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(R bsumé

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’activité antimicrobienne par la méthode de
I’aromatogramme Vis-a-vis quatre souches bactériennes (Pectobaterium carotovorum (S1),
Pectobaterium carotovorum (S2), Pseudomonas savastanoi pv savastanoi et Erwinia
amylovora) et trois souches fongiques (Botrytis cinerea, Fusarium graminearum
et Colletotrichum gloeosporioide) fournies par le laboratoire de I’LLN.P.V de Boufarik , et
d’évaluer ’activité bio-insecticide vis-a-vis deux insectes (Aphis spiraecola et Tuta absoluta)

de I’huile essentielle de I’Eucalyptus radiata.

Les résultats du test antimicrobien montrent que les bactéries testées sont sensibles a 1’huile
(avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 6.8mm et 14,6 mm) sauf pour Pectobaterium
carotovorum (S1) et (S2) qui se montrent résistantes a la concentration 25% et la dose de 5pl,
alors que le test antifongique a révélé une inhibition 86,26 % de la croissance mycélienne avec la dose

20 pl, ce qui montre que les souches fongiques sont trés sensibles.

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata a montré une activité insecticide importante sur les
deux insectes, avec un taux de mortalité élevé 89.46% a la concentration 0.8% en huile
essentielle pour Aphis spiraecola et 77.77% pour Tuta absoluta. Les valeurs de la dose létale

50 rapportées respectivement sont de 20,58 pl et 19,47 pl.

Mots clés: Eucalyptus radiata, huile essentielle, activité antibactérienne, activité

antifongique, inhibition, taux de mortalité, activité insecticide.



QSummary

The aim of our study was to evaluate the antimicrobial activity by the method of
aromatogramme  vis-a-vis four bacterial strains (Pectobaterium carotovorum  (S1),
Pectobaterium carotovorum (S2), Pseudomonas savastanoi pv savastanoi et Erwinia
amylovora), and three fungal strains Botrytis cinerea, Fusarium graminearum
et Colletotrichum gloeosporioide) provided by the laboratory of the 1.N.P.VV Boufarik, and to
evaluate the activity bioinsecticide vis-a-vis two insects (Aphis spiraecola and Tuta absoluta)

of the essential oil of Eucalyptus radiata.

The results of the antimicrobial test show that the tested bacteria are sensitive to oil (with
inhibition diameters which vary between 6.8mm and 14.6mm), except for Pectobaterium
carotovorum (S1), Pectobaterium carotovorum (S2) which appear resistant to the
concentration of 25% and the dose 5ul, while the antifungal test showed 86,26 % inhibition of

mycelia growth with the dose 20pl, which shows that the fungal strains are very sensitive.

The essential oil of Eucalyptus radiata showed significant insecticidal activity on both
insects, with a high mortality rate 89.46% to 0.8% concentration of essential oil for
Aphis spiraecola and 77.77% for Tuta absoluta. The values of the 50 reported lethal dose
respectively are 20, 58 ul and 19, 47ul.

Keywords: Eucalyptus radiata, essential oil, antibacterial activity, antifungal activity,

inhibition, mortality rate, insecticidal activity.
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Introduction

La quéte constante de I’Homme pour I’amélioration de la productivité et la réduction des cofits des
produits agricoles ont eu des incidences négatives et a plusieurs niveaux. La qualité de
I’environnement a été particulierement touchée : contamination de I’eau par une utilisation intensive
de produits phytosanitaires et d’engrais de synthese, présence dans les aliments de résidus nocifs
pour la santé, appauvrissement des sols de méme I1’application excessive des bactéricide et

fongicides synthétisés favorise le développement des souches résistantes (Mezaache, 2012).

Face a ces problémes, la lutte contre les microorganismes phytopathogénes est orientée vers
I’utilisation des méthodes de contrble et de protection plus bénéfiques pour I’environnement, la
santé humaine et pour la plante elle-méme. Cette démarche s’inscrit dans le cadre de la lutte

biologique.

L’utilisation des biopesticides d’origine végétal constitue 1'une des réponses satisfaisantes aux

préoccupations et exigences actuelles de la lutte phytosanitaire (Regnault et al., 2002).

Dans ce sens, de nombreuse recherches on porté sur I’étude de D’activité antimicrobienne
(Jazet Dongmo et al., 2009 ; Magina et al., 2009) et I’activité insecticide (Cheng et al., 2009)

des huiles essentielles.

Les huiles essentielles d’eucalyptus ont acquit au fil du temps une notoriété incontestable et une
place de marque sur le marché mondial, en termes d’échanges commerciaux, sur les 20 plus
importantes huiles essentielles commercialisées dans le monde, vu 1’évolution positive de la
demande mondiale de leurs domaines d’application (Nait Achour, 2012).

Notre travail est basé sur I’étude d’effet antimicrobien et insecticide de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata et comporte les étapes suivantes :

- Evaluation de I’activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata par la méthode de I’ Aromatogramme.

- Evaluation de I’activité bioinsecticide vis-a-vis deux insectes Aphis spireacola et Tuta absoluta.
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I-1 Le genre d’Eucalyptus

I-1-1 Généralites

Les Eucalyptus sont pour la plupart de trés grands arbres qui font partie de la famille des
Myrtacées. On dénombre aujourd’hui plus de 500 especes différentes d’Eucalyptus. Ils sont
originaires d’Australie mais on en retrouve également en Amérique du sud, en Afrique et en
Europe, ou ils ont appris a s’acclimater, son nom a pour origine les mots grecs : Eu « bien »
et kaluptos « couvert » (Bigendako, 2004).

Les eucalyptus ont des feuilles persistantes. Comme les autres membres de la famille des
myrtaceae, les feuilles d’eucalyptus sont couvertes de glandes a huile. L’abondante production

d’huile est une caractéristique importante de ce genre.

Les feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique : sur les jeunes arbres, elles sont opposees,
sessiles, ovales et glauques, et quand I’arbre grandit, elles deviennent alternes, pétiolées, tres

allongées parfois un peu courbées comme des lames de faux, et d’un vert luisant.

Les fleurs forment une petite boite s’ouvrant par un couvercle : les étamines sont enfermées dans

un étui fermé par un opercule formé par la fusion des pétales et/ou des sépales.

Les fleurs sont tres variées. Elles ont de tres nombreuses étamines qui peuvent étre de couleur

blanche, créme, jaune, rose ou rouge.

Les fruits a maturité ont la forme d’un cone, ils sont secs, et de couleur brune. lls ont également
des valves qui se soulevent pour laisser échapper les graines lors de leur chute sur le sol
(Gao, 1999).

Son introduction en Algérie fut par les frangais en 1860. L’espéce pionniére semble étre
I’E.camaldulensis, mais d’autres especes furent introduites dans des placettes d’essais notamment
a Reghaia, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone d’introduction a été tellement
favorable qu’on a assisté a des croissements naturel qui ont donnés des hybrides dont 1’eucalyptus
«Algériensis». Dans les années 40 et 50 les eucalyptus furent introduits dans 18 arboretums
couvrant les étapes bioclimatiques humides et semi-arides. Pendant les années 60 a 70, les
reboisements a base d’eucalyptus ont concernés notament 1’Est (El-Kala, Annaba., Skikda), le
centre (Tizi- Ouzou, Bainem) et 1’Ouest (Mostaganem) et cecci afin de répondre aux besoins

nationaux en produits ligneux et papetiers (Nait Achour, 2012).
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I-1-2 Eucalyptus radié (Eucalyptus radiata)
I-1-2-1 Description botanique

L'eucalyptus radié (Eucalyptus radiata) est un arbre d'une trentaine de metres de haut, pouvant
atteindre 50 m, poussant sur les plateaux de la Nouvelle-Galles du Sud de 1’ Australie et dans les

régions cotiéres de I'Etat de Victoria .

