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Résumé

Dans le but de rechercher des moyens de lutte biologique efficaces contre les
champignons impliqués dans les maladies du bois, des tests de I'activité antifongique de deux
huiles essentielles de Géranium rosat d’Algérie (Pelargonium Rosat Group) et Lavandula
agustifolia (Lavandula vera) vis-a-vis de deux agents fongiques lignicoles et pathogénes
appartenant au genre Botryosphaeria. Les deux huiles essentielles ont été obtenues par

entrainement a la vapeur d’eau.

L’activité antifongique des deux huiles essentielles testées a été évaluée par : deux
méthodes différentes, un test d’activité volatile (diffusion de disque), et une technique de

contact direct sur le milieu de culture et trois concentrations (0,25%, 0,50%, et 0,75%).

Les analyses liées au pouvoir antifongique des deux huiles essentielles ont révélé que
I’huile essentielle de Géranium rosat d’Algérie présente un effet fongicide assez important sur

Botryosphaeria obtusa en comparent a 1’huile essentielle de Lavandula agustifolia.

Les résultats ont montré que la toxicité des différents traitements évolue avec
I’augmentation de la concentration des doses appliquées d’une part, une efficacité
relativement progressive par rapport au temps (durée aprés traitement) qui se traduit par une
meilleure efficacité d’autre part et également la méthode de contact direct sur le milieu est la

plus efficace que le test d’activité volatile.

Les mots clés: activitt antifongique, les huiles essentielles, champignons

phytopathogenes, les maladies du bois, lutte biologique.
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Summary

In order to find effective means of biological control against the fungi involved in
wood diseases, tests of the antifungal activity of two essential oils of Geranium rosat of
Algeria (Pelargonium Rosat Group) and Lavandula agustifolia (Lavandula vera) with respect
to two lignicolous and pathogenic fungal agents belonging to the genus Botryosphaeria. Both

essential oils were obtained by entrainment with water vapor.

The antifungal activity of the two essential oils tested was evaluated by: two
different methods, a volatile activity test (disk diffusion), and a technique of direct contact on

the culture medium and three concentrations (0.25%, 0.50%, and 0.75%).

Analyzes related to the antifungal power of the two essential oils revealed that the
essential oil of Algerian rose geranium has a fairly significant fungicidal effect on

Botryosphaeria obtusa, compared to the essential oil of Lavandula agustifolia.

The results showed that the toxicity of the different treatments changes with the
increase in the concentration of the doses applied on the one hand, a relatively gradual
effectiveness compared to time (duration after treatment) which results in better effectiveness
on the other hand and also the method of direct contact with the medium is more efficient

than the volatile activity test.

The key words: antifungal activity, essential oils, phytopathogenic fungus, wood diseases,

biological control.



Introduction




Introduction

La Vigne est I’une des especes fruitieres les plus cultivées dans le monde. Le vignoble
mondial s’étend sur les cinq continents. La majorité des surfaces viticoles mondiales sont
situées en Europe (59%), en Espagne, 1 032 0000 ha, en France : 807 000 ha et en Italie, 776
000 ha le reste étant réparti entre 1’Asie (22%), I’ Amérique (12,5%) et I’ Afrique (4,9%). Les
statistiques de I’OIV font ressortir une nette diminution des surfaces mondiales de
vigne depuis une dizaine d’années: la baisse cumulée au cours des dix derniéres années s’est

élevée a 262.000 ha (Ammad, 2014).

En Algérie, la superficie du vignoble Algérien est d’environ 73.400 ha, les grandes
régions viticoles sont situées au nord et au centre du pays. Depuis 1’indépendance, le secteur
viticole algérien a connu des bouleversements profonds engendrés par des mutations d’ordre
politique et socio-économique (Ammad, 2014).

La vigne, comme toute plante est soumise a de nombreuses contraintes (pratiques
culturales, conditions environnementales, etc.), et & I’émergence de nombreuses attaques de
ravageurs et de maladies, dont les maladies de dépérissement, notamment celles générées par
des champignons phytopathogénes, ces derniers peuvent s’attaquer a toutes les parties de la
plante. Le tout entrainant une augmentation du nombre de ceps improductifs, pouvant affecter

la production viticole.

Pour lutter contre le dépérissement du bois, plusieurs méthodes de lutte ont été
appliquées, notamment la lutte chimique, la lutte prophylactique et lutte biologique. Plusieurs
recherches ont été réalisées dans le cadre de la mise en place de la lutte biologique comme
alternative de lutte chimique qui cause des risques d’intoxication nuisibles a I’environnement.

Cela permettra de réduire la quantité d’inoculum et les risques de contamination du vignoble.

Aucun moyen de lutte n’est efficace contre les maladies du dépérissement, ce qui a
engendré la naissance des problemes phytosanitaires assis important dans les vignobles. Dans
ce contexte, seules les mesures d’ordre prophylactique sont envisagées pour lutter contre le
dépérissement du bois, elles sont les premieres méthodes de lutte a étre instaurées au vignoble

afin de supprimer les foyers infectieux.

C’est le cas de 1'Esca, le Black Dead Arm (BDA) et 1'Eutypiose et diverses autres
pathologies d’origine fongiques, elles sont présentes dans les principales régions viticoles du

monde (Larignon et al., 2009).

Au cours de la recherche des moyens de la lutte biologique contre les

phytopathogénes sans étre une source de danger pour la santé humaine ou de pollution pour
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Introduction

I’environnement (Broydé et Doré, 2013), plusieurs travaux ont noté que les huiles
essentielles extraites par des plantes aromatiques et médicinales peuvent étre des solutions
pour le probleme de dépérissement car elles ont une activité antimicrobienne (Kalemba et
Kunicka, 2003 ; Satrani et al.,, 2006 ; Amarti et al., 2010 ; Carson et Riley, 1995),
specifiquement une activité antifongique (EI Ajjouri et al., 2008 ; Bouaine, 2017).

L'objectif de notre travail vise en particulier a évaluer 1’activité antifongique de deux
huiles essentielles appartenant a la famille des Géraniacées et des Lamiacées, respectivement
I’huile essentielle de Géranium rosat d’Algérie (Pelargonium Rosat Group) et de Lavandula
agustifolia (Lavandula vera) sur Botryosphaeria obtusa.

Ce travail est structuré en trois parties importantes :

v' La premiére partie est consacrée a une simple synthése bibliographique sur les
maladies du bois, les champignons phytopathogenes, les méthodes de lutte.

v’ La partie deuxiéme représente 1’étude expérimentale et les méthodes
analytiques de notre travail.

v' Et une troisieme partie illustre les résultats obtenus et leurs discussions, et

achevée par une conclusion et perspectives.
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Synthese bibliographique

1. Les maladies du bois

1.1. Introduction

Dans la littérature, le terme «maladies du bois» désigne les différentes maladies
fongiques responsables du depérissement qui affaiblit les arbres fruitiers et forestiers, parmi
ces derniers la vigne est 1’hote principale de ces phytopathogénes, et la plupart du temps
conduit & sa mort (Bertsch et al., 2013 ; Viret et Gindro, 2014). Ces maladies sont
considérées comme émergentes parce que leur incidence a sensiblement augmenté durant les
dernieres décennies (Bertsch et al., 2009 ; Bertsch et al., 2013). Elles sont connues depuis
des siecles et constituent aujourd’hui, la principale cause du dépérissement des cultures

arboricole, viticole et forestier.

Les agents responsables de ces maladies attaquent principalement le tronc et les
branches des arbres, ce sont des champignons pionniers qui progressent dans le bois,
provoquent a plus ou moins long terme la mort du cep (Bruez et al., 2013 ; Larignon, 2016),
ils obstruent les vaisseaux, produisent des toxines et contribuent a la formation de nécroses.
Ces dernieres, situées en général dans le prolongement des plaies de taille, sont plutét
basipetes et plus importantes au niveau des bras (Galet, 1995 ; Dubos, 2002 ;
Abdollahzadeh, 2013).

1.2. Localisation des maladies du bois

Les maladies du bois sont un probleme dans la majorité des vignobles européens et
mondiaux, parmi les maladies les plus répondus, I’eutypiose, ’esca et le BDA qui sont

présents dans presque tous les vignobles du monde (Ammad, 2015) (Fig. 1).

En Algérie, une étude menée par Ammad et al. (2014) a indiqué que I’existence de
plusieurs agents pathogenes associés au dépérissement de vignes, ces maladies de
dépérissement est un probleme croissant dans les vignobles algériens, les chercheurs ont
mené des enquétes sur le terrain chaque printemps depuis 2002 jusqu’a nos jours pour cerner
la microflore fongique responsable de ce pathosystéme dans les régions a vocation viticole en
Algérie (Berraf, 2005 ; Ammad et al., 2014 a; Ammad et al., 2014 b ; Ammad et al.,
2015).
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Selon I’enquéte menée en France entre 2003 et 2008, la perte moyenne de surface
productive varie de moins de 4 % a plus de 15 % selon les situations régionales et se situe
autour de 11 % du vignoble francais en 2008, et en 2015 elle a été estimée a 13 % (Rey et al.,
2016). La seule molécule efficace c’était 1’arsénite de sodium, elle interdit par 1’union

européenne (Larignon et al., 2008), du fait de sa toxicité (Spinosi et Févotte, 2008).

