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Résumeé

Valorisation des extraits de Lavandula stoechas L. de la région de Blida
contre les moisissures des fruits au cours du stockage et de la conservation

Notre étude vise la recherche de solutions biologiques contre les contaminants fongiques des
fruits au cours du stockage, par le biais des extraits de lavande papillon (Lavandula stoechas
L.). Cette étude comprend 1’utilisation d’un matériel végétal représenté par la partie feuillue
de la plante au stade fructification, et d’un matériel fongique composé des trois isolats
fongiques de Botrytis cinerea, Penicillium digitatum et Colletotrichum sp. Ce matériel végétal
a fait 1’objet d’extraction d’huile essentielle et d’hydrolat par hydrodistillation, et la
préparation de 1’extrait aqueux par infusion et macération a froid. Le pouvoir antifongique des
trois extraits de plante a été évalué par la méthode de contact direct & une concentration de
1/250®™ (0,4 %) pour 'huile essentielle, et 1/9°™ (11,1 %) pour ’hydrolat et I’extrait
aqueux. Les potentialités inhibitrices ont été basées sur la croissance mycélienne, la
sporulation et la survie, ainsi que la production des sclérotes chez B. cinerea. Cette premiére
étape a été suivie par la méthode de micro-atmosphere, focalisée sur I’activité antifongique de
la fraction volatile de I’huile essentielle de la plante testée a 60, 40 et 20 pl/disque, sur les
isolats fongiques préalablement inhibés. L’huile essentielle testée a 1/250™ a révélé le
meilleur pouvoir antifongique avec une inhibition compléte (100 %) de la croissance
mycélienne et de la sporulation chez B. cinerea et Colletotrichum sp. L’inhibition de la
production des sclérotes a été compléte pour I’huile essentielle (100 %), trés importante pour
I’hydrolat (97,5 %) et modérée pour ’extrait aqueux (59,7 %). La méthode de micro-
atmosphére a mis en exergue le pouvoir inhibiteur de la fraction volatile de I’huile essentielle,
avec des taux d’inhibition importants sur B. cinerea (95,8 %) et Colletotrichum sp. (89,6 %).
Une inhibition compléte de la croissance mycélienne a été également enregistrée pour ces
deux isolats aux concentrations 40 et 60 pl/disque. L’effet antifongique de 1’huile essentielle
s’est traduit par des modifications structurales telles que la lyse et la distorsion du mycélium,
et la réduction du nombre de conidiophores et de conidies. Cependant, la survie des isolats
aprés inhibition temporaire a confirmé son effet fongistatique. Ainsi, I’huile essentielle de L.
stoechas a confirmé ses potentialités antifongiques in vitro, par la réduction d’inoculum de B.
cinerea et Colletotrichum sp., en vue de son utilisation dans le biocontrdle des fruits contre
ces deux moisissures dans les lieux de stockage.

Mots-clés : Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Penicillium digitatum, Pouvoir antifongique,
Huile essentielle de Lavandula stoechas.



Abstract

Valorization of Lavandula stoechas L. extracts from Blida region against
postharvest fruit mold agents

Our study aims at finding biological solutions against postharvest fungal contaminants of
fruits during storage, by means of Lavandula stoechas L. extracts. This study includes the use
of plant material represented by the leafy part of the plant at the fructification stage, and a
fungal material consisting of the three isolates: Botrytis cinerea, Penicillium digitatum and
Colletotrichum sp. Essential oil and hydrolate were extracted from the plant by
hydrodistillation, while aqueous extract was obtained by infusion and cold maceration. The
antifungal activity of the three plant extracts was evaluated by the direct contact method at a
concentration of 1/250th (0.4%) for the essential oil and 1/9th (11,1%) for the hydrolate and
aqueous extract. The inhibitory potentialities were based on mycelial growth, spore
production and fungal survival, as well as the production of sclerotia by B. cinerea. This first
step was then followed by the micro-atmosphere method, focused on the antifungal activity of
the volatile fraction of the plant’s essential oil at 60, 40 and 20 pl per disc, tested on the
previously inhibited isolates. The essential oil tested at 1/250th showed the best antifungal
activity with complete inhibition (100%) on the mycelial growth and spore production of B.
cinerea and Colletotrichum sp. The inhibition of sclerotia production was complete for the
essential oil (100%), highly significant for the hydrolate (97.5%) and moderate for the
aqueous extract (59.7%). The micro-atmosphere test highlighted the inhibitory activity of the
essential oil’s volatile fraction, with high inhibition levels on B. cinerea (95.8%) and
Colletotrichum sp. (89.6%). Complete inhibition was also recorded for both isolates at
concentrations of 40 and 60 pl per disc. The antifungal effect of the essential oil resulted in
structural modifications, such as lysis and distortion of the mycelium, and reduction of the
frequency of conidiophores and conidia. However, the survival of the isolates after temporary
inhibition confirmed its fungistatic effect. Therefore, the essential oil of L. stoechas confirmed
its in vitro antifungal potential, by reducing the inoculum of B. cinerea and Colletotrichum
sp., with a view to its use in the biocontrol of fruits against these two molds in storage areas.

Keywords: Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Penicillium digitatum, Antifungal activity,
Lavandula stoechas essential oil.
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Introduction



Introduction

Les fruits font partie intégrante de la nutrition humaine, ils sont recommandés dans le
cadre d’une alimentation saine (Dauchet et al., 2006). Leur détérioration et notamment celle
d’origine fongique présente un défi d’ordre économique important, vu les dégats et les pertes
qui peuvent en découler (Sivakumar et Bautista-Bafios, 2014). Pour limiter ces dégats et
augmenter la durée de conservation des fruits, 1’utilisation des pesticides chimiques est le
premier recours (Daferera et al., 2003). Or, les conséquences négatives qu’ils peuvent
présenter sur la santé de ’homme et de I’écosystéme tout entier, ainsi que 1’apparition de
souches résistantes limitent leur utilisation (Tripathi et al., 2008). Il est donc primordial de
trouver une alternative biologique et durable, pour a la fois éviter les dangers de ces produits

chimiques et augmenter la durée de conservation des fruits (Mari et al., 2003 ; Zhang, 2011).

En effet, plusieurs études sur ce sujet ont présenté des résultats prometteurs en se basant sur
les extraits de plantes. Comme la combinaison entre les huiles essentielles de I’origan et du
romarin dans le controle d’Aspergillus flavus et A. niger des raisins de table (de Sousa et al.,
2013), Espagne ; I'utilisation de la fraction volatile de 1’huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides contre Phyllosticta citricarpa des agrumes (Lombardo et al., 2016), Uruguay ;
ou I’utilisation des extraits aqueux de huit plantes du genre Cistus contre Geotrichum citri-
aurantii chez les agrumes (Karim et al., 2017), Maroc. En Algérie, aucun travail sur cette

problématique n’a été rencontré.

Dans ce sens, notre présente étude vise la valorisation des extraits préparés a partir de
Lavandula stoechas L. récoltée dans la région de Blida, contre les moisissures des fruits au
cours de la conservation et du stockage. Ce travail porte sur la détermination du pouvoir
antifongique de ces extraits sur les isolats prélevés de quelques fruits, de production locale ou

importés de 1’étranger.

Lavandula stoechas est 1’espéce la plus commune des lavandes en Algérie. Elle est
utilisée traditionnellement par la population locale, et notamment dans la préparation de
quelques plats (Baba Aissa, 2011). Selon Lazarin et Couplant (2010), cette espece est connue
pour ses différentes vertus thérapeutiques. Elle possede les propriétés antispasmodiques,
antistress, sédatives et sudorifiques. Elle est connue également pour ces propriétés
antibactériennes (Goren et al., 2002) et antifongiques (Angioni et al., 2006). L. stoechas a été
¢tudiée plusieurs fois dans le monde, a I’instar des turques Gedik et Dulger (2015) qui ont mis
en évidence son pouvoir contre des isolats fongiques du genre Candida. Cette espéce a méme

fait I’objet d’un clonage et une micropropagation in vitro dans une étude portugaise (Nobre,
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1996). Au Maghreb, L. stoechas a déja fait I’objet de divers travaux. Les marocains Sqalli et
al. (2007) ont déterminé les activités antimicrobiennes de cette plante. En Algérie, Barkat et
Laib (2012) ont quant a elles étudié ’activité antioxydante des huiles essentielles de fleurs de

L. stoechas.

Notre étude du pouvoir antifongique de L. stoechas a été basée sur le pouvoir
inhibiteur de I’huile essentielle, de I’extrait aqueux et de 1’hydrolat de cette plante, sur la
croissance mycélienne, la sporulation et la morphologie de Colletotrichum sp., Penicillium
digitatum et Botrytis cinerea par la méthode de contact direct. Aussi, I’effet de ces extraits sur

la production des sclérotes (structures de résistance) par B. cinerea a également été suivi.

Par la suite, I’huile essentielle a été employée par la méthode de micro-atmosphere pour

évaluer I’effet de sa fraction volatile, sur les isolats préalablement inhibés.
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1 Généralités sur Lavandula stoechas L.

1.1 Taxonomie

D’apres le guide illustré de la flore algérienne (Wilaya d'Alger et Mairie de Paris,
2012) le nom de Lavandula stoechas « vient du latin lavare qui signifie laver. Stoechas est le
nom donné par le botaniste grec Pedanius Dioscoride (40-90 apres J.-C.) a une lavande qui

poussait sur les Tles d’Hyeres, appelées a I’époque les Stoechades ».

Selon la base de donnée Euro+Med (2017), la position de L. stoechas dans la

systématique est comme suit :

- Reégne : Plantae

- Division : Tracheophyta

- Sous-division : Spermatophytina
- Classe : Magnoliopsida

— Superordre : Asteranae

- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiaceae Lindl.

- Genre : Lavandula

- Espéce : Lavandula stoechas L. (1753)

Noms communs : Lavande papillon, lavande a toupet, lavande stéchade.
Appellations locales : Jisls (arabe : helhal), 3« (amazigh : amezir).