Son écorce est fibreuse, grise ou gris brun se détachant en longs rubans. Les petites branches sont

de couleur verte.

Les feuilles sont vertes, concolores, étroites, lancéolées, terminées en pointe et mesurent 7 a 15
centimetres de long sur 0,7 a 1,5 de large. Elles dégagent une odeur de menthe poivrée lorsquelles

sont malaxées (Figure 01).

Les fleurs sont regroupées par 11 a 20. Elles apparaissent en octobre a janvier, et sont de couleur jaune

créme (Franchomme et al., 2001).

Figure 01 : Feuilles, fleurs et fruits d’Eucalyptus radiata (Koziol, 2015).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Nouvelle-Galles_du_Sud
https://fr.wikipedia.org/wiki/Australie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Victoria_(%C3%89tat)

Chapitre | Etude bibliographiqgue

I-1-2-2 Systematique

Selon Guinard (2001), I’Eucalyptus radiata est classé comme suit :

Régne Plantae

Embrenchement Phanerogames
Sous-Embrenchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous classe Rosids-Eurosids |1

Ordre Myrtales

Famille Myrtacées

Genre Eucalyptus

Espéce Eucalyptus radiata L.

I-1-2-3 Composition chimique de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata

La chromatographie en phase gazeuse de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est représenté
dans la figure 02, il est principalement composé des oxydes (surtout 1,8-cinéole), monoterpénes,
(surtout a-pinene, limonéne), monoterpénols (surtout a-terpinéol), sesquiterpénes et les aldéhydes

monoterpeniques (Werner et al., 2008).

Norm.

300000 1,8-<cinéole
a-pinéne
250000
200000
: 500 0 a-terpinéol
trans-pinocarveol +
1 000 00 Sk allo-aromadendréne
aromadendréne
Sabinéne y-terpinéne \ 0:::'1::: ?
50000 lb-mvvcene l ‘p/qm. s - v
p-pinene \
10 20 30 40 50

Figure 02 : Chromatographie en phase gazeuse de I'huile essentielle d'Eucalyptus radiata
(Koziol, 2015).
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I-1-2-4 Propriétés et indications

Les eucalyptus posseédent toute une gamme de mécanismes d’adaptation et ont une croissance
rapide, c’est ce qui leur a permis d’étre la premicre espéce ligneuse angiosperme de reboisement
industriel dans le monde. Leurs plantations ont connu un développement rapide dans les zones

chaudes du globe au cours des dernieres décennies (Brown et al., 1999).

Les huiles essentielles d’eucalyptus, commercialisées dans le monde trouvent des applications
diverses grace a sa composition chimique et a son principe actif qui est le 1,8 cinéole, elle est trés
recherchée pour son action antiseptique et cicatrisante. Antibiotique naturel, elle est surtout utilisee
pour soigner certaines maladies broncho-pulmonaires comme la grippe, la toux, la sinusite, la
bronchite et la rhinopharyngite, tandis qu’en dermatologie, on s’en sert pour traiter 1’acné, entre

autres.

En outre, de nombreuses maladies gastro- intestinales peuvent également étre soulagées par 1’huile

essentielle d’eucalyptus grace a ses propriétés anti-infectieuses et antibactériennes.
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-2 Généralités sur les huiles essentielles
1-2-1 Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges de nombreux composés qui sont des molécules peu
complexes comme les terpénes, les phénols, les méthyl-éthers, les oxydes, les esters, les cétones....
(Isman, 2002). Elles sont produites par les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs
phytophages (Csesk et Kaufman, 1999).

L’extraction de ces huiles peut s’effectuer par plusieurs méthodes, I’extraction par distillation se
fait en exploitant la volatilité des composes aromatiques pour les séparer. Il existe deux formes de

distillation : I’hydrodistillation ou I’eau et le végétal sont chauffés ensemble dans un ballon et

L’hydrodistillation par entrainement a la vapeur d’eau, ou la vapeur est d’abord produite dans un
ballon puis acheminée dans un second ballon, dans lequel elle va remonter en passant a travers le

matériel végétal et en entrainant les composants aromatiques (EI Haib, 2011).

Les huiles essentielles sont des molécules volatiles et odoriférant, synthétisées graces a I'énergie
solaire, pour les cellules sécrétrices. Ces huiles sont comme sous difféerents noms : essences
vegetales, essences aromatiques, huiles volatiles ou parfums. (Belkou et al, 2005), majoritairement
issues de la famille des terpénoides. Elles s’accumulent dans des glandes et tissus spécialisés des
végétaux tels que les cellules épidermique des Lamiaceae, les poches sécrétrices des Rutaceae ou
canaux sécréteurs des Apiaceae (Gilly, 1997).

Actuellement, prés de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles 300 presentent une
importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires,

agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie (Bakkali et al, 2008, Tajkarimi et al., 2010).

I-2-2 Activités biologiques et méthodes d’évaluations

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette utilisation
se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases scientifiques précises.

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composeés terpeniques et cétoniques) et a
leurs effets synergiques (Dorman et al ., 2000).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes aromatiques
et médicinales, en particulier leur pouvoirs antifongiques (Jazet et al ., 2009), antibactériens
( Magina et al., 2009) et insecticide (Cheng et al ., 2009).
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1-2-2-1 Activité antimicrobienne

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a la fraction d’huile essentielle contenue dans
les plantes. Depuis deux décennies des études ont menes sur le développement de nouvelle
application et I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans le domaine
agricole (Oussalah , 2006).

Les différents protocoles peuvent étre classés selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de
I’huile essentielle et selon la nature du contact de 1’huile essentielle avec le germe. La majorité de
chercheurs ont employé une des trois analyses suivantes : diffusion sur disque, dilution d'agar et
dilution de bouillon (Burt, 2004). Ces méthodes sont relativement rapides, peu codteuses et
n'exigent pas l'équipement de laboratoire sophistiqué ; cependant, elles ne sont pas sans
inconvénients (Wilkinson, 2006).

En général, les méthodes d'évaluation de I’activité antifongique sont rapides, moins cotliteuses et
facile a réaliser. L'activité contre les mycétes filamenteux peut étre évaluée par la méthode de
diffusion et de la dilution avec les mémes inconvénients et avantages pour les analyses
antibactériennes (Wilkinson, 2006). L’évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles
peut étre effectuee par la méthode de microatmosphéres (Billerbeck et al., 2002, Mohammedi &
Fouzia, 2007; Mohammedi et al., 2010; Bajpai & Kang, 2010).

1-2-2-2 Activité insecticide

Les plantes peuvent fournir des solutions de rechange potentielles aux agents actuellement utilisés
contre les insectes parce qu'elles constituent une source riche en produits chimiques bioactifs.
Beaucoup d'effort a été donc concentré sur les matériaux dérivés de plante pour les produits
potentiellement utiles en tant qu'agents commerciaux de lutte contre les insectes. Elles sont riches
en composés polyphénoliques, acides phénols et flavonoides dont les plus abondants sont I’acide
rosmarinique et la lutéoline -7- glucoside. Ils provoquent une perturbation de la mortalité naturelle
de I’insecte, la toxicité des polyphénols est positivement corrélée au pouvoir attractif des composes
(Regnault-Roger et al., 2004).