Les maladies du bois dans le monde

o

Le monde

Figure. 1 : Répartition géographique des maladies du bois (Bertsch, 2014).
1.3. Les principales maladies du bois

Parmi les maladies du bois nous citons 1’esca, la maladie de Petri (young esca «esca
des plantes jeunes»), 1’eutypiose (eutypa dieback), la maladie du pied noir (black foot
disease), et le BDA (black dead arm «bras noir mort») sont connues depuis des siécles et

constituent aujourd’hui la principale cause du dépérissement de la vigne et toute la filiere

arboricole et forestiére (Anonyme, 2017).

1.3.1. L’esca

L’esca est un terme d’origine languedocienne (ou provengale) qui signifie amadou
(pourriture blanche), elle est considérée comme une maladie du bois de la vigne la plus
préoccupante en Suisse et en Europe. Selon Surico (2009) a redéfini I’esca comme une
maladie complexe qui implique les champignons Phaeomoniella chlamydospora,
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Phaeoacremonium aleophilum, et Fomitiporia mediterranea, qui sont responsables de la

maladie de Petri.
1.3.1.1. Symptomatologie

Dans le bois, I’esca est associée a différentes nécroses avec ou non la présence d’une
pourriture blanche ; elle peut également étre reliée a la présence d’une nécrose brune en

position centrale ou encore a des ponctuations noires lorsque la maladie n’est pas trés évoluée.

Les symptomes de 1’esca se manifestent uniquement chez les plantes adultes (de dix

ans ou plus) et se manifestent selon deux formes:

. Une forme lente : caractérisée par des symptdmes foliaires, des digitations
jaunes (cépages blancs) ou rouges, bordées de jaune (cépages noirs) entre les nervures qui
restent vertes (Fig. 2).

. Une forme rapide (apoplexie) : se caractérise par un dessechement des

rameaux et des fruits, qui tue la plante en quelques jours (Mugnai et al., 1999) (Fig. 3).

Les symptomes de ces deux formes d’esca s’expriment cependant trés différemment

selon le type de sol, I’année et 1’état physiologique des plantes (Molot et al., 2002).

Figure. 2: Forme lente de I’esca Figure. 3: Forme apoplectique de
(Mugnai, et al., 1999). I’esca (Letousey et al., 2010).
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1.3.2. L’eutypiose

L’eutypiose ou « maladie du bras mort » est une maladie du bois certainement connue
depuis longtemps, le nom de cette maladie a pour origine le nom du champignon qui en est
responsable « Eutypa lata » (Carter, 1991), qui n’est pas spécifique a la vigne, elle touche
¢galement d’autres plantes ligneuses et des arbres fruitiers (elle a été décrite en 1957 sur
abricotier et pour la premiére fois sur vigne en 1974), ce champignon nécessite des blessures
pour infecter sa plante hdte. L’eutypiose a €té classée parmi les court-noués (qui
étaient un terme courant pour désigner toutes les manifestations chétives de la
végeétation), elle est répertoriée sur 88 especes de plantes regroupées dans 52 genres et 27
familles (Bolay et al., 1985 ; Carter, 1991). Elle a notamment été observeée sur le Citronnier
(Kouyeas, 1978), le Pommier (Glawe et al., 1983), le Pécher, I’Amandier (Carter, 1982), le
Pistachier (Rumbos, 1986), le Cassissier, le Cerisier, le Noisetier, 1’Olivier et Tamaris
(Rumbos, 1993).

1.3.2.1. Symptomatologie

Les symptdmes sont essentiellement visibles lors des printemps pluvieux (Larignon,
2015). Elles peuvent toucher un seul bras ou 1’ensemble de la plante. Elle se traduit également

par la mort d’un bras d’ou le nom de maladie du bras mort.

Les rameaux (entre-nceuds courts) prennent un aspect chlorotique, les feuilles sont
plus petites que la normale, recroquevillées, déformées et peuvent se dessécher, avec des
nécroses marginales qui peuvent se généraliser sur I’ensemble du limbe (Galet, 1995) (Fig.
4). Les grappes ont un aspect plus ou moins normal jusqu’a la floraison ou elles peuvent subir

des fortes coulures et/ou un millerandage important (Fig. 5).

Dans le bois, elle montre la présence d’une nécrose brune (Ammad et al., 2006) et

dure en position sectorielle qui montre des rayures plus foncées (Fig. 6).
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Figure. 4 : a) Feuille saine, b) Figure. 5 : a) Grappe saine, b)
Feuille nécrosée (Galet, 1995). Symptomes d’eutypiose sur grappe
(Dubos, 2002).

Figure. 6 : Evolution de la nécrose brune dure et de position sectorielle (Dubos,
2002).
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1.3.3. Black dead arm « BDA »

Le Black dead arm est une maladie qui fut décrite pour la premiére fois en Hongrie en
1974, une maladie connue depuis trés longtemps sous le nom d’apoplexie lente, elle est
encore souvent confondu avec ’esca, car la symptomatologie est trés similaire. Le BDA se
caractérisant par une bande brune a noire située dans le bois du xyléme. Il est présent dans
différents pays viticoles : Espagne, Italie, France, Chili et Liban (Larignon, 2009), et
également en Algérie (Ammad et al., 2014).

Plusieurs espéces de la famille des Botryosphaeriaceae semblent étre associées au
BDA (Larignon, 2004). Les principaux champignons en cause sont les suivants : Diplodia
seriata (téléomorphe: Botryosphaeria obtusa), Neofusicoccum parvum (téléomorphe
Botryosphaeria parva) et Diplodia mutila (téléomorphe : Botryosphaeria stevensii) sont
décrits comme étant les espéces les plus fréguemment isolées de vignes atteintes de BDA en
France (Larignon et al., 2009 ; Laveau et al., 2009).

Elle s'est étendue rapidement dans la majorité des régions viticoles francaises. Et en
Algérie, selon une étude menée par Ammad et al. (2014) dans laquelle ils ont identifiéla
prévalence des agents responsables du BDA dans les vignobles algériens, notamment Tipaza,
Médéa, Blida, et Mostaganem, il semble qu'elle soit présente dans des zones a climats

méditerranéens et tempérés (Fig. 7).
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Figure. 7 : Répartition géographique du BDA en Algéerie (Ammad, 2015).
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1.3.3.1. Symptomatologie

= Sur le bois

Les symptdmes du BDA sont en relation avec une bande brune large de quelques
centimétres dans le bois située sous 1’écorce pouvant aller pouvant descendre trés bas,

voire du porte-greffe.

Cette bande brune peut se former de part et d’autre d’une nécrose sectorielle brune
et se traduire ensuite soit par la présence de taches noires, soit par la formation d’un
chancre (Fig. 8). Une forme sévére caractérisee par une défoliation des rameaux est

également connue (Larignon et Dubos, 2001) (Fig. 9).

Figure. 8 : Les symptdmes du BDA sur le bois (Larignon et al., 2009 ; Bertsch et
al., 2013).

Figure. 9 : Symptomes de la forme sévére du BDA. a) Desséchement d’un

rameau, b) Défoliation des entres- ceeurs (Larignon et Dubos, 2001).
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= Sur la partie herbacée

Les symptdomes de BDA sur la partie herbacée semblent avoir été décrits par
Cristinzio (1978) en deux mois aprés 1’inoculation dans le vignoble (Botryosphaeria obtusa)
sur le cépage Sauvignon. Cependant, cet auteur apporte peu d’informations sur les méthodes

d’inoculation, le stade physiologique de la plante, etc.

Des symptdmes du BDA sur la partie herbacée peuvent étre observés selon deux

formes :

» forme lente
- Sur cépage noir : taches rouges vineux en bordure et a I’intérieur des feuilles de
la base des rameaux. Fusion des taches et invasion de zones internes vairées. Bande verte
le long des nervures (Fig. 10).
- Sur cépage blanc : évolution identique mais taches brunes. Bande verte le long
des nervures (Fig. 11).

» forme sévére

Les feuilles se desséchent entierement et chutent a partir de la base du rameau ; les

inflorescences ou les baies sont détruites.

Figure. 10 : Symptdmes foliaires de BDA sur cépage noir Merlot (Lambert,
2011).
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Figure. 11 : Symptdomes foliaires de BDA sur cépage blanc (Sauvignon)
(Larignon, 2016).

1.3.3.2. Principaux agents fongiques associés au BDA

1.3.3.2.1. Les Botryosphaeriaceae

La famille des Botryosphaeriaceae englobe une gamme de champignons
morphologiquement divers, sont soit des agents pathogenes des endophytes ou saprophytes,
principalement sur les hotes ligneuses et les arbres fruitiers a pépins et a noyaux et
considérées comme pathogenes sur vigne. L'infection s’effectue soit par des blessures, ou
directement par les stomates et d'autres ouvertures (Brown et Hendrix, 1981 ; Smith et
Hendrix, 1984 ; Britton et Hendrix, 1989).

Ce sont des champignons trés cosmopolites, ils sont rapportés partout dans le
monde, notamment dans des niches écologiques trés variées. lls se développent dans toutes les
zones geéographiques et climatiques du monde, a l'exception des régions polaires :
Bolivie, Brésil, Chili, Mexique, Amérique du Nord, Canada, Etats-Unis, Chine, Australie,
Nouvelle Zélande, Egypte, Liban, Espagne, Italie, Portugal, Hongrie, Afrique du Sud
(Larignon, 2014).