Noms anglais : French lavender, Italian lavender, Spanish lavender.
1.2 Description botanique

Cette plante est un sous-arbrisseau aromatique trés ramifié, son hauteur varie entre 30
et 60 cm, et peut aller jusqu’a 1 m. les rameaux quadrangulaires sont feuillés jusqu’a la base
des épis floraux. Les feuilles sont opposées, étroites, linéaires, entiéres, grisatres sur les deux
faces, a marges révolutées. Les inflorescences sont chacune surmontées d'une bractée florale,
pétaloide, violette, d'ou le nom de "lavande papillon™ (Figure 1) (Lazarin et Couplan, 2010 ;
Baba Aissa, 2011 ; Wilaya d'Alger et Mairie de Paris, 2012 ; Miara et al., 2013).
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Figure 1 : Partie aérienne fleurie de Lavandula stoechas (Baba Aissa, 2011)
1.3 Ecologie

La lavande papillon se trouve dans presque tout le pourtour méditerranéen ; du sud de
I’Europe, a I’ Afrique du Nord et jusqu’au Proche-Orient (Lazarin et Couplan, 2010 ; Wilaya
d’Alger et Mairie de Paris, 2012) (Annexe 1). Siddiqui et al. (2016) rapportent qu’elle est
rencontrée aussi dans les Tles Canaries, le Cap Vert, 1’Asie du Sud-Ouest et jusqu’au sud-est
de I’'Inde. Elle a été introduite et cultivée en Bretagne, en Nouvelle Zélande et en Australie
(Benabdelkader , 2012).

En Algérie, c’est la plus populaire des lavandes. Elle est largement distribuée dans tout
le nord du pays, ou elle pousse sur les sols secs et siliceux des sommets arides, des pelouses et
des maquis du Tell algérien (Baba Aissa, 2011 ; Wilaya d'Alger et Mairie de Paris, 2012).

1.4 Biologie

La reproduction de L. stoechas se fait par les semences. Ces dernieres ont une longue
dormance dans le sol, mais germent a n’importe quelle période de I’année, et se développent
lentement. Elles sont semi-dormantes mais persistantes en été et en automne. La croissance
ayant lieu en hiver et au printemps. Quant a la floraison, elle s’étale du mois d’avril a juillet.

(Lazarin et Couplan, 2010 ; Siddiqui et al., 2016)
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Le collet et les fragments de la racine sont les propagules (organes de multiplication) de cette
lavande (Siddiqui, et al., 2016).

1.5 Importance thérapeutique et socio-économique

La bibliographie cite diverses propriétés thérapeutiques de Lavandula stoechas et qui
sont principalement attribuées a son huile essentielle. Elle serait antifongique, antiseptique,
béchique, antispasmodique, antistress, sedative, sudorifique et diurétique.

Dans la médecine traditionnelle, la plante est utilisée pour les vertus précédemment cités,
mais aussi pour calmer les maux d’estomac et les douleurs dues aux gingivites, ainsi que dans
la prévention des caries dentaires et contre les otites séreuses (Lazarin et Couplan, 2010 ;
Miara et al., 2013 ; Wilaya d'Alger et Mairie de Paris, 2012).

D’apres Baba Aissa (2011), L. stoechas est généralement considérée comme succédané de la

lavande officinale.

En plus de son utilisation pour ses diverses propriétés médicinales, la lavande papillon
est aussi appréciée dans d’autres domaines. Dans 1’ornemental, les horticulteurs ont eu
recours a la lavande papillon pour de nombreuses sélections variétales, voire méme pour la

réalisation de croisements.

Elle est aussi trés appréciée dans la production du miel. Guyot-Declerck et al. (2002)
affirement que cette plante constitue une source excellente de nectar pour les abeilles, et dont

le miel est produit en Portugal et en Espagne.

Cette plante est également utilisée dans I’industrie de la parfumerie, mais a des proportions
bien inférieures a d’autres especes du genre, a cause de son parfum lourd et trés camphré
(Lazarin et Couplan, 2010). Benabdelkader (2012) affirme que malgré le fait que cette
lavande soit la premiére a étre utilisée en parfumerie, son huile essentielle est « aujourd’hui
délaissée en raison de son odeur fortement camphrée et de la concurrence importante des

autres lavandes qui se prétent mieux a la culture intensive et dont I’odeur est plus agréable ».

En Algérie, cette plante rentre aussi dans la préparation d’un plat local appelé
« Hammama », ¢’est un type particulier de couscous sans sauce dans lequel les inflorescences
sont roulées avec la semoule. Le plat est saupoudré de sucre et accompagné de lait caillé
(Baba Aissa, 2011 ; Benabdelkader, 2012).



Chapitre 1 | Synthése bibliographique

Malgré le fait que la lavande soit largement prisée au monde pour I’importance
économique de son huile essenielle, aucune donnée n’a été rencontrée dans la bibliographie
concernant la production mondiale de lavande papillon, ni de son huile essentielle.
Benabdelkader et al. (2011) confirme que I’huile essentielle de L. stoechas est moins
exploitée que celles d’autres espéces du genre, il ajoute que cette espece est tout de méme de

plus en plus populaire en tant que plante ornementale.
1.6 Travaux sur Lavandula stoechas et ses extraits

La majorité des travaux rencontrés sur L. stoechas traitent de son huile essentielle
(composition et variabilité chimiques), ainsi que ses potentielles activités (antioxydantes,
antimicrobiennes, insecticides..). Ces travaux sont généralement localisés dans la région
méditerranéenne : Gréce (Vokou et al., 2002), Italie (Zuzarte et al., 2013), Maroc (Cherrat et
al., 2014), Tunisie (Sebai et al., 2013) et Algérie (Benabdelkader et al., 2011). Certaines
études traitent de ses extraits aqueux et éthanoliques (Gllgin et al., 2004 ; Celik et Aslantirk,
2007). D’autres travaux rencontrés ont abordés des aspects différents, comme le clonage et la
micro-propagation (Nobre, 1996) ou méme 1’¢étude du miel produit par a partir du nectar de L.
stoechas (Guyot-Declerck et al., 2002). Cepandant, aucun travail traitant 1’hydrolat de cette

plante n’a été rencontré.

2 Généralités sur les fruits et leur conservation

2.1 Importance des fruits

Les fruits constituent un élément clé dans [’alimentation de 1’homme. Leur
consommation (ainsi que celle des 1égumes) est recommandée dans le cadre d’un régime sain
(Dauchet et al., 2006). Selon Alzamora et al. (2004), les fruits et légumes « transportent le
mieux les vitamines, les minéraux essentiels, les fibres alimentaires, les antioxydants
phénoliques, les glucosinolates et autres substances bioactives. Outre ces éléments, ils
fournissent également des hydrates de carbone, des protéines et des calories en assez grande

quantité ».

Une consommation suffisante de fruits et Iégumes est associée a une diminution des maladies
chroniques ainsi que de la mortalité, surtout celle due aux maladies cardiovasculaires (Pereira
et al., 2004 in Dauchet et al., 2006 ; Oyebode et al., 2014). En plus de ces derniers risques, les
fruits et légumes pourraient aider a diminuer le risque du cancer (Riboli et Norat, 2003 ;
Genkinger et al., 2004 ; No6thlings et al., 2008).



Chapitre 1 | Synthése bibliographique

Pour avoir une idée sur I’importance des fruits traités par notre travail, quelques
informations sur leur production et importation sont reportés dans les paragraphes qui suivent.
Sauf indications contraires, ces informations sont recoltées depuis la base de donnees en ligne

de I’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et I’agriculture (FAO, 2017).

Parmi tous les fruits, les agrumes enregistrent les chiffres de production les plus importants
dans le monde. Ils sont cultives dans plus de 100 pays répartis a travers 6 continents (Saunt,
2000 in Helalia et Sameer, 2014). Dans la période 2012/2013, la production mondiale des
agrumes dépassait les 915 millions de tonnes (FAO, 2016). En 2014, les oranges ont
enregistré a elles seules une production dépassant 72 millions de tonnes. En Algérie, ces
chiffres sont passés de 890.674 tonnes en 2013 a 955.206 tonnes en 2014.

Les bananes aussi sont parmi les fruits les plus produits au monde, avec un chiffre dépassant
les 114 millions de tonnes en 2014. L’Algérie, Quant a elle, est un pays importateur de
bananes avec 245,3 mille tonnes importées en 2011 (FAO, 2014). La production locale
pendant la méme année n’était que de 279 tonnes. En 2014, cette production n’a pas dépassé

les 320 tonnes.

Concernant les fraises, la production mondiale de ce fruit a dépassé les 8 millions de tonnes
en 2014. En Algérie, aucune donnée n’est présentée par la FAO, ni par les institutions
publiques, concernant la production locale des fraises. Cependant, il existe une volonté
nationale pour donner un élan a cette production. Selon un rapport du Ministére de
I’Agriculture, du Développement Rural et de la Péche (Oamri, 2016), un objectif

d’exportation de 500 tonnes de fraises est fixé pour I’année 2019.

Les données précédentes témoignent de 1’importance socio-économique des fruits.
C’est pourquoi les quantités produites localement ou importées doivent étre conservées
adéquatement, avant d’arriver chez les consommateurs (ou transformateurs). Cette

conservation constitue un veritable défi aux praticiens du domaine.
2.2 Conservation et stockage

En général, les quantités d’aliments perdus annuellement en post-récolte a 1’échelle
mondiale pourraient nourrir entre 200 et 300 millions de personnes pendant une année
(Kelman, 1989 in Kulakiotu et al., 2004).
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Les fruits sont des denrées extrémement altérables. La détérioration durant leur
parcours de la chaine agroalimentaire cause la perte de presque 25% des fruits et légumes les
plus périssables (Alzamora et al., 2004). Ces pertes s’éléveraient jusqu’a 50% dans les pays
en voie de développement (Elad et al.,, 2007) et peuvent aller jusqu’a la totalité de la
production (Satish et al., 2007), leur portée s’étale méme a la période de conservation chez le

consommateur ou dans les services de restauration (Alzamora et al., 2004).

Pour assurer le maintien de la qualité des fruits, les praticiens du domaine ont recours
a de multiples procédures, parmi elles : le stockage a 1’état frais, le stockage au froid, la

congélation, le séchage (déshydratation), la stérilisation et I’irradiation (Daughty, 1995).

Les pertes pour lesquelles ces mesures doivent étre prises sont dues a trois grands

groupes de modifications (Daughty, 1995) :

- Les modifications enzymatiques provoquant vieillissement et pourrissement, oxydation des
substances phénoliques (brunissement), conversions sucre-amidon et déméthylation des

substances pectiques.

- Les modifications chimiques entrainant la dégradation des qualités sensorielles et

nutritionnelles.

- Les modifications biologiques ou « macro-biologiques » causées par les insectes et les
rongeurs, et les modifications microbiologiques causées par les bactéries et les champignons

(levures et moisissures).

Selon la méme source, I’intensité de ces modifications est influencée par la température,

I’activité de I’eau (aw), les gazes atmosphériques (O, principalement), la lumiere et le temps.