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été bien
démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées, de nombreux travaux ont porté sur
I'ameélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de rentabiliser leur

activité insecticide (Isman, 2002).
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I-3 Agents phytopathogenes et ravageurs

Dans la nature, les plantes sont exposées a de nombreuses agressions qui provoquent a leur niveau
des perturbations métaboliques graves et trés souvent une installation de la maladie. Ces agressions
sont soit, d’origine nutritionnelle (carence ou exces d’éléments nutritifs), climatique (températures
¢levées ou basses) ou encore d’origine anthropique (pesticides et métaux lourds), on les qualifie de
stress abiotique. A I’opposé, le stress biotique fait intervenir un second étre vivant qualifié¢ d’agent
pathogene (champignon, bactérie, mycoplasme, virus et viroide) (Bové, 2001 et Flores, 2001) ou

autres (Acariens, insectes, mollusques, nématodes et herbivores) (Bonnemain et Chollet, 2003).

Avant d’envisager une lutte contre une maladie de plante, il est nécessaire d’identifier le
pathogene responsable et de connaitre son écologie, son cycle de développement et ses modes de
dissémination et de maintient dans I’environnement. Il faut cependant garder a I’esprit que plusieurs

pathogénes peuvent infecter une plante
I-3-1 Phytopathogénes
I-3-1-1 Bactéries
I-3-1-1-1 Pectobaterium carotovorum

Le genre Pectobacterium, anciennement regroupé sous le genre Erwinia, appartiens a la famille
des Entérobactériacées. C’est une bactérie phytopathogéne Gram (-), anaérobique facultative, a une
forme de batonnet (0,5-1 um de diamétre sur 1-3 um de longueur) et munie de flagelles péritriches
(Hauben et Swings, 2005 et Charkowski, 2006).

Pendant plusieurs décennies, les entérobacteries causant les maladies de la pourriture molle ont
été rangées dans le groupe des carotovoras par Dye (1969) bien qu’il était évident que les Erwinias
responsables de la pourriture molle et de la nécrose des organes végétaux de diverses cultures ne
puissent pas étre décrites par le méme genre (Charkowski, 2006). Le groupe des carotovoras
comptait trois especes principales (Dye, 1969): Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Van Hall)
(Eca), Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones) (Ecc) et Erwinia chrysanthemi (Burkholder)
(Ech).



Chapitre | Etude bibliographiqgue

I-3-1-1-2 Pseudomonas savastanoi pv savastanoi

Pseudomonas savastanoi (classé dans la famille des Pseudomonadaceae) est 1’agent causal de la
tuberculose de 1’olivier, observé pour la premicre fois par Savastanoi en 1870 puis au début du
vingtieme siécle par Smith et Rorer 1904. Se sont des bactéries batonnets (0,4-0,8 x 1,0-3,0), gram
négatives, catalase positive, mobiles avec 1 ou plusieurs flagelles polaires, une croissance plut6t
lente, les colonies sont blanche grise ou creme, lisses plates, scintillantes, produisant une réaction

d’hypersensibilité sur tabac, métabolisme respiratoire (Guido, 2005).

Jusqu’a présent la seule information présente dans la littérature sur le pouvoir pathogéene de
P.savastanoi est sa capacité d’induire la formation des Gall (tumeurs), par la stimulation des
phytohormones I’acide indole-acétique et le cytokinine (Penyalver et al., 2005). Et cela est du a un
plasmide qu’on I’appelle «Ti» (tumeur induisant) qui est transféré dans les tissus végétaux, et qui
s’intégre dans le génome de la cellule hote pour étre transcrit, le nouveau ADN forme déclenche
une production autonome des phytohormones : I’acide indole-acétique (AlA) qui joue un réle dans

1’¢élargissement des cellules et le cytokinine qui favorise la division cellulaire (Carol, 2008).
I-3-1-1-3 Erwinia amylovora

Les bactéries Erwinia amylovora mesurent environ 1,6 um de longueur pour 0,8 um de largeur, et
apparaissent sous la forme de batonnets aux extrémités arrondies et mobiles au moyen de plusieurs

flagelles péritriches (Van der Zwet et al., 2012).

Le feu bactérien est une maladie provoquée par la bactérie Gram négative Erwinia amylovora,
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Van der Zwet et Keil, 1979 ; Vanneste, 2000).
Elle s’attaque a une gamme assez ¢élargie de plantes hotes de la famille des Rosaceae (environ 200
especes appartenant a 40 genres), dont toutes les especes de la sous-famille des Maloideae,
comprenant le pommier (Malus x domestica), et le poirier (Pyrus communis), avec différentes
sévérites de symptémes (Momol et Aldwinckle, 2000). E. amylovora posséde un large spectre
d’hote et peut passer I’hiver dans certaines régions a I’intérieur de plantes n’étant pas des hotes

économiquement importants : les plantes réservoir (Momol et Aldwinckle, 2000).

Les symptdmes provoqués par le feu bactérien peuvent étre observés sur différentes parties de
I’arbre, mais les premiéres expressions de symptdmes sont tout d’abord caractérisées par des
gouttelettes suintantes puis d’un exsudat sur les pédicelles des fleurs. L’infection progresse ensuite

vers le bas du pédicelle et dans toutes les fleurs d’un bouquet (Thomson, 2000).
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I-3-1-2 Champignons
I-3-1-2-1 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea est un champignon phytopathogene majeur de la carotte, au vu de sa large
gamme d’hotes (pratiquement toutes les plantes 1égumicres et ornementales) et de ses conditions
extrémes de survie dans les tissus moribonds et les blessures ouvertes (Droby et Lichter , 2007).
La forme anamorphe (Botrytis cinerea) de cet agent pathogéne est la plus fréquente ; elle est rangée
dans la classe des Adélomyceétes et dans la famille des Moniliacées. C’est 1’agent responsable de la
pourriture grise. Cet agent pathogene peut entrainer la destruction partielle ou totale de la plante
hote, et dans certains cas de la récolte. Sur le plan économique, ce champignon est par exemple
considéré comme un probléme phytosanitaire majeur en viticulture dans le monde
(Martinez et al., 2005). 1l peut s’attaquer a différents stades de développement de la vigne et
I’infection par les conidies peut se produire durant toute la saison de croissance: début

d'inflorescence, floraison, véraison, stade végétatif et grappe (Kretschmer et al., 2007).
I-3-1-2-2 Fusarium graminearum

Le F. graminearum est un saprophyte facultatif (responsable de la maladie de fusariose) qui vit et
compléte son cycle évolutif autant sur les tissus vivants que sur les débris de végétaux. Ainsi, les
spores produites sur les résidus restés a la surface du sol peuvent étre transportées par le vent ou
amenées d’une feuille a I’autre jusqu’aux épis par les éclaboussures de pluie. Si les conditions le
permettent, les spores qui ont atteint les épis peuvent germer et pénétrer dans les tissus de 1’épi;
c’est l’infection. Cependant, le risque d’infection est associ¢ directement aux conditions
environnementales. Durant la saison de végétation, lorsque les conditions d’humidité sont
adéquates, les propagules de Fusarium (ascospores ou micromacroconidies) présentes sur les tissus

de I’épi germent en produisant un hyphe infectieux (Xue et al., 2001).