1.3.3.2.2. Lataxonomie des Botryosphaeriaceae

La taxonomie des espéces des Botryosphaeriaceae est généralement basée sur la
morphologie des formes anamorphes des champignons, qui sont le plus fréquemment
rencontré dans la nature. Cependant, les caracteristiques morphologiques qui se chevauchent
ont souligné l'utilité d'appliquer des comparaisons de séquences d'’ADN pour résoudre les
especes (DeWet et al., 2008).

24



Synthese bibliographique

Des changements considérables ont eu lieu récemment dans la taxonomie des
Botryosphaeriaceae (Liu et al., 2012). Historiquement, plus de 18 genres anamorphes ont été
associés a Botryosphaeria. Dans une étude phylogénétique basée sur I’ADN ribosomal du 28S
conjointement avec des caractéres morphologiques ont révélé que Botryosphaeria est
constituée de plusieurs lignées distinctes qui correspondent a des genres individuels (Crous et
al. 2006).

L'utilisation d'outils moléculaires a apporté une contribution significative a la
reconnaissance des especes des Botryosphaeriaceae et de nombreuses espéces ont été décrites
au cours des dernieres années, chez diverses cultures d'importance économique (Phillips et
al., 2002 ; Slippers et al., 2004 ; Luque et al., 2005 ; Phillips et al., 2005 ; Liu et al., 2012 ;
Ammad et al., 2014).

1.3.3.2.3. Interactions hote-pathogéne

Actuellement, 21 espéces de Botryosphaeria, dont les anamorphes sont réparties dans

7 genres fongiques, sont considérées comme pathogenes sur la plante héte.

Aucune ¢étude spécifique caractérisant 1’impact du BDA sur différents métabolismes
de la plante (métabolisme carboné, hydrique ou encore la mise en place de défenses) n’a été
publiée. Les travaux dédiés a la recherche et 1’identification de molécules toxiques produites
par les différentes espéces de Botryosphaeria sont trés récents et limités (Larignon et al.,
2009 ; Lambert, 2011).

En effet, Martos et al. (2008) ont isolé pour la premiere fois des molécules de nature
polysaccharidique. Ces molécules développent une forte toxicité lorsqu’elles sont testées sur

le modéle simplifié feuille isolée.

Récemment, selon Djoukeng et al. (2008) qui ont isolé 4 molécules qui sont
respectivement la mélléine, les 4- et 7-hydroxymélléine et la 4,7-dihydroxymélléine. Elles ont

également montré une forte toxicité lors de tests sur disques foliaires.

Ils ont également observé que Botryosphaeria obtusa oxydait le resveratrol en

viniferine dans le bois, ce qui indique une forte activité laccase. Ces expériences ayant été
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meneées uniquement en conditions contrélées, il faut maintenant caractériser la production de

ces composeés dans des plantes naturellement infectées.
2. Les méthodes de lutte contre les maladies du bois

Les Botryosphaeriaceae responsables de chancres sur vigne sont extrémement
difficiles a contrdler, il n'existe pas a ce jour des méthodes de lutte efficaces contre ces
derniers. Les processus parasitaires de ces champignons montrant des analogies avec ceux des
autres maladies du bois (et sont souvent associés a ces pathologies). Apres I'interdiction de
I’ Arsénite de Sodium, en 2001, pour des raisons de toxicité¢ inacceptable, les vignerons sont

retrouves face a un probléme sans solution.
2.1. La lutte prophylactique

Les méthodes de lutte prophylactiques pour ces maladies sont restreintes afin de
supprimer les foyers infectieux. Celles-ci, se doivent d’étre les plus adaptées en prenant en
considération de nombreux aspects tels que le choix des cépages et les conditions
environnementales présentes, I’environnement parcellaire et I’optimisation de la vigueur de la

vigne.

Les mesures prophylactiques ont pour objectif de réduire I’inoculum présent dans une
parcelle. Ou ils consistent la premiére mesure pour vérifier la solidité du point de greffe sur les
jeunes plantes, éviter les tailles sévéres qui augmentent la surface des plaies et le risque de

contamination et pratiquer une taille tardive afin de réduire cette contamination, et enfin

éliminer les bras morts pour éviter de créer des réservoirs de spores contaminants (Larignon

etal., 2015).

Les rares solutions actuelles proposées aux viticulteurs offrent des réponses qui restent
aléatoires et insuffisantes. Par ailleurs, le recours a 1’épamprage chimique permet également
d’éviter des plaies sur le tronc qui constituent des portes d’entrée aux champignons

(Larignon, 2009 b).
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2.2. La lutte curative

Les tentatives de lutte préventive proposées aujourd’hui sont peu utilisées car jugées
trop lourdes et/ou pas suffisamment efficaces. Les vignerons ont donc cherché des solutions

pour limiter la mort des ceps atteints, et ont eu recours a des méthodes curatives :

2.2.1. Le curetage

C'est une méthode décrite au début du XXeéme siecle, I’objectif de la technique est
d’¢éliminer le bois endommagé par la pourriture blanche (appelé «amadou») pour preserver le
bois fonctionnel et le flux de séve.

2.2.2. Le recépage

Le recépage est utilisé pour reformer un nouveau tronc avec un jeune pampre, ce qui
permet de conserver le systeme racinaire généralement bien développé. La vigne recepée

entrera en production rapidement et bien plus vite qu'un jeune complant (Fig. 12).

V' osaio s o

Figure. 12 : Le recépage de vigne (Anonyme, 2020).

2.2.3. Le marcottage

Consiste a créer une nouvelle plante de vigne a partir d’un pied déja existant, de
maniere a combler les trous laissés par des ceps morts ou arrachés. Mais dans ce cas, la plante
régénérée est un pied franc non greffé qui sera sensible au phylloxéra de la vigne. Cette

technique est aujourd’hui peu utilisée.

2.2.4. La complantation
Elle est la technique la plus utilisée aujourd'hui. Les viticulteurs font le choix :

o 11 faut d’abord commencer par arracher tous les ceps morts.
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o Puis creuser les trous qui recevront les nouvelles plantes.

o Pour finir par planter les jeunes pousses saines (Fig. 13).

Figure. 13 : La complantation de vigne (Olivier, 2014).

Les différentes solutions présentées ici ne sont pas entiérement satisfaisantes et ce
sont toutes des solutions curatives (donc sur pieds atteints) qui « réparent » le probléeme mais

ne permettent pas de le prévenir.
2.3. Lutte chimique

Cependant, les méthodes de prophylaxie ne suffisent pas a garantir une lutte totale et
efficace contre tous les agents pathogénes de la vigne. Une lutte complémentaire a base de

produits phytosanitaires est souvent associée a la premiére méthode.

De nos jours, le nombre de produits fongicides commercialisé a considérablement

augmenté. Deux grandes catégories de fongicides sont considérées, selon leur mode d’action :

- Les fongicides dit de « contact » (soufre, cuivre, et fongicides multi-sites, des
produits biologiques) qui vont s’attaquer aux agents pathogénes (anti-germinatifs) avant leur
pénétration dans la plante. lls sont non pénétrants et sont généralement plus ou moins

lessivables.
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- Les fongicides systémiques (pénétrants) qui eux vont avoir un effet local (systémie
translaminaire) et ou dans toute la plante (systémie ascendante) en inhibant dans la plupart des

cas, des activités enzymatiques du bioagresseur vise.

Comme évoqué par la suite dans la partie sur les fongicides contre les MDB de
nombreux essais fongicides, de mode d’action différent, ont été effectués pour évaluer leur
efficacité de protection (par protection des plaies de taille ou pour limiter la colonisation du
bois) contre les différents agents pathogénes des MDB (Rolshausen et al., 2010 ; Amponsah
etal., 2012 ; Pittet al., 2012 ; Billones-Baaijens et al., 2015).

2.4. Les produits stimulateurs des défenses des plantes (SDP)

L’utilisation de SDP (stimulateur de défense des plantes) peut étre envisagée en tant
que complément aux traitements fongicides conventionnels. Les stimulateurs de défense des
plantes ou stimulateurs des défenses naturelles (SDN) ont en effet la particularité d’aider la

plante a se défendre contre les champignons et bactéries au lieu de les attaquer directement.

Les SDP peuvent présenter une activité systémique, induisant une réponse a distance
du site d’application tandis que d’autres n’entrainent qu’une réponse localisée au site

d’application (Walters et al., 2014).

Il existe de nombreux éliciteurs non spécifiques provenant soit de micro-organismes,

soit de plantes :

» Parmi les SDP de la premiére catégorie, on peut citer brievement les
oligosaccharides induisant des réponses de défense chez Vitis vinifera dont I’introduction de
chitinases et de [-1-3, glucanases, ou encore la laminarine extraite de |’algue brune
Laminaria digitata, des lipopolysaccharides (LPS) et lipooligosaccharides (LOS), des
protéines, des peptides, des sphingolipides ou encore des composés volatiles (Aziz et al.,
2003 ; Aziz et al., 2004 ; Aziz et al., 2006 ; Umemura et al., 2004 ; Gerbore et al., 2014 ;
Yacoub et al., 2016).

