du Tristeza. Le psylle asiatique de 1’oranger Diaphariacitri est le vecteur de la

10
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bactérie responsable de citrus greening, ainsi que le thrips a ailes blanches

Homaladiscacoagulata(Selka, 2007).

5.3. Les mouches des fruits
Les mouches des fruits (Diptera, Tephritidae) d’importance économique sont dans une
grande proportion des espéces polyphages, dont le nombre de plantes hotes varie d’une
dizaine a une plusieurs centaines (Cayoletal., 2003).
Parmi les mouches des fruits, la mouche méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata et la
mouche asiatique des fruits Bactroceradorsalis représentent une source de dégats directs

sur de nombreuses especes et variétés d’agrumes (Quilici, 2003).

11
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1. Ammoidesverticillata (Nounkha)

1. Généralités sur la plante

Les plantes avec leur nombre illimité constituent un réservoir immense de nouveaux
composés médicinaux potentiels, grace a leurs molécules qui présentent I'avantage d'une grande

diversité de structure chimique et activités biologiques (Madi, 2010).

k. J ,.;#‘..-l'# e ' ‘ " 'it.'.'-';_;.l
Figure 06 : Ammoidesverticillata (Nounkha)

Ammoides verticillataest une plante odorante, caractérisée par ses fleurs blanches,ses graines riches en
essence et forte odeur aromatique, caractéristique du thymol qui ont un gout qui rappelle beaucoup celui

du thym ,on la trouve généralement dans les champs, les pelouses, les montagnes et dans les foréts
(Quezel et Santa, 1963).

Cependant, les principaux pays cultivateurs sont 'Egypte, I'Iran et surtout I'Inde (Quezel et
Santa, 1963 ; Baytop et Sfitlipinar, 1986 ; Khajeh et al., 2004). Son appellation dans notre
pays est Nounkha ou Niinkha, tirée du nom Perse «Nankhah» qui est utilisée en Iran, comme

aromate dans le pain. En effet, «Nan» et «Khah » signifient respectivement pain et golit (Baytop
et Sfitlipinar, 1986).

12
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En Algérie, cette plante jouit d'une grande faveur populaire. En effet, elle est particuli¢rement
utilisée dans la préparation de la soupe d'escargot et comme tisane (Kambouche et al.,2003).

La plante Ammoides verticillata est largement utilisée pour prévenir et guérir diverses
maladies. Un nombre élevé de propriétés médicinales et thérapeutiques des différentes parties de
la plante a été décrit. Elle est surtout utilisée pour soigner les problémes respiratoires, rhume,
fievre, migraine, troubles gastriques, infections rénales etc... Ainsi, les graines de la plante
montrent plusieurs effets thérapeutiques a savoir : diurétique, analgésique, carminatif, anti-

diarrhéiques, antihistaminique, vermifuge, ...et antiasthmatique (Felidj et al., 2010)

2. Répartition géographique
Ammoidesverticillata (Nounkhah) est une plante spontanée qui pousse en Afrique du Nord, en
Ethiopie et en Turquie. Elle s’étend également en région méditerranéenne. Elle est cultivée en
Inde, en Iran, au Pakistan, en Afghanistan et en Egypte. Les graines mures une fois récoltées sont
séchées et battues.
D’aprés Quezel et Santa (1963) , c’est une plante médicinale répandue dans toute 1’ Algérie,

poussant dans les champs, les pelouses et les foréts.

3. Description
Ammoides verticillata est une plante annuelle ou bisannuelle, avec des feuilles radicales
pennatifides qui possédent 3 a5 segments rapprochés, elle a des tiges peu ramifiées ou dressées,

leurs fruits sont ovoides de moins de 1mm de long (Quezel et Santa, 1963).