Les symptdmes de la fusariose de I’épi sont similaires pour toutes les cultures céréalicres. Ils sont
généralement caractérisés par des colorations variant du rose au saumon orangé qui apparaissent
souvent initialement a I'extrémité de I'épi. Chez le ble, les épillets affectés par la fusariose avortent
et prennent une teinte blanchatre et un aspect desséché. Les grains sont petits et ridés avec un aspect
crayeux et on peut parfois observer une coloration rose ou orangée correspondant a la fructification

du champignon (Bailey et al., 2004).
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I-3-1-2-3 Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides est un agent pathogene omniprésent. Ce champignon infecte les
monocotylédones (gazon) a dicotylédones plus élevés (arbres de cajou). C. gloeosporioides est
largement répandue et pathogéne de plante commune dans le monde (Cannon et al., 2000).
Le champignon est plus abondant dans les régions tropicales et subtropicales que dans les régions

tempérees (CAB international, 2005).

Colletotrichum gloeosporioides provoque la maladie de I’anthracnose sur une grande variété¢ de
fruits, y compris d’amande, avocat, pomme, café, Arabica, la goyave, la mangue, les fraises, la
papaye, les bananes, fruitde lapassion, agrumes, raisins et  noix de cajou
(Amusa et al ., 2005; Nelson, 2008). Il provoque des dégats considérables a un grand nombre de
cultures telles que les céréales, le café, les légumineuses et, fruits subtropicaux tropicaux tels

que I’avocat, la banane, la mangue.
I-3-2 Insectes ravageurs
I1-3-2-1 Pucerons (Aphis spiraecola)

Aphis spiraecola est une espéce de puceron décrite en 1914 par Edith Marion Path, ses noms
communs Comprennent le puceron des agrumes vert, Spirea puceron, et puceron. il est rangé dans

la classe des Insecta et dans la famille des Aphididae.

Les virginipares aptéres d'environ 2 mm de longueur ont la méme couleur que les jeunes feuilles
d'agrumes, Front plat ou Iégerement sinué. Antennes égales a la moitié du corps Abdomen sans
aucune pigmentation Cornicules noires, droites, Iégerement coniques (avec une base un peu plus
épaisse que la partie apicale) Cauda noire, allongée et constrictée au niveau du 1/3 basal, Les
virginipares ailées sont de couleur brun fonce a noir, sauf I'abdomen qui reste habituellement

verdatre (Evelyne et Maurice, 2014).

Les pucerons effectuent leur cycle sur la face inferieure des feuilles et sur les jeunes rameaux,

plusieurs dizaines de générations annuelles se succédent et se superposent.

La multiplication est essentiellement parthénogénétique, les femelles engendrant de nouvelles

générations sans avoir été fecondées (Camille ,Franck et Marion, 2013).

A. spiraecola est le ravageur le plus redouté des vergers d'agrumes.
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I-3-2-2 Mineuse de la tomate (Tuta absoluta )

T. absoluta, ravageur de la tomate et autres Solanacées, est un microlépidoptére qui appartient, a la
famille des Gelechiidae, dont : I’adulte est un petit papillon de nuit (7mm) de couleur grise, le male
est plut petit que la femelle, les ceufs sont de petites taille 0,36mm de long et 0,22 mm de large de

forme cylindrique et de couleur créme a jaunatre (Guenaoui et Ghelamallah, 2008).

La larve passe par quatre stades dont un stade baladeur, sa couleur varie selon le stade, elle est
beige claire au premier stade, puis verdatre a rose du deuxiéme au quatrieme stade, au dernier stade,

la face dorsale se colore en rouge et la taille peut atteindre 7,5 mm de diametre.

Les jeunes larves pénétrent dans les fruits de tomate, les feuilles ou les tiges sur lesquelles elles se
nourrissent et se développent en créant des mines et des galeries, les fruits peuvent étre attaqués dés qu’ils
sont transformés, et les galeries creusées peuvent étres envahies par des agents pathogéne secondaires
conduisant a leur pourriture sur les feuilles, les larves se nourrissent uniqguement du mésophile laissant

I’épiderme intact (Guenaoui et Ghelamallah, 2008).
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L’¢étude menée au cours de ce travail a pour but d’évaluer 1’activité antimicrobienne et insecticide

de I’huile essentielle d’Eucalyptus radié¢ (Eucalyptus radiata).

L’expérimentation fut réalisée au niveau du laboratoire de myco-bactériologie et entomologie de
I’Institut Nationale de la Protection des Végétaux (I.N.P.V) station régionale de Boufarik durant la

période du mois de Mai au mois d’Aott 2016.
I1-1 Matériel

11-1-1 Matériel végétal

Des
(Eucalyptus radiata) dans la région de Chiffa-Blida durant le mois d’Avril 2016.

rameaux feuillées ont été récoltés a partir de la plante d’Eucalyptus radié

L’extraction de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata a été faite par le laboratoire Extral-Bio
Chiffa de Blida par la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau.
11-1-2 Les phytopathogenes

Les souches microbiennes retenues pour cette étude ont été fournies par le laboratoire de

myco-bactériologie de la S.R.P.V.
I1-1-2-1 Souches bactériennes
L’ensemble des souches bactériennes soumises au test sont représentées dans le tableau 01.

Tableau 01: Souches bactériennes soumises au test antibactérien.

Souches bactériennes

Origine

Pectobaterium carotovorum (S1)

Isolés de la tomate (fruit)

Pectobaterium carotovorum (S2)

Isolés de la carotte (fruit)

Pseudomonas savastanoi pv savastanoi

Isolés a partir des nodules portés sur la
feuille de I’olivier

Erwinia amylovora

Isolé de la poire (fruit)
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11-1-2-2 Souches fongiques
L’ensemble des souches fongiques soumises au test sont représentées dans le tableau 02.

Tableau 02 : Souches fongiques soumises au test antifongique.

Souches fongiques Origine
Botrytis cinerea Isolés des tubercules de pomme de terre
Fusarium graminearum Isolés des blés
Colletotrichum gloeosporioide Isolés des agrumes (clémentines)

11-1-3 Les insectes ravageurs

L’évaluation de I’activité bio-insecticide de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata a été
effectuée sur deux insectes: les pucerons (Aphis spiraecola) et les mineuses des tomates
(Tuta absoluta) (Figure 03).

-Les pucerons Aphis speraecola sont préleves a partir des feuilles infectées des arbres de la
clémentine au niveau du verger expérimentale de la SRPV de Boufarik.
- les mineuses des tomates Tuta absoluta, sont prélevés a partir des feuilles infectées de la tomate

(variéte Cawa) sous serre au niveau de la ferme pilote Sadouk d’El Affroun.

Ces insectes ont été identifiés au niveau du laboratoire d’entomologie de la S.R.P.V (Station

Régionale de la Protection des Végétaux) de Boufarik.

Les pucerons (Aphis spiraecola) La mineuse de la tomate (Tuta absoluta)
Figure 03 : Insectes ravageurs observés sous la loupe binoculaire Gx100 (Original, Mai 2016).
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11-2 Méthodes

11-2-1 Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata
L'évaluation de l'activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est réalisée
par la méthode de I’ Aromatogramme.

11-2-1-1 Evaluation de ’activité antibactérienne

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant le milieu de culture
N.A.S pendant 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées.
A partir de ces boites et a I'aide d'une pipette pasteur, quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques sont prélevées et mises dans 5ml d'eau physiologique stérile, puis agiter a I’aide d’un
agitateur du tube vortex.

On dépose 10ul de la suspension bactérienne, préparé sur le milieu de culture N.A S, puis on

I’étale sur toute la surface des boites a 1’aide de pipette pasteur (Sous forme de L).