» En ce qui concerne les SDP de la seconde catégorie, ils sont tout aussi
nombreux et nous pouvons retrouver des brassinolides, 1’acide jasmonique et ses dérivés, des

oligogalacturonides (OGAS) dérivant de la membrane cellulaire de la plante ou encore de

29



Synthese bibliographique

I’acide salicylique et ses analogues (Nakashita et al., 2003 ; Belhadj et al., 2006 ; Walter
et al., 2007 ; Bai et al., 2011 ; Dufour et al., 2013).

Les stimulateurs de défense sont aussi employés en vigne et ont montré des
efficacites variables contre Botrytis cinerea, Erysiphe necator et Plasmopara viticola (Aziz et
al., 2003 ; 2004 ; 2006 ; Belhadj et al., 2006 ; Caillot et al., 2012 ; Poinssot et al., 2003 ;
Delaunois et al., 2014).

2.5. Amélioration variétale

Plusieurs études et observations au vignoble ont révélé une probable variation de la
réponse des vignes cultivées face aux maladies du bois. Cependant, I’intervention de facteurs
génétiques dans cette variabilité reste a explorer. En effet, peu d’études ont cherché a identifier
des résistances a la progression de ces champignons dans le bois de Vitis vinifera
et Lactuca sativa, ou chez des espéces apparentées (Vitis et Muscadinia) qui constituent par

ailleurs des sources de résistance pour d’autres pathogenes viticoles.

Aujourd’hui les programmes d’amélioration variétale repose sur 1’identification de
genes de resistance et de marqueurs moléculaires afin de créer des variétés résistantes et de
limiter les risques de contournement de résistance par ces agents pathogenes (Gray et al.,
2014).

La sélection de variétés résistantes par le processus de sélection est une méthode
longue a mettre en place. Celle-ci consiste en une succession ou une alternance d’étapes de
croisement (ou d’hybridation) et d’étapes de sélection. Cependant, depuis 150 ans, plusieurs
espéces de Vitis américaines ont servi a I’amélioration génétique de la vigne par la sélection de
résistance a de multiples maladies et ravageurs (exemple Muscadinia rotundifolia) (Pouget
1990 ; This et al., 2011).

2.6. Pratiques atypiques
2.6.1. Injection d’eau oxygénée (H20-)
Plusieurs methodes sont utilisées par les viticulteurs pour la protection contre les

agents pathogenes et que quand a les premiers symptémes foliaires apparaissent et juste apres

la taille par percer un trou (ou plusieurs selon la technique) dans le tronc a 35 - 40°
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d’inclinaison et injecter I’H202 (environ 3 - 4 ml). Cette technique semble prometteuse d’apres
les viticulteurs qui I'utilisent car les ceps traités n’expriment plus aucun symptome 1’année
suivante. 1l faut cependant rester prudent car aucune évaluation n’a été faite sur cette pratique
(pas de témoin, pas de notation), et nous n’avons pas a ce jour de données scientifiques sur

cette technique qui nécessiterait des notations pluriannuelles (Dor et al., 2017).
2.6.2. L’injection de nanoparticules de cuivre

Des nanoparticules de cuivre sont injectées dans les troncs des ceps atteins d’esca en
complément d’une application foliaire d’acides aminés. Les nanoparticules de cuivre jouent un

role conducteur pour permettre a 1’éliciteur de mieux pénétrer dans la plante.

Cette pratique étant récente, aucun résultat n’est disponible pour le moment, elle a été

observée en Galice (Espagne) (Dor et al., 2017) (Fig. 14).

Figure. 14 : L’injection de nanoparticules de cuivre (Dor et al., 2017).

2.6.3. Introduction de clous en cuivre

Cette pratique a été observee en Allemagne en Rhineland Palatinate et consiste a
planter un clou de cuivre dans un tronc affecté par les maladies du bois. L’effet attendu est que
le clou diffuse le cuivre a I’intérieur du tronc grace a la seve et exerce un effet fongicide sur
les champignons impliqués dans les maladies du bois. Cette pratique est a 1’essai chez un

viticulteur depuis 3 ans sur des pieds malades et sur des pieds sains. Pour I’instant, aucun
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résultat n’est disponible (Dor et al., 2017) (Fig. 15).

Figure. 15 : Introduction de clous en cuivre (Dor et al., 2017).
2.7. Lutte biologique

2.7.1. Agent biocontrole

Parmi les méthodes de lutte alternatives aux méthodes de lutte chimique, la lutte
biologique faisant appel a des micro-organismes (bactéries ou champignons) antagonistes des
agents pathogénes est encore peu utilisée des molécules d’origine végétale (extraits
végétaux). Sur vigne, quelques préparations sont homologuées dans différents pays (Cordier
C et al., 2008).

Plusieurs travaux avec des souches sélectionnées de Trichoderma (Par exemple, le
produit Esquive® a base de Trichoderma atroviride, que 1’on peut badigeonner ou pulvériser)
ont montré une activité antagoniste efficace vis-a-vis des principaux pathogénes des maladies
du bois Phaeoacremonium spp. ou encore Eutypa lata mais aussi contre des especes de
Botryosphaeriaceae (Mortuza et llag, 1999 ; Fourie et al., 2001 ; John et al., 2005 ; Kotze
et al., 2011). Ainsi, certaines préparations a base de Trichoderma de la société Agrimm sont
autorisées en Australie et Nouvelle Zélande ou elles ont fait 1’objet d’expérimentations en
pépiniéres depuis de nombreuses années (John et al., 2004 ; Harvey et Hunt, 2006 ; John et
al., 2008). Selon ces auteurs, le traitement des bois avec Trichoderma harzianum permet de
réeduire de 85% le développement des champignons pathogenes: Botryosphaeria,
Phaeomoniella et Phaeoacremonium. Les souches de Trichoderma colonisent bien le bois et
persistent au dela de 20 mois. lls ont aussi montré que cette application réduit
significativement le développement d’E. lata dans les plantes, aussi bien en serre qu’au

vignoble (Hunt et al., 2001 ; John et al.,2008).
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Nous pouvons également citer des bactéries, telles que Bacillus subtilis et Erwinia
herbicola qui sont utilisées contre E. lata et présentent un effet antagoniste in vitro (Schmidt
et al., 2001).

2.7.2.  Les extraits végétaux

2.7.2.1.  Les huiles essentielles (H.E)

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatils (selon la pharmacopée sont des produits de composition complexe
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux) (Kalemba, 2003), elles sont des
liquides odoriférants d’aspect fluide a épais et de couleur variable selon les végétaux dont

elles sont extraites.

Elles sont appelées également substances organiques aromatiques liquides, qu'on
trouve naturellement dans diverses parties des arbres, des plantes et des épices. Ainsi, elles

sont sensibles a I'effet de la chaleur.

La norme Afnor NF T 75 - 006 définit les huiles essentielles comme étant « des
produits obtenus, soit a partir de matiéres premiéres naturelles d’origine végétales par
entrainement a la vapeur d'eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des
plantes contenant des citrals, soit par distillation séche. L'huile essentielle ainsi obtenue est
séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques». Cette définition est restreinte, car
elle exclut les produits obtenus par d'autres procédés solvants, gaz sous pression, et enfleurage
(Bruneton, 1999).

Les effets bénéfiques des composés volatils des huiles essentielles sont utilisés depuis
fort longtemps par ses anciennes civilisations pour soigner les pathologies courantes. Elles ont
un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que
celles des moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est principalement
fonction de leur composition chimique et en particulier de la nature de leurs composés volatils

majeurs.
» Composition chimique des H.E

Selon la 4eme édition de la pharmacopée francaise (2000), les huiles essentielles sont

des produits de composition généralement assez complexe, contenant des principes volatiles.
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Cette composition est déterminée par la chromatographie gazeuse (GC) et spectrométrie de
masse (SM).

Les H.E sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants distincts

selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s'agit:

- Des terpenes (mono et sesquiterpénes).
- Les composés aromatiques.

- Des composés d'origines diverses tels que les carbures, les acides, et les alcools (Kurkin,
2003).

Les huiles essentielles sont des messagers chimiques utilisés par les plantes
aromatiques pour interagir avec leur environnement. Elles permettent d’éloigner les maladies,
et elles jouent un réle important dans la reproduction et la dispersion des espéces végétales

puisqu’elles permettent d’attirer les insectes pollinisateurs.

2.7.2.2.  Propriétés et activités biologiques des huiles essentielles (H.E)

Plusieurs études ont montré que les H.E sont dotées dactivités biologiques
intéressantes, elles ont donné naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie:
I'aromathérapie scientifique (ou I’aromatologie) (Abbes, 2014).

Les H.E possedent des propriétés antimicrobiennes intéressantes et luttent contre les
maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique.

Elle possédent des propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses,
cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc
des antiseptiques et désinfectants (Ferhat et al., 2009).

La grande diversité des composants des H.E leur confere 1’avantage d’avoir différents
modes d’action sur plusieurs genres de champignons et empéche ainsi I’apparition du

phénomene de résistance par le pathogéne (Cruz Cabral et al., 2013).

L’activité antifongique est estimée selon la durée d’inhibition de la croissance du
champignon déterminée par simple observation macroscopique, elle décroit selon le type de
fonction chimique : Phénols, Alcools, Aldéhydes, Cétones, Ethers, Hydrocarbures
(Chemloul, 2014).

