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Résumeé

Le présent travail porte sur 1’évaluation de 1’activité antifongique des huiles essentielles (HE)

de deux plantes aromatiques vis-a-vis le champignon Fusarium oxysporum in-vitro et in-vivo.

L’objectif de cette étude consiste a valoriser ces ressources naturelles pour trouver des
alternatives basées sur [’utilisation des produits naturels pour lutter contre les agents

pathogenes.

Le pouvoir antifongique des HE d’Eucalyptus globulus et Cupressus sempervirens a été
évalué par deux méthode (technique de contact direct sur le milieu PDA) et (technique

d’incorporation de I’huile avec le milieu de culture).

A travers ce modeste travail, ’ensemble des résultats obtenus montrent qu’effet de HE
d’Eucalyptus globulus est le plus éleve et le plus efficace sur la croissance mycélienne et sur
sporulation et germination par a port ou I’effet de HE d’Cupressus sempervirens. Ces
activités de huiles ont été classées dans 1’ordre décroissant suivant : Eucalyptus globulus>

cupressus sempervirens

Les résultats relatifs a I’essai in vitro ont montré que les doses (D3) et (D4) d’Eucalyptus il est
plus efficace contre la croissance mycelienne en comparaison avec |’effet des HE

d’Cupressus sempervirens qui a estimé (75%) comme le taux d’inhibition le plus élevé.

Les deux huiles ont montré un effet sur la sporulation et sur la germination. D’aprés notre
expérimentation la doses (D3 et D4) d’Eucalyptus globulus inhiber complétement la
sporulation et la germination. Concertent (D4) cupressus sempervirens inhiber la sporulation

76% et sur la germination plus 90% de taux sur les mémes doses.

Les résultats in-vivo ont confirmé que huiles essentilles d’Eucalyptus globulus la plus efficace

contre Fusarium oxysporum que HE de Cupressus sempervirns .

Mot clé : Huile essntielle , Eucalyptus globulus , Cupressus sempervirens , activité

antifongique , sporulation , germination , in-vitro , in-vivo , Fusarium oxysporum .



Abstract

This work focuses on the evaluation of the antifungal activity of essential oils (EO) of two

aromatic plants against the fungus Fusarium oxysporum in —vitro and in —vivo.

The objective of this study is to valorize these natural resources in order to find alternatives

based on the use of natural products to fight against pathogens.

The antifungal power of essential oils from Eucalyptus globulus and Cupressus sempervirens
was evaluated by two methods (direct contacte technique and the pda medium) and (technique

for incorparating oil withe the culture medium).

Through this modest work, all the results obtained show that the effect of HE of Eucalyptus
globulus is the highest and most effective on mycelial growth and on sporulation and
germination by port or the effect of HE of Cupressus sempervirens. These oil activities have
been ranked in the following descending order: Eucalyptus globulus>cupressus sempervirens.
The results relating to the in vitro test showed that doses (D3) and (D4) of Eucalyptus
globulus it is more effective against mycelial growth in comparison with the effect of HE of

Cupressus sempervirens which estimated (75%) as the highest inhibition rate

Both oils showed an effect on sporulation and germination according to our experimentation
the doses (D3 and D4) of Eucalyptus globulus completely inhibit sporulation and germinaton
Concertent (D4) cupresus sempervirens inhibit sporulation 76%and germination over 90%

rate on the same doses.

The in —vivo results confirmed that essential oils Eucalyptus globulus more effective against

Fusarium oxysporum than EH of C cupressus sempervirens.
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INTRODUCTION

La culture de la tomate a connu une importante évolution depuis 1’indépendance. En effet, les
superficies occupées par cette plante ne dépassaient pas 8370 ha en 1968 (Mara, 1968) alors
qu’au début des années 2000 une valeur de 20789 ha est enregistrée (Snouci, 2010). L’aspect
phytosanitaire est I’un des problémes majeurs de la production souvent attribué aux ravageurs
et a plusieurs maladies fongiques causant des pertes de rendement considérables engendrant
des conséquences économiques non négligeables. Ces dommages peuvent aussi atteindre la

santé humaine par la capacité de ce genre de synthétiser des mycotoxines (Picot et al., 2012).

Parmi ces maladies fongiques sur le fusarioses causées par (Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici). Sont responsables de symptémes distincts : les flétrissements, (Williamson et
al., 2007). Ces espéces ont d’ailleurs été classées parmi les champignons phytopathogénes,
sur la base de son importance économique et de son intérét scientifique. 1ls provoquent des
maladies qui entrainent des pertes économiquement importantes chez des plantes cultivées

aux champs et en serres (Dean et al., 2012).

Différentes méthodes de lutte peuvent étre envisagées contre ces maladies fongiques : Les
traitements avec des pesticides (insecticide, acaricides, nématicides, fongicides, bactéricides
et herbicides) présentent de bons résultats a court terme, a long terme leur action secondaire
sur ’environnement devient inquiétante (Vanachter et al., 1983). Les fongicides chimiques
peuvent contaminer I’environnement de par leur haute toxicité, et se retrouver sur les produits
finis (fruits), et induire a la longue une résistance du pathogene (Moenne-Loccoz et al.,
1998).

Eu regard a ces inconvénients, il est important de trouver des solutions alternatives qui
permettront de continuer a lutter contre les maladies tout en diminuant I"'emploi de produits
chimiques. Néanmoins a I’heure actuelle ou les pressions €économique, €écologique, sanitaire et
Iégislative sont de plus en plus fortes, on comprend ’intérét deux d’exploiter d’autres moyens
de lutte. Ces moyens sont donc basés sur la rationalisation des pratiques agricoles
(fumigation-stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures,
controle du vecteur de la maladie...), par 1'utilisation de variétés résistantes, des micro-
organismes bénéfiques. Une autre alternative a I’utilisation des biopesticides consiste a

utiliser des composés naturels et qui peuvent étre essentiellement connues pour leur pouvoir



antifongique ont une efficacite dans le traitement de quelques agents phytopathogenes
(Regnault-Roger, 2012 ; Kassi et Al., 2014 ; Xue et Al., 2014).

La lutte biologique contre les phytopathogenes par les huiles essentielles est 1’une des
solutions trouvées pour ce probleme, dont plusieurs travaux de recherche ont noté leur activité
antimicrobienne (Satrani et al., 2006 ; Kalemba et Kunicka, 2003 ; Amarti et al., 2010 ;
Carson et Riley, 1995) et spécifiqguement antifongique (EIl Ajjouri et al., 2008 ; Bouaine,
2017). Ainsi, pour améliorer les rendements et répondre a la demande des marchés sans cesse
croissante, le recours a I’usage des pesticides de synthése par les producteurs est quasiment

systématique (Yarou et al., 2017).

L’objectif ce travail, nous avons essayé de mettre en évidence in-vitro et in-vivo I’activité
antifongique de deux huiles essentielles (du Eucalyptus globulus et Cupressus semperivrens)
sur la croissance du Fusarium oxysporum comme substances naturelles alternatives des

produits chimiques utilisées dans le traitement.

Pour notre theme nous posons la problématique suivante :
Problématique : quelle est I’efficacité des huiles essentielles de E.globulus et C. sempervirens

sur le champignon phytopathogene " Fusarium oxysporum ™ ?
Afin de répondre a cette question, nous avons émis les hypotheses suivantes :

v Les huiles essentielles ont elle effet sur la croissance mycélienne de Fusarium
oxysporum.

v' Les huiles essentielles inhibent elle sporulation et la germination de Fusarium
oxysporum.

v' L’huile essentielle inhibent elle propagation des symptémes de « Fusarium

oxysporum ».
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1. Généralités

La tomate (Lycopersicum esculentum Mill., 1997) est une plante herbacée annuelle,
appartenant au groupe des légumes fruits (Baba Aissa, 1999). Il existe plus de cing cents
variétés anciennes fixées qui sont connues par leur sensibilité aux maladies et ravageur en
revanche les variétés hybrides sont plus d'un millier et elles sont souvent résistantes et leur
production reste supérieure a celle des tomates anciennes (Polese, 2007). La tomate est l'un
des principaux légumes cultivés dans le monde, elle est produite en vue de la consommation
en frais ou en fruits transformés (Shankara et al., 2005). Elle est cultivée partout dans le
monde, Apres une lente propagation dans les pays méditerranéens européens depuis le XVle

siecle, elle a commencé a étre largement cultivé au XXe siécle (Causse et al, 2016).

1.2. Origine et historique de la tomate

L’espéce est indigéne en Amérique du Sud, en particulier le Pérou et les Tles Galapagos,
d’abord domestiquée au Mexique de 1a sa culture s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est, en
Afrique et en moyen Orient (Shankara et al., 2005). Au milieu du XVle siecle, la tomate a
été introduite en Europe, Il a été cultivé pour la beauté de ses fruits, mais pas souvent
consommeée, sauf en Italie et en Espagne, Le fruit était considéré comme toxique comme la
morelle (Heiser, 1969). La tomate a été cultivée pour la premiére fois au Mexique par les
Azteques qui l'appelaient "tomalt". Le nom de « pomme d’amour » en francais avec les
équivalents « love apple » en anglais, et « liebesapfel » en allemand, font allusion a I'effet
aphrodisiaque alors attribué a ce fruit (Blancard, 2009). A I’origine elle était cultivée par les
Aztéques ; son nom provient de « tomatl » qui, dans la langue nahuatl parlée dans la région de
Mexico, correspond a Physalis philadelphia ; la tomate Lycopersicon esculentum était appelée
« jitomatl » (Blancard et al., 2009).
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Le genre Lycopersicum comprend neuf espéces, dont une seule ; Lycopersicum esculentum
sous sa forme sauvage qui pourrait étre directement a ’origine des autres variétés et qui a
émigré vers le Sud de I’Amérique du Nord (Chaux et Foury, 1994) En Algérie, ce sont les
cultivateurs du Sud de I’Espagne (Tomateros) qui 1I’ont introduite, étant donné les conditions
qui lui sont propices. Sa consommation a commencé dans la région d’Oran en 1905 puis, elle

s’étendit vers le centre, notamment au littoral Algérois (Latigui, 1984).

1.3. Classification botanique

Le nom de genre « Lycopersicum » est gréco-latin, il signifie « péche de loup et la partie «
esculentum » complétant le nom de I’espéce vient du latin et qui signifie « comestible ». Cette
comestibilité ne concerne ni le feuillage, ni les jeunes fruits verts car ils contiennent des
alcaloides toxiques (tomatine, solanine). Ces derniers disparaissent des fruits au cours du

marissement (Blancard et al., 2009).

Cronquist (1981) et Gaussen et al., (1982) proposérent la classification de la tomate qui est

largement suivie :

Régne X Plantae.

Sous régne : Trachenobionta

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Sous classe Asteridae.

Ordre : Solonales.

Famille : Solonaceae.

Genre : Solanum ou Lycopersicum.
Espéce X Lycopersicum esculentum Mill.



Chapitre | : Plante hote et ’agent pathogene

1.4. Situation et importance économique de la tomate

1.4.1. Dans le monde

La tomate est cultivée dans de nombreux pays du monde 170 pays selon la FAO (2010) et
sous divers climats, y compris dans des régions relativement froides grace au développement
des cultures sous abris. La production mondiale de la tomate en 2012 s’¢léve a plus de 161
millions de tonnes (Mt), cette production se répartie sur tous les continents a des taux de :
60,50 % en Asie, 15,33 % en Amérique, 12,79 % en Europe, 11,09 % en Afrique et elle
augmente tous les ans de plusieurs millions de tonnes avec une légére régression en 2010
(FAO, 2014).

Tableau 01 : Principaux pays producteurs de la tomate dans le monde (FAO, 2014).

Année 2012  Superficie cultivée (ha) Production (T)  Rendement (T/ha) (%)

Chine 1 005 003.00 50 125 055.00 49,87 30,98
Inde 870 000.00 17 500 000.00 20,11 10,82
Etats-Unis 150 140.00 13 206 950.00 8 7.9 8,16
Turquie 300 000.00 11 350 000.00 37,83 7,02
Monde 4 803 680.17 161 793 834.18 33,68 100

1.4.2. En Algérie

En Algérie, la tomate est en pleine expansion. Un programme a été établi par le ministere de
I’agriculture et du développement rural. Les derniéres statistiques montrent une augmentation
de la superficie et de la production de la tomate maraichére due a la demande élevée de ce
légume, notamment a compter de I’année 2005 (Ghebbi, 2016). La production de tomate a
augmenté de 3 414 470 gx en 2000 a 9 750 753 gx en 2013 soit une augmentation de 65%, ce

qui peut étre expliqué par I’amélioration progressive .
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1.5. Conditions de la germination

1.5.1. Conditions internes de la germination

- La maturité : les parties qui constituent la graine soient complétement différenciées
morphologiquement (Heller et al., 2000).

- La disponibilité des nutriments : comme I’amidon, les protéines et les lipides ou
d’autres nutriments a travers l'activité des enzymes et des voies spécifiques (Miransari et
Smith, 2009).

- La longévité : c’est la durée pendant laquelle les semences restent vivantes et gardent

leur pouvoir germinatif. Cette derniére condition varie en fonction des espéces et les

conditions environnementales (Heller et al., 2000).

1.5.2. Conditions externes de la germination

- L'eau : La présence d’eau est nécessaire pour I’hydratation des tissus et pour la
croissance des organes. Néanmoins, si I’eau vient a manquer apres 1’imbibition, la
graine est capable de subir un nouveau processus de déshydratation et d’attendre un
prochain afflux d’eau (Gimeno-Gilles, 2009).

- L’oxygéne : Une faible quantité¢ d’oxygeéne peut étre suffisante pour permettre la

germination (Mazliak, 1982).

- La température : c’est un parameétre difficile a optimiser. En effet des températures
basses permettent de bonnes activités enzymatiques, Les températures élevées

permettent d’accélérer la germination et la production (Guiga, 2006).

Figure 01 : Schéma représentatif de la germination de tomate (Meyer et al., 2019).
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1.6. Classification varietale

1.6.1. VARIETES a croissance determinées
Elles se caractérisent par une période restreinte de floraison et de fructification et un aspect
buissonnant qui résulte de 1’arréte de la croissance en hauteur de la plante apres formation de
trois a quatre inflorescences séparées, le plus souvent, par une feuille dans certaines
situations, on rencontre deux inflorescences consécutives sans transition de formation foliaire
(Valimunzigh,2006)

1.6.2. Variétés a croissance indéterminées
La croissance végétative et le développement reproductif alternent durant la quasi- totalité de
la vie de la plante. Elles peuvent atteindre dix metres de hauteur en une saison de culture et
portent des inflorescences séparées par environ trois feuilles tout au long de la tige
(Valimunzigh,2006).

1.7. Classification génétique

1.7.1. Les variétes fixées
Il existe plus de 500 variétés dont les caractéristiques génotypiques et phénotypiques se
transmettent pour les générations descendantes. Elles sont sensibles aux maladies, mais
donnent des fruits d’excellente qualité gustative. Les variétés les plus utilisées en Algérie sont
la Marmande et la Saint Pierre (Polese, 2007).
1.7.2. Les variétés hybrides
Elles sont plus d’un millier. Elles présentent la faculté de réunir plusieurs caracteres d’intérét
(bonne précocité, bonne qualité de résistance aux maladies et aux attaques parasitaires et donc
bon rendement) (Polese, 2007). Les plus utilisés en Algérie sont ACTANA, AGORA, BOND,
NEDJMA, TAFNA et ZAHRA.

1.8 Les caractéres morphologiques de la tomate
1.8.2. Systemes racinaires, tige, et feuilles

Le systeme racinaire est trés développé et pivotant avec de nombreuses racines. La plupart
des racines se situe a une profondeur de 30 a 40 cm. En sol profond des racines peuvent

étre retrouvées jusqu'a un metre (Blamey et Grey-wilson, 2003).
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Selon Kolev (1976), La tige est pubescente, épaisse aux entre-nceuds. Sa consistance est
herbacée en début de croissance, puis devient un peu ligneuse en vieillissant. Les rameaux
issus des bourgeons axillaires produisent des feuilles a chaque nceud et se terminent aussi
par une inflorescence (Chaux et Foury, 1994). La tige et les feuilles portent deux types

de poils : simples ou glanduleux.

Les feuilles sont composse d 5 a7 folioles principales, longues de 10 a 25cm etd’un certain
nombre de petites folioles intercalaires ovales, un peu dentés sur les bords, grisatre a la
face inférieure. Elles sont souvent repliées en forme de cuilléres ou méme a bords roulés

en dessus. Ces feuilles sont alternées sur la tige (Raemaekers,2001).