4. Systématique
C'est la classification des étres vivants d'apres un systéme fondé sur 1'emploi d'un seul ou
d'un petit nombre de caracteres génétiques, morphologique et embryologiques. La composition
chimique est devenue un caractere taxonomique supplémentaire (Lawrence, 1980).
Ammoide(ou ptychotis) verticillataest classé selon la clé¢ de détermination botanique, d'apres
Quezel et Santa (1963) et Guinochet et Vilmorin (1975) et Benoit Bock & al (2017) comme

suit ;

13
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Tableau 03 : Classification et systématique de Ammoides verticillata

Embranchement Phanérogames ou spermaphytes
Sous- embranchement Angiospermes

Classe Eudicotylédones

Sous- classe Dialypétales

Ordre Apiales

Famille Apiacées

Genre Ammoides

Espéce Ammoides verticillata

14



CHAPITRE | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

IV. LES HUILES ESSENTIELLES

1. Définition d’une huile essentielle HE

Le terme « huile essentielle » HE est défini a la fois par I'Agence Nationale de Sécurité¢ du
Médicament (ANSM) pour les usages pharmaceutiques et cosmétiques et par ' AFNOR/ISO pour
les usages aromatiques et alimentaires. Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des
mélanges de substances (molécules) vari¢es,aromatiques (odorantes) et trés volatiles, produites et
obtenues a partir d’une matiére premiere (plante) et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes, Elles sont présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal (Padrini
et Lucheroni, 1996).

Généralement ce sont des antiseptiques antibactériens, vermifuges ou stomachiques.

2. Localisation

Les HE sont stockées dans tous les organes de la plante ; par exemple : dans les sommités
fleuries (menthe, lavande), les feuilles (eucalyptus, laurier), les thizomes (gingembre), les fruits
(agrumes, badiane, anis), les racines (vétiver), les graines (muscades), bien que cela soit moins
habituel dans des écorces (cannelier) (Yahyaoui, 2005).

Elles sont ¢laborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les parties
de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules ou se rassemblent

sous forme de petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles (Bouamer et al.,

2004).

i\ F

Cellules sécrétrices Canaux sécréteurs Poches schizolysigénes

Figure 07 : Quelques organes sécréteurs d'huiles essentielles (Tayoub et al., 2006)
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3. Propriétés et caractéristiques

v Les HEs sont obtenues par expression (réservée aux agrumes) ou par distillation a la
vapeur d’eau, Une huile végétale est obtenue par pression, et est constituée
majoritairement de corps gras (Binet et Brunel, 2000)

v' La teneur des plantes en huile essentielle est faible de 1'ordre de 1 a 3 % a I'exception du
clou de girofle de (14 a 19 %), du macis (10 a 13 %), de la noix de muscade (8 2 9 %), de
la cardamone (4 a 10 %).

v' leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C.

<

leur densité est généralement inférieure a celle de 1’eau, elle varie de 0,75 a 0,99 (les
huiles essentielles de girofle et de cannelle constituent des exceptions).
elles ont un indice de réfraction élevé.

elles dissolvent les graisses, 1’10de, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.

AN NI

ce sont de parfums et ont une conservation limitée.
v' elles sont trés altérables et sensibles a I’oxydation (mais ne rancissent pas).
Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, trés odorantes et

volatiles a température ambiante, elles sont généralement liquides (Bruneton, 1999).

4. Role des Huiles Essentielles

Le role biologique des HEs dans 1’écologie est évident ; ce sont des messagers chimiques,
utilisés par les plantes aromatiques pour interagir avec leur environnement, mais leur role exact
dans les processus de la vie de la plante reste inconnu (Rai et al., 2003).

Elles permettent d’¢loigner les maladies, les parasites, ¢’est un moyen de défense chez la
plante. Elles protégent les cultures en inhibant la multiplication des bactéries et des
champignons, mais aussi jouent un réle protecteur face aux rayonnements du soleil, ainsi que
dans la reproduction et la dispersion des especes végétales puisqu’elles permettent d’attirer les
insectes pollinisateurs par leur odeur (Guignard, 2000)

Elles peuvent paralyser les muscles masticateurs des agresseurs par les propriétés toxiques et

inappétentes des substances qu’elles contiennent (Capo et al., 2001).
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5. Principaux domaines d’utilisation

Elles sont utilisées dans certains médicaments, en parfumerie, en phytothérapie ou comme
agents de saveur dans l'alimentation. On les retrouve de plus en plus en tant qu'ardmes
alimentaires comme exhausteur de gofts (cafés, thés, tabacs, vins, yaourts, plats cuisings,..)
(Sallé, 1991). La cosmétique et principalement la cosmétique-bio est €également un secteur qui
utilise de plus en plus d'huiles essentielles, on les retrouve dans de nombreux produits comme les
savons, shampoings, gel-douches, crémes, etc....(Seu-saberno et Blakeway, 1984)
Les HEs servent par exemple comme produits phytosanitaires pour combattre dans les cultures
végétales les infections fongiques, bactériennes et/ou virales. Elles apportent des solutions en
agriculture biologique, réduisant les effets néfastes des pesticides de synthése comme la

pollution ou le développement de résistances (Benouali, 2016).