L'activité antifongique des huiles essentielles peut étre due a la présence des terpénes

qui causent la rupture des membranes plasmiques fongiques et inhibent le développement des
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champignons, altérent la perméabilité cellulaire en s’incorporant entre les chaines grasses
acyles constitutives des bicouches lipidiques membranaires et en inhibant la synthése
d’ergostérol, conduisant a des altérations et des déformations empéchant 1’adhésion des

champignons aux muqueuses réduisant ainsi leur virulence et leur contagiosite.

Le mécanisme fongicide peut engendrer la destruction du mycélium existant ainsi
que I’inhibition de la formation du nouveau mycélium (B6hme et al., 2014). En outre, il a été
montré que les huiles essenticlles sont capables d’inhiber la germination des spores. Une
terpénoide nommée le chamazuléne, composé majeur de I’huile essentielle de 1’Achillée
millefeuille (Achillea millefolium), constituant ainsi 42.2% de la totalité de 1’huile, exerce des

effets génotoxiques contre les cellules fongiques et empéche le développement des spores.

Parmi les activités antifongiques des hydrolats de cinq épices (romarin, cumin,
sarriette, echinophore et basilic) ont été évalués in vitro sur des especes de champignons
phytopathogénes (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp tulipae, Botrytis cinerea et

Alternariacitri) par des chercheurs de I'Université de Selcuk en Turquie (Boyraz et al., 2005).
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L’utilisation abusive de ces pesticides a causé de nombreux problemes a
I’environnement et aux écosystémes touchant particuliérement : la résistance des ravageurs

aux pesticides, la contamination de 1’eau ainsi que la perte de la biodiversité.

Les essais de lutte biologiques sont expérimentés a titre d’alternative ou de
complément aux méthodes chimiques conventionnelles. Dans nos essais nous avons
sélectionnés les extraits naturels de deux especes végetaux a savoir le Géranium rosat

d’Algérie et la Lavandula agustifolia, ces especes sont connues par leurs principes actifs.

Ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de Mycologie de
Blidal, entre le 17/05/2021 et le 02/06/2021.

1. Présentation du matériel biologique

1.1. Matériel fongique

Dans cette etude deux souches fongiques ont été choisies appartenant au genre
Botryosphaeria, font partie de la collection des organismes phytopathogenes du laboratoire de
mycologie du département de Biotechnologie université de Blida 1. Les souches fongiques
sélectionnées « Souche 3 » et « Souche 4 » sont des agents fongiques a ’'une des especes
responsables du dépérissement de la vigne « Botryosphaeria obtusa ». L’identité de ces
especes a €té confirmée sur la base des caracteres morphologiques, culturales d’une clé
d’identification (Phillips, 2002), et une analyse moléculaire en utilisant des amorces

universelles : Internal Transcribed spacer (ITS 1 et ITS 4).

Cette espece fongique a été choisie pour son pouvoir €levé a contaminer les cultures
arboricoles et viticoles ainsi que pour I’absence des moyens de luttes efficaces et sains contre

ce type de phytopathogéne.
1.2. Maintien et purification de souche fongique

Le choix d’un milieu de culture est basé¢ sur son adéquation pour un bon
développement du pathogéne et afin d’évaluer I’activité antifongique, les souches fongiques
sont entretenues par repiquage sur le milieu nutritif PDA (Potato Dextrose Agar) (Annexe II.
B) apH =6,5 - 7, favorable a sa croissance. Le milieu de culture est stérilisé a 1’autoclave (20
min a 115°C) et refroidi au bain Marie a 45°C puis coulé sous forme d’une couche plus ou

moins épaisse en boite de Pétri de 9 cm de diameétre.
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Pour s’assurer de la pureté des souches fongiques a ensemencer, ces derniéres ont
été préalablement purifiées. Sa culture et croissance se fait a I’incubateur a une température

de 27°C a I’obscurité. La période de sa croissance varie de 3 a 7 jours au maximum (Fig. 16).

Figure. 16 : Les souches fongiques de Botryosphaeria obtusa cultivées sur le milieu
PDA (Origine, 2021).

2. Matériel végetal

Dans notre travail le matériel végétal utilisé est la partie aérienne (feuilles et
fleurs) et les racines de Géranium rosat d’Algérie et les sommités fleuries (extrémité d’une

plante ou d’une de ses parties) de Lavandula agustifolia.

La récolte de plante de Géranium rosat d’Algérie a été faite en été au mois de mai
2021. Cette espece végétale a été collectée la matinée (& 6h du matin), au niveau de région
Attatba (Tipaza). Les parties récoltées ont subi un prélavage a 1’eau, afin d’éliminer tous les
débris. Puis étalé sur du papier et mis a sécher dans un endroit aéré, sec, ombragé et a
température ambiante. Cette opération a duré une vingtaine de jours. Une fois séche, la plante

est conservée dans des sacs en papiers jusqu’au moment de 1’extraction.

Pour le Lavandula agustifolia cette espece a été obtenue par la société des huiles
essentielles Bio-source de Zéralda — Tipaza, (elle a été également collectée la matinée, au
niveau de région Beni-mleuk (Tipaza), et les parties récoltées ont été conservées fraiches.
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2.1. Extraction et identification des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de Granium rosat d’Algérie et Lavandula
agustifolia a été réalisée respectivement au niveau de la société Exral- bio (Annexe I. A) et la

société Bio source (Annexe I. B).

Cette extraction a été effectuée a 1’échelle industrielle par la méthode de

I’entrainement a la vapeur d’eau.
2.2. Méthode d’entrainement a la vapeur d’eau

Entrainement a la vapeur « steam distillation » est une technique ne met pas en

contact direct I’eau et la matiere végétale a traiter (Lahlou, 2004) (Fig. 17).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
dhule essentiele

Hule essentebe
Plantes aromatiques

Vapeur deau

Eau
Eau Sorale

Eau florale «
hutle essendele

Chaleys ———e
Essencer

......

Figure. 17 : Schéma d’un montage d’entrainement a la vapeur d’eau (Bouaine,

2017).

L’extraction de Géranium rosat d’Algérie a été effectuée le 18/05/2021 au niveau de
la société Extral-bio. Une quantité de 724,1 Kg de matériel végétal seche (Géranium rosat
d’Algérie) a été introduite dans 1’Alambic, pendant deux heures a une température de 100°C

et une pression de 0,1 a 0,2 Bar.

Concernant I’huile essentielle de Lavandula agustifolia, elle a été extraite et obtenue

par la société des huiles essentielles Bio-source.
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Apres I’extraction, le volume d’huile essentielle obtenu a ét¢ mesuré puis conservé
dans des flacons inoxydables bien bouchés (ou bien dans des flacons Roux stériles, emballées
par papier aluminium) afin d‘éviter toute dégradation des molécules par la lumiére jusqu'a son

usage pour les tests chimiques et biologiques.

L’Alambic doit étre nettoyée apreés chaque emploi a I’eau afin d’éliminer les
poussieres et les graisses probablement présentes dans [’appareil afin d’éviter toute

contamination de 1’huile au cours de 1’extraction.

Cette opération est suivie par le calcul des rendements effectué selon la norme
AFNOR (1986) (Annexe IlI. B).

2.3. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre le volume
d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traiter (Belyagoubi, 2006). 1l est
exprimé en pourcentage par rapport & 100 g de matiére seche. Le calcule est effectué par la

formule suivante (Annexe IlI. A) :
Rd HE (%) = (V/ M MV) x 100

= Rd HE (%) : rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage
=V :volume d'huile essentielle en ml

= M MV : lamasse de la matiére végétale utilisée (seche)
3. Dilutions et concentrations

Une série de dilution de chaque huile essentielle utilisée dans notre travail a été
préparée pour évaluer I’activité antifongique. Trois concentrations ont été préparées a partir
des huiles essentielles obtenues D; (25%), D, (50%) et D3 (75%) apres dilution dans le Tween
80 (un tensio-actif additif majeur assure la stabilit¢é des mélanges), ce dernier est le
solubilisant idéal des huiles essentielles dans 1’eau distillée, car il en permet la dispersion, et il
est dépourvu de toute influence sur I’activité des huiles essentielles. Pour cette dilution de
deux huiles essentielles nous avons preparé une solution mere de 100 ml, constituée de 99ml
de ’EDS avec 1 ml de Tween 80.

Cette solution a été utilisée pour 1’homogénéisation des huiles et utilisée comme
témoin suite a l’absence de I’activité antifongique, et les différentes dilutions ont éeté

préparées pour obtenir différentes concentrations en HEs (D1: 25%, D2: 50% et D3: 75%).
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4. Activité Antifongiques

Apreés la culture et I’incubation des 2 souches fongiques utilisées pendant 5 jours, nous

avons obtenu la croissance de la « Souche 4 » uniquement.