1.8.3. Fleurs et fruits

Les fleurs sont hermaphrodites (Les organes et femelles sont dans une méme fleur), en
grappe et généralement de couleur jaune. Les pétales sont en partie soudés pour former
une corolle étoilée. Les sépales sont verts. Les étamines sont jointes pour former un tube
histaminique et le pistil est caché dans ce tube. La fleur comporte 5 sépales, 5 pétales, 5 a
7 étamines et 2 carpelles soudés formant un ovaire (Blamey et Grey-wilson,2003).

Les fruits sont de forme globulaire ou aplatie avec un diameétre de 2 a 15 cm. Lorsqu’il
n’est pas encore mir, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mdrs varie du jaune au
rouge en passant par I’orange. En général les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés

(Shankara, et al.2005).
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Figure 02 : Schema qui represente la morphologies de la tomate (polese ,2007).
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1.9. Cycle biologique de tomate

D’aprés Huat (2008), Le cycle biologique de la tomate comprend 4 phases ; La germination,

la croissance, la floraison, et la fructification.

1.9.1. Phase de germination

Chez la tomate la germination est épigée, nécessite une température ambiante d'environ 20°C
et une humidité relative de 70 a 80% (Chaux et Foury, 1994).

1.9.2. Phase de croissance

D’aprés Laumonier (1979), cette étape se déroule en deux milieux différents :

- En pépiniére : De la levée jusqu'au stade 6 feuilles, ou il Ya apparition des racines
et des prés feuilles.

- En plein champ : la croissance des plantes continue Apres I'apparition des racines et
les feuilles a photosynthése intense. La tige devient épaisse et augmente son hombre

de feuilles.

1.9.3. Phase de floraison

La premiere inflorescence apparait deux mois et demi environ apres le semis. La floraison
chez la tomate commence du bas vers le haut. Ces fleurs étaient auparavant des boutons
floraux. La floraison dépend de la photopériode, de la température et des besoins en éléments

nutritifs de la plante (Benton, 1999).

1.9.4. Phase de fructification et de maturation

Apres la pollinisation, les fruits croissent au cours des 45 a 70 jours suivants, qui restes

jusqu’a ce qu’ils atteignent leur taille finale (Miller, 2021).
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Figure 03 : Schéma représente le cycle biologique de tomate (Anonyme.2022).

1.10. Les exigences climatiques et édaphiques de la tomate

La tomate a des exigences particuliéres : sensible au froid, craint beaucoup le gel et les vents
chauds. Il est trés exigeant en température (POLESE, 2007).

1.10.1. Les exigences climatiques

e Latempérature

La température optimale pour la plupart des variétés se situent entre 21 et 24°C. Les plantes
peuvent surmonter un certain intervalle de températures, mais en dessous de 10 °C et au-
dessus de 38°C les tissus végétaux sont endommagés, 1’équilibre et 1’écart entre température,
diurne et nocturne, semblent nécessaire pour obtenir une bonne croissance et une bonne
nouaison de la tomate (SHANKARA et al., 2005).

e L’eau et Phumidité

La tomate n’est pas trés exigeante en ce qui concerne la pluviosité. Elle préfere des périodes
seches avec un apport d’eau par irrigation : elle requiert un apport d’eau de 5 mm par jour de
la plantation a la floraison et 10mm par jour de la floraison a la récolte (NYABYENDA,
2007).

1.10.2. Les exigences édaphiques

e LesoletlepH
La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne capacité de
rétention de 1’eau, une bonne aération et qui sont libres de sels. Elle préfere les terres
limoneuses profondes et bien drainées. La couche superficielle du terrain doit étre perméable.
Une profondeur de sol de 15 a 20 cm est favorable a la bonne croissance d’une culture saine.
Dans les sols d’argile lourd, un labourage profond permettra une meilleure pénétration des

racines (Shankaraet al., 2005).

I.11. Les principales maladies et ravageurs

Les principales maladies rencontrées sur tomate sont récapitulées dans le tableau ci- dessous.

10
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Tableau 02 : Principales maladies qui touchent la tomate (ITCMI, 2007).

Maladies

Fonte de
semis

Alternariose

Mildiou

Fusariose

Verticilliose

L’agent causal

Phythium aphanidermatum

Alternaria alternaia

Phytophthora infestans

Fusarium oxysporum

Verticillium dahliae

Symptomes

Manque a la levée et
pourriture du collet.

Taches noires de taille

variable sur feuilles.

Maladie trés grave, grandes
taches brunes sur feuilles et
tiges.

Flétrissement des feuilles
peut étre lent ou brusque.

Brunissement des vaisseaux,
pourriture des racines.

Flétrissement accompagné
d'un jaunissement unilatéral.
Suivi de dessechement des
feuilles de la base.
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Anthracnose

Oidium

Pourriture grise

Moucheture
bactérienne

(Gale bactérienne)

Moelle

Noire

Colletotrichum
coccodes

Leveillula taurica

Botrytis cinerea

Pseudomonas syringae

Pseudomonas
corrugate

Plante hote et ’agent pathogéne

Taches
déprimées,
circulairesde 5 a
10 mm

Apparaissant
uniquement

sur les fruits rouges.

Feutrage blanc sur
feuilles.

Feutrage gris sur
feuilles et fruits.

Taches nécrotiques
noires sur feuilles et
fruits.

Tige molle colorée en
brun.
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2. Donnes sur le champignon Fusarium oxysporum f.sp lycopresici

2.1. Généralités sur Fusarium oxysporum

Les pathologies vasculaires attaquant la tomate, a partir du sol et des racines sont connues
comme les affections les plus redoutables sur cette culture et peuvent constituer des facteurs
limitant dans le processus de production. Principalement on reconnait deux
trachéobactérioses : Clavibacter michiganensis ssp michiganensis et Ralstonia solanacearum
et deux trachéomycoses Fusarium oxysporum f.sp lycopersici et Verticillium dahliae
(Bouhot et al., 1972).

Fusarium oxysporum Schlecht. Snyder et Hansen (Lemanceau et al., 2006) est I’espéce la
plus répandue ; c’est un champignon saprophyte du sol capable de survivre longtemps sous
forme de chlamydospores (Pinton et al., 2001). L’espéce F. oxysporum peut infecter un
grand nombre de plantes, souvent de facon trés spécifique. Cette espece présente des formes
phytopathogénes hautement spécifiques sur des hotes déterminés, dénommées formes
spéciales (f.sp) « forma spécialea » en fonction de la plante hote parasitée ; ainsi il a été mis

en évidence plus de 120 forma spéciales et races chez cette espece (Van Loon, 2007).

2.2. Classification de I’agent pathogene

Fusarium oxysporum est comme ascomycete proche du groupe téléomorphique Gibbebrella
que Nectria (Di Pietroo et al .,2003) et avec plus de 120 formes spéciales.

Régne : Mycota

Division : Eumycota

Sub-division : Deuteromycota

Classe : Hyphomycota

Ordre X Hyphale

Famille : Tuberculariaceae

Genre : Fusarium

Espece : F.oxyporum oxysporum f.sp lycopersici

13
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2.3. La morphologie et caractere de culture
L’identification des espéces de Fusarium est assez difficile, elle est basée sur la morphologie

des spores asexuees (Fisher et al.,1982).

2.3.1. Les micro conidies
F. oxysporum est caractériseé par la présence abondante de microconidies (Tivoli, 1988)
fusiformes a réniformes, présentant 0 a 2 septa, agglomérés en fausses tétes produites par de
petits phialides (5-12 x 2,2-3,5um). Des observations microscopiques ont montré qu’une
population de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici est constituée de plusieurs propagules
dont les microconidies a elles seules constituent plus de 90% de cette population (Tello-
Marquina et Alabouvette, 1984).

2.3.2. Les macro conidies
Légérement arquées, présentant 3 a 4 septa, la cellule basale pédicellée, la cellule apicale en
crochet, produite par des phialides sur des conidiophores ramifiés ou en sporodochie (27-46 x
3-4,5 um) (Messiaen et Cassini, 1968).

2.3.3. Les chlamydospores
Hyalines, lisses ou rugueuses, globuleuses, terminales (5-15um de diameétre) (Komi,1993).
Les chlamydospores sont des organes de conservation, résultant de I’accumulation de réserves
dans une région (article du mycélium ou conidie) qui se dilate quelque peu et s’entoure
finalement d’une membrane épaisse de teinte généralement foncée (Dommergues et
Mangenot, 1970 ; Nelson et al.,1923). Apréstrois semaines de culture, de nombreuses
chlamydospores intercalaires apparaissent sur le mycélium (Tivoli, 1988).
Au niveau macroscopique, ’aspect cultural de F. oxysporum f.sp. lycopersici sur milieu
Potato Dextrose Agar (PDA) correspond a un mycélium aérien de croissance rapide, et de
couleur variable allant du blanc au rose ou violet .Cependant, I’aspect des souches de F.
oxysporum peut fréquemment varier d’une culture a I’autre aprés des repiquages successifs,
voire dans une méme culture ou des sections de couleurs ou d’aspects différents peuvent

apparaitre (cotonneux, duveteux, ras muqueux) (Burnett, 1984 ; Windels, 1992).
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Figure 04 : Colonies de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici sur milieux
PDA (Nikhat et al., 2019).

2.4. Gamme d’hote

Nombreuses variétés pathogénes de plante : concombre, courgette, topinambour, piment,
pomme de terre, patates douces, tomates, pasteques, céleri, asperge, ail, oignon, chou,
gingembre..., mais il est aussi isolé de banane, et de nombreuses plantes environnementales.
Provoque une pourriture des tissus avec apparition d'un mycélium blanc rosé a la surface
(Bennet, Klich, 2003).

2.5. Symptomatologie

e Le flétrissement fusarien ou fusariose vasculaire

Les symptébmes de Fusarium Oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) se manifestent en une
décoloration de la tige commengant par un léger jaunissement longitudinal sur une portion de
celle-ci et évoluant en une bande jaune plus marquée puis en une nécrose beige a marron clair.
Les vaisseaux a l'intérieur de la tige brunissent. Il cause également un jaunissement du rachis,

d'une foliole et éventuellement de la feuille entiere (Arino et al, 2007).

e La pourriture de la racine et du collet
Les symptdmes de FusariumOxysporum f.sp. Radicis Lycopersici (FORL) se manifestent en
un brunissement des racines, de leur cylindre central et des vaisseaux situés au niveau du

pivot et du collet. On le reconnait aussi par I’apparition d’un chancre brun, légérement
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déprimé se développant sur un seul coté du collet et de la tige, en forme de flamme (Adejumo
et al, 2007).

Le systeme racinaire devient brun et pourri, les vaisseaux, les tissus corticaux et le collet
brunissent. On peut remarquer également un flétrissement juste avantque les premiers fruits
soient préts a cueillir. Les feuilles hautes fanent avant les feuilles basses, il y a décoloration

jaune ou doré (Fandohan et al, 2005).

Figure 05 : Symptdmes du flétrissement causé par leFusarium oxysporum. f. sp.
Lycopersici (Karthika et al., 2020).

2.6. Cycle biologique

Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici présente une phase saprophyte et une autre parasitaire
au cours de son cycle biologique. Cela dépend de la présence ou absence de sa plante héte
(tomate) (Nelson et al., 1981 ; Beckman, 1988).

La phase saprophytique se caractérise par la conservation du champignon au niveau du sol
et sous les trois formes de spores (macroconidies, microconidies et chlamydospores), il survit
grace aux matiéres organiques qui proviennent des débris végétaux (Beckman, 1988). En
présence de la plante hote et des conditions favorables, le champignon germe pour atteindre
les sites privilégiés sur les racines et initier le processus de 1’infection, c’est ce qu’on appelle
la phase parasitaire (Van Loon, 2007). Par la suite, le champignon a tendance a coloniser
rapidement I’hote exclusivement a l'intérieur des vaisseaux du xyléme. Dans les vaisseaux, le

champignon commence a produire des microconidies, qui sont transportées vers le haut a
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travers le flux de la seve lors du détachement. De plus, la germination des microconidies
entraine une pénétration mycélienne des vaisseaux supérieurs (McGovern, 2015), Au cours
de cette phase, le champignon qui reste limité aux vaisseaux du xyléme, se propage a travers
le tissu parenchymateux et commence a sporuler abondamment & la surface de la plante,
comme la feuille, la vapeur, etc. La dissémination du pathogéne peut se produire via les

graines, les greffes, le sol ou d'autres moyens (Joshi, 2018).
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Figure 06 : Cycle de vie de Fusarium oxysporum (Marion Triolet, 2014).

2.7. La lutte contre Fusarium oxysporum

e Moyens préventifs

En général, les mesures de controle demeurent dans leur globalité d’ordre préventif : selon
Abadie et al (1997).

Utiliser des cultivars resistants.
Eviter d’utiliser des plants et des grains infestés.
Pratique de la jachere.

Réaliser des rotations de 5 a 7 ans en assurant que le précédent cultural est une

Iégumineuse.
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- Manceuvrer la fertilité du sol d’une manic¢re a diminuer la croissance et la virulence du
pathogene, et ceci en : ajoutant les amendements de chaux pour élever le pH du sol (Scott,
1923) et en évitant I’utilisation excessive des amendements de phosphore et de Magnésium
et de maintenir une fertilisation azotée élevée surtout sous forme de nitrates (Barna et al.,
1985).

- Solarisation du sol : qui consiste a couvrir le sol avec un film en plastique clair ce qui
provoque I’augmentation de la température, et généralement les agents pathogeénes sont
mésophiles et deviennent inactifs dans les températures entre 40° et 60°C (Anchisi et al.,
1985).

- A titre préventif, la lutte physique proposée par Anchisi et al., (1985) qui consiste a
traiter les racines avec de ’eau chaude de 48° a 49° C pendant 30 secondes avant la
transplantation pour stimuler la croissance des racines. La stérilisation et/ou la

solarisation ne sont pas des solutions pratiques a grande échelle et a long terme.
e Lutte chimique

La lutte chimique s’opére principalement par [’utilisation de fongicides systémiques ou
incorporés dans le sol pour limiter le développement du pathogéne, tels que le Binomyl, le
Captafol, bromure de méthyle et thiophanate qui sont des produits efficaces mais présentent
des inconvénients : sont tres chers, provoquent la pollution de 1’environnement, induisent les
chloroses chez les jeunes plantes et la résistance chez le pathogéne en cas d’utilisation abusive
(Maraitre, 1973).

En raison de la difficulté d’atteindre les couches profondes du sol dans lesquelles le parasite

se conserve sous forme de chlamydospores (Maraitre, 1973), en plus des couts élevés des

Opérations de désinfection du sol, les traitements chimiques a base de fongicides systémiques,
appliqués au cours de culture, sont souvent inefficaces dans la pratique, car ils développent le

phénomene de résistance chez le pathogene (Benhamou, 2001).

Fumigation avec le Methyl Bromide : c’est un fort fumigant qui a montré une efficacité
relative vis-a-vis de la fusariose vasculaire et de plusieurs agents pathogénes (Maw et
Kempton, 1973) ; son avantage a €té associé avec de nombreux problémes incluant
I’épuisement de la couche d’ozone ; d’ailleurs il a été interdit dans certains pays (I FOAM,

1995).
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e Lalutte génétique

La lutte génétique consiste & sélectionner des cultivars résistants et a réaliser des
multiplications et des hybridations combinées pour 1’obtention de génotypes résistants (Ito et
al., 2005 ; Louvet, 1979). Des genes de réesistance contre F. oxysporum ont été identifiés chez
beaucoup d’especes végétales et ont été introduits par sélection dans des variétés cultivées.
Ainsi, chez la tomate, le melon, le haricot, le pois chiche et Arabidopsis thaliana des genes

dominants de résistance ont été identifiés (Diener et al., 2005 ; Louvet, 1979).

Méme si on ne peut pas généraliser, il est intéressant de noter que les génes impliqués dans la
résistance semblent s’exprimer de fagon coordonnée dans le temps et dans I’espace.
Malheureusement, ces génotypes sont de qualité fruitiere médiocre dans le cas du palmier
dattier. L’apparition de souches résistantes du pathogene réduit 1’efficacité de ces procédures

de lutte et nécessite la recherche de nouveaux génes de résistance (Bouhot et al., 1972).

e Lutte biologique

Outre les formes de conservation du pathogéne et son épidémiologie et pour des raisons
écologiques, le recours aux techniques de lutte biologique contre Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici, s’impose de plus en plus (Mujeebur et Shahana, 2002). Elles consistent a
utiliser des agents antagonistes naturels des pathogénes, limitant ainsi leur prolifération et/ou
a développer les défenses des plantes et a augmenter la résistance du sol a la réceptivité des
maladies (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Smith, 1971).