6.Principales méthodes d'extraction

11 existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales sont basées sur
l'entrailnement a la vapeur, I'expression, la solubilité et la volatilité. Le choix de la méthode la
mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques
physico-chimiques de I'essence a extraire, de 1'usage de I'extrait et 1'arome du départ au cours de
l'extraction (Samate Abdoul, 2001).

11 existe plusieurs méthodes de distillation dont voici les principales:L'entrainement a la vapeur
d'eau,la distillation a vapeur saturée,l'hydrodiffusion,l'expression a froid et

I'hydrodistillation(Bruneton, 1993), (Brian, 1995),(Roux, 2008).

Au cours de ce travaill,j’ai adopté la méthode d’hydrodistillation.

6.1.L hydrodistillation

Le principe de I'hydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires non miscibles.
Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que 1'on porte
ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et 1'essence libérée par le matériel végétal forment un
mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si chacun était

tout seul a la température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la vapeur d'un
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composant est ¢gale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est simple dans son

principe et ne nécessite pas un appareillage cotiteux. (Brian, 1995)(fig.13).

V. Activitébiologique et lutte

1. Définition

L’organisation internationale de lutte biologique (OILB) définit la lutte biologique (LB) en
1971 par : « I'utilisation d’organismes vivants ou de leurs produits pour empécher ou réduire les
pertes ou les dommages causés par les organismes nuisibles ».

Les plantes aromatiques possedent plusieurs activités biologiques, parmi lesquelles on peut

citer les activités fongicide, insecticide, herbicide, bactéricide, ...etc.

2. Activité biologique des HEs
L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a l'intégralité

de ses constituants et pas seulement a ses composés majoritaires.

Les HEs sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et antimicrobiennes.
Beaucoup d'entre elles ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales,
antioxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des propriétés

anticancéreuses (Lahlou, 2004).

3. Activité antifongique

Les infections fongiques sont trés fréquentes dans notre société. Cette extension est largement
favorisée par la prescription de maniere abusive des antibiotiques, issus en premier lieu de
champignons microscopiques. Les groupes de molécules aromatiques citées comme
antibactériens sont également actifs sur les champignons.
Par exemple :
- Candida albicans est sensible aux HE d’origan, de cannelle de Ceylan, de thym vulgaire a

thymol.
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- Trichophyton mentagrophytesvar. interdigitale (onychomycoses « pied d’athléte ») est sensible

aux HE de sarriette et d’arbre a thé.

4. Tests In vivo/In vitro

a.In vivo=au sein du vivant, est une expression latine qualifiant des recherches ou des examens
pratiqués sur un organisme vivant.

b.In vitro=dans le verre, est une expression aussi latine signifie un test en tube, en boite plus

généralement, en dehors de I’organisme vivant ou de la cellule.
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal
1.1. Choix de la plante

La plante étudiée Ammoides verticillata a été choisie essentiellement sur la base de leur intérét

et leur fréquence d’emploi dans notre pays.

1.2. Provenance de la plante Ammoides verticillata

1.2.1.Situation géographique de la zone d’étude

L’¢échantillon utilisé est d’origine commerciale(herboriste) provient de Tlemcen et dont les

parametres

géographiques de cette région sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau04 :Situation géographique de Tlemcen(Encarta, 2009)
Station Tlemcen
Latitude 34°53° Nord
Longitude 1° 19’ Ouest
Altitude 800 m
Superficie 9061 cm?

Zone climatique

Modéré et semi-aride
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Figure 08 : situation géographique de la région étudiée(https://www.google.com/maps)

1.2.2. Conservation de la plante (Nounkha)

Nous avons ramené la plante au laboratoire alors qu’elle était en état de sécheresse 1a ou nous

I’avons fait divers traitements (nettoyage, cassage des tiges).