En étudiant les maladies de conservation des fruits a pépin, Bondoux (1992) regroupe
les causes des pertes de fruits en deux ensembles : les désordres physiologiques et les
maladies fongiques. Il affirme que dans le cas des fruits a pépins des Rosacées, les
champignons sont les seuls microorganismes suceptibles de causer des dégats en
conservation. Gross et al. (2016) indiquent que les champignons sont plus communs comme
agents causaux de la détérioration des fruits apres la récolte, contrairement aux bactéries qui

sont plus communs dans le cas des legumes.

Ces champignons sont succeptibles de produire des mycotoxines ; composés toxiques

issus du métabolisme secondaire des moisissures contaminant les aliments (Guerre et al.,

8
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2000). Ces composés peuvent agir comme des facteurs de virulance chez certains hotes et
présenter des dangers importants sur la santé animale et humaine, ainsi que sur la sécurité
alimentaire (Creppy, 2002 ; Ward et al., 2002). Cependant, ce n’est pas tous les champignons

qui peuvent produire des mycotoxines (Guerre et al., 2000).

Les souches fongiques causant la détérioration varient d’un fruit a un autre (Gross et
al., 2016). Parmi eux, nous aborderons brievement Botrytis cinerea, Penicelium digitatum et

Colletotrichum sp.

3 Généralités sur les moisissures des fruits en conservation

3.1 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea est un champignon ascomycéte omniprésent, polyphage et d’une
grande variabilité génétique (Elad et al., 2007). Il est considéré comme un nécrotrophe
typique et un modele important dans 1’étude de ce type de champignons (Williamson et al.,
2007; van Baarlen et al., 2007 in Dean et al., 2012).

Les especes du genre Botrytis, et notamment B. cinerea sont des agents pathogenes
importants des plantes de pépiniéres, des légumes, des plantes ornementales, des cultures de
champs et de vergers, ainsi que des produits agricoles stockés et transportés. Ce sont les
champignons pathogenes les plus importants de la période de post-récolte qui cause des pertes

considérables aux fruits, légumes et plantes ornementales (Elad et al., 2007).

Selon Blancard (2009), la position taxonomique de Botrytis cinerea Pers. (1794)

(Téléomorphe : Botryotinia fuckeliana) est comme suit :

- Reégne : Fungi

- Embranchement : Ascomycota

- Sous-embranchement : Pezizomycotina

- Classe : Leotiomycetes

- Sous-classe : Leotiomycetidaey

- Ordre : Helotiales

- Famille : Sclerotiniaceae

- Genre : Botryotinia

- Espeéce : Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel

Selon la position de I’inoculum primaire et les conditions du milieu (vent, pluie,
insectes..), chaque organe de la plante hote est un lieu potentiel de dép6t, de la croissance et

de la pénétration du champignon. Dans le cas de la pourriture grise des fraises, I’infection se
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fait au niveau des fleurs et le champignon se multiplie sur les fruits en développement.
La pourriture peut avoir lieu durant la culture ou apres la récolte (Elad et al., 2007 ; Boff et
al., 2001 in Elad et al., 2007).

La conidie de B. cinerea développe un tube germinatif qui pénétre dans les tissus et
forme un mycélium détruisant les parois des cellules et leur contenu, en produisant une
gamme d’enzymes, de toxines et d’autres composés de faibles poids moléculaires. Il
déclencherait la mort cellulaire programmée chez I’hote. Ce champignon peut attaquer les
tissus nécrosés, sénescents ou morts de plusieurs organes (feuilles, tiges ou fruits). En cas de
conditions défavorables, B. cinerea forme des structures de résistance, comme les sclérotes
(condensation du mycélium) qui peuvent survivre pendant plusieurs années. Une fois que les
conditions le permettent, le cycle de vie reprend et une sporulation abondante a lieu, soit par
voie asexuee (le plus commun) en produisant de conidies sur des conidiophores, ou bien par
voie sexuée en développant des apothécies a partir desquelles des ascospores sont produites et
libérées. Ces deux types de spores germent par la suite pour donner de nouveaux mycéliums
(Figure 2) (Elad et al., 2007 ; Williamson et al., 2007 ; Blancard, 2009 ; Amselem et al.,
2011).

|
|
|
|
I
|
|
I
I
|

Figure 2 : Schéma du cycle biologique de Botrytis cinerea (Perret, 2001)
1: Conidie en dormance, 2: germination de la conidie, 3: production d’un hyphe, 4: mycélium,
5 : conidiophore portant des conidies, 6 : conidiophore développé sur un sclérote, 7 : apothécie (A) développé

sur un sclérote (B) et produisant des ascospores (C)

10
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B. cinerea est I’agent causal de la pourriture grise de plusieurs cultures (Elad et al., 2007). Il
peut attaquer plus de 200 especes de plantes, dont des cultures importantes (protéagineuses,
oléagineuses, horticulturales et plantes a fibres) des régions tempérées et subtropicales
(Williamson et al., 2007).

Cet agent fongique cause des pertes graves de produits agricoles notamment des fruits
en peériode de post-récolte (Elad et al., 2007). 11 serait I’agent pathogéne le plus important de
cette période (Sommer, 1985 in Elad et al., 2007). Ces pertes peuvent avoir lieu a partir de
récoltes qui paraissent saines (Dean et al., 2012).

Parmi les divers fruits que ce champignon détériore, nous citons la fraise (Figure 3), la
pomme, la poire, le raisin, la grenade et le kiwi (Spotts, 1986 ; Coertze et Holz, 1999 in
Kulakiotu et al., 2004 ; Elad et al., 2007 ; Yin et al., 2011).

Figure 3 : Pourriture grise sur une fraise (Romanazzi et al., 2016)

La lutte chimique par le biais de plusieurs familles de fongicides est le moyen
principal de son controle. Parmi ces familles, nous citons le dichlofluanide, le thirame, le
fluazinam, le boscalid et les strobilurines (Elad et al., 2007).

Toutefois, nombre de classes de fongicides n’ont pas réussi a contréler ce champignon a cause
de sa plasticité genétiqgue (Williamson et al., 2007). La résistance d’une proportion
considérable de populations de B. cinerea aux fongicides devient de plus en plus
problématique (Blancard, 2009 ; Leroch et al., 2011 in Dean et al., 2012).

De nouvelles stratégies de controle biologique, telles que [’utilisation des antagonistes
(bactéries et levures) ou des pesticides d’origine naturelle (extraits de plantes) sont en cours

d’investigation (De Boer et al., 2003 in Lorbeer et al., 2007).

11
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Entre procédures culturales, botryticides, fongicides a large spectre et controle
biologique, les dépenses a 1’échelle mondiale dans le contréle du B. cinerea dépassent un
milliard d’euros par an. Malgré cela, les pertes en quantité et en qualité au cours des

differentes étapes de la chaine de vente seraient encore tres importantes (Dean et al., 2012).
3.2 Penicillium digitatum

Penicillium digitatum est un champignon ascomycete cosmopolite, phytopathogene et

nécrotrophe qui se développe sur les blessures (Pitt et Hocking, 2009 ; Gross et al., 2016).

Le Penicillium est I’'un des genres les plus importants économiquement, au vu des
effets nefastes qu’il cause, comme la détérioration des aliments et la production des
mycotoxines (Samson et Pitt, 1990). Il est a noter qu’aucune donnée n’indique une production
considérable de mycotoxines par P. digitatum, a part une étude qui a démontré une toxicité de
quelques isolats de I’espéce sur des crevettes de saumure et des embryons de poulet (Faid et

Tantaoui-Elaraki, 1989 in Pitt et Hocking, 2009).

P. digitatum est le premier champignon phytopathogéne du genre dont le génome a été

entierement séquencé (Marcet-Houben et al., 2012 in Bautista-Bafios, 2014).
Sa position taxonomique est comme suit (Bautista-Bafios, 2014) :

- Reégne : Fungi

- Embranchement : Ascomycota

- Sous-embranchement : Pezizomycotina
- Classe : Eurotiomycetes

- Sous-classe : Eurotiomycetidae

- Ordre : Eurotiales

- Famille : Trichocomaceae

- Genre : Penicillium

- Espéce : Penicillium digitatum

Tres peu d’espéces de Penicillium seraient généralistes, elles sont associees a des
habitats spécifiques. Cela serait di a la différence des enzymes extracellulaires synthétisées
par chaque espece (Filtenborg et al., 1996 in Frisvad et Samson, 2004). Ce champignon est
fortement associé aux agrumes, aucune information solide ne prouve son association avec
d’autres produits végétaux, méme s’il est occasionnellement isolé du sol, des racines ou des

tiges (Frisvad et Samson, 2004).

12
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Son cycle biologique, comme celui de beaucoup d’autres champignons
phytopathogénes, commence par la germination des conidies en contact avec la surface du
fruit (Wang et al., 2015). Les hyphes pénétrent la peau du fruit exclusivement a travers les
blessures. Cela est suivi par le développement mycélien, puis la sporulation qui produit un
grand nombre de conidies aériennes. Ces dernieres sont particulierement transmissibles par
I’air et peuvent facilement contaminer les fruits environnants (Frisvad et Samson, 2004 ;

Bautista-Barios, 2014 ; Gross et al., 2016).

P. digitatum est 1’agent causal de la pourriture verte (Figure 4); une maladie commune
des agrumes (Marcet-Houben et al., 2012), pour lesquels elle peut causer 90% des pertes au
cours du stockage, surtout dans les régions arides et subtropicales (Eckert et Eaks, 1989 in
Marcet-Houben et al., 2012).

Comme cité auparavant, ce champignon n’a été signalé que sur les agrumes (Frisvad et
Samson, 2004). 1l a été isolé depuis les citrons, les oranges (Figure 4), les pamplemousses, les
limes, les mandarines et les tangerines (Samson et Pitt, 1990 ; Gémez-Sanchis et al., 2013 ;
Gross et al., 2016).

Par ailleurs, certaines sources indiquent que P. digitatum peut étre trouvé
occasionnellement sur d’autres produits agricoles comme les noisettes, les pistaches, le riz, le

mais et les viandes (Pitt et Hocking, 1997 in Pitt et Hocking, 2009).

Figure 4 : Pourriture verte sur une orange (Palo, 2014)

La lutte chimique contre cet agent peut étre préconisée par I’emploi de fongicides, tels

que I’imazalil, le thiabendazole et 1’orthophénylphénate de sodium (Bautista-Bafios, 2014 ;
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Gross et al.,, 2016). Cependant leur utilisation intensive et continue a entrainé le

développement d’une résistance chez ce champignon (Eckert 1988 ; Gross et al., 2016).