Différentes bactéries et champignons rhizosphériques sont considérés comme un moyen
efficace dans D’inhibition du développement de cet agent pathogéne (Mujeebur et
Sahahana, 2002).
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I. Les huiles essentielles

I.1. Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mixtures de composés, volatils, naturels et caractérisés par une
odeur forte. Elles sont synthétisees par les plantes aromatiques en tant que métabolites
secondaires (Bakkali et al., 2008), isolés par hydro distillation ou par expression mécanique
des végétaux entiers ou en partie ; feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles,
d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits (Burt, 2004 ; Kalemba, 2003). Les huiles
essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des
pressoirs (huile de tournesol, de mais, d'amande douce, etc.). Elles sont liquides, rarement
colorées et solubles dans les solvants organiques avec une densité généralement plus faible
que celle de I’eau. Elles peuvent étre connues par leurs effets antiseptique, bactéricide,
virocide, antifongique et leur fragrance. Jusqu'a aujourd'hui, ces caractéristiques n‘ont pas
beaucoup changé sauf qu’elles sont maintenant davantage connues, en particulier au niveau

antimicrobien (Bauer et al., 2001).

1.2. Définition

On trouve dans la littérature et sur internet plusieurs définitions d’une huile essentielle. Afin
d'étre le plus exact possible, voici quelques-unes : La norme AFNOR (2000) la définit comme
: « une huile essentielle est un produit obtenu a partir d’'une matiére premiere végétale, soit
par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe
des Citrus, soit par distillation séche ». Ce sont des liquides huileux aromatiques, volatils,
caractérisés par une forte odeur, souvent colorés et généralement avec une densité inférieure a
celle de I'eau. Ils peuvent étre synthétisés par tout organe végétal (fleurs, bourgeons, graines,
feuilles, brindilles, écorces herbes, bois, fruits et racines) et stockés dans des cellules
sécretoires, des cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires
(Labiod, 2016). De point de vue chimique, une huile essentielle est un mélange complexe de
composés naturels de structures organiques variees. Contrairement a ce que le terme pourrait
laisser penser, les huiles essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles
végétales. Le terme “huile” vient de leur caractére hydrophobe et de leur propriété de se
solubiliser dans les graisses, alors que le terme “essentielle” fait référence & I’odeur dégagée

par la plante productrice (Bruneton, 2009).
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1.3. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en générale dans des
cellules glandulaires spécialisées. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles (Lauraceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches
sécretrices (Myrtacée), dans des canaux secréteurs (Astraceae) (Bruneton, 2009). Elles
peuvent étre stockées dans tous les organes vegétaux. Au niveau des fleurs (bergamotier,
tubéreuse), des feuilles (eucalyptus, laurier noble, menthe poivrée), des écorces (cannelier),
des bois (bois de rose, santal blanc), des racines (angélique), des rhizomes (curcuma,
gingembre), des fruits (aneth, anis, badiane), et des graines (muscade, coriandre). Si tous les
organes d’'une méme espece peuvent renfermer de 1'huile essentielle, la composition de cette

derniére peut varier selon sa localisation (Bruneton, 2009 ; Figueredo, 2012).

Figure 08 : Poils épidermiques sur le calice Figure 09 : Glande productrice huile essentielle
d’une fleur (Gasper et Jeeke, 2004). d’une fleur (Porter, 2001).

I .4. Propriéetés physico-chimiques des HES :
e Propriétés physico-climiques :

Ce sont des liquides a la température ordinaire. VVolatiles, odorant, généralement incolores ou
jaune pale. Leur densité est le plus souvent inférieure a 1. Leur indice de réfraction souvent
¢levé avec un pouvoir rotatoire. Elles sont peu solubles dans I’eau, solubles dans I’alcool et

solvant organique. (Paris et Hurabielle, 1980).
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1.5. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges variables et complexes de différents composés
Chimiques, dissous I'un dans l'autre, formant des solutions homogenes (Bruneton, 1993). Les
principaux constituants des huiles essentielles appartiennent de maniére quasi exclusive, a
trois catégories de composés caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : composés

terpéniques, aromatiques et variés (Bruneton, 2009).
e Composés terpéniques

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte leur
formule brute est (C5HX) n dont le X est variable en fonction du degré d’instauration de la
molécule et n prends des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes. Du strict point de vue
chimique, les terpénes apparaissent comme des polymeéres d’un carbure d’hydrogene
diéthylénique, I’isopréne (C5H8) (Nazzaro et al., 2017). lls sont subdivisés selon le nombre
d’entités isoprénes en monoterpenes formés de deux isoprénes (C10H16), les sesquiterpénes,
formés de trois isoprénes (C15H24), les diterpénes, formés de quatre isoprénes (C20H32). Les
tetraterpenes sont constitués de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les
polyterpénes ont pour formule générale : (C5H8) n ou n peut étre de 9 a 30. Les térpénoides
sont des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide)
(Bakkali et al., 2008).

CH3\

/C—CH —CH2
CHZ

Figure 7 : Formule chimique de I’isopréne (Bessedik, 2015).

Les composés aromatiques dérivent du phénylpropane (CeCs). lls sont moins fréquents
que les terpénes. Cette classe comprend des composés odorants comme la vanilline, 1’eugénol,
I’anéthol, I’estragol, IIs sont fréquemment rencontrés dans les HEs d’Apiaceae (anis, fenouil,
persil, etc) et sont caractéristiques de celles de la vanille, de 1’estragon, du basilic, du clou de
girofle, etc. (Bruneton, 2009).

e Composés d’origines diverses
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Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables par
la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras, de terpenes.
D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares (Bruneton, 2009).
Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro

distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés.

Alcools : menthol, géraniol, linalol ...
Aldéhydes : géranial, citronellal.

Cétones : camphre, pipéritone.

Phénols : thymol, carvacrol.

Esters : acétate de géranyle.

Ethers : R1-O-R2 (Inouye et Abe, 2004).

AN NN N NN

1.6. Les principes methodes des huiles essentielles

1.6.1. Distillation

Le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les huiles essentielles d’étre
volatiles sous l’effet de la chaleur, I’huile est alors entrainée par la vapeur d’eau. Apres
condensation, 1’huile essentielle se sépare du distillat par décantation. Il existe de type de
distillation (Bruneton, 1999).

1.6.2. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans
un alambic rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont
condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité

(Brunton, 1993).

25



Chapitre 11 : Les huiles essentielles et les plantes étudiées

Figure 8 : Etapes de formation de la graine du Cupressus sempervirens (Lucchesi,
2005).

1-chaufe ballon, 2-ballon, 3-thermometre, 4-réfrigérant, 5-entrée et sortie d’eau,

6-erlenmeyer, 7-la matiere végétale, 8-la couche d’HE

1.6.3. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de vapeur. Les vapeurs saturées en
composée volatils sont condensées puis décantées avant d’étre separées en une phase aqueuse
et une phase organique (H.E.). L’absence de contact direct entre 1’eau et la matiére végétal,

puis entre 1’eau et les molécules aromatiques, évite certains phénomeénes de dégradation

comme les hydrolyses (Bruneton, 1999).

Refroidissemen t
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Chapiteau

Serpentin
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Huile essentielle s
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Récolte =

Cuve réceptacle ™

o fiorale =

Source de chaleur

Figure 9 : Montage d'extraction des HE par entrainement a la

vapeur d'eau (Bouaine, 2017).

1.6.4. Expression a froid

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
importance dans I’industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits

fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi,
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specifiquement pour cette catégorie de matiére premiére, est utilisé un procédé totalement
différent d’une distillation classique, qui est ’expression a froid. Le principe de cette
technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois des sacs oleiféres contenues
dans 1’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces sacs sur les parois (Martini et

Seiller ,1999).

1.7. Activités biologiques des huiles essentielles

1.7.1. En phytothérapie

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

des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

Elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses
d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires (Pellecuer et al., 1980)
ou au niveau de la microflore vaginale (Viollon et Choumont, 1994) et d’origine fongique
contre les dermatophytes (Choumont et Leger, 1989). Cependant, elles possédent également,
des propriétés cytotoxiques (Sivropoulou et al., 1995) qui les rapprochent donc des

antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.
1.7.2. En phytopharmacie
- Activité acaricide

Contre Varroa jacobsoni, parasite des colonies d'abeilles, plusieurs travaux ont été menés sur
I'effet toxique de certaines essences et de leurs composant (Calderone et al., 1997). Chapitre
1 Synthése Bibliographique 9 Parmi ces derniers, c'est le thymol qui a engendré le meilleur
résultat, en addition, il a été démontré que le traitement répétitif en dehors de la période de
miellée n'augmente pas les résidus dans le miel et reste sous le seuil de détection gustative qui
se situe entre 1,1 et 1,6 mg/kg. Il a été prouveé jusqu'a présent qu'un seul traitement a base
d'huile essentielle ou d'un composé est géneralement suffisant pour maintenir la population de
I'acarien Varroa au-dessous du seuil de dégat économique pendant toute la saison (Imdorf et
al., 1999).

- Activite antifongique
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Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques
appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge, etc...
Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergies certains auteurs préferent étudier 1’effet d’un composé isolé
pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de 1’huile. Ainsi 1’activité fongistatique
des composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques
(Voukouet al., 1988). Ills concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6-
diméthoxyphénol) sont plus antifongiques et que les aldéhydes testés (cinnamique et
hydrocinnamique). lls présentent également des propriétés fongistatiques trés marquées. Les
groupements méthoxy, a I’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une

fongitoxicité significative (Ultree et al.,2002).

Contre les champignons, les alcools et les lactones ses qui terpéniques sont d'excellents
inhibiteurs, ils peuvent émaner de la cannelle, clou de girofle, eucalyptus citronné, géranium,
rosat, niaouli, plamarosa, ravensare, tagete, romarin-cinéole et calophyllum (Wilson et

al.,2007) dévoilérent I'efficacité de 49 huiles essentielles sur Botrytis cinerea.
- Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HE, il est probable que
leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs
sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002). De fagon générale, il a été observé
une diversité d’actions toxiques des HE sur les bactéries comme la perturbation de la
membrane cytoplasmique, la perturbation de la force Chapitre 1 Synthése Bibliographique 10
motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules
(Davidson, 1997).

Néanmoins, certains composés phenoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et le
carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides
pariétales grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus
vulnérable (Dorman et Deans, 2000. Defoe et al., (2003) avaient étudié la composition

chimique de I'huile essentielle Thymus spinulosus et réalisé des tests biologiques sur son
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activité antibactérienne contre des souches de bactérie, les résultats ont montré que les

monoterpénes (thymol) a une propriété inhibitrice de croissance.

I1. Présentation de la plante « Eucalyptus globulus »

11.1. Origine et définition

L'Eucalyptus est originaire de I'Australie, son introduction en Algérie date de 1863 (La
plantation massive de ces arbres ne se fera qu'a partir de 1950 (Foudil Cherif, 1991). Grace a
leur facilité d'adaptation, les especes E. globulus, E. camaldulensis, E. gomphocephala, sont
les plus répandues dans la région méditerranéenne). Pres de 600 espéces sont connues dans le
monde (Foudil-Cherif, 1991). Certains eucalyptus s’hybrident facilement entre elles étant
donné la facilité avec laquelle les graines de pollen se transférent d'une espéce a une autre, ce

qui complique encore plus leur identification (Foudil-Cherif, 1991).

Figure 10 : Aspect de Eucalyptus globulus (Origine ,2022)

11.2. Classification botanique

La classification botanique de 1’eucalyptus, est comme suit (Guignard.1997) :
Régne : plantae

Embranchement : Phanerogames
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Sous-embranchement Angiospermes
Classe : Dicotyledones

Sous —classe : Dailypetales

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtacees

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus

11.3. Description botanique

L’Eucalyptus est un trés grand arbre ornemental, hétérophylle, imposant, a croissance rapide
de 30 a 60 m de hauteur, a tronc droit, lisse, grisatre, parfois, brun jaunatre cendre de 10,80 m
de diamétre, recouvert d’un écorce fine ou épiderme bleuatre qui s’exfolie (se détache) en
longs lambeaux. Il possede des anfractuosités ou la gomme dite (kino) peut étre recueillie

dont la couleur varie du rouge sang ou rouge sombre (Bartels.1998).

Ce tronc porte des rameaux dresses qui sont des rejets. Les branches basses sont des tiges
quadrangulaires ailées : ruineuses al leur surface (recouverte d’un enduit d’aspect cireux) qui
supportent des feuilles. Les feuilles sont jeunes sessiles, ovales, disposées horizontalement de
forme ronde, de couleur bleuatre puis vert blanchatre et mesurent de 10 a 15 cm de long sur 4
a 8 cm de large avec un limbe entier cassant apres séchage. Les rameux plus agés ont des
feuilles adultes alternes, pétiolées, étroites, allongées, pointues, aux, deux faces semblables
persistantes et polymorphes, couvertes de glandes a huiles. Ses feuilles sont portées par des
tiges cylindriques : leurs surfaces sont dépourvues de pruine, sont longues, falciformes et
lanceolées mesurent de 16 a 25 cm de Lang sur 2 a 5 cm de large, de couleur vert glauque
(vert bleute) (Ait youssef, 2006).

Les fleurs visibles au printemps, sont des ombelles de 4cm diametre, blanche, souvent

solitaire, formées de 3 ou 7 ombellules ou naissent a 1’aisselle des feuilles (Boullard, 2001).

Les boutons floraux sont spéciaux au printemps, possedent un calice en forme de pyramide

(une toupie bosselée) quadrangulaire, coiffée par un couvercle (opercule) forme par la corolle
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qui se souleve a la floraison, laissant apparaitre les nombreuses étamines et qui se détache a
maturité (Marburg, 1999).

Le fruit a une forme conique et arrondis, qui est capsule anguleuse de calice de 1a 205 cm de

large, il renferme deux type de graines qui sont couverte par des pruines (Moyse, 1971).

Son odeur est fortement aromatique et balsamique voire camphre, surtout lorsque la drogue
est froissée. Sa saveur est légérement ameére, astringente, aromatique, d’abord chaude puis

donnant une sensation de fraicheur (Bruneton, 1993).

D. Fleur E. Pousse de jeune plante G .Jeunes fruits

Figure 11 : Morphologique d’Eucalyptus globulus vaughan (2008).

11.4. La répartition géographique d’Eucalyptus globulus en Algerie
Les eucalyptus occupaient une surface de 5 855 hectares dont plus de la moitié dans la région

Oranaise (Boudy, 1955). Des plantations ont été mene le longent le littoral. On retrouve cette
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espéce a El-Kala, Azzefoun et dans la région de la Mitidja et celle de Hadjout (Foudil- Cherif
1991), la répartition géographique de I'Eucalyptus globulus en Algérie est représentée
brievement dans le Tableau 04.
Tableau 03 : Distribution géographique d'Eucalyptus globulus en Algérie (Foudil-Cherif,
1991).

Wilaya Blida | Boumerdes| Skikda | S.Belabas| Setif El Taref

Superficie | 41Ares 70Ares 2250 HA | 342 HA | 10 Ares 1000 HA

I1.5. Composition de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

Tableau 04 : Les différents composants d’HE d’Eucalyptus globulus (Darouli,

2012).
Composants %
a-Pinéne 9,7
1,8-cinéole 48,6
Isoamyisovalerate 1,1
trans-Pinocarveol 10,7
Pinocarvone 1,0
4-Terpineol 0,3
a -Terpineol 6,6
trans-Carveol 0,8
Carvacrol 0,1
a -Terpinyl acetate 0,3
Geranyl acétate 0,1
Aromadendréne 4,6
Ledene 0,6
Viridiflorol 0,4
Globulol 10,9
a -Eudesmol 0,8

L’espéce Eucalyptus globulus d’une région algérienne a été 1’objet d’une analyse de son HE

d’ou 20 composés ont été identifiés, représentant 98,3% de I’HE. Cette huile est
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majoritairement composée de 1,8-cinéole (48,6%), a-pinene (9,7%) globulol (10,9%), trans-
pinocarveol (10,7%) et a-terpineol (6,6%), 1’aspect de 1’huile est de couleur jaune a jaune pale,

liquide et dégage une forte odeur de 1,8-cinéole (Daroui, 2012)

I1.6. Activités de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

- Activité insecticide
La présence de 1,8-cinéole dans I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus va lui conférer des
propriétés répulsives et insecticides. On pourra I'utiliser par exemple en diffusion pour ¢éloigner

les moustiques en été (Batish et al., 2008).