Figure 09 : Ammoides verticillatad 1’état sec

1.3. Extraction de I’huile essentielle de 1a plante (nounkha)

1.3.1. Matériel utilisé

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil de type

Clevenger(Clevenger,1928).

Réfrigérant
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Echantillon

< ] Source de chaleur

Figure 10 :Dispositif d’hydrodistillation
1.3.2. Méthodes
Nous avons immergé 250g de la biomasse végétale de Ammoides verticillata dans un alambic
rempli d'eau distillée, que nous avons porté ensuite a ébullition pendant une durée de 2 a 3 heures ;

La vapeur d'eau et l'essence libérées par le matériel végétal forment un mélange non miscible

(figure 10).

1.3.3. Conservation de I’extrait
Tres volatiles par nature, les HEs peuvent rapidement perdre leurs propriétés. Tres vite, elles
commencent a vieillir, généralement au bout de 6 mois. Au mieux, elles peuvent conserver leurs
propriétés thérapeutiques pendant environ trois ans (Lardry et Haberkorn, 2007).
Pour cela, elles doivent étre impérativement gardées a 1’abri de I’air, de la lumiere et de la chaleur
et contenues dans des flacons en verre opaques ou teintés (en bleu ou brun),stériles et bien fermés,
conservés au réfrigérateur a une température comprise entre 4 et 6°C jusqu’a leur utilisation pour
différentes manipulations (Werner, 2002; Telphon, 2003 ; Abrassart, 1997).

Les HEs se volatilisent au contact de 1’air. Aussi faut-il bien veiller a ne pas laisser les flacons

trop longtemps ouverts (Werner, 2002 ;Valnet, 1987).
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Figure 11 :flacon en verre teinté contenant de I’huile essentielle

1.3.4. Rendement (Rd)

Le rendement des huiles essentielles est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse seéche du matériel végétal a traiter (Carré, 1953 In Bekhchi, 2002).
Le rendement est calculé par la formule suivante :
Rd = (m1/m2)*100
Avec :
Rd : rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage ;
m1 : masse en gramme d’huile essentielle ;

m2 : masse en gramme de la matic¢re végétal seche (Carré, 1953 In Bekhchi, 2002).

2. Activités antifongiques

Nous avons isolé plusieurs souches de moisissures a partir des oranges prélevées mais nous avons
choisi d’étudier celle qui cause les dégats les plus importants : Penicillium italicum, responsable de

la pourriture bleue qui détruit 40 a 60% des oranges en post-récolte.
2.1. Matériels utilisés

e huile essentielle de Ammoides verticillata
e cau distillée

e solution DMSO

e PDA (Potato Dextrose Agar)
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e Vortex
e Micropipette, Bécher, boites de Pétri, boites en plastiques, anse de platine,

pipettesPasteur, tubes a essai, une pince, pipette gradué (tout est stérile).

2.2. Méthodes

2.2.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture a été préparé par solubilisation de 39g de PDA (EUR pharm.) dans 1 litre
d’eau distillée(fig.12).

Figure 12 : Préparation du milieu de culture
2.2.2. Purification

A partir d’une orange contaminée, nous avons procédé a la purification d’une souche de moisissure
en appliquant plusieurs repiquages successifs sur milieu PDA, jusqu'a I’obtention d’un isolat a

1’¢étatpur (figl3).
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Figure 13 : Etapes de purificationde la souche isolée

2.2.3.1dentification des moisissures isolées a partir des oranges

L’identification est une étude corrélative entre les caractéres culturaux macroscopiques et les
caracteres microscopiques.
-les caracteres culturaux : leur étude se fait a 1’ceil nu et a la loupe binoculaire. Ils se basent
essentiellement sur 1’aspect morphologique des colonies, la texture du thalle, la couleur du revers
de la boite de Pétri et la pigmentation des spores ainsi que 1’odeur et la vitesse de croissance,
-les caractéres microscopiques sont observés griace a deux méthodes : soit par la méthode de
microculture, soit par la méthode de scotch qui est la plus facile.

La technique de microculture, décrite par Harris en 1989, consiste a inoculer les spores des

moisissures sur des lames munies de petits carrés de PDA solidifiés et les couvrir par des lamelles.