Nous avons utilisé dans cette méthode des disques de papier wattman stériles de 6 mm de
diametre, imprégnés d’huile essentielle a différents doses (20 ul, 10 ul et 5 pl) et & différents
concentrations 75%, 50%, 25% (dilué dans un solvant acétone) déposés a la surface d’un milieu
gélosé le N.A.S ( la composition chimique du milieu de culture N.A.S est représenté dans 1’annexe
01), en boites de Pétri (a raison de quatre disques par boite) préalablement ensemencées en surface
a ’aide d’une suspension bactérienne choisi. Des témoins (les disques sont imbibées d’un solvant
acétone au lieu I’huile essentielle) sont réalises pour chaque souche comme contrdle négatif. Les

essais sont repétés trois fois (Figure 04).

A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide
autour du disque.

La lecture des résultats se fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition autour de chaque
disque a l’aide d’une régle en mm (y compris le diamétre de disque de 6mm), aprés 48 h
d’incubation a 37°C.

D’aprés Ponce et al. (2003), la sensibilité a 1’huile a été classée par le diamétre des halos
d'inhibition :

- Non sensible (-) pour les diametres moins de 8mm.

- Sensible (+) pour des diametres de 8 a 14mm.

- Tres sensible (++) pour des diametres de 15 a 19mm.

- Extrémement sensible (+++) pour les diameétres plus de 20mm.
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Figure 04 : Test de I’activité antibactérienne de I’HE par la méthode d’ Aromatogramme.
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La figure 05 montre le procédé d’évaluation de ’activité antibactérienne de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata.

Culture d’une souche bactérienne

\ 4

24h

bactérienne

Préparation d’une suspension

dans de ’eau

physiologique stérile

v

Etalement d

e la suspension

bactérienne a 1’aide d’une pipette
pasteur a raison de 10pul par boite

A

y

Méthode de I’

Aromatogramme

N

Disposition des disques imbibées de (20 pl,
10 pl, 5 pl, 75%, 50% et 25%) de ’'HE
d’ Eucalyptus radiata (4disque/boite) et un
essal témoin, trois répétition sont effectuées

l48h a27°Cc

Mesure du halo d’inhibition en mm

Figure 05: Les étapes de la réalisation du test de 1’activité antibactérienne de ’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata.
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11-2-1-2 Evaluation de I’activité antifongique

Pour le test antifongique, le champignon est inoculé sous la hotte par le dép6t au centre de la boite
pétri contenant le milieu de culture P.D.A ( la composition chimique du milieu de culture P.D.A est
représenté dans 1’annexe 01) d’un disque de mycélium (provient d’une culture jeune) d’environ
6mm de diamétre, a la surface de chaque boite on dépose des disques de papier Watman stérile (4
disques/boite) de 6 mm de diamétre imbibés par différentes doses ( 20 pl,10 pl e 5 ul) et a différents
concentrations 75%, 50%, 25% (dilué dans un solvant acétone). Les témoins sont représentés par
des boites de pétri contenant uniquement le champignon pathogene (les disques sont imbibées d’un
solvant acétone au lieu I’huile essentielle), trois répétition sont effectuer pour chaque essai
(figure 06).

Figure 06: Test de I’activité antifongique de I’HE par la méthode de I’ Aromatogramme.

18



Chapitre |1 Matériel et méthodes

L’ensemble des boites sont mise a incuber 25 + 2 °C pendant 7 jours (jusqu’a ce que la croissance

mycélienne dans les boites de contrdle atteigne les bords des boites de Pétri).

La cinétique de la croissance mycélienne a été évaluée le 3eme, 5eme et le 7éme jour apres le
premier dépot du disque mycélienne en mesurant la moyenne des deux diamétres perpendiculaires
en mm (y compris le disque du mycélium). Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec

les cultures témoins.

Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne (TICM%) consiste a mesurer les diametres des
différentes colonies de champignons aprés le temps d’incubation requis puis résoudre 1’équation
(Kordali et al., 2003).

T1 (%) =100 x (dC-dH)/dC

T1(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
dC = Diameétre de colonies dans les boites « témoins positifs ».

dH = Diamétre de colonies dans les boites contenant ’HE.

L’HE est dit :

e Tres active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 % ; la souche fongique
est dite tres sensible.

e Active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 50 et 75 % ; la souche fongique
est dite sensible.

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

e Peu ou pas active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 0 et 25% ; la souche est dite

peu sensible ou résistante
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A- Inhibition de la sporulation

L'évaluation de la sporulation est effectuée selon le principe de la méthode utilisée par
Maslouhy, 1989. Ce test a été réalisé par un lavage avec 10 ml d'eau distillée stérile dans
chaqu’une des boites de pétri entiére contenant du mycéte, afin de libérer toutes les spores, par la
suite la suspension obtenue est récupérée dans des tubes et bien agiter au vortex, le nombre de

spores pour chaque échantillon est comptée par la cellule de Mallassez sous le microscope optique.

Le taux d’inhibition de la sporulation (TINS %) est calculé selon 1’équation suivante :
T1 (%) =100 x (NS-NP)/NS
T1(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
NS = Nombre des spores dans les boites « témoins positifs ».

NP = Nombre des spores dans les boites contenant I’HE.

L’analyse statistique (tableaux, histogrammes, courbe) des donnés est traité par un logiciel Excel

stat 2010 pour la détermination des résultats.
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La figure 07 montre le procédé d’évaluation de 1’activité antifongique de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata.

‘ Milieu de culture PDA \

| Meéthode de I’ Aromatogramme |

S1

S2

S3

Incubation a 25 + 2 °C pendant 7 jours

Figure 07 : Diagramme expérimentale du test antifongique de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata (S1, S2, S3 sont les trois souches fongiques testées).

S1 : Botrytis cinerea.
S2 : Fusarium graminearum.

S3: Colletotrichum gloeosporioide.
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11-2-2 Evaluation de I’activité bioinsecticide de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata

Le protocole expérimental utilis€ pour évaluer I’activité bio-insecticide de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata pour les deux insectes Aphis spiraecola et Tuta absoluta est le suivant :

Cing boites de pétri contenant chacune des feuilles de la plante hote (feuilles de la clémentinier
pour les pucerons ou des feuille des tomates pour les mineuses) sur lequel nous avons déposé un
volume de 20pl des dilutions d’huile essentielle préparé auparavant (20ul, 40ul, 80u dilué¢ dans
10ml du solvant Acétone) et une dose pure a 1’aide d’une micropipette. Les insectes (pour le
premier essai 50 puceron par boite et pour le deuxieme essai 10 larves de mineuses par boite) ont
été ensuite placés séparément dans ces boites de pétri, les témoins au méme nombre et dans les
méme conditions, n’ont pas subi de traitement (figure 08 et 09 dans I’annexe 02) (Fokialakis et al.,
2006 ; Sen-Sung et al., 2008). Chaque essai est répété trois fois, le nombre d’insectes morts a été
comptabilisé apres 1h, 6h, 12h, 24h, et 48h apres les premiéres manipulations.

Les mortalités enregistrées ont été exprimées apres la correction avec les résultats du témoin.
L'efficacité d'un produit est évaluée par la mortalité. Le nombre d'individus dénombrés morts dans
une population traitée par un toxique n'est pas le nombre réel d'individus tué par ce toxique. Il
existe, en fait dans toute population traitée une mortalité naturelle qui vient s'ajouter a la mortalité
provoquée par ce toxique, les pourcentages de mortalité doivent étre corrigés par la formule
d'Abbott (Abbott, 1925).