Dans notre étude, l‘activité antifongique vis-a-vis de la «Souche 4» de
Botryosphaeria obtusa testée a été déterminée a travers deux méthodes : le test d’activité
volatile et la technique de contact direct sur la gélose (le milieu de culture PDA est
supplémenté par les deux huiles essentielles), qui ont le principe de confronter la substance
(les H.E utilisées) et ’agent pathogéne (la souche fongique de Botryosephaeria obtusa) sur un

support artificiel (milieu de culture PDA)
4.1. Test d’activité volatile

Ce test consiste a déposer au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA et
un disque mycélien issu d’une culture fongique agée d’une semaine. Des disques de papier
Wattman de 8 mm de diamétre, préalablement stérilisés a 1‘autoclave (115°C, pendant 20
min), sont d’abord imprégnés et saturés avec 30 pl de chaque dilution de I’huile essentielle,
puis déposés sur le couvercle de la boite de Pétri retournée. A raison d’un disque imprégné
par couvercle (Inouye et al., 2006 ; Sharma et al., 2006 ; Bajpal et al., 2007 ; Chutia et al.,
2009 ; Al-Reza et al., 2010). Le témoin consiste en des disques imprégnés avec le méme
volume de Tween (3%) (Fig.18).

Figure. 18 : Evaluation de P’activité antifongique par test d’activité volatile
(Origine, 2021).
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4.2. La technique de contact direct sur la gélose

Cette technique consiste a cultiver la souche fongique étudiée sur le milieu PDA
supplémenté de chaque huile essentielle a différentes concentrations afin d'évaluer I’activité
antifongique. Les huiles essentielles ont été utilisées sous forme d’émulsions pour pouvoir

étre manipulées comme des solutions.

Le mélange de milieu est coulé dans des boites de Pétri. A 1’aide d’une pipette
pasteur stérile, nous découpons un échantillon de culture fongique a partir du tapis mycélien
agée d’une semaine, est déposé au centre de la boite de Pétri, puis incubée a 25°C pendant 9

jours. Nous opérons de la méme fagon pour chaque concentration d’huile essentielle.

Chaque essai est répéte trois fois afin de minimiser I'erreur expérimentale, et toutes
les boites de Pétri ont éte scellés avec du parafilm le long du bord pour éviter la diffusion des

composés volatils de I’huile essentielle ainsi que les contaminations.
» Mesure de activité antifongique des huiles essentielles

L’estimation de la croissance mycélienne a été réalisée a trois pas du temps a savoir
3, 6, et 9 jours apres traitement. Les mesures des diametres de la croissance mycélienne ont
été effectuées a ’aide de papier millimétré. Trois mesures ont été retenues pour chaque
diamétre radial. La croissance radiale est exprimée en pourcentage d’inhibition de la
croissance mycélienne en utilisant la formule décrite par Pandeyet al. (2000).

pr= 2 - Dt 100

DC

» Pl : pourcentage d’inhibition de la croissance des champignons testés (%)

» Dc: le diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon non
traité (tween 80%) (mm)

» Dy : le diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon traité (les

dilutions des Huiles essentielles (mm).

La lecture des résultats se fait par mesure des diamétres d’inhibition de la croissance en

millimétres.
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5. Analyse statistique

Une analyse de la variance a été effectuée en utilisant le modele linéaire général

(G.L.M). La na des huiles essentielles, les doses et le mode de traitement sont considérées
comme des facteurs indépendants.

La comparaison des moyennes est effectuée par I'analyse de la variance a 1 facteur
(G.L.M) en utilisant le logiciel SPSS (v 20.0, Microsoft), a un seuil (p < 0.005).
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. Résultats
1. Extraction des huiles essentielles

1.1. Les caractéres organoleptiques

Les caracteres organoleptiques des deux H.E Géranium rosat d’Algérie et Lavandula

agustifolia obtenues aprés 1’extraction sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 1).

Tableau 1. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles de Géranium rosat

d’Algérie et de Lavandula agustifolia.

Huile essentielle Couleur Odeur Aspect

Géranium rosat Jaune verdatre Forte odeur, rosée, Liquide limpide

d’Algérie Iégérement citronnée.

Lavandula agustifolia Jaune pale Forte odeur Liquide limpide
(agréable)

1.2. Le rendement des huiles essentielles

Dans notre étude, le rendement en H.E de Géranium rosat d’Algérie obtenue par la
technique d’entrainement a la vapeur d’eau a I’échelle industrielle est de 0,011% d’H.E

(Tableau 2). Ce taux est relativement faible comparé a ceux rapportés par d'autres études.

Tableau 2. Rendement de H.E de Géranium rosat d’Algérie.

Espéce Poids végétal (Kg) |Poids de I’H.E (Kg) Rendement en H.E %

Géranium rosat

d’Algérie 7411 0,086 0,011

En ce qui concerne le rendement de 1’huile essentielle de Lavandula agustifolia, on
rappelle qu’a été obtenue par la société des huiles essentielles bio-source, il a donc été calculé

par cette société.
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1.3. L’activité antifongique

L’étude du pouvoir antifongique des deux huiles essentielles a révélé que les deux
huiles testées celle de Géranium rosat d’Algérie et du Lavandula agustifolia comportent une
action inhibitrice sur la croissance mycélienne du Botryospheria obtusa par la méthode de

contact direct, par contre aucune inhibition n’a été enregistrée par le test volatil.
1.3.1 Evolution temporelle de activité fongicide des huiles essentielles

La souche fongique de Botryospheria obtusa traitée avec I’huile essenticlle de
Géranium rosat d’Algérie a différentes dilutions montre une inhibition qui augmente dans le
temps et qui se traduit par le pourcentage d’inhibition de sa croissance mycélienne (PI).
Cependant, aprés 3 jours de culture, nous constatons une augmentation du taux d’inhibition
pour les trois dilutions appliquées avec une évolution respective de 43,19% pour la dilution
(D1), de 52,41% pour la dilution (D2) et de 68,02% pour la dilution (D3).

L’application des traitements avec 1’huile essentielle de Lavandula agustifolia sur
Botryosphaeria obtusa montre les mémes effets inhibiteurs de la croissance mycélienne dans
le temps comparés a ceux observés aprés traitement a 1’huile essentielle de Géranium rosat
d’Algérie. Entre les trois observations réalisées (a 3, 6 et 9 jours), le taux d’inhibition de la
croissance mycélienne a doublé pour la dose 0.75 (D3) et la dose 0,50 (D2) avec les
évolutions respectives de 82,22% et 74,44%.

La comparaison des taux des zones d’inhibition sous I’effet des deux huiles
essentielles sur Botryosphaera obtusa montre une similitude de 1’évolution temporelle de la
croissance mycélienne avec une augmentation de celui-ci a 09 jours. La dose 0.75 (D3) de
I’huile essentielle de Géranium rosat d’Algérie a enregistré le pourcentage d’inhibition le plus

marqueé (P1=87,77%) (Fig. 19).
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Figure. 19 : Evaluation de D’activité fongicide de I’H.E de Géranium rosat

d’Algérie a différentes dilutions aprés 9 jour du traitement (Origine, 2021).

La croissance fongique du témoin était normale, elle a débuté dés le premier jour, et

elle a évolué progressivement jusqu'a atteindre 90 mm au 9éme jour.
1.3.2 Etude comparée de ’activité fongicide des deux huiles essentielles

Nous avons utilisé le modele général linéaire (G.L.M.) de maniére a étudier la
variation temporelle (& 3, 6 et 9 jours) des taux d’inhibition de la croissance mycélienne de
Botryosphaeria obtusa en fonction des différentes dilutions des deux huiles essentielles de
Géranium rosat d’Algérie et Lavandula agustifolia appliquées lors des traitements. La
fiabilité des résultats a été démontrée sur la base des permutations réalisées et qui sont au
nombre de 40. L’ensemble des résultats d’analyses est consigné dans le Tableau 3 et la Figure
20.
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Tableau 3. Modele G.L.M. appliqué aux essais de traitements sur la croissance mycélienne

(N=40).

Source | Somme des carrés | DDL | Moyen des écarts | F-ratio P
Nature/HE 432,876 1 432,876 9,933 | 0,003*
M?de de 955,044 3 318,348 7,305 | 0,001**
traitement
Dose 6117,101 2 3058,550 70,185 | 0,000***
Période 2432,391 1 2432,391 55,816 |0,000***
Var. intra 1743,141 40 43,579 - -

N.S.: non significative, * : Probabilité significative & 5 % ; ** : Probabilité

significative a 1 % ; *** : Probabilité significative a 0,1 %

Le tableau ci-dessus désigne que la nature biologique des matiéres actives présente un
effet significatif sur la variabilité des taux d’inhibition de la croissance mycélienne du
champignon phytopathogene étudié (F-ratio = 9,933 ; p = 0,003; p < 0,05). Par ailleurs, le
facteur mode d’action révele une différence fortement significative sur les taux d’inhibition de
leur croissance mycélienne (F-ratio = 7,305 ; p = 0,001; p < 0,05). Les facteurs dose et
période aprés traitement révelent 1’existence d’une différence trés hautement significative des
taux d’inhibition de la croissance mycélienne avec les valeurs respectives (F-ratio = 70,185 ;

p=0,000;p<0,01)et (F-ratio=55,816 ; p=0,000 ; p <0,001).