Une étude montre également que 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est une bonne
alternative naturelle contre les mouches domestiques. Kumar et al (2012) ont mis des larves
et des pupes de mouche domestique en présence d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus.
Les larves et les pupes ont été introduites dans des boites de Pétri en présence d’acétone et
d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a différentes concentrations. On étudie la mortalité
des larves en calculant le LTso qui est le temps au bout duquel 50% des larves sont mortes et
on ¢étudie la mortalité des pupes en calculant le pourcentage d’inhibition. Le tableau suivant

indique les résultats obtenus :

Tableau 05 : Effet de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur les larves et les pupes de

mouche domestique dans un essai de toxicité de contact (Kumar et al., 2012).

Concentration HE % LT (larve) o F_’o_urcentage
(ul/cm?) d'inhibition%(pulpe)
0,16 6,00 36,30
0,25 5,60 54,50
0,50 4,60 63,60
1,01 2,70 77,30
2,01 1,70 90,90

On peut ainsi s’apercevoir que plus I’huile essentielle est concentrée plus la mortalité des
larves et des pupes augmentent. En présence de 2,01 pl/cm? d’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus, on observe un pourcentage d’inhibition des pupes de plus de 90% ce qui est trés
significatif (Kosiol,2015).

- Activité antifongique
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En plus de ses propriétés antibactériennes et antivirales, I’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus présente des propriétés antifongiques. Vilela et al., (2009) ont démontrés une
activité antifongique de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur deux espéces
d’aspergillus : Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus. Ils ont mis des mycéliums des
deux especes en présence d’une solution A contenant de 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus et d’une solution B contenant uniquement du 1,8-cinéole. Les résultats sont les

suivants :

4,0 »

OE
----- 1.8 cincole

3.0 -—---———----—----__-

Mean mycelial growth (cm)

T 8 9 10 11 12 13 14 15
Doses (nL 10%)

Figure 12 : Courbe dose-réponse de 1'évolution des deux especes d’ Aspergillus apres traitement

avec de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus et avec du 1,8-cinéole (Vilela et al., 2009)

L’expérience démontre que I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a un effet plus
que significatif sur I’inhibition de la croissance des mycéliums des deux espéces d’aspergillus.
En revanche, le 1,8-cinéole seul n’a pas d’effet sur les mycéliums. On peut donc conclure que
le 1,8-cinéole n’est pas le seul responsable de I’effet antifongique de I’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus mais qu’il s’agit d’une synergie de molécules qui donnent cette action
(Kosiol. 2015).

I11. Présentation de la plante « Cupressus sempervirens »

I11.1. Historique

Le Cypres vert, est une espece tres ancienne (ére tertiaire-5,3 millions d’années). 1l possede
une longévité exceptionnelle, certains cyprés contemporains, ont été estimés agés de 2000 ans

(Fournier, 2010). Dans I’antiquité, les Grecs ont soigné la dysenterie, les crachats, 1’asthme et
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la toux en administrant les cones de cyprés concasses et marinés dans du vin (Iserin, 2001).
Les Assyriens et les Romains, ont utilisé les fruits, en cones, appelés noix ou galbules de
cypres, dont les principes actifs sont d’excellent vaso-constricteurs (Bianchini et Corbetta,
1975).

Figure N°13 : Photo de I’arbre de Cupressus sempervirens (Origine ,2022).

111.2. Classification

Le Cupressus Sempervirens L. est classé comme suit :(Nichane, 2015 ; Al-Snafi, 2016 ;
Hireche et Ferhat, 2019).

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Gymnospermes

Classe : Pinopsida

Ordre : Pinales

Famille : Cupréssacees

Genre : Cupressus

Espece : Cupressus sempervirens L.
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111.3. Description botanique de Cupressus sempervirens

Les especes du genre Cupressus sont les arbres des coniféres (Becker et al., 1982 ; Afif et al.,
2006 ; Amri et al., 2013 ; Caudullo et de Rigo, 2016) a grande longévité, monoique (Becker
et al., 1982 ; Caudullo et de Rigo, 2016 ; Hireche et Ferhat, 2019) thermophile (Becker et
al., 1982 ; Hireche et Ferhat, 2019), et a enracinement fixe et solide au sol qui assure la
stabilité de 1’arbre (Cheraief et al., 2006 ; Hireche et Ferhat, 2019).

Cupressus sempervirens a deux formes distinctes : la forme horizontalis avec une large
couronne pyramidale et des branches s'étalant horizontalement (il constitue les peuplements
naturels), et la forme pyramidalis (ou fastigiata) ressemblant a une colonne (Papageorgiou et
al., 1994 ; Brofas et al, 2006 ; Caudullo et de Rigo, 2016) conique compacte et de petits
angles entre les branches et le tronc (Papageorgiou et al., 1994 ; Brofas et al., 2006).
(Caudullo et de Rigo, 2016). Des formes intermédiaires entre ces deux variétés ont été
observées en raison de leur interfertilité. Selon (Brofas et al., 2006), la colonne est considérée
comme une forme cultivée sélectionnée pour la plantation il y a longtemps et rare dans les
habitats naturels (Caudullo et de Rigo, 2016)

Cupressus sempervirens L. (le Cypres méditerranéen) est une plante de longue vie et de
croissance modérée, pouvant atteindre quarante metres (40 m) (Cheraief et al., 2006 ;
Asgary et al., 2012 ; Hireche et Ferhat, 2019). De hauteur et une largeur de 3 a 5 m (Asgary
etal., 2012).

e Les feuilles

Cupressus sempervirens est un arbre a feuilles persistantes (Afif et al., 2006 ; Caudullo et de
Rigo, 2016 ; Sebbane et Khaldi, 2019). De taille moyenne (Caudullo et de Rigo, 2016), il
peut atteindre jusqu’a 35 a 40 m de haut (Caudullo et de Rigo, 2016 ;Sebbane et Khaldi,
2019) avec des troncs de 1 m de diamétre (Caudullo et de Rigo, 2016), au feuillage toujours
vert (Cheraief et al., 2006 ;Caudullo et de Rigo, 2016 ; Hireche et Ferhat, 2019), a écorce
en forme d'écailles denses et étroitement pressées (Caudullo et de Rigo, 2016). Les feuilles
de cet arbre sont persistantes, aromatiques, de couleur vert foncé. Elles se déposent sur de
courtes ramules. Elles sont feuilles et glanduleuses (glandes résiniferes), squami formes, elles
sont imbriquées sur au moins quatre rang (Hireche et Ferhat, 2019), sombre aux pointes
émoussées de 2 & 5 mm de long (Asgary et al., 2012), elles sont d’une longévité
exceptionnelle de 2000 ans (Cheraief et al., 2006 ; Hireche et Ferhat, 2019).
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e L’écorce

Cupressus sempervirens possédant une écorce de couleur gris-brun (Molino, 2005 ; Caudullo
et de Rigo, 2016), fibreuse et striée verticalement (Becker et al., 1982 ; Hireche et Ferhat,
2019), avec des crétes filandreuses (Caudullo et de Rigo, 2016) rassemblées par paires
opposées-décussées au bout des rameaux écailleux (Becker et al., 1982 ; Sebbane et Khaldi,
2019 ; Hireche et Ferhat, 2019).

e Les fleurs

Les fleurs apparaissent au début du printemps et peuvent apparaitre sur des plantes agées de 3
a 6 ans. Les fleurs males sont cylindriques de 3 a 5 mm de long, de couleur jaune a brun claire
a maturité, disposés sous forme de chatons ovoides, terminaux et déhiscents chargés en
pollen, (Caudullo et de Rigo, 2016 ; Hireche et Ferhat, 2019 ; Sebbane et Khaldi, 2019).

Les fleurs femelles sont groupées et réunis en bouquet a I’extrémité des jeunes pousses en
chatons globuleux, de couleur vert et brune (Caudullo et de Rigo, 2016 ; Hireche et Ferhat,
2019), elles sont portées par des rameaux trés courts (Caudullo et de Rigo, 2016 ; Hireche et
Ferhat, 2019 et Sebbane et Khaldi, 2019) mdrissant aprés un an en cones ligneux brun-gris
(Caudullo et de Rigo, 2016).

e Le fruit

Les fruits du cypres sont de sorte de cone ovoide (Caudullo et de Rigo, 2016 ; Sebbane et
Khaldi, 2019) de 20-25mm (Sebbane et Khaldi, 2019) de 3 a 4 cm de diamétre (Caudullo et
de Rigo, 2016 ; Hireche et Ferhat, 2019), plus ou moins allongé, qui virent du vert au brun
lorsqu'ils atteignent leur maturité (Sebbane et Khaldi, 2019). Ils ont une forme strobiles,
globulaires, 1égérement mucronées dans ces extrémités (Hireche et Ferhat, 2019 ; Amara et
Boughérara, 2017). Ces cones sont constitués de 6 a 14 écailles (Caudullo et de Rigo, 2016
; Hireche et Ferhat, 2019) opposées (Caudullo et de Rigo, 2016) ligneuses polygonales
d’un brun clair a brun foncé a maturité (Hireche et Ferhat, 2019), la maturation est
bisannuelle (Sebbane et Khaldi, 2019). Les cOnes S’ouvrent a maturité pour laisser
s’échapper les graines (Amara et Boughérara, 2017). Les cOnes contenant de nombreuses

graines ailées de petites tailles mesurant de 4 a 7 mm de long (Hireche et Ferhat, 2019), les
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graines sont en nombre de 8-20 pour chaque écaille, brunes se libérant en automne-hiver
(Caudullo et de Rigo, 2016).

Certaines variétés produisent beaucoup de fruits, ce qui peut nuire a ’esthétique de I’arbre,
notamment chez les formes colonnaires, en provoquant une arqure des branches. Certaines
variétés ont été sélectionnées pour leur capacité a former moins de fruits. La pollinisation de
Cupressacées est anémogame (Hireche et Ferhat, 2019) (pollen transporté par le vent), avec
des graines de pollen de morphologie trés homogénes. Pour ce genre de plante la pollinisation
est abondante en février— mars (Caudullo et de Rigo, 2016 ; Hireche et Ferhat, 2019).
Aussi la production importante de pollen est la cause tous les ans de nombreuses allergies
(Hireche et Ferhat, 2019).

La floraison de cette plante commence au printemps (Hireche et Ferhat, 2019 ; Sebbane et
Khaldi, 2019). La multiplication se fait par semis au printemps apres avoir pris soin de
conserver les graines au froid durant 3 mois (pour respecter la dormance), et le bouturage en

fin d’été en passant par les étapes suivantes :

Figure 14 : Etapes de formation de la graine du Cupressus sempervirens
(Hireche et Ferhat, 2019)

- 2- 3 : Phase initiale avec exposition des ovules.
- 5- 6 : Premiéres phases de la fécondation.
- 8- 9 : Grossissement des carpelles et formation du jeune cone.

~N b e
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10- 11- 12- 13 : Développement du cone jusqu’a I’ouverture et a la production de la
graine.
Le cyprées aime les emplacements ensoleillés mais peut tolérer la mi-ombre, d’ailleurs, le

cypres s'est avéré tres approprié comme especes pionniéres pour le reboisement car il peut

tolérer la sécheresse, ainsi que les sols stériles et superficiels (Sebbane et Khaldi, 2019).

A : Rameaux feuillés juvéniles B : Rameaux feuilles avec inflorescences.

Figure 15 : Photo des feuilles et de I’inflorescence de Cupressus sempervirens (Origine ,2022).

I11.4. La répartition géographique

Les cupressacées représentent la famille la plus cosmopolite avec dix genres dans chaque
hémisphére, mais la plupart des espéces se trouvent dans 1’hémisphére nord (Enright et al.
(1996). Par ailleurs, la distribution de cette famille est sous I’influence de facteurs divers :

climat, sol, perturbations (catastrophes naturelles, exploitation humaine) (Banks, 2004).
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Figure 16 : Répartition des cyprées euro-asiatiques (Pontoppidan, 2000).
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I11.5. Les composés chimiques

La composition des différents organes, du cyprés vert Cupressus sempervirens est connue.
Elle est caractérisée par la présence de bi-flavonoides dans ses rameaux : biflavones 8-8(type
cupressus flavone) et 8-3(type amentoflavone). Les rameaux fournissent également une petite
quantit¢ d’huile essentielle. Les cones renferment, des acides diterpéniques et des dérivés

flavaniques (Rombi et Robert, 2007).

I11.6. Activité biologique de Cupressus sempervirens

e Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits de méthanol, éthanol et acétate d'éthyle des parties
aériennes de Cupressus sempervirens a été étudiée contre S.aureus (ATCC6538), B.subtilis
(ATCC6633), P. aeruginosa (ATCC6643), E. coli (ATCC15224), K. pneumonia (MTCC618)
et S. typhimurium (ATCC13048). Les extraits ont été utilisés en 8 concentrations (1, 2, 3, 5,
7,5, 10, 12,5 et 15 mg / ml). Tous les extraits de Cupressus sempervirens ont induit une
inhibition de la croissance bactérienne dose-dépendante contre toutes les bactéries testées
(Boukhis et al., 2012).

L’activités antibactérienne de Cupressus sempervirens a montré une forte activité contre les
bactéries Gram positives (zone d'inhibition 9-14 mm pour l'extrait aqueux et 9-12 mm pour
I'extrait chloroforme), une faible activité contre les bactéries Gram négatives (zone
d'inhibition 1- 6 mm pour I'extrait aqueux et 1-5 mm pour I'extrait chloroformique) (Emami
et al., 2005).

e Activité antivirale

Les extraits éthanoliques de Cupressus sempervirens ont été utilisés pour tester leur influence
sur les virus de I'herpés (HSV-1). Des monocouches de cellules HeLa ont été infectées par des
virus de I'herpés (HSV-1). Activité antivirale des extraits végétaux évaluée en utilisant la
méthode Hématoxyline et Eosine et observee au microscope optique. Tous les tests ont été
comparés a un contrble positif, l'acyclovir. Les résultats ont montré que cette plante a une

activité antivirale contre le virus HSV-1 (Al-Othman et al., 2012).
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e Activité insecticide
Des extraits a I'éthanol, a l'acétone et a I'éther de pétrole de feuilles de Cupressus
sempervirens égyptien ont été testés contre des larves de 3e stade du moustique Culex
pipiens. Les résultats obtenus ont indiqué que les extraits d'éther de pétrole étaient plus
efficaces que les extraits d'éthanol et d'acétone. La toxicité, basée sur les valeurs CL50,
était la suivante :
Ethanol (CL50 263,6 ppm) > extrait d'acétone (CL50 104,3 ppm) > extraits d'éther de pétrole
(CL50 37,8 ppm). Une réduction remarquable du pourcentage de pupaison et de I'émergence
des adultes a été obtenue. De plus, tous les extraits ont exercé un effet toxique différé sur les
pupes et les adultes aprés traitement des larves. De plus, divers degrés d'anomalies

morphogéniques ont été observés au stade immature et adulte (Moussa et al.,2011).

42



Etude
Experimentale




itre I
ef Methodes

=y _ex

Cha
Materiel



Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

4+ Matériels et Méthodes
Objectif ce travail, de mettre en évidence I’activité antifongique de deux huiles essentielles (du
Eucalyptus globulus et cypres semperivrens) sur la croissance des Fusarium oxysporum in-vitro et in-

vivo.

L’étude de cette expérimentation a duré¢ 5 mois, depuis le mois de novembre 2021 jusqu’au
mois février 2022, d’ou a cu la réalisation de deux volets expérimentales dont la premiére
partie 01 « in vitro » a eu lieu au niveau du laboratoire de I’institut National de la Protection
des Végétaux (I.N.P.V) El Harrach Alger (Fig.20), et la seconde partie 02 «in vivo » a
I’institut National Spécialisé de la Formation Professionnelle de (Hadjout.). Par ailleurs, la
partie extraction des essences aromatiques du Cupressus sempervirens et de |’Eucalyptus
globulus a été faite au niveau de Yazro — Enterprise de production des huiles essentielles

située au niveau de la wilaya de Tipaza.
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Figure 17 : L’institut National de la Protection des Végétaux(I.N.P.V) El Harrach, Alger
(Google Earth)

|. Présentation de la zone d’étude

e Localisation régionale de la wilaya de Tipaza

La wilaya de Tipaza est située sur le littoral Nord Centre du pays. Elle se trouve a 22m
d'altitude et s’étend sur une superficie de 1 707 km?. Elle est limitée par : La mer méditerranée
au Nord, Wilaya de Blida au Sud-Est ; La Wilaya d’Ain- Defla au Sud-Ouest La Wilaya de
Chleff a ’Ouest ; La Wilaya d’Alger a I’Est. Le Chef-lieu de la wilaya est situé a 69 km a
I’ouest de la capitale, Alger (ANIREF, 2020).
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Figure 21 : Localisation de région étude (wilaya de Tipaza) (Google Erthe).