Dans ce sens, il est possible de limiter I’incidence de P. digitatum par le biais du
contrdle biologique, tout en évitant les blessures des fruits pendant leur manipulation (Gross
et al., 2016).

3.3 Colletotrichum sp.

Le genre Colletotrichum regroupe des champignons ascomycétes phytopathogenes
(Gan et al., 2013). Il comprend un grand nombre d’espéces importantes qui sont parmi les
champignons pathogenes les plus fréquents affectant divers fruits et légumes tropicaux et
subtropicaux (Bautista-Bafios, 2014). Ce genre a été classé parmi les dix champignons
phytopathogénes les plus importants dans le monde, du point de vue scientifique et

économique (Dean et al., 2012).

Selon la base de données en ligne de 1’association internationale de mycologie (IMA),

MycoBank (2017), la position du genre Colletotrichum dans la taxonomie est comme sulit :

- Reégne : Fungi

- Embranchement : Ascomycota

- Sous-embranchement : Pezizomycotina
- Classe : Sordariomycetes

- Sous-classe : Hypocreomycetidae

- Ordre : Glomerellales

- Famille : Glomerellaceae

- Genre : Colletotrichum

Colletotrichum sp. est I’agent causal de I’anthracnose, une maladie cosmopolite qui
touche diverses cultures dans le monde, que ce soit avant ou apreés la récolte (Jeffries, 1990 ;
Bonatelli et al, 2016). En post-récolte, Colletotrichum sp. peut causer 1’anthracnose sur les
fruits, tels que les agrumes, les fraises, les bananes, les manges et les papayes (Bedimo et al.,
2003 ; Barrera-Necha et al., 2008 ; Suzuki et al., 2010 ; Hong et al., 2016 ; Zhou et al., 2016).
Colletotrichum sp. peut aussi attaquer les pommes et les poires, induisant la « pourriture

ameére » (Bondoux, 1992).

Chez la banane, I’anthracnose est 1'une des maladies les plus importantes, 1’agent
causal (C. musae) peut aussi provoquer la pourriture du collet du méme fruit (Jones, 2000 in

Ploetz, 2003). L’espéce C. gloeosporioides a également été isolée a partir de 1’anthracnose
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des bananes (Sakinah et al., 2014). Certaines especes de Colletotrichum produisent des
mycotoxines (Malathi, 2002 ; Anand, 2008). Toutefois, aucune information sur la production
de ces composés par C. musae ou C. gloeosporioides n’a été rencontrée.

La contamination a lieu pendant le développement du fruit, mais ’apparition des
symptomes ne se fait qu’apres la récolte. Cette contamination est initiée par les conidies
disséminées par 1’eau. Quand une conidie se pose sur un fruit, elle germe pour former un
appressorium mélanisé qui rentre en période de latence jusqu’a mirissement du fruit. Cet
appressorium est une structure qui permet la fixation du champignon sur 1’héte, sa survie et sa
pénétration dans le tissu de ce dernier. Une fois le fruit mdr, un hyphe de pénétration se
développe pour former un mycélium a D’intérieur du tissu. Suite & cela apparaissent les
symptomes de la maladie (Figure 5) représentés par des tches nécrotiques sombres enfoncées
dans le péricarpe et qui se geneéralisent avec le temps sur I’ensemble du fruit (Muirhead et
Deverall, 1981 in De Lapeyre de Bellaire et al., 2000 ; Emmett et Parbery, 1975 in Bedimo et
al., 2003 ; Lassoudiére, 2007 ; Prusky et Plumbley 1992 in Zakaria et al., 2009).

Figure 5 : Anthracnose sur des bananes (Abd-Elsalam, 2010)

L’ anthracnose peut causer de grands problémes aux producteurs quand le mirissement
des bananes se fait précocement pendant le transport, ce qui réduirait considérablement la
valeur marchande du fruit. Cela peut entrainer des pertes énormes pour 1’industrie de la
banane (De Lapeyre de Bellaire et Dubois, 1997 ; Ploetz, 2003 ; Magbool et al., 2010 in Shu
etal., 2017).

Pour lutter contre I’anthracnose de la banane en post-récolte, trois fongicides ont
démontré leur efficacité dans I’ordre décroissant suivant : le thiabendazole, le bitertanol et
I’imazalil (Lassoudiéere, 2007).
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Cependant, quelques souches de Colletotrichum sp. ont développé une résistance aux
fongicides comme le benzimidazole, le thiabendazole et le bénomyl (Pereira et al., 1999 ;
Chillet et al., 2000 ; Xu et al, 2014).

Cette résistance croissante qui réduit encore plus le choix en fongicides efficaces,
réaffirme la nécessité de trouver de nouveaux moyens de contrdle plus durables et employant

le moins de pesticides possible (De Lapeyre de Bellaire et Dubois, 1997).

Pour limiter les dégats causés par les maladies fongiques, deux principaux types de

lutte sont adoptés : la lutte chimique, et la lutte biologique (Gross et al., 2016).

4 Mesures de lutte en conservation
Deux méthodes de lutte peuvent étre préconisées sur les fruits en conservation :

4.1 Lutte chimique

Pour augmenter la durée de conservation des fruits, 1’utilisation des pesticides chimiques est

le premier choix des praticiens de ce domaine.

Le tableau suivant regroupe quelques exemples de fongicides chimiques utilisés dans la

conservation de certains fruits.

Tableau 1 : Exemples de fongicides employés sur les fruits pour augmenter la durée de

leur période de stockage

Fongicides Fruits Références

_ Avocats, bananes, citrons, mandarines, | (Lassoudiere, 2007 ; Gross
Thiabendazole

pamplemousses, pommes et al., 2016)
I i Bananes, citrons, mandarines et (Lassoudiere, 2007 ; Gross
mazali
pamplemousses et al., 2016)
Orthophénylphénate )
) Citrons
de sodium

Benzimidazole
(Gross et al., 2016)

Bénomyl*
Pommes

Thiophanate-
méthyl*

* Fongicides retirés aux débuts des années 1990 (Gross et al., 2016).
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Ces produits synthétiques sont connus depuis quelque temps, pour les dangers qu’ils
présentent sur la santé humaine et celle de 1’écosystéme tout entier. En effet, les risques
d’intoxications et de pollution de I’environnement par les résidus toxiques qui en résultent,
ainsi que le développement des structures de résistance par les organismes ciblés envers ces

composés, limitent leur utilisation (Commare et al., 2002 in Laghchimi et al., 2014).

A titre d’exemple, des souches de B. cinerea et Penicillium expansum résistantes au
benzimidazole ont été isolées de pommes stockées. Pour faire face a la résistance de ces deux
derniéres, une combinaison entre benzimidazole et diphenylamine a été employéee, mais des
souches de P. expansum ont encore développé une résistance contre cette combinaison (Gross
et al., 2016).

Pour cela, et depuis des années déja, 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a
interdit I’utilisation de plusieurs pesticides importants en agriculture (Barnard et al., 1997 in
Satish et al., 2007). Certains agents pathogénes n’ont pas encore été controlés par les
fongicides authorisés, comme Mucor piriformis qui est un agent causal majeur de maladies de
conservation des pommes et des poires d'hiver en Amérique du Nord (Spotts et Dobson, 1989
in Gross et al., 2016).

Ceci dit, des recherches d’alternatives biologiques moins agressives et plus durables que les
pesticides synthétiques s’imposent. En effet, plusieurs équipes de recherches ont orienté leurs

travaux vers ces alternatives (Ait-Ouazzou et al., 2012 in Laghchimi et al., 2014).
4.2 Lutte biologique

Dans le but d’assurer une agriculture moins nuisible envers |’environnement,
I’amélioration de la résistance des plantes aux contaminants fongiques, qui est possible grace
a I’utilisation de substances naturelles de faible toxicité, devient une stratégie de contrdle

intégré de plus en plus d’actualité (Boyraz et Ozcan, 2006).

Les travaux de recherche traitant les activités antimicrobiennes des extraits de plantes
dans le cadre de notre problématique, varient entre ceux réalisés in vitro, in vivo, ou bien
I’ensemble de ces deux derniers. Nous constatons que ces travaux sont dominés par ceux

étudiant les huiles essentielles.

Dans le monde, les études rapportées par la bibliographie proviennent des six

continents. Nous citerons quelques exemples de travaux sur les activités antifongiques
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d’extraits de plantes, sur les agents causaux des maladies de conservation. En Australie,
Szczerbanik et al. (2007) ont étudié I’effet de la fraction volatile de quelques huiles
essentielles sur neuf agents pathogenes des fruits et légumes. Dans le continent asiatique,
I’équipe iranienne de Yahyazadeh (2009) a testé quelques huiles essentielles ainsi que leurs
fractions volatiles respectives in vitro et in vivo, contre des agents de pourriture des agrumes
(P. digitatum et P. italicum). En Italie, Elshafie et al. (2015) ont étudié ’activité antifongique
in vivo des huiles essentielles du thym et de la verveine, contre des agents de la pourriture
brune de la péche. En Amérique du Nord (Mexique et Etats-Unis), Bautista-Bafios et son
équipe (2003) ont étudié les effets de la poudre, de I’extrait aqueux, et de I’extrait éthanolique
de Pithecellobium dulce (arbre native du Mexique) sur des agents détériorant les fraises.
Sayago et al. (2012) de I’ Argentine ont employé des extraits aqueux de plantes extrémophiles
locales, contre des agents détériorant les agrumes. En Afrique, 1’équipe sud-africaine de
Sellamuthu (2013) a étudié ’effet de la fraction volatile de trois huiles essentielles sur des

agents pathogeénes des avocats et des péches.

Le Maghreb compte lui aussi un nombre considérable de travaux dans le domaine. La
majorité des travaux rencontrés dans cette région proviennent du Maroc, a I’instar de Talibi et
al. (2012) qui ont étudié I’effet antifongique des extraits méthanoliques de quelques plantes
sur Geotrichum candidum (agent de la pourriture acide des agrumes). En Tunisie, Trabelsi et
al. (2016) ont testé in vitro et in vivo des huiles essentielles provenant de différents organes de

Citrus aurantium var amara sur Penicillium digitatum et P. italicum.