Les résultats obtenus de I’effet des deux huiles essentielles sur la souche fongique
étudiée montre que la matiére active de I’huile essentielle de Géranium rosat d’Algérie génére
une action inhibitrice plus importante que celle de I’huile essentielle de Lavandula agustifolia

qui offre un pourcentage d’inhibition plus faible (Fig. 20).
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Figure. 20 : Etude comparée des taux d’inhibition de la croissance mycélienne de

Botryosphaeria obtusa sous 1’effet des huiles essentielles (a : huiles essentielles, b : doses ¢ :

périodes apres traitement).
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L’étude de D’action antifongique des deux huiles essentielles sur Botryosphaeria
obtusa montre que ce champignon présente une nette sensibilité au mode d’action (traitement

direct) alors que I’activité volatile n’a montré aucune inhibition.

Les résultats obtenus indiquent que les concentrations les plus élevées pour les deux
huiles essentielles inhibent plus efficacement que lorsqu’elles sont diluées. Cette efficacité se
traduit par un pourcentage d’inhibition important pour 1’huile essentielle de Géranium rosat
d’Algérie par rapport a celui enregistré avec 1’huile essentielle de Lavandula agustifolia. En
revanche, la baisse du pourcentage d’inhibition va de paire avec la réduction de la
concentration des doses des huiles essentielles utilisées mais toujours en faveur de 1’huile

essentielle de Géranium rosat d’Algérie (Fig. 20.b).

L’évolution temporelle des taux d’inhibition de la croissance mycélienne de
Botryodphaeria obtusa montre un effet progressif des matieres actives des deux huiles
essentielles utilisés a savoir celui a base de Géranium rosat d’Algérie et celui a base d’huile
essentielle de Lavandula agustifolia. Cependant, I’effet des deux produits traitement se révele
faible au bout de 3 jours avec un pourcentage d’inhibition (Pl= 20,06% pour la Géranium
rosat d’Algérie et Pl= 16,47% pour Lavandula agustifolia, puis s’accentue fortement pour

atteindre apres 9 jours du traitement un pourcentage d’inhibition plus important (Fig. 20.c).
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I1. Discussions

Les organismes phytopathogénes sont responsables de nombreux dégats et maladies
affectant les grandes cultures, les cultures maraichéres et les arbres fruitiers et forestiers.
L’utilisation des pesticides chimiques efficace contre les organismes a entrainé de multiples

conséquences sur I’environnement et sur la santé humaine

Des études récentes ont montré que les produits naturels issus des plantes, des
miroorganismes et les métabolites secondaires représentent une importante source de

molécules pouvant étre exploitées dans différents domaines entre autres la bioprotection.

L’objectif de la présente étude est de tenter de trouver un éventuel pouvoir
antifongique in vitro de deux huiles essentielles a 1’égard d’un champignon phytopathogéne

responsables des maladies du bois.

Les résultats qui vont étre discutés suite aux résultats révélés par cette étude,
concernent 1’évaluation du pouvoir antifongique sur un champignon phytopathogéne; et de
deux huiles essentielles. L’étude du pouvoir antifongique des deux huiles essentielles a été
évalué in vitro sur Botryosphaeria obtusa en utilisant deux modes d’action, technique
d’activité volatile et la technique de contacte direct sur la gélose. Les résultats obtenus ont
révélé un fort pouvoir antifongique des deux huiles essentielles en fonction de la nature des

deux huiles essentielles, des concentrations des doses appliquées et du temps.

Les résultats de cette étude montrent que le rendement en huile essentielle de la partie
aérienne et des racines de la Géranium rosat d’Algérie est relativement faible, il est de
0,011%. On constate que le rendement obtenu a partir de la Géranium rosat d’Algérie de
région de Attatba (Tipaza), est trés loin de celui cité dans la référence AFNOR. On peut dire
qu'en termes de quantité, malgré que ce pourcentage semble inférieur par rapport aux normes

AFNOR, ce rendement reste dans la pratique satisfaisant.

Les différences du rendement en huiles essentielles d’un organe a un autre ou d’une
espece a une autre ont été rapportées. Selon certains auteurs, divers facteurs tels que 1’espéce
de la plante, 1’age de la plante, I’origine de récolte de la plante, la période de récolte, la partie
soumise a la distillation et la technique d’extraction, le degré de séchage, les conditions de
séchage, la température et la durée de séchage, I'environnement, présence de parasites, de
virus et mauvaises herbes, sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent aussi avoir un impact
direct sur les rendements en huile essentielle (Russo et al., 1998 ; Tonzibo, 1998 ; Vekiari et
al., 2002 ; Karousou et al., 2005 ; Kouame, 2012).
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L’étude des propriétés organoleptiques de 1’huile essenticlle de Géranium rosat
d’Algérie présente un aspect liquide limpide de couleur jaune verdatre avec une forte odeur
rosée et légeérement citronnée, et concernant I’H.E Lavandula agustifolia est d’un aspect
liquide limpide avec une couleur jaune pale et une odeur agréable. Ces resultats restent

conformes avec les normes AFNOR.

L’activité antifongique des huiles essentielles est le sujet du plusieurs études
scientifiques in vitro depuis plusieurs années. Cependant, les méthodes utilisées pour évaluer
cette activité sont nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions

expérimentales par chague manipulateur.

Nous rappelons que ’activité antifongique des deux huiles essentielles de Géranium
rosat d’Algérie et de Lavandula agustifolia a été déterminée par deux méthodes, dont le test

de ’activité volatile et la technique de contact direct sur la gélose.

Nos résultats indiquent que les molécules volatiles d’H.E de Géranium rosat
d’Algérie et Lavandula agustifolia a une faible capacité inhibition de la croissance de la

souche de Botryosphaeria obtusa, puisqu’aucune zone d’inhibition n’a été identifiée.

Sous I’hypothése de différence de la qualité phytochimique des deux huiles
essentielles, de nombreuses recherches se sont intéressées a la caractérisation des plantes a
activité fongique. Les résultats se sont révélés trés informatifs sur les molécules bioactives.
L’huile essentielle de Géranium rosat d’Algérie contient des monotérpénes et des composants
biochimiques elle est fortement dosés en : citronellol (18 & 30%), géraniol (9 & 17%), linalol
(3 a 15%), citral (géranial + néral) (< 2%) et en limonéne (< 0,5%) lui conferent & cette
famille de géraniacée des effets antimicrobiens y compris antifongiques. La teneur en
monotropies varie selon l‘espece, la partie de la plante et les conditions culturales et

climatiques.

En ce qui concerne la composition chimique des huiles essentielles et ses
caracteres organoleptiques varient en fonction de différents facteurs tels que I’espéce,
I’origine intrinséques (spécifiques de 1’équipement génétique de la plante) et extrinséques
(liees aux conditions environnementales de la plante), incluant le stade de développement des
plantes, les organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Delaquis et al.,
2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004 ; Boti et al., 2006 ; Oussou et al., 2009).
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Cependant I'nuile essentielle de Lavandula agustifolia est constituée principalement de
: Linalyl acétate, Linalool, B-caryophylléne, Acétate de lavandulyle, Z-B-ociméne, terpinéne-
4u-ol, E-B-ocimeéne.

Des recherches ont démontré que les térpenes sont parmi les composés des huiles
essentielles les plus actifs contre les champignons. Beaucoup de travaux ont souligné
I’efficacité antifongique des phénols terpéniques et plus particuliérement celle du limonene et

linalol.

Ces deux molécules possedent un tres large spectre d’activité antimicrobien et ils sont
naturellement présents dans les essences de la plupart des especes de Thym. L hypothése de
divergence des modes d’actions entre les deux huiles essentielles rejoint les différentes études
qui ont été menées pour comprendre les mécanismes d‘action des molécules bioactives des
plantes, dont plusieurs attribuent cette fonction aux composants phénoliques en interaction

avec la membrane plasmique des agents pathogénes.

Cristani et al. (2007) ont signalé que l'activité antimicrobienne est liée a la capacité
des terpénes pour leur action non seulement sur la perméabilité, mais aussi sur d'autres
fonctions de la membrane cellulaire. Ces composés peuvent traverser la membrane, pénétrer

ainsi a l'intérieur de la cellule et interagir avec les sites intracellulaires critiques.

Par contre, a I’issus des résultats des tests de 1’activité antifongique in vitro des huiles
essentielles par méthode de contact direct sur la gélose montrent qu’il y a une différence
d’efficacité entre les deux huiles essentielle vis-a-vis Botryosphaeria obtusa. Dont I’huile
essentielle de Géranium rosat d’Algérie expose le plus important pouvoir inhibiteur par
rapport au Lavandula agustifolia, ou la souche fongique étudiée a manifesté une sensibilité

différentielle a toutes les concentrations de ces deux huiles essentielles.

Les H.E permettent la protection contre les champignons phytopathogenes, et d’aprés
les résultats obtenus sur D’effet des deux huiles essentielles utilisées, on constate qu’elles

empéchent partiellement la croissance fongique.
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Conclusion et perspectives

Par le présent travail, nous avons essaye de contribuer a lever le voile sur les
potentialités agro-phytosanitaires des plantes aromatiques pouvant étre utilisées localement
comme biopesticides dans la phytoprotection, afin de minimiser la contamination de

I’environnement par les substances toxiques d’origine chimique.

Ce travail a ét¢ mené dans le cadre de 1’étude de I’activité antifongique des 1’huiles
essentielles extraites de la partie aérienne et les racines de Géranium, et des sommités fleuries

de Lavandin sur Botryosephaeria obtusa.