2.2.4. Isolement de la souche fongique
Au cours de notre travail, nous avons adopté la méthode de scotch dont les étapes se présentent

comme suit :

1-sur une lame de verre, déposer 1 goutte de bleu de Méthyléne ;
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2-prélever, a 1’aide d’un morceau de scotch transparent, le mucor directement dans la boite de

pétrie ;
3-coller ce morceau de scotch directement sur la lame ;

4-observer au microscope a I’objectif x40 (observation finale x400).

2.2.5. Tests antifongiques

Ces tests ont été réalisés au niveau du laboratoire d’Ecologie et Environnement afin de savoir si
notre huile essentielle parvient a inhiber la croissance du champignon isolé a partir de nos oranges,

Penicillium italicum.

Figure 14:Tests antifongiques

2.2.5.1.Culture in vivo
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Nous avons testé ’activité de 1’extrait de I’HE sur des oranges, nous les avons placées dans 4 boites
en plastique.

Trois boites contenant des oranges contaminées par le champignon et traitées par I’'HE avec
des concentrations successives (50ul, 30ul, 10ul) parexposition sur un morceau de papier filtre.

La troisieme boite contenait 1’orange contaminéepar le champignon et non traitée par I'HE

comme témoin.

2.2.5.2. Culture in vitro

L’activité antifongique de I’extrait a été déterminée par deux méthodes différentes, afin de
mesurer le pourcentage de la zone d'inhibition et de déterminer I'indice antifongique.

a. La méthode de dilution en milieu liquide

Une solution mere SM a été préparée par le mélange de50ul de L’extrait avec50ul le DMSO ensuite
des dilutions ont été réalisées pour obtenir des concentrations finales (Tableau05).

Nous avons mélangé la SM avec le milieu de culture (PDA) :
Mettre 15ml de PDA dans les quatre tubes a essais ;
ajouter successivement les différentes concentrations de la SM dans les tubes ;
passer chaque tube au vortex pour homogénéiser et vider dans les boites de pétri ;
exposer les disques de champignon dans le milieu de chaque boite ;

isoler deux boites contenant le champignon sans traiter par 1’extrait comme témoins ;

YV V V VYV V V

effectuer trois répétitions pour chaque tube.

L’incubation s’est faite a 1’étuve a 37°C pendant 3 a 4 jours.

Tableau05 : Différentes concentrations utilisées dans 1’expérience
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Concentrations finales

Numéro de Tube Concentrations S.M (ul) PDA (ml)
proposées (ul/ml)
1 0.1 1.5 15
2 0.3 4.5 15
3 0.8 12 15
4 1 15 15

b. La méthode de diffusion sur disque
La méthode des disques est l'une des plus vieilles approches d'évaluation de la sensibilit¢ du
champignon aux HEs et demeure I'une des méthodes les plus utilisées en routine (Harley et Coll.,
2010).
Le principe de la technique est relativement simple, elle est basée sur le principe suivant :

» Un disque de papier buvard imprégné d'une concentration donnée de I'HE est déposé a la
surface d'un milieu de culture spécifique (PDA) coulée en boite de Pétri, uniformément
ensemencée d'une suspension de champignon étudié, il s'humidifie et 'HE diffuse lentement
dans le PDA, résultant en une zone d’inhibition autour du disque.

Les diamétres des zones d'inhibition permettent d'apprécier la sensibilité des germes. La

lecture des résultats est rapportée par la mesure des diameétres des zones d‘inhibitions en (mm).

Les zones doivent étre uniformément circulaires (Richard et Coll., 2007).

Les résultats obtenus sont exposés dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE Il RESULTATS ET DISCUSSION

III-RESULTATS ET DISCUSSION

L’impact des moisissures sur la qualité des oranges étant de plus en plus préoccupant, le besoin de
mieux les connaitre conduit a ¢laborer des méthodes permettant de déterminer la nature des
microorganismes présents et de proposer des moyens biologiques et naturels pour mieux les
combattre, en évitant au maximum 1’utilisation des pesticides dont on connait la nocivité sur la santé

et ’environnement.