Quant a I’Algérie, les travaux rencontrés sont beaucoup plus focalisés sur 1’utilisation des
extraits de plantes dans la conservation des céréales. Il existe néanmoins quelques uns traitant
les fruits, comme celui de Tabti et al. (2014) ou bien celui de Touaibia (2015). Le sujet du
premier travail est la conservation des fraises par 1’huile essentielle de Myrtus communis in
vitro et in vivo, en controlant Aspergillus niger et Penicillium sp. Pour le second, les effets de
I’huile essentielle, de I’hydrolat ainsi que d’un extrait obtenu a partir de ’hydrolat de Thymus
capitatus ont été étudiés sur quatre agents pathogénes des oranges. Dans ce méme travail,
I’huile essentielle et 1’extrait de 1’hydrolat ont été testés in vitro et in vivo, I’hydrolat a été

testé in vivo seulement.

Toutefois, certains des champignons traités dans les travaux sur la conservation des céréales,
touchent aussi les fruits en post-récolte. C’est le cas de Houicher et al. (2016) qui ont étudié

I’effet de I’huile essentielle d’Artemisia campestris sur dix champignons, dont certains qui
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sont pathogeénes pour les fruits aussi, comme Aspergillus niger, P. viridicatum, P. citrinum et
P. expansum (Dugan et Roberts, 1994 ; Liu et al., 2007 ; dos Santos et al., 2012 ; Xing et al.,
2012).

Les approches sont diverses concernant le mode d’emploi de ces extraits de plantes contre les
agents détériorants. Multiples possibilités d’exploitation sur terrain de ces extraits ou de leurs
composeés actifs ont été investiguées par les auteurs ; comme par pulvérisation (Amin, 2016) ;
par fumigation (Kulakiotu et al., 2004) ; par incorporation, soit dans des produits d’enrobage
comestibles (Bill et al., 2014) ou bien dans un systéme de conditionnement sous atmosphere
modifiée (Sivakumar et Bautista-Bafios, 2014) ; par combinaison entre 1’usage d’une huile
essentielle et la pascalisation (procédé de conservation des aliments sous hautes pressions)
(Palhano et al., 2004) ; ou méme par simple immersion des fruits dans une solution diluée de
I’extrait (Rabiei et al., 2011).

11 est également possible d’avoir recours a I’utilisation de microorganismes auxiliaires dans le
controle des maladies de conservation. Comme 1’utilisation des souches bactériennes de
Pseudomonas fluorescens et Bacillus pumilus contre B. cinerea sur les fraises (Swalding et
Jeffries, 1998 in Gross et al., 2016) ou bien I’utilisation des levures comme Candida sake
dans le contréle de trois maladies de la pomme (Vinas et al., 1998 in Gross et al., 2016).
Cependant, et malgré leur efficacité prouvée, les agents microbiens ne fournissent pas

toujours des résultats consistants sur le terrain (Gross et al., 2016).
5 Lesextraits de plantes

Il existe une multitude d’extraits que I’on peut obtenir a partir des plantes. Parmi ces
extraits, nous aborderons brievement 1’huile essentielle, I’hydrolat, les extraits aqueux et les

extraits alcooliques.

5.1 Les huiles essentielles

5.1.1 Définition et Extraction des huiles essentielles

L’huile essentielle ou essence végetale est un liquide hydrophobe odorant issu du
métabolisme secondaire des plantes. Ce produit est élaboré principalement par les plantes des
climats tempérés et chauds (régions méditerranéennes et tropicales) (Chiasson et Beloin, 2007
; Fernandez et Chemat, 2012 ; Perricone et al., 2015).
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Djeddi (2012) nous informe que « Jusqu'a présent aucune definition des huiles essentielles n'a
le mérite de la clarté ni de la précision ». Elle ajoute que les huiles essentielles sont aussi

appelées essences de plantes, essences aromatiques ou essences végétales.

Bruneton (2009) cite dans son livre la définition de la pharmacopée européenne (6° éd.
01/2008:2098) qui définit 1’huile essentielle comme un « produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d'une matiére premiere végétale botaniquement
définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation seche, soit par un procédé
mécanique sans chauffage. Une huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase
aqueuse par un procédé physique n'entrainant pas de changement significatif de sa

composition ».

Il est important de noter que le terme « entrainement a la vapeur d’eau » est parfois utilisé
pour décrire I’hydrodistillation, comme c’est le cas de Bezza et al. (2010) ou méme de la
Pharmacopée Européenne (2008), qui I’utilise pour décrire tout procédé de distillation dans
lequel la vapeur d’eau intervient (y compris 1’hydrodistillation). Et cela malgré le fait que ce
méme terme est utilisé pour décrire un autre procédé de distillation proche. En effet, selon
Bekhechi et Abdelouahid (2014), I’entrainement a la vapeur d’eau consiste a faire traverser la
vapeur d’eau a travers la plante qui est supportée par une surface perforée, a la différence de

I’hydrodistillation ou la plante est complétement immergée dans 1’eau.

Bruneton (2009) définie I’hydrodistillation comme une méthode qui « consiste & immerger
directement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broyé [turbodistillation])
dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite portée a 1’ébullition. Les vapeurs hétérogenes
sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de

densité ».

L’appareil utilisé a cette fin est de type Clevenger (Annexe 2). Il est lié au ballon
contenant le matériel végétal immergé dans 1’eau, qui est a son tour mis dans un chauffe-

ballon.
5.1.2 Localisation

Le matériel végétal a partir duquel I'huile essentielle est obtenue differt selon les
especes : fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines

(Burt, 2004). Il peut étre frais, flétri, sec, entier, pulvérisé ou contusé (pulvérisé
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grossierement), sauf pour les fruits du genre Citrus qui sont traités a 1’état frais (Kaloustian et
Hadji-Minaglou, 2012).

De la méme sorte, ces mémes parties de plante synthétisent et accumulent les huiles
essentielles dans des structures histologiques spécialisées qui difféerent d’une famille a une
autre ; cellules a huile essentielles (Lauraceae et Zingiberaceae), poils sécréteurs (Lamiaceae),
poches sécrétrices (Myrtaceae et Rutaceae) et canaux secréteurs (Apiaceae et Asteraceae).

Ces structures se trouvent souvent a proximité de la surface de la plante (Bruneton, 2009).
5.1.3 Caractéristiques physiques

Les huiles essentielles sont liquides a la température ambiante (peu sont solides ou
résineux). Elles se distinguent des huiles fixes par leur aspect volatil. Limpides, les huiles
essentielles peuvent étre soit incolores ; soit d’une couleur allant du jaune pale au vert
émeraude ou bien du bleu au rouge brun foncé. Leur densité est généralement inférieure a
celle de I’cau, sauf exception (huiles essentielles de girofle, de cannelle ou de sassafras). Ces
huiles sont solubles dans les lipides et les solvants organiques (Bruneton, 2009 ; Perricone et
al., 2015).

5.1.4 Propriétés thérapeutiques

Plusieurs propriétés thérapeutiques sont attribuées aux huiles essentielles. D’apres Bec
(2013), elles seraient «antibactériennes, antivirales, antifongiques, expectorantes,
mucolytiques, antispasmodiques, antalgiques, anti-inflammatoires, stimulantes calmantes
nerveuses [et] cicatrisantes ». Les huiles essentielles peuvent étre employées de maniéres

diverses selon I’huile en question par voie orale, par voie cutanée.

Il est important de noter que dans la totalité des guides d’utilisation des huiles essentielles, des
avertissements sont mis en avant pour attirer I’attention des lecteurs sur les dangers liés a leur

mauvaise utilisation.
5.1.5 Importance économique

Les huiles essentielles sont des produits d’intérét employés dans differents domaines :
pharmacologie, aromathérapie, parfumerie, cosmétologie, en agriculture et en alimentaire
(Burt, 2004 in Perricone et al., 2015).
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De ce fait, le marché international des huiles essentielles compte 3000 huiles connues, dont
environ 300 qui sont commercialement importantes (Bégin et Gérin, 1999 in Bessah et
Benyoussef, 2015). La production mondiale varie d’une huile essenticlle a une autre. Elle peut
aller de quelques kilogrammes jusqu'a plus de 35.000 tonnes par an (Igbal, 1993 in Bessah et
Benyoussef, 2015).

Djeddi (2012) rapporte que I’industrie des parfums et des huiles essenticlles est classée parmi
les dix industries les plus croissantes dans le monde, sa croissance annuelle moyenne était de
12,5 % durant la période 1985-2000.

Malgré toutes ces données remarquables, le marché des huiles essentielles en Algérie
reste modeste. Ce secteur est trés instable et se développe trés difficilement. Entre 2014 et
2016, la balance commerciale demeurait négative vu qu’aucune activité d’exportation n’a été
enregistrée, contrairement aux importations qui sont en hausse. La valeur de ces derniéres a
dépassé 1,6 millions d’euros en 2014. Les principaux fournisseurs d’huiles essentielles pour
I’ Algérie étant les pays méditerranéens (France, Italie, Espagne, Tunisie et Maroc), en plus de
la Chine et de I’Inde (Sahi, 2016). Paradoxalement, cela n’a été guére le cas durant la période
coloniale et jusqu’a la fin des années soixante-dix. Période pendant laquelle 1’Algérie
comptait parmi les pays producteurs des huiles essentielles comme celles de : la menthe, le
jasmin, le rosier, le géranium, la lavande, le romarin, I’origan, le thym et la sauge (Djeddi,

2012).
5.1.6 Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et extraimement variables de
composés présents a diverses concentrations, certains sont largement plus concentrés que
d’autres. Ces composés appartiennent a deux grands groupes distincts: les terpénoides
(mono- et sesquiterpénes) avec leurs diffétents dérivés (alcools, aldéhydes, cétones, esters,
éthers, peroxydes et phénols) ainsi que les composés aromatiques (dérivés du phénylpropane).
Le premier groupe étant plus fréquent que le second. Des composés issus de processus
dégradatifs de molécules non volatiles peuvent également étre rencontrés ( Gutierrez et al.,
2008 ; Bruneton, 2009 ; Bakkali et al., 2008 in Perricone et al., 2015).

En revanche, les huiles essentielles risquent de subir des dégradations qui « peuvent

modifier leurs propriétés si elles ne sont pas renfermees dans des flacons propres et secs en
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aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté, a 1’abri de la lumiére et de la

chaleur » (Bekhechi et Abdelouahid, 2014).

5.2 L’hydrolat
5.2.1 Définition et Préparation

D’aprés Kaloustian et al. (2008), le terme « hydrolat » est composé du préfixe hydro,
« eau » en latin et du suffix lat, « lait » en vieux francais « du fait de son apparence

legérement trouble (émulsion) au début de la distillation ».