I1. Synthése climatique

11.1. Diagramme Ombrothermique de Tipaza

Le diagramme ombrothermique de Gaussen considére que le mois est sec si les précipitations
totales exprimées en mm sont égales ou inférieures au doublé de la température exprimée en
degrés centigrades. De méme le climat est sec quand la courbe des températures se trouve au-
dessus de celle des précipitations néanmoins il est humide dans les cas contraire
(Mutin.1977). Ce dernier de la région de Tipaza de I’année 2021. Indique que période séche
s’étale sur deux mois et demi (du mi du mois de juin a la fin de mois d’aout). Par contre la
période humide dure huit et demi, elle s’étale de janvier au mi du mois de juin et du début de

septembre jusqu’au fin de décembre (Fig. 22)
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Figure 22 : Diagramme Omburo thermique de la région de Tipaza (Mutin.1977).

11.2. Climagramme demberger

Lee quotient pluviométrique d’émerger explique le rapport des précipitations a la température.

Il permet de situer la position de la régiond’étude dans 1’étage bioclimatique qui lui

correspond .il est donne par formule suivante Sanaa et Meriem (2020).

Q2= 3.43 (P/M-m)

Q : est le quotient pluviométrique d’émerger.

P : est la somme des précipitations annuelles exprimées en mm

M : est la moyenne des températures maximale du mois le plus chaude en C°

e En portant les valeurs Q2=85.22 et m=5.9 sur le diagramme d’Emberger, nous

constatons que la région de Blida est située dans 1’étage bioclimatique subhumide, a

hiver tempere (fig.23).

e En portant les valeurs Q2=106.71 et m=8.9 sur le diagramme d’Emberger, nous

constatons que la région de Tipaza est située dans 1’étage bioclimatique subhumide, a

hiver chaud (fig. 23).
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Figure 23 : Climagramme d’Emberger de la région de Tipaza Sanaa et Meriem (2020).

I11. Présentation de station études

e Situation géographique de commune Hadjout
La commune Hadjout est située dans la wilaya de Tipaza sur Mitidja la plus grande subi —
littoral d’Algérie, la plaine s’étend sur une langueur d’environ 10 km , pour une largeur
variant entre 5 et 20 km , sa superficie est d’environ 140 000 ha , Elle est isollée de la mer la
ride du sahe . la Mitidja ouest comprend les communes de la chiffa , Mouzaia , Bou roumi, El
Affroune, Ahemmer El Ain Abdellah et youcef (2020).
e Au Nord, elle prend appui sur le vieux massif du chenoua, s'étend a I’Est d 'Alger et
disparait a a la limite de la cluse de Réghaia et Oued boudouaou.
e Au Nord- QOuest, se situent le montage chenoua (905) m , la chaine de Boumaad et le
montage Zaccar (800)m.
e Au Sud, elle est limitee par une veritable barriére montagneuse qui surplombe la

plaine avec I’Atlas Blidéen proprement dit (1604).

47



Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

herchell
Fa et

Figure 24 : Situation géographique de commune Hadjout (Google Earth.2022).
IV. Matériel

Notre étude a nécessité 1’utilisation d’un matériel biologique composé d’un matériel fongique

et d’un matériel végétal.

IV.1. Matériel végeétal

Le matériel végétal est composé des feuilles de I’eucalyptus commun « Eucalyptus globulus »
et du cypres commun (toujours vert) « Cupressus sempervirens » (Fig.25) récoltés durant la
compagne 2021-2022, dans différents sites a savoir : la forét de Fadjana et bourouis dans la
région de Tipaza a la commune Hadjout (Tab.7). Aprés la récolte le matériel végétal est
étendu sur place en couche fine pour qu’il séche a I’air libre, a ’ombre jusqu'a la stabilisation

de son poids (environ 7jours).
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la forét de Bouruiss

la forét de Fadja

Figure 25 : localisation des deux foréts a la commune Hadjout (Anonyme, 2022).

Figure 26 : Photo des arbfeg de Figure 27 : Photo des arbres de
[’Eucalyptus globulus. (Original) Cupressus sempervirens. (Original)
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Tableau 06 : Origine et dates de récolte des différents échantillons.

Nom commun Nom Famille Lieu de récolte Date de cueillette
scientifique botanique
Eucalyptus Eucalptus Myrtaceae Forét de bourouis 12/12/2021
commun globulus
Cypres Cupressus Cupressacées Forét de fadjana 12/12/2021
toujours vert | sempervirens

IV.2. Matériel fongique

Le matériel fongique est représenté par une souche purifiée de Fusarium oxysporum isolé a
partir de la tomate (Fig.28), provenant de la collection de la mycotheque du laboratoire
national de mycologie de I’Institut National de la Protection des Végétaux (I.N.P.V) El
Harrach Alger. Ce champignon a été choisi pour les dégats considérables qu’ils causent aux

culture de la tomate

Colontee “ © 7 Mycélium

Figure 28 : Matériel végétal utilisé dans notre étude (INPV, 2022)
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V. Méthodes

V.1. Extraction des huiles essentielles

Aprés avoir récolteé et seché la matiére vegétale (Fig.29). L’huile essentielle est extraite par la
méthode d’entrainement a la vapeur sur un ballon Contenant de 1’eau mise en chauffage, on
monte un alambic dans lequel on place la biomasse pesée séche. La vapeur d’eau traverse le
matériel végétale en entrainement les produits volatils vers la colonne de condensation. La
vapeur condensée est le mélange d’cau et de I’huile essentielle. Celle-ci est recueillie dans une
burette contenant de I’eau distillée. L’huile est séparée de 1’eau distillée (hydrolat) par

décantation. La Fig.30 illustre le dispositif d’extraction. Sanaa et Souhila (2021).

Figure 29 : (A) Récolte et (B) séchage de la matiéere végétale.(Original)

51



Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

Figure 30 : La dispositif d’entrainement a la vapeur (Original ,2022).

Figure 31 : Etapes de décantation hydrolat avec huile (Original, 2022)

V.1.1. Calcul du rendement des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle a été calculé par rapport a 100g de matiére végétale seche,
Suivant la formule rapportée par Ben Abdelkader (2012) :
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[ RHE (%) = M / M°x 100 ]

Ou : RHE : rendement en huile essentielle (en%)
M : masse de I’huile essentielle (en gramme)

M- : masse de la matiére végétale seche (en gramme).

V.2. Préparation du milieu de culture

Le milieu qui nous avons utilisé pour toutes nos manipulations est le milieu PDA. C’est un
milieu organique simple favorable pour la croissance des champignons phytopathogénes. Il
contient du jus de pomme de terre, du sucre et de I’agar voir (Annexe.1).Pour 1000 ml de
milieu de culture PDA il faut :( L'INPV, 2022).

a- Eplucher la pomme de terre, peser 200g.

b- Mettre les 200g de pomme de terre découpé en petits morceaux avec de 1’eau distillée
dans une casserole et faire bouillir a 100° C pendant 20 & 25 minutes.

c- Ensuite recueillir I'eau de la pomme de terre,

d- Mettre le filtrat dans un flacon de 1000 ml, dans lequel on y rajoute 20g de glucose,
20g d’agar et on homogénéise le tout.

e- Ajuster ensuite le volume du mélange au moyen de I'eau distillée jusqu'a 1000 ml.

f- Autoclaver le mélange a une température de 120° C avec une pression de 1,1 bar
pendant 20 minutes.

g- Sous hotte a flux laminaire, couler la solution obtenue sur des boites de Pétri. Le

milieu de culture doit couvrir les 1/3 de la boite. Laisser sécher.
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CEERSREANEaaES.
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Figure 32 : Quelques étapes de préparation du milieu de culture PDA (Original).

V.3. Repiquage de la souche de Fusarium oxysporum

La souche provenant de la mycotheque de 'INPV a été repiquée pour une utilisation

ultérieure. Le repiquage consiste a :

- Prélever un explant a partir de zones contenant la souche a purifier a I’aide de la base
d’une pipette Pasteur (utilisée comme emporte-pieces).

- Déposer I’explant au milieu de la boite de Pétri contenant le milieu PDA.

- Ecrire le code de la souche et la date sur chaque boite de Pétri.

- Incuber dans I’incubateur. Cette opération est répétée jusqu’a 1’obtention d’une souche

pure
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Figure 33 : Repiquage de la souche de fusarium oxysporum (Original).

V.4. Etude «in vitro » de I’activité antifongique des huiles essentielles de I’eucalyptus
commun « Eucalyptus globulus » et du cyprés commun (toujours vert) « Cupressus

sempervirens »

L’étude de I’activité antifongique des huiles de chacune des deux espéces végetales sur

La croissance, la germination et la sporulation de Fusarium oxysporum.a été réalisée selon la
technique de contact direct et la technique de 1’intégration de I’huile dans le milieu de culture.
Par ailleurs, pour faciliter la miscibilité des huiles essentielles, nous avons utilisé le tween 80
a raison de 90% d’huile essentielle pour 10 % de tween 80 (Oussou et al., 2018). Le tween
sert de dispersantes huiles dans 1’eau, il est a la fois miscible a I’huile et a I’eau. La solution
obtenue est agitée au vortex pendant 3min de sorte a avoir une bonne homogénéisation.
L’huile a été ensuite diluée avec de I’eau distillée pour avoir des concentrations de 5%, 10 %,

25 9% et 40 % (Fig.34).

Aussi, I’inhibition de la croissance mycélienne exercée par les deux huiles sur la croissance
mycélienne de I’isolat fongique pour les deux techniques est évaluée par le calcul du
pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante: (De

Billerbeck et al., 2002 ; Bassole et al., 2002).

| (%) = (1- Cn/Co) X100
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ou:

e 1 (%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
e Cn: diamétre moyen des colonies de Fusarium oxysporum traitées par I’huile (cm).

= Co : diametre moyen des colonies témoins (cm).

Figure 34 : Etapes de préparation des concentrations de 5, 10, 25 et 40 % des deux huiles.
(Original)
V.4.1. Technique de contact direct

Des explants de 5 mm de diameétre prélevés a partir des marges actives de la colonie de
Fusarium oxysporum ageée de 7 jours sont déposés au milieu de la boite de Pétri contenant le
milieu PDA. Ainsi, 0,2 ml des concentrations de 5, 10, 25 et 40 % des deux huiles sont
déposés au-dessus de chaque explant. Quatre répétitions ont été réalisées pour chaque
traitement avec des boites témoins sans aucun traitement. Les boites sont incubées a
I’obscurité a 25°C pendant 07 jours, et le développement des colonies est mesuré chaque jour.

(Kordali et al., 2003).
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V.4.2. Technique d’incorporation de I’huile avec le milieu de culture

Un volume de 1ml des 04 différentes dilutions (5%, 10 %, 25 % et 40 %) de chacune des deux
huiles essentielles a été placé séparément dans des boites de Pétri de 90 mm de diametre aux
quels 13 ml de milieu PDA préparé en surfusion ont été rajoutés. Les boites de Pétri ainsi
préparées ont été¢ légérement agitées pour assurer 1’homogénéisation du milieu avec les

extraits.

Par contre les cultures témoins ont été préparées a 14 ml de PDA seulement.Quatre répétitions
ont été réalisees. Une fois le milieu solidifié, un disque mycélien de Fusarium oxysporum de
5 mm de diamétre a été déposé au milieu de la boite Pétri, les boites ainsi ont été ensuite
scellées avec du para film et incubées a 1’obscurité¢ pendant 07 jours dans une étuve réglée a

25 °C. Le développement des colonies est mesuré chaque jour. (L' NPV, 2022).

V.4.3. Effet des huiles sur la sporulation

L’activité antisporulante des huiles essentielles a été évaluée sur des colonies fongiques agées
de 15 jours incubées a 25 °C (des colonies des deux techniques précédentes/ une boite de
chaque traitement). Des disques mycéliens de culture ont été mis dans des tubes a essai
contenant 10 ml d’eau distillée stérile et 0,05 ml de tween 80. Ces suspensions de spores ont

été agitées au vortex pendant 5 min afin de détacher les spores.

Le comptage du nombre total de spores de chaque traitement a été¢ effectué¢ a ’aide de la
cellule de Malassez a raison de trois comptages par concentrations et par huile. Les moyennes
de ces mesures ont par la suite été calculées. Les valeurs ont été exprimées en nombre de

spores par ml.

Le pourcentage d’inhibition de la sporulation : Belhouan et Boussalha (2017).

[ PIS (%)= (1-Ne/No) * 100 }

Avec No : nombre des spores dans le témoin.

Nc : nombre de spores dans les colonies traitées avec de 1’huile.
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V.4.4. Effet des huiles sur la germination

Apres 21 jours d’incubation a une température de 25 °C, des suspensions conidiennes de
chaque isolat de Fusarium oxysporum ont été mis dans des tubes a essai contenant 10 ml
d’eau distillée stérile et 0,05 ml de tween 80. Ces suspensions de spores ont été agitées au
vortex pendant 5 min afin de détacher les spores. Le comptage des spores germees a été fait
avec la cellule de Malassez a raison de 03 comptages par concentration et par huile. Ainsi,

une spore est considerée comme germée si la longueur du tube germinatif est apparue.

Le pourcentage d’inhibition de la germination est : Belhouan et Boussalha (2017)

PIG (9%6)= (1-Ne/No) *
100

No : nombre des spores germées dans le témoin.
Nc : nombre de spores germées des colonies traitées avec de 1’huile.

VI. Etude de P’activité antifongique « in vivo » des huiles essentielles de I’eucalyptus
commun « Eucalyptus globulus » et du cyprés commun (toujours vert) « Cupressus

sempervirens » sur Fusarium osysporum.

Pour confirmer I’efficacité des huiles de I’Eucalyptus et du Cypres sur Fusarium oxysporum ,
nous avons réalisé un test in vivo sur la variété de tomate (Fast F1) qui a été choisie pour sa
sensibilité a cet agent pathogéne.

Le semis a été réalisé le 06 Janvier 2022 dans une plaque alvéolée déposée dans une serre de
I’INSFP de Hadjout. Par la suite, le repiquage a été fait par transplantation des plantules dans
16 pots (01 plantule/ pot) de 50 cm de hauteur et de 40 cm de diametre et d’une contenance de
7,5 kg. Les pots ont été remplis par le substrat (1/2 sol +1/4 tourbe +1/4 de sable). L arrosage

des plantules se faisait quotidiennement durant la période d’expérimentation (Fig.34).

Figure N°35 : Repiquage des plantules de tomate
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VI.1. Le dispositif expérimental des plantes de tomate

A | Témoin (+) Témoin (-) Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3 Bloc 4
R1 R1 R1 R1 R1 R1 —
o
)
c
(<5}
R2 R2 R2 R2 R2 R2 GEJ
=
NE E
2 R3 R3 R3 R3 R3 R3 =
N
R1 R1 R1 R1 R1 R1 o
o
e
c
R2 R2 R2 R2 R2 R2 e
[¢5]
e
v '©
R3 R3 R3 R3 R3 R3 =
< 1,60 m? >
*Bloc 1 : la dose (5%) * Témoin(-) : Aucune Traitement
*Bloc 2 : la dose (10%) * Témoin(+) : L’eau
*Bloc 3 : la dose (25%) * Traitement 01 : HE d’Eucalyptus
*Bloc 4 : la dose (40%) * Traitement 02 : HE d’Cypreés

Figure 36 : La dispositif expérimental des plantes de tomate
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V1.2. Inoculation artificielle des plants de tomate

L’inoculum est mis en contact avec les plants de tomate par méthode de contacte directe (nous
mettons les disques myceéliens sur la partie supérieur et inferieur de feuilles) au stade levée
(floraison) sur des plants agés de (deux mois et demi) avec un température 18 C°. Apres
I’inoculation, 3 a 4 pulvérisations d’eau par jour sont apportées, afin de maintenir une
humidité des plantes et favoriser I’infection, I’installation du pathogene, et son développement

a I’intérieur des tissus, les plantes témoins sont pulvérisées avec de I’eau distillée stérile.