Nous avons trouvé une biodiversité fongique importante qui a révélé, apres les analyses effectuées
sur les prélevements, différents genresdont Aspergillussp.,Alternaria sp ; Penicillium italicum et

Penicillium notatum.

Nous avons choisi d’en étudier particulieérement le plus pathogene, a savoir Penicillium italicum,
responsable de la pourriture bleue des oranges, ne pouvant pas le faire pour toutes les especes isolées,

en raison du temps qui nous est imparti.

Nous avons testé 1’efficacité fongicide de 1’huile essentielle de Ammoides verticillata in vivo et in

vitro tant pour la protection que pour la conservation des oranges.

Les résultats obtenus sont exposés dans ce présent chapitre.

1. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle extraite

L‘examen organoleptique de I’huile essentielle deAmmoides verticillata consiste en un essai
olfactif ; toutefois, il est nécessaire de décrire 1°aspect de cette huileet de sa saveur (Abbes,

2014; Hachemi et Hamzi,2018).
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Tableau 06 : Caracteres organoleptiques de I’huile essentiellede Ammoides verticillata

Couleur Jaune clair
Aspect Liquide
Odeur Aromatique
Saveur Fortement
piquante

2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est présenté dans letableau07,il est calculé en fonction de la

maticre végétale séche de la partie aérienne de la plante.

Tableau 07 : Rendement en H.E de Ammoides verticillata par hydrodistillation

Poids végétal(g) Poids d'H.E(g) Rendement en H.E(%)

250 5.831 2.33%

L'extraction de notre échantillonde Ammoides verticillataou nounkha, effectué par

hydrodistillation, a fourni un rendement de 2.33%.

Généralement le rendement des huiles essentielles est différent d'une famille botanique a une
autre,d'une espece a une autre,cette différence de teneur en HE peut étre liée a plusieurs facteurs

tels que:

» La zone géographique de collecte;
» Leclimat;

» Le moment de la collecte et la méthode d'extraction(Besombes,2008).
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D’apres El Ouariachi et al. (2011) ; 1‘extraction de [°huile essentielle par hydrodistillation de la
partie aérienne de Ammoides verticillata récoltées a partir de Ahfir (Maroc) donne des

rendements de 2%.

Dans la méme région (Oujda), Benouham et al;(2012)ont trouvéun rendement similaire acelui
trouvé par nous,de l'ordre de 2.53,mais qui est sensiblement inférieur a celui de la méme plante

récolté par El Quariachi et al. (2011).

Dans le méme contexte,les travaux de Bekhechi et al. (2010) sur la méme plante, récoltée dans
les régions de Tlemcen et de Ain-Temouchent, rapportent des rendements d‘extraction en HE qui
varient de 2.1 a 5.4%.

Donc notre résultat concorde avec ceux de la littérature, effectués dans notre région.

3. Activités antifongiques de 1'Huile Essentielle

3.1.Identification de la souche fongique

Le matériel fongique a été représenté par deux isolats de penicillium : Penicillium italicum et

Penicillium notatum.

Figure 15:Aspects macroscopique et microscopique de Penicillium italicum
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.Figurel6:Aspects macroscopique et microscopique de Penicillium notatum

Les Penicillium sont des champignons trés connus dans 1'environnement pouvant étre
responsables de nombreuses dégradations. Ilssont 1'un des agents les plus communs de la
détérioration des fruits et des l€égumes.

Par exemple, P. italicumet P. notatum sont des agents communs de la pourriture des
agrumes,alors que le P. expansum est reconnu pour faire pourrir les pommes.

P. Italicum et P. notatum sont des genres de champignons filamenteux de type moisissures
appartenant au phylum des Ascomycetes qui se développe sur les fruits,en particulier les

agrumes.

3.2. Culture in vivo

Les résultats de L’activité antifongique in vivo de I'HE de Ammoides verticillata

contre la croissance du champignon Penicillium italicumsont présentés dans la figurel?7.
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Figurel7: Résultats des tests in vivo apres 15 jours d’exposition

Selon les tests effectués, 1’huile essentielle Hes a montré une activité antifongique intéressante
contre Penicillium italicum,méme au bout de 15 jours d’exposition.