L’extraction des deux H.E de Géranium rosat d’Algérie et Lavandula agustifolia a
été réalisée par I’entrainement a la vapeur d’eau a I’échelle industrielle, respectivement au
niveau de la société des huiles essentielles Extral-bio et la société Bio-source. L’extraction de
Géranium rosat d’Algérie a donné un faible rendement de 0,011%, pour I’H.E Lavandula
agustifolia a été extraite et obtenue par la société des huiles essentielles Bio-source.

L’activité antifongique a été évaluée a travers deux méthodes, un test d’activité
volatile, et la techniques de contacte directe sur le milieu de culture, les résultats obtenus
montrent des effets antifongiques différents des deux H.E sur Botryosephaeria obtusa. L’H.E
de la Géranium rosat d’Algérie révéle une activité antifongique plus élevé méme a faible
concentration que I’effet de I’H.E de Lavandula agustifolia. Il est a noter que plus que la dose
est importante plus le diametre de croissance est faible. Ainsi que I’inhibition de la croissance
fongique par la technique de contact direct sur la gélose a été observée mieux que 1’inhibition
par le test d’activité volatile. Donc en conclu que la technique de diffusion sur gélose est un

bon moyen pour détecter la sensibilité d’une souche a une huile essentielle.

En fin, ’ensemble de ces résultats obtenus in Vvitro ne constitue qu’une premicre
¢étape dans la recherche de substances d’origine naturelle biologiquement active, ¢galement ils
nous a permis de prédire que les H.E de Géranium rosat d’Algérie et de Lavandula agustifolia
peuvent étre une source non négligeable d’antifongiques utilisables en protection des maladies

du bois.

Sachant que I'Algérie possede un patrimoine végeétal trés riche et diversifié
I'implication des extraits végétaux dans la lutte éco-chimique comme facteurs de protection
des plantes, pourrait s'insérer dans le cadre d'une stratégie alternative et / ou complémentaire
dans la lutte contre les ravageurs des cultures en intégrant les autres méthodes de lutte et ceci

dans le contexte d’une agriculture durable.



Conclusion et perspectives

Il serait ainsi envisageable de :

- Cibler les plantes a activité fongicide.
- Tester ces molécules naturelles dans des conditions controlées.

- Chercher des adjuvants adéquats pour une éventuelle bio formulation.
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Annexe | : extraction des huiles essentielles Géranium rosat d’Algérie et
Lavandula agustifolia
A. L’extraction de Géranium rosat d’Algérie a été effectuée au niveau de la société
Extral-bio
La societée Extral-bio

Extral-bio est une société spécialisée dans la distillation des H.E, elle se situe en

plein cceur de la Mitidja, jadis berceau des H.E.

La société a héritée d’une vielle tradition algérienne et d’un savoir faire dans le

domaine des H.E que on nous invite a découvrir.

Ses H.E nous apportent les concentrés de la nature les plus précieux pour établir et

conserver 1’équilibre indispensable a notre santé.

Les H.E d’Extral-bio sont un heureux mélange de la sagesse ancienne et la science
moderne. Pour satisfaire les besoins de sec clients en Algérie et a I’étranger, Extral-bio s’est

dotée des moyens les plus modernes de distillation avec de grandes capacités de production
(Fig. 1).

Figure. 1 : Centre de la société Etral-bio
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B. L’extraction d’H.E Lavandula agustifolia a été effectuée au niveau de la société
bio-source :

La société bio-source

Bio-source est une société fondée en 2016 avec pour but de produire et
commercialiser en grandes quantités les huiles essentielles et végétales et quelques plantes

médicinales.

Au cours de cette période la société bio-source s’est positionnée en plusieurs acteurs

dans le chaine de valeurs des PPAM (Plantes a Parfum Aromatiques et Médicinales)

En amont et en aval, elle est dans la production des plantes de pépiniére, dans la
production agricole des PPAM tels que la Sauge, Géranium, Lemon grasse, et Bigaradier
dans la Mitidja (Blida, Tipaza, et Alger).

Cette société a trois unités de production et de transformation des huiles essentielles a

Blida, Tipaza et Zeralda. Elle ambitionne de redonner d’antan dans ce domaine.

C. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales.
En général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la partie du vegeétal traitée
(graines, feuilles, tiges, bourgeons, fruits) et sec caractéristiques botaniques, du rendement
en huile et de la fragilité de certains huiles aux températures élevées. Parmi les méthodes les

plus utilisées :

C.1. Distillation

Selon (Piochou, 2008), il existe 3 différents procédés utilisant le principe de la
distillation. On a I’hydrodistillation, vapo-hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur
d’eau.

Le tableau ci-dessous présente un comparatif des avantages et inconvénients des trois méthodes

présentées précédemment.
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Tableau. Intéréts et inconvénients des différents procédés de distillation

Hydrodistillation

Vapo-

hydrodistillation

Entrainement & la

Vi peur

Twpe d alambic

Simple. de faible codt, transportable et facilement

installable dans les régrons de production

Die grande dimension pour

augmenter la cadence de

Type de
matériel

vigital

Fleurs principalement,

Inadapte s1 présence de

composses saponifiables,

d"ébullition élewvé

hyvdrosoluble ou a temperaire

Plantes entiéres et

fenillages

distillation
Tous sauf matériel finement

broye.

Adapte pour les composes a

poant d"ébullitton élewve

Conditions de

diffusion

ct mobile dans |'eau

Bonnes, surtout =1 le matervel

wvegetal est totalement immerge

Bonnes, =1 la vapeur
circule de manere
homogene dans la

maiiere vegetale

HBonmnes, s1 la vapeur est
lemérement mouillée et sielle
diffuse de maniére homooéne

dans ke matenel vegetal

Tempéraiure

dans I"'alambic

Proche de 1T, nisque

d endommagement du matérnel

vegetal par contact direct avec

Autour de TOFC

Modulable, peut dépasser

1=
la cuve
Vitesse de Relativement faible Asser bonne Elevée
distillation
Wiesse d hydrolyse d'esters Moindre probleme
Hydrolyse . . . Faible en géneral
Elewde {contact plante/cau
limaie )
Bon cn 1'absence de Bon si |'extraction est
Rendement Souvent relattvement faible :
mouillabilite cormectement conduite
importante de la plante
ualité de . . HBonne si | "extraction est
Q Dépend des conditions loupours bomne
I’ huile

correctement conduite
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C.2. Extraction a froid

Elle consiste le plus simple des procédés, mais elle ne s’applique qu’aux agrumes
dont I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a

broyer, a I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches et libérer 1’essence.

C.3. Extraction par le corps gras

Elle est utilisée enfleurage dans le traitement des parties fragiles de plantes telles que
les fleurs, qui sont trés sensibles & I'action de la température. Le principe consiste a mettre les
fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer en huile essentielle. Dans cette technique, on
peut distinguer I'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a la température ambiante des
arémes vers le corps gras et la digestion qui se pratique a chaud par immersion des organes

végétaux dans le corps gras (Brian, 1995).

Annexe Il : Pactivité antifongique

A. étude in vitro

le terme In vitro qui vient de latin « sous verre » est utilisé pour caractériser toute
mesure, exploration ou étude biologique en laboratoire, effectuée dans un milieu artificielle
(milieu de culture, éprouvette,...) en dehors de I’environnement, de 1I’organisme vivant ou de

la cellule, et en condition définies et controlées.

B. Le milieu de culture PDA

Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) est favorable pour la croissance des
champignons phytopathogénes, dont la composition pour un volume de 1000 ml est ci-apres,

dans notre étude nous avons préparé le milieu PDA avec un volume de 2000 ml :

e Pomme de terre 400 g.
e Agar-agar 40 g.

e Glucose 40 g.

e Eau distillé 2000 ml.
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La preparation de ce milieu est comme la suite :

1. Eplucher, laver, couper en petites morceaux les pommes de terre on les fait bouillir dans 2
L d’eau distillée pendant 15 a 20 min, puis récupére le jus en rajoutant I’eau distillée pour

obtenir 2 L en tout.

2. On ajoute 20 g de glucose et 20 g d’agar-agar et agiter.
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3. On verse le mélange dans des flacons, et on met ces derniers dans 1’autoclave pendant 20

min a 120°C.
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4. En fin, on attend jusqu’au refroidissement des flacons pour couler le milieu PDA préparé

sur les boites de Petri.

Annexe |11 : le rendement des huiles essentielles

A. Calcule de rendement

Rd H.E = (0,086/741,1) x 100= 0,001%

La masse de la matiére végetale utilisée (seche) : M MV =741, 1Kg
Volume de H.E = 0,086 Kg.
B. Le groupe AFNOR

AFNOR signifie Association Frangaise de Normalisation, est I’organisation
officielle en charge des normes en France. Depuis 2004 et sa fusion avec I’Agence frangaise
pour I’amélioration et le management de la qualité (AFAQ), elle rattachée au groupe AFNOR
qui agit dans les domaines de la normalisation, la certification, I’édition spécialisée et la

formation.
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Annexe 1V : les appareils utilisés dans cette étude expérimentale

La réalisation de ce travail a nécessité 1’utilisation des appareils suivant :

- Hhydrodistillateur est 1’alambic, pour I’extraction des huiles essentielles
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- Chaudiére est la source de chaleur.
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- Agitateur a barreau magnétique non chauffant pour assurer I’homogénéisation des

composants du milieu.