L’hydrolat est considéré comme un « co-produit », un « produit secondaire », voire méme un
« sous-produit » de la distillation des huiles essentielles. Il peut donc étre obtenu par
hydrodistillation ou entrainement a la vapeur d’eau (Toubol et Ferre, 1963 ; Labadie, 2015 ;
Fleurentin, 2016).

En effet, selon la 11°™ édition de la pharmacopée frangaise (ANSM, 2016), les
hydrolats (ou eaux distillées végétales) sont constituées par la phase aqueuse recondensee et
séparée de I’huile essentielle quand il y en a. Dans le cas particulier de I'utilisation de fleur
comme matiere premiere, on parle d’eaux distillées florales ou d’eaux florales. Cette
pharmacopée précise qu’il ne faut pas confondre « eau florale » et « eau aromatisée », cette

derniére étant une préparation a base d’arome d’origine végétale.
5.2.2 Intérét et exploitation

En thérapeutique, I’hydrolat partage les mémes vertus que I’huile essentielle
correspondante, mais a des niveaux plus bas, vu les concentrations plus faibles en composés
terpéniques. C’est pourquoi il peut étre employé dans les cas ou ['utilisation des huiles
essentielles est délicate (voire déconseillée ou méme interdite) (Kaloustian et al., 2008 ;
Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012). Il existe méme une branche de 1’aromathérapie
spécialisée dans 1’utilisation des hydrolats, elle est dite « hydrolathérapie» (Bosson et Dietz,
2005 in Kaloustian et al., 2008).

L’hydrolat est employé traditionnelement pour ses propriétés nettoyantes, apaisantes et
toniques. Il est utilisé dans le nettoyage des plaies, contre les démangeaisons et les irritations
cutanées ainsi que pour se protéger des coups de soleil. L’hydrolat est appliqué par

vaporisation directe ou sous forme de compresse pour le visage et le corps, vu son effet trés

23



Chapitre 1 | Synthése bibliographique

doux sur la peau, ce qui convient a celle des enfants et aux peaux sensibles en général
(Kaloustian et al., 2008 ; Millet, 2013 in Duvillard, 2013).

Kaloustian et al. (2008) indiquent qu’en usage interne, 1’hydrolat « est trés utile dans le cadre
des cures (pour une période de vingt jours lors des changements de saison) : drainage,
[stimulation] du systéme immunitaire... Il n’y a pas de précaution d’emploi particuliére, les
hydrolats peuvent étre utilisés sous forme diluée ou pure ». Les hydrolats sont ainsi employés
pour traiter les problemes de digestions, les inflammations, le manque d’appétit, le stress et
les problemes qui y sont liés (nausées, excitabilité, troubles du sommeil, fatigue), comme

antiseptiques respiratoires et digestifs, et plus encore (Millet, 2013 in Duvillard, 2013).

Les hydrolats sont également utilisés en cosmétique pour préparer des produits
naturels, mais aussi dans I’alimentaire comme aromatisants, comme 1’eau de fleur d’oranger
dans les patisseries, 1’eau de rose dans le loukoum ou I’hydrolat de menthe pour remplacer le

sirop de menthe (Cupillard et Cupillard, 2006 in Kaloustian et al., 2008).

Méme si les hydrolats ont été négligés pour longtemps par I’industrie des huiles
essentielles, en les considérant comme des « sous-produits » voire « déchets de fabrication »,
ils deviennet de plus en plus valorisés industriellement, ou ils sont employés dans divers
domaines tels que l’alimentaire, la cosmétique et I’industrie des savons et des produits

d’entretien, vu leur cofit trés faible (Kaloustian et al., 2008).

Parmi les hydrolats les plus communs, nous citons a titre d’exemples ceux de la
lavande fine (Lavandula angustifolia), du basilic tropical (Ocimum basilicum), ainsi que I’eau
de rose (Rosa damascena Miller et Rosa centifolia L.) et I’eau de fleur d’oranger (Citrus
aurantium var. amara L.). La production annuelle mondiale de ces deux dernieres a été
estimée en 2012 a 1000 et 1500 tonnes par an respectivement (Toubol et Ferre, 1963 ; Millet,
2013 ; Fernandez et al., 2014 in Labadie, 2015 ; Ghédira et Goetz, 2015).

Contrairement aux huiles essentielles, et malgré leur intérét dans les différentes

industries, les hydrolats restent cependant peu étudiés (Hay, 2015).
5.2.3 Composition chimique

L’hydrolat contient des composés hydrosolubles en plus des composés terpéniques de
I’huile essentielle (voir 5.1.6 Composition chimique, page 22) du matériel végétal a partir

duquel la distillation a été effectuée. Ces derniers sont présents a de trés faibles
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concentrations, comme c’est le cas de I’eau de fleur d’oranger qui peut contenir plus de 0,03
g d’essence pour 100 ml (Kaloustian et al., 2008 ; Ghédira et Goetz, 2015). Il est & noter que
le composé majoritaire de 1’hydrolat n’est pas forcement le méme que celui de I’huile

essentielle correspondante (Inouye et al., 2008 in Hay, 2015).

Par ailleurs, la pharmacopée francaise recommande la conservation des hydrolats dans
des récipients ¢étanches a I’abri de la lumicre. La durée de conservation de ces derniers est plus
courte que celle des huiles essentielles (Kaloustian et al., 2008). Cependant, il serait possible
de remédier a cet inconvénient en utilisant des conservateurs conformes aux réglementations
(Labadie, 2015).

5.3 Les extraits aqueux
5.3.1 Extraction

Leurs protocoles d’extraction sont extrémement variés. Le matériel végétal a partir
duquel I’extraction est réalisée doit étre séché, puis réduit en poudre. Une quantité de cette
poudre est mise dans de I’eau distillée préalablement portée a ébullition (infusion), puis le tout

est laissé a refroidir pendant une durée donnée (Aouinty et al., 2006).

Chez certains auteurs, 1’étape d’infusion est suivie par une macération d’environ 24 heures
(Hatimi et al., 2001). Pour d’autres, 1’étape est substituée par une macération sous agitation
magnétique de 18 a 24 heures a la température ambiante (Nene Bi et al., 2008 ; Fadel et al.,
2011). Elle est également substituée chez quelques-uns par une décoction pendant quelques
minutes (Etou-Ossibi et al., 2005), ou par un chauffage a reflux pendant quelques heures

(Bougandoura et Bendimerad, 2013).

La solution obtenue est directement filtrée et conservée (Hatimi et al., 2001 ; Aouinty et al.,
2006 ; Jalander et Gachande, 2012). Dans certains travaux, au lieu de faire une filtration, la
solution subit une évaporation sous vide ou une centrifugation, pour obtenir soit un résidu sec
Ou un surnageant respectivement. A partir de ces deux derniers, des solutions respectives de
concentrations connues sont préparées et conservees. Cette derniere étape peut étre précédée
par la lyophilisation du résidu s’il est sous forme d’une pate (Nene Bi et al., 2008 ; Bagre et
al., 2011 ; Fadel et al., 2011 ; Bougandoura et Bendimerad, 2013).

D’aprés les différentes sources bibliographiques consultées, la masse de la poudre et le

volume d’eau utilisés, ainsi que la durée des différentes étapes du protocole et la température
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de conservation, varient d’un auteur a un autre. Cette derniére est généralement de +4°C

(Hatimi et al., 2001 ; Jalander et Gachande, 2012).
5.3.2 Composition chimique

Parmi les composés signalés dans les extraits aqueux, nous citons ceux appartenant
aux différentes classes de polyphénols (les plus représentés), a I’instar des flavonoides (plus
de 5000 composes décrits) et des tanins, mais aussi les composés appartenant aux stéroides et
aux saponines (Wollgast et Anklam, 2000 ; Dorman et al., 2003 ; Silva et al., 2005 ; Aiyegoro
et Okoh, 2010 ; Bougandoura et Bendimerad, 2013).

5.3.3 Propriétés

Des travaux de recherches ont démontré des propriétés antifongiques (Senhaji et al.,
2005), antibactériennes (Ali-Emmanuel et al., 2002), larvacides (Aouinty et al., 2006) et
antioxydantes (Schinella et al., 2000 ; Prudéncio et al., 2012) des extraits aqueux.

5.4 Les extraits alcooliques
5.4.1 Extraction

Les extraits alcooliques sont préparés de la méme maniére que les extraits aqueux
précédemment décrits, leurs protocoles sont tout aussi variables que ceux de ces derniers. On
retrouve ainsi le recours a différentes approches pour la préparation de 1’extrait alcoolique a
partir de la poudre végétale seche, comme la macération sous agitation magnétique ou le
chauffage a reflux. Autre similarité est que, les extraits alcooliques peuvent étre directement
filtrés et conservés, ou bien subir une dessiccation pour la préparation d’une solution du
résidu/surnageant. Cependant, a la différence des extraits aqueux, le solvant employé cette
fois-ci est un alcool (Ali-Emmanuel et al., 2002 ; Pilarski et al., 2006 ; Ho et al., 2008 ;
Touaibia et Chaouch, 2017). La conservation des extraits alcooliques se fait au frais et a 1’abri
de la lumiere (Silva et al., 2005 ; Touaibia et Chaouch, 2017).

Les deux principaux types d’extraits alcooliques rencontrés sont ceux préparés a base
de méthanol et d’éthanol. Selon I’alcool utilis¢ comme solvant, on parle donc d’un extrait

méthanolique ou éthanolique (Senhaji et al., 2005).
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5.4.2 Composition chimique

La composition des extraits alcooliques comprend des composeés de diverses classes de
polyphénols. Ces composés varient qualitativement et quantitativement d’une plante a une
autre. Parmi les classes identifiées, on distingue: les flavonoides, les acides phénoliques et les
tanins (Silva et al., 2005 ; Pilarski et al., 2006 ; Ho et al., 2008 ; Touaibia et Chaouch, 2017).
D’autres composés ont été également signalés, comme les terpénes et les stéroides (Peres et

al., 1997 ; Shah et al., 2009).
5.4.3 Propriétés

Les travaux de recherche ont démontré les potentiels antifongiques (Senhaji et al.,
2005), antibactériens (Ali-Emmanuel et al., 2002) et antioxydants (Bougandoura et
Bendimerad, 2013) des extraits alcooliques.