MC % = (M — Mt * 100) / (100 - Mt)

MC : Mortalité corrigee.

M : Pourcentage de morts dans la population traitée.
Mt : Pourcentage de morts dans la population témoin.

L'efficacité d'une toxicité se mesure par sa DLsy qui représente la quantité de substance toxique
entrainant la mort de 50% d'individus d'un méme lot respectivement. Elle est déduite a partir du
trace des droites de régression. Pour cela, les pourcentages de mortalité corrigés sont transformés en

probits (Finney, 1971) (tableau 03, annexe 03) et les doses en log doses.

Pour estimer les effets insecticides des huiles essentielles contre ces deux insectes, une analyse de
la variance (ANOVA) avec deux critéres de classification a été effectuée avec le nombre d'insectes

morts en fonction des concentrations et du temps a lI'aide du logiciel XLSTAT (version 2016).
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La figure 10 refléte le procédé d’évaluation de I’activité insecticide de I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata.

{0 | Aphisspiraecola

_— - = (= =

Pure Sopl 4opl 20pl Témoin

5" 3 répétions pour chaque essai

m Tuta absoluta

),'} 3 répétions pour chaque essai

Figure 10 : Schéma représentatif de 1’évaluation de I’activité insecticide de 1’huile essentielle
d’Eucalyptus radiata sur les deux insectes.
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I11-1 Résultats

I11-1-1 Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est effectuée par la méthode
de I’aromatogramme.

I11-1-1-1 Activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien de I’huile est obtenu par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition
(en mm) aprés 48h d’incubation & une température adéquate de 37°C.

La figure 11 représente I’effet inhibiteur de I'HE d’Eucalyptus radiata vis-a-vis la souche

Pectobaterium carotovorum (S1).

Figure 11 : L’effet inhibiteur de 1’huile essentielle sur Pectobaterium carotovorum (S1).

Les résultats de I’aromatogramme représentés par les diamétres des zones d’inhibition de toutes
les souches bactériennes testées sont regroupés dans le tableau 04 (annexe 04) et présentées dans

la figure 12 (les valeurs indiquées sont les moyennes de trois répétitions).
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Figure 12 : Les zones d’inhibition en fonction des doses et concentration en huile essentielle

testées vis a vis des souches bactériennes par la méthode de I’aromatogramme.

L’action de I’HE d’Eucalyptus radiata sur les souches bactériennes testées a permis d’avoir des
diamétres d’inhibition allant de 6,8 a 14.6 mm pour les différents concentrations et les doses
utilisées.

D’aprés les résultats enregistrées dans le tableau 04 et la figure 11, I’huile essentielle
d’Eucalyptus radiata a montré une activité antibactérienne modéré pour toutes les concentrations
testées (25%, 50% et 75%) vis-a-vis de Pectobaterium carotovorum (1) et Pseudomonas
savastanoi pv savastanoi, alors qu’il n’y a aucune inhibition pour la concentration 25% Vis-a-vis

de Pectobaterium carotovorum (2) et Erwinia amylovora .

L’huile essenticlle d’Eucalyptus radié possede une activité antibactérienne Vis-a-vis de
Pseudomonas savastanoi pv savastanoi et Erwinia amylovora pour les trois doses (20 pl, 10 pl et
05ul) avec les diameétres d’inhibition respectifs (10,11,11,6,11, 14,6 et 8,6 mm ) alors que
Pectobaterium carotovorum (S1 et S2) sont sensibles seulement pour la dose 20 pl (08 mm et 8.25
mm) et résistantes pour les doses 10 pl et 05 pul .

Nous avons noté également que ’activité antibactérienne est proportionnelle a la concentration.
Plus I’HE est concentrée, plus la zone d’inhibition est grande ce qui indique la diminution de la

croissance bactérienne, excepté pour Erwinia amylovora dont la zone d’inhibition est plus grand
pour la dose 10 pl.
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111-1-1-2 Activité antifongique

L’activité¢ antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la croissance mycélienne
(en mm) apres 7 jours d’incubation a 25 + 2 °C.

L’activité antifongique de I’HE d’Eucalyptus radiata sur la souche Fusarium graminearum

apres 7 jours d’incubation est représentée dans les figures 13.

Figure 13 : Résultat du test antifongique de I’HE d’Eucalyptus radiata

sur Fusarium graminearum.
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A-1 Croissances mycéliennes

La figure 14 montre les résultats de I’effet de I’'HE d’Eucalyptus radiata sur la croissance

mycélienne des trois souches fongiques testees.
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Doses et concentrations de I'HE

Figure 14 : Effet de I’HE sur la croissance mycélienne des souches fongiques testées par la

méthode de I’aromatogramme (T : en comparaison avec les cultures témoins).

Les résultats du test antifongique de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata sont présentés dans le
tableau 05 et 06 (annexe 05), elles varient entre 11.5 et 90 mm (y compris le diamétre de disque), le
plus grand diameétre de croissance mycélienne (90 mm) a été enregistré a la concentration qui
correspond au témoin avec un diametre de croissance respectifs de 90 mm, 83.7 mm et 79.1 mm
pour B.cinerea, F.graminearum et C.gloesporioide, il apparait clairement que la concentration
25% en huile essentielle a une activité antifongique moyenne dont le diameétre de croissance

mycélienne est 40.5 mm, 45.5 mm et 65.8 mm.

Les croissances mycéliennes sont réduites par 1’augmentation de la concentration d’HE par
rapport au témoin, elles sont presque similaires pour les trois souches testées. Nous avons observé
une inhibition importante pour la dose 20ul avec les diamétres respectifs (14.3mm, 11.5mm et
12.3 mm).
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A-2 Cinétique de la croissance mycélienne

La cinétique de la croissance mycélienne des trois souches fongiques pendant 7 jours est

représenté dans la figure 15.
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Figure 15: Cinétique de la croissance mycélienne des trois souches fongiques en fonction du

temps et de la concentration de I’HE.
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Avec les différentes concentrations de I’HE testées, la croissance mycélienne de F.graminearum,
C.gloesporioide démarre aprés le troisieme jour, et le cinquieme jour pour B.cinerea, alors qu’une
croissance mycélienne est notée avant le troisieme jour pour le témoin et atteint son maximum au

septiéme jour.
A-3 Effet antifongique de I’huile essentielle sur les souches testées
A-3-1 Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (TICM %)

Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne sous ’effet de différents doses et concentration

de I’HE d’Eucalyptus radiata sont présentés dans la figure 16.
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Figure 16: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques testées en

fonction de différentes doses et concentrations de I’HE.

D’aprés les résultats obtenus, 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata montre une activité
antifongique sur les trois souches testées avec un taux d’inhibition de la croissance mycélienne
(84.11%, 86.26%, 84.45 %) élevé a la concentration 20ul par rapport au témoin (absence de 1’huile
essentielle).
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Le test d’activité antifongique de I’HE d’Eucalyptus radiata a permis d’avoir des taux
d’inhibition allant de 16.81 % a 86.26 %, les souches fongiques sont donc sensibles a I’HE testée

( sauf pour la concentration 25% vis-a-vis de F.graminearum et C.gloeosporioide qui sont

résistantes avec un taux d’inhibition 45.63% et 16.81%)).