Nous avons remarqué que plus la concentration en huile essentielle est élevée,plus la
croissance du champignon Penicillium italicumest faible.
Par rapport au témoin n’ayant subi aucun traitement et expos€aux mémes conditions de
température et pendant la méme durée, nous avonsrelevé unecroissance importante du

champignon (figure 17).

3.3.Culture In vitro
3.3.1.Méthode de dilution en milieu liquide
Les résultats obtenusa partir de cette méthode,aprés un suivi de sept jours sont indiqués dans la

figurel8.
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Figurel8:Résultats obtenus par la méthode de dilution en milieu liquide apres 7 jours.

Apres un suivi de sept jours, nous avons remarqué qu'il y avait une activité antifongique contre
Penicillium italicum pour les quatre concentrations, mais la plus grande activité est marquée dans

la boite avec la Concentration Cq de 1 pl/ml ou il y avait une absence de croissance fongique.

3.1.1.1.  Indice antifongique(IA)

Nous avons calculé cet indice par la formule :

IA= (Da -Db)/Da x100

Avec :
IA : Indice antifongique en (%) ;
Da : le diamétre de la zone de croissance du témoin;

Db : le diamétre de la zone de croissance de 1’essai ;

Les résultats en pourcentage sont présentés dans le tableau 08 suivant :
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correspondent
Concentration Diamétre du Diamétre de I'essai | IA(%)
de I'HE (pl/ml) témoin (cm) (cm)
Cl=1 6.5 6.5 100 %
C2=0.8 6.5 1.8 72.30%
C3=0.3 6.5 23 64.61%
C4=0.1 6.5 4 38.46%

D’apres nos résultats, nous remarquons que toutes les concentrations de I'huile essentiellede
Ammoides Verticillata appliquées,ont empéché partiellement (aux concentrations de de 0.1ul a

0.8 ul) et completement (a 1 pl), la croissance de la souche fongique testéePenicillium italicum

(fig.1).
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Figure 19: Histogramme des indices antifongiques obtenus par les différentes concentrations

concentration de I'HE

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

100

/2.30

64.61

1A (%)

P

38.46

L’indice antifongique est directement proportionnel a I’augmentation de la
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concentration del'HEs, il est stable a la concentrationl avec un pourcentage d’inhibition de
100% ; une diminution remarquable de I’TA aux concentrationsde 0.3 4 0.1pl/mlavec un

pourcentage d’inhibition de 64.61% jusqu’a 38.46 %.

2.Méthode de diffusion sur disques

La méthode de diffusion sur disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique de

1‘huile essentielle de Ammoides verticillata vis-a-vis de la souche fongiqueisolée,Penicillium

italicum(fig.20).

Les zones d‘inhibition sont indiquées dans la figure suivante:

Figure20 :Résultats des tests in vitro par la méthode de diffusion sur disques

Nous avons remarqués une importante zone d'inhibition remarquée dans la boite de la

concentration C1=1pl.

La croissance antifongique a été estimée quotidiennement apres 48h en calculant la
moyenne des deux diamétres mesurés sur les deux axes perpendiculaires tracés au revers des

boites de culture en tenant compte de la croissance de témoin.

Le pourcentage d’inhibition I (%) a été déterminé par rapport au témoin et calculé selon

la formule suivante:
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1(%) = [1 - (Da /Db)] x 100

Avec:
I (%) : taux d’inhibition exprimé en pourcentage ;

Da: croissance fongique moyenne dans le milieu en présence de I’huile ;

Db: croissance fongique moyenne dans le milieu sans huile (t¢émoin)(Tableau09).

Tableau09:Différents diamétres des zones d'inhibition avec les taux d'inhibitionauxquels ils

correspondent
Concentration(pl/ml) Diameétre de la zone La zone d'inhibition(%)
d'inhibition(mm)
Cl=1 4 61.53%
C2=0.8 3 46.15%
C3=0.3 2.3 35.38%
C4=0.1 1.87 27.23%
e 3.8l o 1l
4ul @0.8ul

Figure 21:Représentation circulaire des différents taux d'inhibition obtenus par I’ Hesde
Ammoides verticillata

L’huile essentielle est dite :
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» Trés active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 % ; la souche
fongique est dite trés sensible ;

» Active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 50 et 75 % ; la souche
fongique est dite sensible ;

» Moyennement active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 25 et 50 % ; la
souche fongique est dite limitée ;

> Peu ou pas active lorsqu’elle posseéde une inhibition comprise entre 0 et 25 % ; la

souche fongique est dite peu sensible ou résistante;

Donc on peut dire que notre huile est active alpl de concentration et la souche fongique

Penicillium italicum est sensible a cette huile.