La différence entre les extraits aqueux et alcooliques d’une méme plante, du point de
vu composition et propriétés, serait due a la différence des taux de solubilité des composés

phénoliques respectifs, dans les solvants des deux types d’extraits (Parekh et Chanda, 2007).
6 Rendement en extrait de plante

Le rendement en extrait d’une plante est le pourcentage de la quantité de 1’extrait par
rapport a la quantité du matériel végétal a partir duquel I’extraction a été faite. A titre
d’exemple, le rendement en extrait de plante est souvent exprimé en millilitre d’huile
essentielle par 100 g de matiere séche (Yuan et al., 2016) ou bien par 100 g de plante séchée
(Roby et al., 2013).

7  Etude de activité antifongique

Comme son nom l’indique, I’étude de D’activité antifongique d’un produit est la
détermination de son pouvoir potentiel d’arréter, ou de diminuer le développement d’un
champignon pathogene. Cela de maniére sélective et avec un minimum d’effets secondaires
sur 1’hote (Lion, 2017). Cette étude est communément réalisée sur milieu gélosé (Sawai et
Yoshikawa, 2004).

Il existe une multitude de méthodes pour déterminer le pouvoir antifongique d’un
produit. Parmi les méthodes les plus rencontrées, nous citons I’aromatogramme, la méthode

des puits, la technique de contact direct et celle de la micro-atmosphére (Fauchére et Auvril,
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2002 ; Magaldi et al., 2004 ; Ernst et Rogers, 2005 ; Serban et al., 2011 ; Albuquerque et al.,

2014). Les deux derniéres techniques sont adoptées au cours de notre travail.
7.1 Méthode de contact direct

Cette méthode est 1’une des plus utilisées dans la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) d’un agent antimicrobien (Wiegand et al., 2008). Quand ce
dernier est soluble, il est mélangé et dilué dans de 1’agar, puis le champignon est inoculé sur
ce milieu. Si I’agent est insoluble ou faiblement soluble, il est mis sur 1’agar et une suspension

de spores du champignon étudié est pulvérisée (Sawai et Yoshikawa, 2004).
7.2 Meéthode de micro-atmosphére

Cette méthode se focalise sur ’activité de la fraction volatile d’un produit étudié (huile
essentielle principalement) sur 1’agent pathogene étudié (Inouye et al., 2006). Dans ce cas, le
produit étudié n’est pas dissout dans I’agar, ni en contact direct avec 1’agent pathogeéne, mais
diffusé sur du papier stérile qui est mis sur le couvercle de la boite de Pétri, celle-ci étant

tournée a I’envers (Ben Arfa et al., 2006).

Plusieurs espéces vegétales de différentes familles sont présentées dans la
bibliographie comme ayant des propriétés antifongiques. Comme le myrrhe (F : Burseraceae),
le lierre grimpant (F: Araliaceae), la lavande (F: Lamiaceae), I’hydrastis (F:
Ranunculaceae), le houblon (F: Cannabaceae), la cannelle de Ceylan (F : Lauraceae), le
bigaradier (F : Rutaceae) et la bardane (F : Asteraceae) (Rombi et Robert, 2015).
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1 Matériel

Dans notre étude, le matériel biologique utilisé est composé d’un matériel fongique et

d’un matériel végétal.
1.1  Matériel fongique

Trois isolats fongiques nous ont été parvenus. lls ont été prélevés a partir de quelques
échantillons de fruits d’origine commerciale. Leur identification a été basée sur la
caractérisation culturale et morphologique de cultures monosporales purifiées, aprés 2
semaines d’incubation sur milieu PDA a 25°C. Cette identification nous a ét¢ communiquée
par le Dr. Messgo-Moumene, du laboratoire de recherche des Plantes Médicinales et

Aromatiques, de la faculté SNV de I’université de Blida 1.

Tableau 2 : Isolats étudiées et leurs fruits d'origine

Isolat Colletotrichum musae Penicillium digitatum Botrytis cinerea

Fruit

dorigine Banane (Musa acuminata) | Orange (Citrus sinensis) | Fraise (Fragaria xananassa)

Symptomes

1.2 Matériel végétal

Le mateériel végétal est constitué par la partie aérienne de Lavandula stoechas en stade

fructification (feuilles, tiges, et restes des parties florales apres fanaison) (Annexe 3).

La récolte a été réalisée le 15 décembre 2016 au maquis de la région de Bouarfa, dans
la Wilaya de Blida. La région de 1’étude fait partie de 1’étage bioclimatique subhumide
(Meddour, 2010).
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D’une superficie de 210 m?, la station de la récolte est située a 975 m d’altitude, et & 26 km du

littoral (a vol d’oiseau) (Figure 6 et 7). Ces informations sont obtenues a 1’aide du logiciel

d’imagerie satellite Google Earth Pro (version 7.1.7.2606).

S > % e

7) Figure 7 : Lavandula stoechas dans son milieu
naturel (Original, 2017)

Figure 6 : Station de la récolte (Original, 20

“e!

La récolte s’est faite en aprés-midi sous un ciel couvert a une température avoisinant les 16°C.
Les échantillons ont été récoltés de maniére aléatoire et mis dans des sacs en papier neufs et
propres jusqu’a arrivés au lieu de séchage, 1a ou ils ont été étalés sur du papier-journal (Figure
8) a I’abri de la lumiére et a la température ambiante jusqu’a leur utilisation (plus de 20 jours

avant premiere utilisation).

< N L #

e

Figure 8 : Séchage des échantillons récoltés (Original, 2017)
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2 Méthodes

La méthodologie suivie dans notre travail est résumée par le schéma suivant et dont les

éléments mentionnés seront détaillés.

Reécolte et
séchage de la

plante

Préparation
des extraits

—

HE HL EA

Etude de
I'activité
antifongique

%I—/

—— |

Méthode de
micro-
atmospheére

Méthode de
contact direct

Figure 9 : Schéma du protocole expérimental (Original, 2017)
2.1 Extraction de I’huile essentielle et de I’hydrolat

L’extraction de I’huile essentielle de L. stoechas a été réalisée par hydrodistillation en
utilisant un appareil de type Clevenger. L hydrolat étant le coproduit de cette technique

d’extraction.

En effet, 50 g de la plante séchée ont été introduits dans un ballon a fond rond avant
d’y ajouter de I’eau distillée jusqu’a sa moitié, ce dernier a été ensuite mis dans le chauffe
ballon. L’extraction a duré une heure et demi aprés 1’apparition des premicres gouttelettes du
distillat. La durée de I’extraction et le volume d’eau ajouté ont été déterminés aprés un

premier essai d’extraction.
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L’huile essentielle et 1’hydrolat ont été respectivement récupérés dans un tube
Eppendorf et un flacon en verre stérilisés. Ces deux derniers ont été enveloppés par du papier

aluminium, et conservés a une température de +4°C jusqu’a leurs utilisations.
2.2 Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux a été préparé selon la méthode de Hatimi et al. (2001). Ainsi,
10 g de la partie aérienne de L. stoechas séchée et réduite en poudre fine ont été ajoutés a 200
ml d’eau distillée en ébullition, le tout a été laissé infuser et macérer pendant 48 heures dans

un bocal lavé a I’cau de Javel et enveloppé avec du papier aluminium.

Passé ce délai (48 heures), ’extrait a été filtré a travers un papier buvard stérile. Le filtrat
obtenu a été stocké dans un flacon stérilisé couvert de papier aluminium, et conservé a +4°C

jusqu’a son utilisation.
2.3 Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de la plante étudiée a été détermine par rapport a 100
g de matiere végétale seche, suivant la formule rapportée par Benabdelkader (2012) :

M
Rue (%) =— x 100
M
Avec : Rye (%) = rendement en huile essentielle (en %), M = masse de ’huile essentielle (en
gramme), Mo = masse de la matiére végétale séche utilisée (en gramme).

2.4 Etude de ’activité antifongique des extraits de Lavandula stoechas

L’¢étude de I’activité biologique a été focalisée sur I’activité antifongique que pourrait
présenter L. stoechas sur les trois isolats fongiques issus des fruits. Les trois extraits préparés
(HE, HL et EA) ont fait I’objet d’étude de ’activité antifongique selon la méthode de contact

direct en considérant chaque extrait et chaque isolat fongique.

Cependant, I’huile essentielle seule a été maintenue pour I’étude de I’activité

antifongique selon la méthode de micro-atmosphere.

Pour les deux techniques, cing répétitions ont été réalisées pour chaque isolat et

chaque extrait.
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2.4.1 Technique de contact direct

La méthode de contact direct a été rapportée dans de nombreux travaux, parmi eux
Remmal et al. (1993), Satrani et al. (2007), Bourkhiss et al. (2007) et EI Ajjouri et al. (2008).

Elle consiste a mettre en contact les microorganismes avec les extraits de plantes.

L’huile essentielle a été mise en émulsion dans une solution autoclavée d’eau-agar
0,2% (préparation : voir annexe 4) & une dilution de 1/25®™. Aprés agitation au vortex, un
volume de 1,5 ml de la dilution précédente a été ajouté au milieu PDA en surfusion
(préparation : voir Annexe 5), pour 1’obtention d’une concentration finale de 1’ordre de 1/250
(v/v) (= 0,4 %).

Aussi, 1,5 ml de I’hydrolat et de I’extrait aqueux sont directement versés dans des
boites de Pétri respectives, sur lesquels a été ajouté du milieu PDA en surfusion. La

concentration finale était de I’ordre de 1/9 (v/V) (= 11,1 %).

Les milieux témoins ont été préparés avec 1,5ml de solution d’eau-agar a 0,2% par

substitution aux extraits de plantes, et qui seront mélangés a 13,5ml de PDA.

Les mélanges ont été coulés dans des boites de Pétri (respectives) sous hote a flux laminaire,
dans les conditions d’asepsie. Les boites ainsi préparées ont été mises a refroidir a I’abri des

contaminants.

Le repiquage des boites consiste en un dépot d’un fragment de 5 mm de diametre
prélevé d’un tapis mycélien provenant des cultures de chacun des isolats étudiés dans le PDA.