A-3-2 Taux d’inhibition de la sporulation (TINS%)

La figure 17 refléte les taux d’inhibition de la sporulation vis-a-vis les souches fongiques testées

en fonction de différents doses et concentrations de 1’huile essentielle.
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Figure 17: Taux d’inhibition de la sporulation des souches fongiques testées en fonction de
différents doses et concentrations de I’HE.

Le test de sporulation aprés 7 jours d’incubation en comparaison avec les témoins (tableau 07,
annexe 06) a montré une inhibition de 100% pour les souches F.graminearum et C.gloeosporioide
et 97.87% pour B.cinerea pour la dose 20 pl en I’HE, et varie entre 55.55% et 96.42% pour les
autres concentrations.

Ces résultats montres que le taux d’inhibition de la sporulation est important vis-a-vis les trois

souches fongiques testées en fonction de différents doses et concentrations de 1’huile essentielle.
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I11-1-2 Activité bio-insecticide
111-1-2-1 Sur les pucerons Aphis spiraecola
A- Taux de mortalité

Les variations du pourcentage de mortalité observées pour les différentes concentrations de I’HE

d’Eucalyptus radiata sur les lots témoins sont regroupées dans la figure 18.
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Figure 18: Taux de mortalité (%) d’Aphis spiraecola en fonction du temps (h) et des

concentrations de 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata.

Les résultats de cette figure rapportent que le taux de la mortalité varie selon les
concentrations, les valeurs du lot témoin sont plus faibles que celles notées pour les lots
traités.
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Le pourcentage de mortalité au niveau du lot témoin est de I’ordre de 11.33%, bien qu’au niveau
des lots traités, I’HE engendre des taux élevés de mortalité d’Aphis spiraecola pour les
concentrations 100% et 0.8% qui provoque une mortalit¢ de 100% et 89.46% apres 48h
d’exposition (a noter que la concentration de 100% en HE est efficace aprés 24h d’exposition).
Pour les deux autres lots (0.2% et 0.4%), le pourcentage de mortalité est de 39.84% et 55.63%

respectivement. L’effet de I’HE augmente donc en fonction de la concentration.

B- Effet sur la cinétique de la mortalité

Suite a I’exposition des Aphis spiraecola aux différentes concentrations de I’HE d’Eucalyptus
radiata, un suivi expérimental pendant 48h est réalisé. La lecture est faite apres (1h, 6h, 12h, 24h et
48h). La figure 19 illustre une cinétique de la mortalité des pucerons au niveau des lots traités et

témoin.
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Figure 19: Cinétique de la croissance du taux de mortalité des insectes (Aphis spiraecola)

vis-a-vis de I’HE d’Eucalyptus radiata.
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Selon les résultats obtenus, il ressort que pour le lot traité par I’HE pure, un taux de mortalité de
100% est atteint au bout de 24h, alors que pour le lot de 0.8% en HE, 89.46% de mortalité est
observé apres 48h d’exposition, le taux de mortalité du lot témoin est trés faible en raison de
I’absence de I’'HE.

Le pourcentage de mortalité des autres lots est modéré et augmentent en fonction de la
concentration et le temps d’exposition. En effet au bout de 48h elle passe de (5.33 a 39.84%), (9.33
a 55.63%), (10 a 89.46), (16 a 100%) respectivement pour les quatre concentrations
(0.2%,0.4% ,0.8% et 100%) en HE.

L’HE d’Eucalyptus radiata a montré une activité insecticide importante sur la mortalité des

insectes Aphis spiraecola, qui dépend de la dose utiliseé et de la durée d’exposition.

C- Efficacité insecticide de ’HE
L’estimation de la dose létale 50 (DLsg) est effectuée en dressant la droite de régression
des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des

logarithmes des doses de I’huile essentielle appliquée (Figure 20).
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Figure 20: Régression linéaire de la mortalité des Aphis spiraecola en fonction des

concentrations de I’HE d’Eucalyptus radié¢ apres 48h d’exposition.
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La droite de régression de la mortalité des Aphis spiraecola aprés 48h d’exposition a
différents concentrations d’HE est de la forme, Probit = 3,45 + 1,18 log (dose) avec un

coefficient de détermination R? = 0,94, sa DLs = 20,58 ul.

Ces valeurs obtenues montrent une assez bonne activité insecticide de cette plante
vis-a-vis les Ahis spiraecola, le R? est proche a 1 donc la probabilité que 1’équation
fournie reflete correctement la relation entre la dose et le taux de mortalite.

L’analyse de la variance a deux facteurs montre une différence hautement significative
pour facteur dose (P=0.002, F=3,84), et le facteur durée d’exposition (P=0.002, F=5,9)
concernant le paramétre taux de mortalité des Aphis spiraecola (tableau 08, annexe 07).

111-1-2-2 Sur la mineuse de la tomate Tuta absoluta

A- Effet sur la mortalité

Le taux de mortalité des larves de Tuta absoluta obtenu par les différentes concentrations en HE
d’Eucalyptus radiata est représenté dans la figure 21.
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Figure 21: Taux de mortalité (%) de Tuta absoluta en fonction du temps (h) et des
concentrations de 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata.
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A T’état pure, I’HE a révélé une mortalité de 100% au bout de 48h, pour les autres lots la mortalité
est de 44.44%, 70.36% et 77.77% respectivement pour les concentrations (0.2%,0.4% et 0.8%) en

HE, un taux de mortalité faible a été enregistré dans le lot témoin (10%).
B- Effet sur la cinétique de la mortalité

La figure 22 montre que 1’effet de I’HE contre les larves de Tuta absoluta n’a été enregistré qu’a
partir de 6h pour les concentrations 0.2% et 0.4% et atteint 44.44% et 70.36% aprés 48h
d’exposition, par contre 1’évolution de la mortalité est noté avant 1h pour la dose pure et apres 1h

pour la dose 0.8%.

Les témoins mis dans les mémes conditions que les lots traités par I’HE montrent qu’avant 6h

aucune larve n’est morte.
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Figure 22 : Cinétique de la croissance du taux de mortalité des Tuta absoluta vis-a-vis de I"'HE

d’Eucalyptus radiata.

Les résultats du test d’activité bio-insecticide de I’HE d’Eucalyptus radiata indiquent une relation
directe sur le pourcentage de la mortalité des larves de Tuta absoluta avec la concentration de I’'HE
et le temps d’exposition, plus la concentration en HE est élevé plus le taux de la mortalité augmente

au bout de 48h.

35



Chapitre 111 Résultats et discussion

C- Efficacité insecticide de ’HE

La droite qui donne la mortalité (exprimés en unités probits) en fonction du logarithme
la dose administrée a été tracée, et la détermination de la DL50 est effectuée en utilisant
I’équation de la droite de régression (Figure 23). Probit = 353 + 1.14 log (dose),
le coefficient de détermination R? = 0,99, et sa DLs, déduite est égale & 19,47 pl.

La valeur R? est proche & 1 donc la probabilitt que I’équation fournie refléte
correctement la relation entre la dose et le taux de mortalité. Donc [I’huile essenticlle
d’Eucalyptus radié exerce une assez bonne activité insecticide contre les larves des

mineuses Tuta absoluta.
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Figure 23 : Régression linéaire de la mortalité des Tuta absoluta en fonction des concentrations

de ’HE d’Eucalyptus radi¢ aprés 48h d’exposition.