Figure 37 : Méthode d’Inoculation artificielle (originale,2022).

V1.3. Application de traitement

Apres 15 jours de observation de symptomes sur les feuilles et les tiges , Nous avons fait un
traitement cette maladie par la pulvérisation de deux biofongicide a base de huiles essentielles
d’eucalyptus et cypres de chaque dosse 5%, 10%,25%, 40% sur la tige et la phase supérieur
et inférieur de feuilles a température C 23°. Les plantes témoins (+) et temoins (-) ne sont

aucune traitement et pulveérisées avec de 1’eau distillée stérile.
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Figure 38: la plante de tomate traiter par biofongicide (Originale., 2022).

V1.4. Notations de symptomes

Les notations des symptdmes ont été réalisées pendant 15 jours. Chaque plante est examiné afin
de noter la présence de flétrissement , jaunissement et brunissement ou de taches caractéristiques
d’fusariose sur les tiges et les feuilles. Les symptomes des plantes individuelles sont notés apres le
traitement solen échelle de croissance de planes , en calculant la langueur de feuilles et les tiges

en (cm) pour chaque plantes.
V1.5. Analyses statistiques

Afin de vérifier une éventuelle efficacité des extraits d’Eucalyptus et du Cyprés commun vis-
a-vis de Fusarium oxysporum. et de comparer leur pouvoir antifongique in vitro sur les
différents paramétres  biologiques de  I’agent  pathogéne a savoir, la  croissance
mycélienne, la sporulation et la germination et les deux méthodes utilisées. Les analyses
statistiques ont été effectuées au moyen du logiciel STATISTICA version 8.0.550, en
déterminant la variance a I’aide du test ANOVA. Les différences ont été considérées comme

significatives pour une P < 0,05.
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I. Rendement en huile essentielle

Résultats et Discussions

L’extraction par entrainement a la vapeur des parties aériennes d’Eucalyptus globulus et de

Cupressus sempervirens a fourni une huile essentielle ayant une coloration jaune foncé avec

une tres forte odeur (Fig.25). Les rendements en huiles essentielles étaient de 0.24 % pour

I’eucalyptus et 0.18 % pour le cypres vert.

Tableau 07 : Rendement en huile essentielle par rapport a la biomasse de deux espéces.

Figure 39 : Les huiles essentielles. (Original)

Especes Quantité de la Quantité d’huile | Rendement (%)
biomasse (en g) essentielle (en g)
Eucalyptus globulus 18490 g 45 ¢ 0.24%
Cupressus sempervirens | 25000 g 45¢ 0.18%
0.25
0.2
g 0.15
€
g o1
[}
©
S 0.5
o
0
Eucalyptus globulus Cupressus sempervirens especes

Figure 40 : Le rendement de deux huiles essentiellement
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Nous remarquons que le rendement en huile essentielle de I'espece Eucalyptus globulus est
plus élevé avec un taux de 0.24%, par rapport au rendement en huile essentielle de

I'espéce Cupressus sempervirens qui est moins élevé avec un taux de 0.18%.

I1. Activité antifongique de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus et du Cupressus

sempervirens sur la croissance de I’isolat de Fusarium oxysporum

I1.1. Méthode de contact directe

Aprés 7 jours d’incubation les colonies de Fusarium oxysporum traitées avec de 1’huile
d’Eucalyptus et de Cyprés ont montré une croissance mycélienne réduite par rapport au
témoin et cela pour les quatre doses (Fig.39).

Le taux d’inhibition le plus important était constaté avec la dose 4 (40%) de I’huile
d’Eucalyptus et était de 76,04 %. Suivie de celui de la dose 3 (25%) avec 75,49 %. Pour la
dose 2 (10%) et 1 (5%) la croissance mycélienne était réduite de 44,29 % et 36,77 %

respectivement.

Concernant 1’effet de I’huile de Cypres, les taux de réductions étaient plus faibles que ceux
calculés pour 1’eucalyptus et étaient de 16,57 %, 14,07 %, 60,03 %, 67,55 % pour les doses
de 1 a 4 respectivement. Le tableau 8 ci- aprés récapitule les taux d’inhibition de la croissance

mycélienne de Fusarium oxysporum par les deux huiles.

Par ailleurs, on peut remarquer que I’huile d’Eucalyptus est plus efficace (toutes doses
confondues) que I’huile de Cypreés sur cet agent pathogéne (Tab.8).
Tableau 08 : Les taux d’inhibition(%) sur la croissance mycélienne par les deux huiles.
Dose 1 (5%) Dose 2 (10%) | Dose 3 (25%) | Dose 4 (40%0)

Taux d’inhibition

d’Eucalyptus globulus 36,77 44,29 75,49 76,04

Taux d’inhibition de 16,57 14,07 6003 67.55

Cupressus sempervirens
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Figure 41 : Effet de I’huile d’E. globulus sur la croissance  Figure 42 : Effet de I’huile de C. sempervirens sur la

mycélienne de Fusarium oxysporum.(Original) croissance mycélienne de Fusarium oxysporum.(Original)

Effet des huiles essentielles par la méthode de contact direct sur la

croissance mycélienne de Fusarium oxysporum
80.00 75.49 76.04

70.00 67.55
60.03
60.00
50.00 44.29
40.00 36.77
30.00
20.00 16.57 14.07
0.00

Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4
#Cyprés mEucalyptus

Figure 43 : Inhibition de la croissance mycélienne de 1’isolat de Fusarium

oxysporum par les deux huiles essentielles.
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11.1.1. Analyse statistique

Tableau 9 : L’effet du type de I’huile ainsi que sa dose sur la croissance mycélienne. Les
valeurs représentent la moyenne =+ erreur standard (n=4). Les différentes lettres indiquent une

différence significative a p< 0, 05.

Dose Huile Croissance mycelienne
Témoin Cyprés 2,56 +0,012
Eucalyptus 2,560,012
D1 Cypreés 2,20+0,05°
Eucalyptus 1,62 +0,08°¢
D2 Cypreés 2,13+0,05°"
Eucalyptus 1,42 +0,04°¢
D3 Cypres 1,02 +£0,07¢
Eucalyptus 0,60 £ 0,00°
D4 Cyprés 0,83 + 0,05%
Eucalyptus 0,60 + 0,00°
p-value Dose p <0,001
Huile p <0,001
Dose® Huile p <0,001

La variation de la croissance mycélienne par la variation de la dose et de I'huile est
représentée dans le tableau ci-dessus. D’aprés I’analyse de la variance ANOVA (avec deux
facteurs), I’ensemble des facteurs étudiés a savoir la dose, 1’huile ainsi que 1’interaction dose
huile ont un effet tres hautement significatif sur la variation de la croissance mycélienne (p<
0,001).

La croissance mycelienne la plus réduite est enregistré avec les traitements D3 et D4 de
I’Eucalyptus (0,60). Cependant les traitements D1 et D2 du Cypres ont noté la plus grande

croissance mycélienne donc le plus faible taux d’inhibition (2,13 et 2,20).

Le test de Tukey a révelé la présence de 05 groupes homogénes ; le premier groupe est
constitué par le traitement Témoin Eucalyptus et Témoin Cypres, le deuxiéme groupe est
constitué par les traitements (D1 et D2 Cypres) ce dernier groupe est caractérisé par les

croissances myceliennes les plus importantes au-dessous des témoins (2,17). Aussi, le
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troisieme groupe comporte egalement 02 traitements (D1 et D2 Eucalyptus), le quatriéme
groupe comporte (D3 Cypres) et le dernier comportant les taux de croissance les plus faibles
(D3 et D4 Eucalyptus) et 01 groupe intermédiaire hétérogene comportant le traitement D4

Cyprés.

I1.2. Méthode d’incorporation de I’huile avec le milieu de culture :

Selon la technique d’incorporation des huiles dans le milieu de culture, les deux huiles
essentielles ont montré un effet inhibiteur tres intéressant sur la croissance mycélienne au bout
de 7 jours d’incubation. L’effet de I’huile d’Eucalyptus est plus important que celui de ’huile
de cyprées. En effet, les pourcentages d’inhibition de I’huile d’eucalyptus varient entre 54,04 %

a la plus faible dose (5%) a 75,91% (40%) a la plus grande dose.

Aussi, I’effet de ’huile de cyprés est un tout petit peu moins efficace, mais ¢a reste des taux
d’inhibition tres intéressants. A la plus faible dose 1’huile de cypres diminue la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporumde 47,21 % et elle I’inhibe de 70,19 % avec la plus
grande dose a savoir 40 %. Ces taux sont représentés dans le tableau 11, les figures et

I’histogramme ci- apres.
Tableau 11 : Les taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne par les deux huiles.
Dose 1 (5%) Dose 2 (10%) | Dose 3 (25%) | Dose 4 (40%)

Taux d’inhibition

d’Eucalyptus globulus 54,04 73,82 75,07 75,91

T sinhibiti
aux d’inhibition de 47,21 54,60 61,28 70,19

Cupressus sempervirens
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Témoin

Figure 45 : Effet de I’huile d’Eucalyptus sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysprum

Effet des huiles essentielles par la méthode d'incorporation dans le milieu
sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum

80.00 73.82 75.07 75.91

70.19
70.00 61.28
60.00 54.04 54.60
000 4721
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00

Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4

ECyprés ®Eucalyptus

Figure 46 : Inhibition de la croissance mycélienne de ’isolat de Fusarium

oxysporum par les deux huiles essentielles.
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11.2.1. Analyse statistique

Tableau 12 : L’effet du type de I’huile ainsi que sa dose sur la croissance mycélienne. Les
valeurs représentent la moyenne + erreur standard (n=4). Les différentes lettres indiquent une
différence significative a p< 0, 05.

Dose Huile Croissance mycélienne
Témoin Cyprés 2,56 £ 0,01°
Eucalyptus 2,56 £ 0,01°¢
D1 Cyprés 1,35 + 0,05
Eucalyptus 1,17 +0,04¢
D2 Cypres 1,17 +£0,02 ¢
Eucalyptus 0,70+ 0,00 f
D3 Cypres 1,00 +£0,00°
Eucalyptus 0,62 + 0,02 °f
D4 Cypres 0,75 + 0,05
Eucalyptus 0,60+0,00f
p-value Dose p <0,001
Huile p <0,001
Dose* Huile p <0,001

La croissance mycélienne la plus réduite est enregistré avec les traitements D3 et D4 de
I’Eucalyptus (0,60 et 0,62). Cependant le traitement D1 du Cyprés a noté la plus grande

croissance mycélienne donc le plus faible taux d’inhibition (1,35).

Le test de Tukey a révélé la présence de 06 groupes homogénes ; le premier groupe est
constitué par le traitement D1 Cypres, le deuxieme groupe est constitué de D3 Cypres, le
troisieme englobe les deux témoins. Le quatriéme comprenant les traitements (D2 Eucalyptus
et D2 Cypres). Le traitement D4 Cyprés est dans le cinquiéme groupe. Aussi, le traitement D4
Eucalyptus est seul dans le sixieme groupe. Par ailleurs, il existe un groupe intermédiaire

hétérogéne englobant les traitements (Eucalyptus D2 et D3).
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I11. Effet des huiles sur la sporulation et la germination des conidies de Fusarium

oXysporum

Le comptage du nombre de spores ainsi que le nombre de spores germées a considérer les
colonies qui ont poussé sur milieu de culture avec un certain degré d’inhibition. Ainsi, le
comptage du nombre de spores nous a permis de conclure que les deux huiles ont un effet sur
la sporulation. En effet, les taux d’inhibition de la sporulation variaient entre 13 % a 76 %. Et
toujours 1’huile d’Eucalyptus a effet un peu plus intéressant sur la sporulation. Le tableau ci-

apres (Tab.11) résume tous les taux d’inhibition de la sporulation.

Par ailleurs, le nombre de spores germées est également réduit par I’ajout des huiles, et les
taux sont beaucoup plus importants que ceux de I’inhibition de la germination. En effet, ¢a se

limite entre 46 et 93 %. La dose de 40 inhibe la germination de plus de 90%(Tab.12).

Tableau 13 : Taux d’inhibition de la sporulation en (%) sous 1’effet des deux huiles

Traitements Nombre de spores moyen Pourcentages d’inhibition (%)
Témoin 225 /
F5E/M1 171 24
F5C/M1 196 13
F5E/M2 156 31
F5C/M2 189 16
F10E/M1 134 40

F10C/M1 110 51
F10E/M2 98 56
F25C/M1 116 48
F25C/M2 110 51
F40C/M1 68 70
F40C/M2 55 76

(F : les boite de pétrie ; M1 : méthode 01 ; M2 : méthode 02)
Les dosses : 25 % ; 10% ; 5% ; 40%.
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Tableau 14 : Taux d’inhibition de la germination en (%) sous I’effet des deux huiles.

Traitements Nombre de spores moyen Pourcentages d’inhibition (%)
Témoin 74 /
F5E/M1 40 46
F5C/M1 32 57
F5E/M2 26 65
F5C/M2 30 59

F10E/M1 10 86
F10C/M1 18 76
F10E/M2 14 81
F25C/M1 7 91
F25C/M2 5 93
F40C/M1 6 92
F40C/M2 5 93

V. Résultat d’efficacité de biofongicide in-vivo

IV.1. Observations de symptomes
Cette maladie est évaluée pendent 15 jours apres I’inoculation artificielle. Les symptomes
sont observés sur toutes les parties aériennes des plantules. Ils apparaissent d’abord par une
décoloration de feuilles et les tiges commencer par léger jaunissement et évoluant en bande
jaune plus marquée ,puis de petites taches de brunissement, de quelques millimetres de
diametre, de couleur brun claires sur les feuilles et les tiges. Aprés on observe une nécrose
beige a marron clair sur le feuilles.
Généralement nous avons noté un ralentissement de croissance de plante et le flétrissement
de feuilles ce qui entraine sa chute nous nous note avec de I’eau distillée stérile ne montrent

aucun symptome.
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A : Lajaunissement B : La brunissement C : La necrose D : Le flétrissement

Figure 47 : les symptdmes de fusariose sur la tomate

IV.2. Modulation d’effet A’HE d’Eucalyptus globulus sur la croissance des

feuilles de tomate inoculé par fusarium oxysporum.

Les donnes de la moyenne de la mesure de croissance ont été soumises a un ACP (Analyse en

composantes principales effectuée avec PAST version 1.91 (Hammer et al., 2001).

Une vision globale de spatiale de facteurs de different doses d’huile essentiales de Eucalyptus
globules et Cupressus sempervirens nous permis de distinguer une différence efficacité entre

les différentes doses.

L’analyse en composantes principales (ACP) montre que les différentes doses appliquées sont
comparables par les deux axes, L’axe 1 est de 94.78 % et L’axe 2 est de 3.45 % pour
Eucalyptus globules (figure ...) et L’axel est de 96.69 % et L’axe 2 est de 2.60 % de

cupressus sempervirens (figure...).
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L’analyse multi variée est acceptables de fait que les deux axes présentent un pourcentage de

contribution d’Eucalptus globulus 98.23 % et 99.29 % d’Cupressus sempervirens

En revanche, la projection des variables montre que la tendance des vecteurs des différentes
doses confirme [D’efficacité du traitement par I'HE d’Eucalyptus globulus et Cupressus
sempervirens sur la croissance des feuilles de 03/04/2022 a 17/04/2022. L’effet de doses
d’Eucalyptus globulus EU 5%, EU10%, EU25%, EU40%, EU T- ainsi que les doses de
Cupressus sempervirens 5%, 10%, 25%, 40%, CY T-, ont été les plus remarqué au niveau du
stade de floraison de la plante de 05/04/222 a 11/04/2022 de par leur efficacité en croissance
(figure.).

IV.2.1. Modulation d’effet de deux biofongicide sur la croissance des feuilles

de tomate inoculé par fusarium oxysporum.

Les donnes de la moyenne de la mesure de croissance ont été soumises a un ACP (Analyse en

composantes principales effectuée avec PAST version 1.91 (Hammer et al., 2001).

Une vision globale de spatiale de facteurs de différent doses d’huile essentiales de Eucalyptus
globulus et cupressus sempervirens nous permis de distinguer une différence efficacité entre

les différentes doses de chaque huile.