Discussion générale

L’¢tude de la sensibilité¢ des champignons par la culture in vivo et les deux méthodes de culture
in vitro, celle de dilution en milieu liquide et celle de diffusion sur disques, a clairement montré

des différences entre les deux méthodes d’essai appliquées quoique les résultats soient similaires.

Nous avons constaté que les deux méthodes adoptées au cours de ce travail nous ont permis de
mettre enévidence le pouvoir antifongique de 1’huile essentielle de Ammoidesverticillatavis-a-vis
de lasouche fongique Penicillium italicum.

Nos résultats indiquent que I’huileessentielle de Ammoides verticillataamontré une bonne
activité antifongique, donc nous avons répondu au probléme posé au début de cette mémoire, a
savoir comment protéger et conserver de manicre biologique, sans traitement fongicide de
synthese tres nocif, les oranges atteintes par la pourriture bleue due au champignon Penicillium

italicumetqui pose un grand probléme aux agriculteurs, notamment en post-récolte.
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Il vaut donc la peine de I'utiliser comme alternative aux pesticides pour éviter et réduire les

dommages qu’ils occasionnent au sol, aux plantes et a toute l'agriculture, ce qui nuit a notre
santé et a I’environnement.
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CONCLUSION

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a suscité un grand intérét dans
la recherche biomédicale, elle trouve de nombreuses applications dans divers domaines tels
qu’en médecine, pharmacie et agriculture.

Les HE extraites de certaines plantes aromatiques ont prouve, a ce méme titre, leur valeur
inestimable pour la santé. Il faut garder a 1’esprit que les HE, comme I’ensemble des plantes
médicinales, ont un réle de médicament, que leurs actions thérapeutiques sont souvent puissantes
et nécessitent qu’elles soient utilisées de maniére appropri¢e. Beaucoup de scientifiques, dans le
monde entier ont effectué des recherches sur les HE pour leur trouver des activités

pharmacologiques, cosmétologiques et biologiques fort intéressantes.

Connaissant le nombre de plantes riches en HE et leur diversité, il est tout a fait
recommandable de continuer les travaux dans ce domaine. L’apparition des souches fongiques
résistantes aux traitements chimiques a base de fongicides synthétiques pousse a la recherche
d’alternatives plus efficaces et plus sures et surtout naturelles, protégeant la santé et

I’environnement, ainsi que la biodiversité.

Dans ce cadre, notre travail a été consacré a 1’étude de I’activité antifongique de 1’huile
essentielle HE de Ammoides verticillata contre 1’un des champignons des plus pathogenes des
oranges, Penicillium italicum, qui leur provoque une pourriture bleue, détruisant ainsi 40 a 60%

des récoltes.

Face au probléme d’altération des orangers par ces moisissures, beaucoup de
travaux ont été menés sur le pouvoir antifongique des produits naturels extraits de plantes.

Lors de cette étude, ’activité antifongique de L' HE vis-a-vis la souche fongique isolée a
été effectuée, in vivo et in vitro, par deux méthodes différentes, celle de dilution en milieu
liquide et celle de diffusion sur disques, qui ont prouve toutes les deux 1’efficacité fongicide de
I’HE testée.

A la lumiére des résultats obtenus par 1‘¢tude du pouvoir antifongique de I‘huile
essentielle d°Ammoides verticillata, on constate que cette plante testée possede une activité tres
importante avec un volume d‘huile pure de 50ul pour la culture in vivo et 1 pl/ml avec dilution

avec le DMSO pour les deux méthodes de culture in vitro.
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Ainsi, ce travail a contribué aux travaux qui ont précédé sur ce sujet, mais il n'en
demeure pas moins que cette étude doit étre reconduite sur plusieurs années afin de confirmer la

grande efficacité de cette huile contre les champignons pathogénes en la testant sur d’autres

espéces qui posent probléme aux agrumiculteurs.
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