L’analyse de la variance des moyennes de la mortalité des Tuta absoluta en fonction de la dose
et la durée d’exposition a I’HE (tableau 09, annexe 07) au bout de 48h, montre des différences
hautement significatives pour le facteur dose (P=0,008 et F=16,78), et le facteur durée
d’exposition (P=0.008 F=26,62).
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111-2 Discussion

Selon la bibliographie disponible, il n’existe pas beaucoup de travaux déja réalises sur I’activité
antimicrobienne et insecticide de I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata. Pour cela, les résultats de

cette étude ont été comparés a ceux obtenus pour les autres especes d’Eucalyptus.

Les résultats du test antimicrobien par la méthode d’aromatogramme montrent que les bactéries
testées sont sensibles a 1’huile (avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 7,1 et 14,6 mm)
sauf pour Pectobaterium carotovorum (S1) et (S2) qui se montrent résistantes a la concentration
de 5ul, alors que le test antifongique a révélé une inhibition de 86,26 % de la croissance mycélienne
pour la dose 20 pl.et une activité insecticide importante contre Aphis spireacola et Tuta absoluta.

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata exerce une activité insecticide importante vis-a-vis les

insectes (Aphis spireacola et Tuta absoluta).

Les souches bactériennes testées sont tous a Gram négatif, se sont avérées résistantes. Plusieurs
travaux notamment ceux de Souza et al. (2006); Ahmad et al. (2006); Agaoglu et al. (2007);
Derwich et al., (2010) et Bari et al., (2010) ont confirmé la grande résistante des bactéries G- par
rapport aux G+. Ce constat peut étre dii a l'action de certains composés volatiles de 1’'huile
essentielle étudiée d’une part et a la présence d'une couche de lipopolysaccharide (LPS) chez les
bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barriére efficace contre n'importe quelle biomolécule

entrant d’autre part (Inouye et al., 2001; Bagamboula et al., 2004 ; Upadhyay et al., 2010).

Parmi les souches étudiées, Pectobaterium carotovorum (S1 et S2), s’est montrée résistante. En
fait, ces bactéries possédent une résistance intrinséque aux agents biocides, en relation avec la
nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de lipopolysaccharides qui forment

une barriére imperméable aux composés hydrophobes (Kettani , 2012).

En effet, les différences des résultats pourraient étre attribuées a la nature méme de la composition
chimique de I’huile. Selon Oussalah et al ., (2006), 1’activité biologique d’une huile essentielle est
a mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés
majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes) et les effets synergiques entre les composants. Ainsi les
composés chimiques les plus efficaces et qui possédent un large spectre d’action antimicrobienne

sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, menthol,
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géraniol, linalol), les aldéhydes (géraniol, citral et néral), les cétones (carvone, pulégone et
camphre) (Dorman et Deans, 2000; Oussalah et al., 2006).

L’activité antifongique d’huile essentielle d’Eucalyptus radié, peut étre expliquée par 1’effet
synergique entre les différents composés d’huile essentielle. En effet, les composés majoritaires
sont souvent responsables de [Dactivit¢é antifongique de cette huile essentielle
Giordani et al., (2008).

Le mécanisme d’action des composés phénoliques d’huile essentielle sur les champignons est
fondé principalement sur l'inhibition des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur
site actif Celimen et al., (1999).

D’autres études ont montré que ’activité antifongique des huiles essentielles d’E. camaldulensis
riches en 1,8-cinéole serait due au moins partiellement a 1’action de ce monoterpéne ; les
mécanismes d'action des monoterpénes sur 1’inhibition de la croissance des cellules fongique et
vegetale restent encore obscurs malgré les nombreux travaux sur les effets inhibiteurs des
monoterpenes sur les plantes. Cependant, de tous les effets possibles des monoterpenes sur les
membranes biologiques, les effets déléteres sur les membranes mitochondriales devraient
provoquer une inhibition du métabolisme énergétique mitochondrial, ce qui entraine des
perturbations dans un large éventail des processus physiologiques et biochimiques dans la cellule
(Yoshimura et al., 2010).

Selon Nicolas H.J (1973), Le |,8-cinéole et le camphre agiraient comme agents allélopathiques en
inhibant la germination des organes de propagation, d'infection et la croissance des agents pathogenes

issus de ces organe.

Les résultats du test bio-insecticide ont montré que I’huile essenticlle d’Eucalyptus radiata
est plus toxique lorsqu’il est appliqué sous sa forme pure, provogquant une mortalité de 100%
d’insectes aprés 48h d’exposition, ces résultats sont similaire a ceux menées par
Hedjal-Chebheb (2014), qui a montré I’effet insecticide des huiles essentielle des Myrtacées et
des résineux a I’égard de C. maculatus , cette toxicité est liée aux composées majoritaires des huiles
essentielles ( Le 1,8-cinéole et I’a-Pinene), notent que les monterpénes contenus dans les huiles

essentielles sont des neurotoxiques et agissent en fonction de leur nature chimique.
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De méme, les traveaux de Batish et al ., (2008) ont montré 1’effet insecticide de I’huile essentielle
d’E.globulus sur la fécondité, le taux d’éclosion des ceufs et 1’émergence des adultes chez

A.obtectus.

Pour les essais de I’HE sur chaque insecte, les résultats des tests statistiques montrent qu’il
existe une variation concernant le taux de mortalité, qui dépend de la dose utilisée en huiles
essentielles et la durée d’exposition. L’évaluation de la mortalité des Aphis spireacola et les larves

des Tuta absoluta ont révéle une différence hautement significative.

Les essais réalisés ont montré que 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata a un effet
bio-insecticide surles deux insectes quelle que soit leurs stade de développement.
Selon Kim et al., (2003), I’ effet toxique des huiles essentielles dépendent de I’espéce d’insecte, et

du temps d’exposition.

En raison des inconvénients liés a I’application des insecticides chimiques et leur impact nocif sur
la santé et I’environnement, le recours a des alternatifs naturels présentent au vu de nos résultats et

ceux de nombreux auteurs, des avantages écologiques et économiques est intéressant.
Les résultats obtenus bien que préliminaires, ttmoignent une activité antifongique et bactérienne

et une bonne activité insecticide de la plante, qui ouvrent des perspectives intéressantes pour

I’application des huiles essentielles dans la production des biocides.
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Conclusion

Dans ce présent travail, nous avons essayé d’évaluer in vitro des activités antibactériennes,
antifongiques et insecticides de I’huile essentielle de I’Eucalyptus radié.

En matiére d’activité antimicrobienne, 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata s’est montrée
modéré vis-a-vis des souches bactériennes testées ceci est di a la nature de la composition
chimique de I’huile ou elles possédent une résistance intrinseque aux agents biocides, en relation
avec la nature de sa membrane externe. Cependant, la méme huile a manifesté une activité

antifongique sur Botrytis cinerea, Fusarium graminirum et Colletotrichum gloeosporioide.

Les résultats obtenus témoignent une bonne activité insecticide de la plante, qui ouvre des
perspectives intéressantes pour 1’application d’extraits des huiles essentielle dans la production

des biopesticide.

En conclusion, I’huile essentielle d’Eucalyptus radiata a des activités intéressantes sur les
insectes ainsi que sur les champignons testés. Tandis qu’il est moyennement active sur les
bactéries. Il a été constaté que ces activités varient en fonction de la souche microbienne testée et

de la dilution de I’huile appliquée.

Ces résultats preliminaires se révelent importants, ne sont pas définitifs. D’autres recherches
telles que tester I’efficacité de cette huile essentielle sur d’autres bio-agresseurs et 1’isolement
des molécules naturelles en vue de leur utilisation en agriculture et plus précisément en

agriculture biologique serait intéressantes.
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