L’analyse en composantes principales (ACP) montre que les différentes doses appliquées sont

comparables par les deux axes, pour Eucalyptus L’axe 1 est 95.59% et L’axe 2 est 2.85%.

L’analyse multi variée est acceptables de fait que les deux axes présentent un pourcentage de

contribution 98.44%.

En revanche, la projection des variables montre que la tendance des vecteurs de différente
doses confirme I’efficacité du traitement par le jours d’effet de deux huiles essentielles
d’Eucalyptus globulus et cupressus sempervirens sur les feuilles. La mesure de croissance
des feuilles de 03/04/2022 a 17/04/2022.
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L’effet de doses EU5%, CY5%, EU10%, CY10%, EU25, CY25%, EU 40%, CY40% et T-

EU et T- CY a été remarquer au niveau de la stades de floraison de la plante de 06/04/222 a

11/04/2022. Par la suite on remarque que 1’effet de T+ EU et T + CY apparait a la fin du
I’expérimentation a 12/04/2022 au 15/04/2022. (figure ..).
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Figure 48 : Analyse multi variée « ACP »
représentant effet d’HE Eucalyptus globulus
sur la croissance de feuilles par les jours
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Figure 49 : Analyse multi variée « ACP »
représentant effet d'H E cupressus sempervirens
sur la croissance de feuilles par les jours.
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Figure 50 : Analyse mult variée « ACP » représentant effet de deux HE Eucalyptus globulus

et Cupressus sempervirens sur la croissance de feuilles par les jours
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IV.2.2. Evaluation temporelle de I’effet des différentes doses d’application
d’Eucalyptus globulus et Cupressus sempervirens sur la croissance des
feuilles de tomate inoculée par Fusarium oxysporum.

Les graphes de figure (51) représente des boites a moustaches qui montre 1’application des 2
traitement a base de huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et Cupressus sempervirens sous
effet de différents doses 5%, 10 %, 25%, 40%, chaque huile a savoir témoin (+) et le témoin
(-) sur la mesure de croissance en longueur de feuilles de tomate inoculé par Fusarium
oxysporum durant la période du suivi (03/04/2022) jusqu’a 17/04/2022. Les résultats d'analyse

de variance a travers le test One wax ANOVA.

La dose le plus fort effet sur croissance de feuilles a été enregistrée a la dose (EU 40%)
d’huiles d’eucalyptus globulus était (10.3 cm) suivie de dose (EU25%) qui et (9.9 cm). Pour
la dose (EU10%) et (EU5%) était plus faible effet sur croissance de feuilles environ (9 et 9.6

cm) respectivement, par rapporte le témoin (+) qui est la plus augmentée (12.8 cm).

Concernent effet de HE de Cupressus sempervirens sur croissance de feuilles étaient le plus
faible effet que ceux comparée par rapport a 1’huile d’Eucalyptus qui et (10 cm) pour la plus

grande dose (40%) et (9.3 cm) pour la plus faible dose (5%).

Par ailleurs, on peut remarquer que I’huile d’Eucalyptus est plus efficace (toutes doses
confondues) que I’huile de Cypres sur les croissance des feuilles. La (figure ...) résumés ci-
dessous montrent la différence entre le taux de croissances des feuiles traitées avec deux

huiles.

Les résultats de 1’analyse de ’ANOVA expriment globalement une différence hautement
significative de (p= 9. 784x 10™) pour les quatre doses de chaque huile. La comparaison par
paire établie fait ressortir la présence d’une différence hautement significative (p=1.759 x 10
% p< 1%) entre le EU T+ et EU T-, CY T-, EU5%, CY5%, EU10%, CY10%,
EU25%, CY40%. Qu’il y’a une différence hautement significative avec (p= 1.896 x 10>, p<
1%). Entre EU T+ et EU 40%. La suite de 1’analyse de L’ANOVA entre CY T+ et EUT-
CYT-, EU5%, EU 10%, CY 10%, EU 25%, CY 25%, CY 40%. On remarque qu’il y’a une
différence hautement significative avec (p= 1.759 x 10°%, p< 1%). Et entre CY T+ et EU 40%
qu’il y’a une différence hautement significative avec (p=2.56 x 107, p< 1%). Ensuite, I'effet
EU T- et EU 10% indique une hautement significative avec (p= 1.917 x 1072, p< 1%). Et entre

EU T- et EU 25% montre une différence hautement significative avec (p= 2.796 x 10, p<
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1%). L’analyse de L’ANOVA désigne la présence d’une différence hautement significative
(p=1.75x 10%; p< 1%) entre EU T- et EU 40%, et (p=1, 571 x 10#, p< 1%) entre EU T- et
CY 40%. Ensuite, la comparaison entre CY T- et EU 10% on remarque qu’il y’a une
différence hautement significative avec (p= 1.525 x 107 ; p< 1%) et présence d’une différence
hautement significative entre CY T- et EU 25% (p= 1.821 x 10%, p< 1%). CYT- et EU 40%
indique une présence une différence hautement significative avec (p= 1.759 x 107, p< 1%).
La suite de comparaison par entre CY T- et CY 40% montre une différence hautement

significative avec (p=1.18 x 10, p< 1%).

L’analyse de L’ANOVA entre la doses EU 5% et EU 25% indique une différence hautement
significative avec (p= 1.717 x 1072, p< 1%). Et entre EU 40% (p= 2.191 x 10, p< 1%). Et
entre CY 40% (p= 4.824 x 107, p< 1%). Ensuite, la comparaison entre CY 5% et EU 10% on
remarque qu’il y’a une différence hautement significative avec (p= 3.673 x 10?2 * p< 1%) la
comparaison entre CY 5% et EU 25% on remarque qu’il y’a une différence hautement
significative avec (p= 2.055 x 10° ‘' p< 1%). Qu’il y’a une différence hautement significative
avec (p= 6.664 x 10, p< 1%) entre CY 5% et CY 25%. Et entre CY 5% et EU 40% (p=
1.759 x 10, p< 1%). Ensuite, la comparaison entre CY 5% et CY 40% on remarque qu’il
y’a une différence hautement significative avec (p= 3.74 x 10*; p< 1%). Enfin, la
comparaison entre CY 10% et EU 40% montre également une différence hautement
significative de (p= 1.717 x 1073 ; p< 1%).
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Figure 51 : Effet des différentes huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et Cupressus
semprevirens sur la croissance de feuilles inoculé par fusaruim oxysporum.

IV.3. Modulation d’effet d’HE Eucalyptus globules et Cupressus
sempervirens sur la croissance des tiges de tomate inoculé par fusarium

oxysporum.

Les donnes de la moyenne de la mesure de croissance ont été soumises a un ACP (Analyse en

composantes principales effectuée avec PAST version 1.91 (Hammer et al., 2001).

Une vision globale de spatiale de facteurs de different doses d’huile essentiales de Eucalyptus
globules et Cupressus sempervirens nous permis de distinguer une différence efficacité entre

les différentes doses.

L’analyse de L’ANOVA en composantes principales (ACP) montre que les différentes doses
appliquées sont comparables par les deux axes, L’axel est de 68.03 % et L’axe 2 est de 13.89
%. D’Eucalyptus globulus (figure...) et L’axel est de 11.73 % et L’axe 2 est de 0.11 %

d’Cupressus sempervirens.( figure ..) .

L’analyse multi variée est acceptables de fait que les deux axes présentent un pourcentage de

contribution 81.92 % pour Eucalyptus globulus et 11.84 % d’Cupressus sempervirens .
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En revanche, la projection des variables montre que la tendance des vecteurs de différente
doses confirme I’efficacité du traitement par le jus de effet des HE Eucalyptus globulus et
Cupressus sempervirens sur les tiges. La mesure de croissance des tiges de 03/04/2022 a
17/04/2022.

L’effet de ’'HE d’Eucalyptus globules sur la croissance des tiges par rapport aux doses
EU5% , EU10% , EU25% ,EU40%, T+ ont été remarquer au stades de floraison de la plante
des le 13/04/222 a 15/04/2022 . contrairement au T- ( figeur 52 et 53).

L’effet de HE de 'Cupressus sempervirens sur la croissance des tiges par apport aux doses
CY5%, CY10% , CY25% , CY40%, CY T-ont été remarquer au stades de floraison de la
plante dés le 15/04/222 a 17/04/2022 . contrairement au CYT+ 14/04/2022 ( figeur 53).
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Figure 52 : Analyse mult variée «<ACP» Figure 53 : Analyse mult variée «ACP»
représentant effet de HE Eucalyptus globulus représentant effet d’HE Cupressus
sur la croissance de tiges par les jours. sempervirens sur la croissance de tiges par les

jours.
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IVV.3.1. Modulation de deux biofongicide sur la croissance des tiges de
tomate inoculée par fusarium oxysporum.

Les donnes de la moyenne de la mesure de croissance ont été soumises a un ACP (Analyse en

composantes principales effectuée avec PAST version 1.91 ( Hammer et al ., 2001).

Une vision globale de spatiale de facteurs de difféerent doses de huile essentiales de
Eucalyptus globulus et cupressus sempervirens nous permis de distinguer une différence

efficacité entre les différents doses de chaque huiles.

L’analyse en composantes principales (ACP) montre que les différentes doses appliquées sont

comparables par les deux axes, L’axe 1 est 72.55% et L’axe 2 est 55.81%.

L’analyse multi variée est acceptables de fait que les deux axes présentent un pourcentage de

contribution 98.36%.

En revanche, la projection des variables montre que la tendance des vecteurs de différente
doses confirme D’efficacité du traitement par le jus de effet de deux huiles essentielles
Eucalyptus globulus et cupressus sempervirens sur les feuilles. La mesure de croissance des tiges
de 03/04/2022 a 17/04/2022.

L’effet de doses EU5% , CY5% , EU10% , CY10% , EU25, CY25% , EU 40% , CY40% et
et T-CY a été remarquer au niveau de stades de floraison de la plante des le 13/04/222 a
15/04/2022 . Par la suite on remarque que EU T- a été remarquer depui la moitié de
I’expérimentation jusqu’a 10/04/2022 au 17/04/2022. ( figure 54).
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Figure 54 : Analyse mult variée «ACP» représentant effet d’HE Eucalyptus globulus
Cupressus sempervirens sur la croissance de tiges par les jours.
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1V.3.2. Evaluation temporelle de I’effet des différentes doses d’application
de « Eucalyptus globulus et cupressus sempervirens sur la croissance des
tiges de tomate inoculé par Fusarium oxysporum.

Les graphes de figure (...) représente des boites a moustaches qui montre 1’application des 2
traitement a base de huiles essentielles d ’Eucalyptus globulus et Cupressus sempervirens sous
effet de différents doses 5% , 10 % , 25%, 40%, de chaque huiles a savoir témoin (+) et le
témoin (-) sur la mesure de croissance en longueur de tiges de tomate inoculé par Fusarium
oxysporum durant la période du suivi ( 03/04/2022) jusqu’a a 17/04/2022 . Les résultats de

analyse de variance a travers le test One wax ANOVA.

La doses la plus foret effet sur croissances des tiges a été enregistrée a la dose ( EU40%)
d’huiles d’eucalyptus globulus étaient ( 67 cm) suivie de dose ( EU25%) qui est ( 61.3 cm).
pour la dose ( EU10%) et ( EU5%) étaient plus faible effet sur croissance de feuilles
environne (55.3 et 56. cm) respectivement , par rapporte le témoin (+) qui et la plus

augmentée (69.1cm)

Concernent effet de HE de Cupressus sempervirens sur croissances de tiges étaient le plus
faible effet que ceux calculé par rapport a 1’huile d’Eucalyptus qui est (65cm) pour la plus
grande dose (CY40%) et (53.3 cm) pour la plus faible dose (CY5%) .

Toujours I’huile essentiel d’Eucalyptus la plus efficace que 1’huile de Cyprés sur les
croissances des tiges . la ( figeure ..) Résumés ci-dessous montrent la différence entre le taux

de croissances des tiges traitées avec deux huiles.

Les résultats de I’analyse de ANOVA expriment une différence hautement significative de
(p= 9. 784x 10°%°) pour les quatre doses de chaque huile La comparaison par paire établie par
I’analyses de ANOVA fait ressortir la présence d’une différence hautement significative (p=
1.759 x 10°%, p< 1%) entre le EU T+ et EU T-, CY T-, EU5% , CY5%, EU10% , CY10% ,
EU25% ,CY40% . qu’il y’a une différence hautement significative avec (p= 1.77 x 107, p<
1%). Entre EU T+ et EU 40%. La suite de comparaison entre EU T+ et EU T-, CYT-,
EU5% ,CY 5% ,EU 10%,CY 10% , ,CY 25%, . On remarque qu’il y’a une différence
hautement significative avec (p= 1.77 x 10, p< 1%).1. et entre EU T+ et EU 25% . il y’a une
différence hautement significative avec (p= 1.75 x 10, p< 1%) entre CY T+ et EU T-, CY
T-,EU5% ,CY 5, % EU 10, % CY 10 ,% CY 25 % . Ensuite, la comparaison entre CY T+
et EU 25% indique une hautement significative avec (p= 2.79 x 10, p< 1%). Et entre EU T-
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et CY T-% montre une différence hautement significative avec (p= 4.65 x 10°3; p< 1%). Les
analyse de ANOVA désigne la présence d’une différence hautement significative (p= 1.89 x
10°%; p< 1%) entre EU T- et EU5 %, et (p= 1,59 x 10%°, p< 1%) entre EU T- et CY 5%.
Ensuite, la comparaison entre EU T- et EU 10% on remarque qu’il y’a une différence
hautement significative avec (p= 1,77 x 10°°;p < 1%) et présence d’une différence hautement
significative entre EU T- et EU 10% . EU T- et CY 10% indique une présence une différence
hautement significative avec (p= 1.83 x 10, p< 1%). La suite de comparaison entre EU T- et
EU 25 %, CY 25 %, EU 40 %, CY 40 % montre une différence hautement significative avec
(p=1.75x 10%;, p< 1%).

La comparaison entre la doses CY T- et EU 25% indique une différence hautement
significative avec (p= 1.76 x 10%°;, p< 1%). Etentre CY T —et CY25%  (p= 9.81 x 10°%,
p< 1%). Et entre CY T- et EU 40%, CY 40% (p=1.75 x 10%; , p< 1%) . la comparaison
entre EU 5% et EU 25% montre egalement une différence hautement significative de (p= 1.61
X 10%; ; p< 1%). il y’a une différence hautement significative avec (p=1.75 x 107°, p< 1%).
Entre EU 5% et EU 25%. La suit comparaison entre EU 5% et EU 40%, CY 40% . On
remarque qu’il y’a une différence hautement significative avec (p= 1.76 x 10°, p< 1%) entre
CY 5% et EU 25% . il y’a une différence hautement significative avec (p= 2.11 x 1072, p<
1%) entre CY 5% et CY 25% . Ensuite, la comparaison entre CY 5% et EU 40%, CY 40%
indique une hautement significative avec (p= 1.75 x 10%, p< 1%). Et entre CY 10% et EU
25 % montre une différence hautement significative avec (p= 2.55 x 10%; p< 1%). La
ANOVA désigne la présence d’une différence hautement significative (p= 1.75 x 10%°; p<
1%) entre CY 10% et EU 40 %,CY 40% . (p=2.99 x 10°%, p< 1%) entre EU 25% et EU 40
% . Ensuite, la comparaison entre EU 25% et CY 40 % on remarque qu’il y’a une différence
hautement significative avec (p= 2.06 x 10°%;p < 1%) et présence d’une différence hautement
significative entre EU T- et EU 10% . EU T- et CY 10% indique une présence une différence
hautement significative avec (p= 1.75 x 107, p< 1%). Enfin, la comparaison entre CY 25% et,
EU 40 %, montre une différence hautement significative avec (p= 1.76 x 10%:, p< 1%)
entre CY 25% et CY 40% .
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Figure 55 : Effet de différente huiles de Eucalyptus globulus et Cupressus semprevirens sur
la croissance des tiges inoculé par fusaruim oxysporum.
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V. Discussion

Nos résultats du rendement des huiles essentielles des deux plantes, ont été calculés en

fonction de la matiére végétale seche de la partie aérienne de la plante.

La plante d’E. globulusa fourni un rendement d’environ (0,24%) .I’étude de Ghenaiet et
Aouidet (2016). Les huiles essentielles d’Eucalyptus globulus obtenues par un hydro
distillateur de type Clevenger sont de couleur jaune claire et avec un rendement de (1,40-
0,47%) , Les travaux de Mondeste et ses collaborateurs (2014) est de (1%) . Concernant
Cupressus sempervirens nous avons obtenu un rendement de (0.18%). Les études faites sur le

méme paramétre montré par Mazari (2014). Qui a trouvé un rendement (0.16%).

Cette différence de rendement entre les mémes especes peut étre attribuée a de nombreux
facteurs tels que : la période de récolte, le stade de croissance, 1’dge de la plante, les
conditions pédoclimatiques et eédaphiques de la région, le climat, le sol et la technique
d’extraction peuvent influencer le rendement (Zrira et Benjilali, 1991; Zrira et Benjilali,
1992). Et plusieurs d'autres facteurs (Ben Ammar et al., 2007).

D’aprés les taux d’inhibition générée par les huiles essentielles étudiées in vitro, 1’huile
essentielle d’ Eucalyptus globulus exerce une action inhibitrice plus forte sur F. oxysporum
avec un taux d’inhibition de 76,04 % et 75.91% pour la deuxiéme méthode. Les travaux de
Belhouan et Boussalha (2017), montrent un faible taux d’inhibition qui est de 25%.
L’activité antifongique des HE d’E.globulus a ét¢é démontrée dans plusieurs recherches
(Goldestein et Epstein, 2000 ; Bellerbeck, 2002 ; Kehrl et al., 2004 ;Warot, 2006 ; Goetz
2012 ;Bey —Ould Si Said ,2014). D“aprés Kehrl et al., (2004). Les espéces d’E.globulus

possedent une trés bonne activité antifongique.

L’huile essentielle de E.globulus riche en 1.8- cineol , ce monoterepen a une actions sur la
croissance de la cellules fongique. Les effets déléteres sur la membranes mitochondriales
devraient provoquer une inhibition du meétabolisme énergétique mitochondriale ce qui
entraine des perturbations dans un large éventail des processus physiologiques et biochimique

dans la cellules fongique (Yoshimura et al, 2010).

D’apres 1’étude de ( Gulakov et al., 2012) le composent de macropal d” Eucalyptus globulus
stimule la production des ROS ce qui cause des dommages aux cellules fongiques. Le travail

de (patra et al., 2012), ont trouvé que la substance macropal d’Eucalyptus globulus a
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provoqué une augmentation de la perméabilité membranaire qui produit une perturbation de
changement de la membrane fongique dit aussi le macropal provoque une fragmentation de
L’ADN.

D’apres Kehrl et al., (2004). Les espéces de E.globulus possédent une trés bonne activité
antifongique. L’importante bio activité de cette essence est en relation avec sa teneur en
eucalyptol (85%).En effet, plusieurs auteurs (Goldestein et Epstein, 2000 ; Opdyke, 2002 ;
Zhiri et Baudoux, 2005). Montrent que les huiles essentielles riches en dérivés phénoliques

(globulol et eucalyptol) possédent une forte activité antifongique.

L’huile essentielle de cupressus sempervirens présente une action inhibitrice plus forte sur F.
oxysporum avec un taux d’inhibition de 67 % Pour la méthode de contact direct et de 70%
pour La deuxieme méthode. Badaui et Salah (2020) ont trouvé un pourcentage de 25 % sur le
méme champignon. L’étude de Amri et al. (2013) montre que I’extrait des cones de C.
sempervirens a un effet antifongique remarquable, et selon I’¢tude de Khedim et Benajmaia

(2019) affirme que les HE ont un effet antifongique sur le Colletotrichum sp.

D’autres rapports de chercheurs (Cristani et al., 2007 ; Lucini et al., 2006 et al., 2009)
indiques les composant des huiles essentielles de C. sempervirens traversent la cellule
fongique, Membrane interagit avec les enzymes et les protéines Membranaires comme H+
pompage de ATP, donc il produit un flux de protons vers I’extérieur de la cellule qui
provoque des changements de la cellule et finalement leur mort. Cependant Pinto et al.
(2007) ont rapporté que les champignons filamenteux des levures sont plus sensibles des

huiles essentielles de C. sempervirens.

L’huile essentielle d’E. globulus présente un fort effet d’inhibition de la sporulation et la
germination par rapport au taux d’inhibition de I’huile de C. sempervirens. Les travaux de
Belhouan et Boussaha (2017), montes que 1’huile de E.globulus a une forte inhibition sur la
sporulation et la germination de F. oxysporum. L’étude de Zabani (2008), a indiqué que
I’huile de C. sempervirens a un effet d’inhibition sur la sporulation et la germination sur la

méme pathogenes.
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Pouvoir inhibiteur des huiles essentielles sur la sporulation et la germination a été rapporté par
plusieurs auteurs (Sharma et Tripathi, 2006,2008 ; Chutia et al., 2009 ;Grbic et al .,2011 ;
Philips , et al. (2003) qui affirment que les monoterpenes, a hautes concentration, entrainent
une perte totale de I’homéostasie, de grandes dommages membranaires et une forte

probabilité de la mort.

L’activité antifongique des huiles essentielles a été évaluée sur les champignons pathogenes
(F. oxsysporum). Les résultats obtenus prouvent des faibles propriétés inhibitrices de I’HE de
C. sempervirens. Et il est a signaler que I’huile essentielle de Eucalyptus globulus a une
propriété inhibitrice nettement plus élevé, ces activités de huiles ont été classées dans 1’ordre

décroissant suivant : Eucalyptus globulus>cupressus sempervirens.

Aprés nos résultats d’inoculation artificielle in-vivo, nous avons observé les symptémes de
Fusarium Oxysporum sur toutes les parties aériennes des plantes. L’étude réalisée par (Arino
et al, 2007), Ont noté que les symptdmes de Fusarium Oxysporum f. sp. Lycopersicise
manifestent en une décoloration de la tige commencant par un léger jaunissement longitudinal
sur une portion de celle-ci et évoluant en une bande jaune plus marquée puis en une nécrose
beige a marron clair. Les vaisseaux a l'intérieur de la tige brunissent. Il cause également un

jaunissement du rachis, d'une foliole et éventuellement de la feuille entiére.

Cette fusariose peut affecter les trés jeunes plantes comme les plantes adultes. Sur les
premiéres, elle occasionne un ralentissement de croissance, le flétrissement et le jaunissement
des feuilles basses ; les tissus vasculaires sont fortement brunis. Bien souvent, les plantules

finissent par se dessécher ou la chute et mourir ( Anonyme ,2022).

D’apre I'etude de efficacité de deux I'huiles étudiées sur la Fusarium Oxysporum in vivo
confirmé que I’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus exerce une activité antifongique
plus forte Sur F. oxysporum qui réduit la développement de fusariose sur la plante de tomate
par rapporte ou L’huile essentielle de cupressus semperviren ..D’autres rapports Matougui et
Benzagout (2020) indiques les huiles essentielles d’ Eucalyptus globulus empéche la
développement de tache bruine de fusariose sur tiges et les feuilles de tomate .Les travaux
del de Kehrl et al., (2004). Ont dit HE d’Eucalyptus globulus ralentit et bloquer le

flétrissement de partie aérienne de tomate.
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D’ apre I’étude in — vivo de Pinto et ses collaborateurs .(2007) a également montre que
L’huile essentielle de cupressus sempervirens montre une efficacité remarquables contre la

fusariose de la tomate , en effet de protégeant la plante contre la Fusarium Oxysporum .

D’aprés 1’étude de Viuda et al. (2008). Les huiles essentielles des citrus sont un mélange
complexe de composes volatils qui présentent une activité antifongique en réduisant ou
inhibant totalement la croissance mycélienne de fusarium oxysporum. Et travaux de Van
Hung et al. (2013). Rapportent que la croissance mycélienne diminue avec 1’augmentation de
la concentration en huile essentielle de Citrus reticulata. 1ls obtiennent un Plc de 50.9 % vis-
avis de Fusarium oxysporum, et Salhi et al. (2005). Qui montre que I’huile essentielle du
Laurus nobilis a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis du champignon Fusarium
oxysporum, les diamétres, la vitesse et 1’indice antifongique de la croissance de mycélium
sont diminué a chaque fois qu’on augmente la concentration d’huile essentielle jusqu’a la non

germination du disque atteinte au CMI (0.5%).

L’huile essentielle de Tea tree exerce une action inhibitrice supérieur a 80% sur la croissance
mycélienne et la sporulation de Fusarium oxsporum . (Dorman et Deans, 2005 ; Marino et
al. 2001 ; Delaquis et al 2002).

D’aprés 1’étude de Djenane at al. (2011). Les huile essentielle d’Eucalyptus globulus
posseéde une forte activité antifongique sur A.alternata et selon les travaux de Belhouan et

Boussaha (2017) E.globulus a un effet inhibiteur sur la croissance mycélienne de B. cinerea .

Activité antifongique de HE de cupressus sempervirens été rapporté par Dahah. (2019).
Affirme que HE de cupressus sempervirens a un effet sur la croissance mycélienne de

Colletotrichum sp. Agent de I’anthracnose de la tomate.

L’évaluation de I’activité antifongique de ces huiles essentielles a révélé que leur taux
d’inhibition varie selon plusieurs facteurs, dont la nature et la concentration de 1’huile
essentielle ainsi que de la souche fongique utilisée. La différence du pouvoir antifongique des
huiles essentielles des deux plantes peut étre attribuée a leurs compositions chimiques. En
effet, les molécules qui possédent un tres large spectre d’activité antifongique et ils sont
naturellement présents dans les essences de la plupart des especes de E.globulus (Feng et
Zheng, 2007)
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CONCLUSION

Le présent travail vise la recherche d’une alternative biologique aux pesticides chimique par
le biais de deux huiles essentielles de deux essences forestiéres a savoir Eucalyptus commun «
Eucalyptus globulus » et Cyprés commun toujours vert « Cupressus sempervirens », pour une

meilleure gestion de la fusariose de la tomate, agent du flétrissement de la tomate.

Notre ¢étude a porté sur Dactivité¢ antifongique des huiles essentielles extraites par
entrainement de vapeur de la partie aérienne d’Eucalyptus globulus et de Cupressus
sempervirens récolté dans deux forets de la région de Tipaza sur un isolat fongique de

Fusarium oxysporum isolé a partir de la tomate.

L’activité antifongique in vitro porté sur le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles des deux
espéces vis-a-vis de Fusarium oxysporum. a été étudier selon la technique de contact direct et
la technique d’intégration de 1’huile dans le milieu de culture et cela avec 04 doses différentes

préparées au préalable a savoir 5%, 10%, 25% et 40%.

Les résultats obtenus selon les deux méthodes ont montré que I’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus détient le pouvoir antifongique le plus prononcé comparant a ’huile du cypres et que

I’isolat de Fusarium oxysporum en est sensible.

Pour la méthode de contact direct, 1’activité antifongique a été réduit jusqu’a 76,04 % et cela
avec I’huile d’Eucalyptus avec la quatrieme dose. Par ailleurs, la plus faible dose était
enregistrée avec la dose 2 du cyprés (16,57%). La deuxieme méthode qui concerne
I’incorporation de I’huile dans le milieu de culture a donné de meilleurs résultats avec des

taux d’inhibition trés intéressants allant de 47,21 a 75,91 %.

Aussi, les deux huiles ont montré un effet sur la sporulation et sur la germination. L’huile de
Cypres et d’Eucalyptus permettent d’apres notre expérimentation de réduire le nombre de

spores germées a une dose de 40% de 90 % et plus.

L’inhibition compléete de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum par les deux
huiles dans quelques boites a confirmé leurs grandes potentialités antifongiques, en revanche,

la reprise de croissance sur milieu de culture.
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Activités antifongique in —vivo de deux I’huile essentielles porte sur la croissance de plante a
confirmé que les deux I'huiles ont un effet antifongique et toujours 1’huile d’Eucalyptus
globulus la plus efficace contre Fusarium oxysporum que 1’huile de Cupressus sempervirens
fait conclure que les deux huiles ont un effet fongistatique sur I’isolat étudié, et n’atteint pas le

seuil de nuisibilité.
Les perspectives qu’on peut recommander,

- Etude de la composition chimique des deux huiles essentielles pour connaitre les molécules

responsable de cette inhibition.

- Tester les extraits des deux huiles sur d’autres agents fongiques pathogenes..
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ANNEXES
Annexe 1. Composition du milieu PDA

Pomme de terre

Agar

Glucose

200g
20g

20g

Annexe 2. Les analyses statistiques de la premiére méthode avec Statistica.

Univariate Tests of Significance for croissance (Spreadsheet1)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom -
Intercept 97 07676 1/ 97.07676| 9538.959| 0.000000
Huile 1.52100 1 1.52100 149457 0.000000 B
Doses 19.568192 4 489548 481.040 0.000000 BN
Huile*Doses | 0 68563 4 017141 16,843 0.000000 P
Error 0,30531 30 0.01018 R
Huile*Doses; Weighted Means (Spreadsheet1)
Current effect: F(4, 30)=16,843, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Huile Doses |croissance |croissance |croissance |croissance |N
Cell No Mean Std.Err. -95.00% +95,00%
1 Cyprés Témoin 2.,564286 0.017003 2,510173 2.618398| 4
2 Cyprés D1 2.139286 0,059583 1,949665 2,328906) 4
3 Cyprés D2 2,203571 0.053253 2,034097 2.373046| 4
4 Cyprés D3 1.025000 0,078544 0.775037 1,274963| 4
5 Cyprés D4 0,832143 0.050969 0.669938 0.994347| 4
6 Eucalyptus Témoin 2,564286 0,017003 2,510173 2,618398) 4
7 Eucalyptus D1 1.621429 0,085416 1.349596 1.893261) 4
8 Eucalyptus D2 1,428571 0.049142 1,272179 1,584964| 4
9 Eucalyptus D3| 0.600000 4
10 Eucalyptus D4| 0,600000 4]
Tukey HSD test; vanable croissance (Spreadsheet1)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error- Between MS = 01018, df = 30,000
Huile Doses |croissance | 1 2 3 4 5
Mean
10 Eucalyptus D4 0.600000 ===
9 Eucalyptus D3 0.600000 *=**
5 Cyprés D4 0.832143 *=*= =*==
4 Cyprés D3 1.025000 =
8 Eucalyptus D2 1.428571 -
7 Eucalyptus D1 1.621429 e
2 Cyprés D1 2.139286 o
3 Cyprés D2 2.,203571 e
6 Eucalyptus Témoin 2,564286 T
1 Cyprés Témoin 2,564286 =



Annexe 3. Les analyses statistiques de la deuxiéme méthode avec Statistica

Univariate Tests of Significance for croissance (Spreadsheet6)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS | Degr. of MS F p
Effect Freedom
Interce 62.53572 1 62,53572 1714266 0.000000

Huile 0,55225 1 0,55225 151,39 0,000000 S
Doses 18,77752 4| 469438 1286,85 0,000000 S
Huile*Doses | 0.28650 4 0.07162 19,63 0.000000 B
Error 0,10944 30 0,00365 ]

Huile*Doses; Weighted Means (Spreadsheet6)
Current effect: F(4, 30)=19,634, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Huile | Doses croissance |croissance  croissance |croissance
Mean Std.Err. -9500% | +95,00%
[ Cyprésl Témoin| 2564286 0017003 2510173 2,618398
Cyprés D1| 1.350000 0,050000 1,190878 1509122
Cyprés D2| 1.175000 0,025000 1,095439 1254561
Cyprés D3| 1.000000
Cyprés D4f 0,750000 0,050000 0,590878  0,909122
Eucalyptus Témoin| 2564286 0017003 2510173 2618398
Eucalyptus D1 1.175000 0047871 1022652 1,327348
Eucalyptus D2| 0,700000
Eucalyptus D3| 0,625000 0,025000 0,545439 0,704561
0 Eucalyptus D4 0,600000

=

O
N
=
o

= WD |00 |~ || N | &= | LI R |-
LR R R S R SR R S =

Tukey HSD test; variable croissance (Spreadsheet6)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 00365, df = 30,000

Huile Doses croissance | 1 | 2 | 3 | 4 | 56| 6
Cell No. Mean
Eucalyptus D4f 0600000 ****
Eucalyptus D3] 0,625000 **= *=*=
Eucalyptus D2| 0,70000Q **** ===

Cyprés D4f 0,750000 R

Cyprés D3| 1.000000 -
Eucalyptus D1} 1,175000 T

Cyprés D2 1.175000 -

Cyprés D1f 1,350000 e
Eucalyptus Témoin|| 2 564286 e

Cyprés Temoin| 2564286 T

Y
(=]

== (NN W~ on 00w
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