Enfin, les boites de Pétri ont été rapidement scellées par du parafilm et incubées a I’obscurité
pendant 7 jours dans une étuve réglée a 25°C. Les parameétres suivants ont été suivis pour
I’évaluation des taux d’inhibition des isolats testés et ceux des témoins : la croissance
mycélienne déterminée par la mesure de deux diamétres perpendiculaires passant par le centre
du disque mycélien déposé, les modifications de I’aspect morphologique par observation
vitale des cultures développees, la sporulation exprimée par le comptage des spores par le
biais de la cellule de Malassez, ainsi que la survie. Le nombre de sclérotes produits par boite

de Pétri a été aussi compté pour Botrytis cinerea.
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2.4.1.1 Inhibition de la croissance mycélienne

Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne ont été calculés selon la formule

décrite par Pandey et al. (1982), et rapportée par Sharma et Tripathi (2008) :

d0 —dt
6= L2

100
d0

Avec: IG = taux d’inhibition de la croissance mycélienne (en %), d0 = moyenne des
diamétres de la colonie fongique du témoin (en mm), dt = moyenne des diameétres de la

colonie fongique du traitement (en mm).
2.4.1.2 Inhibition de la sporulation

Les cultures des isolats fongiques témoins et ceux développées sous 1’effet des extraits
pendant 12 jours ont fait I’objet de la détermination de la concentration en spores. Pour cela,
des suspensions conidiennes ont été préparées en versant 10 ml d’eau distillée stérile dans les
boites de Pétri. A I’aide d’une pipette pasteur sous forme d’un « L », le tapis mycélien
contenu dans la boite a été raclé pour le disperser dans ’cau rajoutée. Cette suspension a été
ensuite récupérée dans des tubes a essai stériles, avant d’étre agités vigoureusement au vortex
et mis au réfrigérateur a +4°C, jusqu’a I’observation et le dénombrement des spores par la

cellule de Malassez.

Les taux d’inhibition de la sporulation ont été calculés selon la formule décrite par Serghat et
al. (2004) :

(No — N¢)
[S§ =——x 100
No

Avec : IS = taux d’inhibition de la sporulation (en %), N, = nombre moyen de spores estimé

chez le témoin (spores/ml), N = nombre moyen de spores estimé chez le test (spores/ml).
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2.4.1.3 Survie

Les cultures prealablement inhibées, ont été suivies jusqu’a deux mois dans les
mémes conditions d’incubation précitées, pour confirmer la reprise ou I’inhibition de la
croissance mycélienne. L’évaluation du pouvoir inhibiteur des extraits dépend de la

croissance des isolats :

1- L’extrait de plante serait fongicide en cas d’absence de la croissance mycélienne.
Cela est confirmé par un repiquage des disques mycéliens respectifs de ces boites,
dans des boites contenant du milieu PDA frais. Si 1’absence de cette croissance

persiste apres 7 jours d’incubation, le pouvoir fongicide de 1’extrait est alors confirmé.

2- En cas de reprise de la croissance mycélienne, ’extrait de plante est alors dit

fongistatique.
2.4.1.4 Modifications de la morphologie des isolats testés

Des observations vitales au microscope photonique ont été réalisées pour les trois
isolats, pour déterminer les modifications structurales des isolats fongiques testés a 1’effet des

extraits, par rapport aux témoins respectifs.
2.4.1.5 Etude de ’inhibition de la production des sclérotes chez Botrytis cinerea

Le nombre de sclérotes produits par B. cinerea par boite de Pétri a été calculé pour
chaque isolat, et chaque extrait de plante testé, aprés 2 semaines dans les mémes conditions

d’incubation précitées (Mello et al., 2005).

Ainsi, les taux d’inhibition de la production des sclérotes ont été calculés comme pour
la croissance mycélienne (IG) et la sporulation (IS) selon la formule suivante :
Ny — N,
1p =M= Ne) 100
Ny
Avec : [P = taux d’inhibition de la production des sclérotes (en %), N, = nombre de sclérotes
produits par boite de Pétri chez le témoin (sclérotes/boite), N. = nombre de sclérotes produits

par boite chez le test (sclérotes/boite).
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2.4.2 Technique de la micro-atmosphere

Cette technique consiste a déeterminer le pouvoir inhibiteur de la fraction volatile de
I’huile essentielle sur le développement fongique. L’huile essentielle n’étant donc pas en

contact direct avec le champignon.

La technique de la micro-atmosphére suivie dans ce travail a été inspirée des travaux de Hmiri
et al. (2011) et Laghchimi et al. (2014).

Le milieu PDA en surfusion a été coulé dans les boites de Pétri. Apres solidification
du milieu, des disques mycéliens provenant des cultures de chaque isolat ont été bien
déposées aseptiqguement dans le milieu de culture au centre de chaque boite de Pétri
respective. Ces dernicres ont été tournées a I’envers (couvercle en bas).

Des disques de 80 mm de diamétre de papier buvard stérilisé, ont été mis a I’intérieur de
chaque boite sur le couvercle (les boites étant toujours a 1’envers), avant d’étre imprégnés
séparément avec différentes concentrations d’extrait de L. stoechas : 0 (témoin), 20, 40 et 60
pL/disque. Apres imprégnation en huile essentielle de la plante, les boites ont été rapidement
scellées par du parafilm pour empécher son évaporation, les conditions d’incubation sont les

mémes que celles citées auparavant.

L’inhibition de la croissance mycélienne des isolats a été déterminée par la mesure de
la moyenne des diameétres de leurs cultures respectives, aprés 7 jours d’incubation sous 1’effet
des 3 dilutions de I’extrait. Les taux d’inhibition ont été calculés selon la formule décrite par

Pandey et al. (1982), citée précédemment.

L’inhibition de la production des sclérotes chez B. cinerea a été elle aussi déterminee de la

méme maniére que celle la méthode de contact direct.
2.5 Analyse statistique

Afin d’évaluer le pouvoir antifongique des extraits de L. stoechas sur les isolats
étudiés, et pour comparer leurs effets sur les parameétres biologiques suivis, des analyses
statistiques ont été réalisées sur les taux d’inhibition de la croissance mycélienne, de la
sporulation et du nombre de sclérotes produits pour B. cinerea. Ces analyses statistiques ont
été effectuées en calculant la variance par le test ANOVA et le modele GLM (Generalized
Linear Model), sur le logiciel SYSTAT vers.12.

Les différences ont été considérées significatives pour P < 0,05 (Gouet et Philippeau, 1989).
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1 Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de notre plante est de 1,22 % (m/m). Dob et al.
(2006) ont affirmé un rendement proche (1,1 %) par hydrodistillation des feuilles et des fleurs
de L. stoechas récoltée en Algérie.

Dans une étude sur I’huile essentielle de L. stoechas, une série d’extractions par
hydrodistillation a été réalisée sur des échantillons récoltés entre Mars 2004 et Juin 2005 a
Cagliari, en lItalie (au niveau de la mer), le rendement en huile essentielle de la partie
tiges/feuilles de la plante variait entre 0,8 et 2,4 % de matiere seche, avec 1,6 % pour

I’échantillon récolté en décembre (Angioni et al., 2006).

Le rendement en huile essentielle obtenu est important, d’autant plus que la plante est
pérenne, ce qui indiquerait une disponibilité de notre huile a un taux intéressant durant toute

I’année, et non seulement durant la période de floraison.
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2 Etude de P’activité antifongique des extraits de Lavandula stoechas
2.1 Selon la technique de contact direct
2.1.1 Observations macroscopiques

Apres 12 jours d’incubation, des observations macroscopiques ont été réalisées sur les
cultures, pour connaitre I’influence de I’huile essentielle, ’hydrolat et I’extrait aqueux de
Lavandula stoechas L. (annexe 8) sur la variabilité culturale de Botrytis cinerea,

Colletotrichum sp. et Penicillium digitatum (Figures 10, 11 et 12).

La croissance mycélienne compléte de B. cinerea a été constatée deés le 5éme jour pour
les isolats témoins et ceux traités par 1’extrait aqueux, et au bout du 7éme jour pour ceux
testés par 1’hydrolat. A I"opposé, aucun développement mycélien des cultures traitées par

I’huile essentielle n’a été aper¢u durant une semaine d’incubation (Figure 10).

Des sclérotes ont également été observés sur le milieu témoin, et celui contenant
I’extrait aqueux. Avec le temps, la formation de ces sclérotes s’est faite du centre de la boite
vers sa périphérie, leur couleur a viré d’un gris clair vers le noir. La production des sclérotes a

¢été visiblement inhibée par 1’huile essentielle et I’hydrolat.

Figure 10 : Pouvoir inhibiteur des extraits de Lavandula stoechas utilisés selon la
méthode de contact direct sur la croissance mycélienne de Botrytis cinerea

a : témoin, b : hydrolat, c : huile essentielle, d : extrait aqueux
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Concernant Colletotrichum sp. (Figure 11), aucune différence considérable sur les
aspects culturaux n’a été notée. La croissance mycélienne des isolats fongiques a été observée
des le 5éme jour chez les cultures témoins et celles traitées par ’extrait aqueux, au bout du
7éme jour pour les cultures testées par 1’hydrolat. Cependant, aucune croissance mycélienne

n’a été constatée sous 1’effet de 1’huile essentielle.

.
.

Figure 11 : Pouvoir inhibiteur des extraits de Lavandula stoechas utilisés selon la

méthode de contact direct sur la croissance mycélienne de Colletotrichum sp.

a : témoin, b : hydrolat, c : huile essentielle, d : extrait aqueux

La croissance mycélienne de P. digitatum a été beaucoup plus rapide que celle de
B. cinerea et Colletotrichum sp. Des colonies fongiques dispersées sur le milieu

commencaient & apparaitre, puis leur développement gagnait tout le reste de la surface.

Ainsi, aprés 3 jours d’incubation, le témoin de P. digitatum avait déja envahi la boite, et les
cultures testées par I’hydrolat et 1’extrait aqueux avaient atteint la périphérie de leurs boites
respectives, sans que le développement mycélien ne soit répandu sur tout le milieu.
L’envahissement des boites s’est complété vers le 7éme jour. Pour les cultures testées par
I’huile essentielles, le développement s’est fait de la méme maniere que celui des deux
cultures précédentes, mais a une fréquence relativement plus faible, le développement des

colonies étant limité méme jusqu’au 12éme jour d’incubation (Figure 12).
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Figure 12 : Pouvoir inhibiteur des extraits de Lavandula stoechas utilisés selon la
méthode de contact direct sur la croissance mycélienne de Penicillium digitatum

a : témoin, b : hydrolat, c : huile essentielle, d : extrait aqueux

Les aspects culturaux des colonies des trois isolats fongiques étudiés ont révélé une
contamination remarquable par les bactéries sur toutes les boites de Pétri contenant I’extrait
aqueux (Figures 10, 11 et 12). Ceci pourrait s’expliquer par des erreurs de manipulation lors
du lancement de 1’expérience (préparation des milieux, repiquage des isolats), ou plus
probablement par la possibilité que ces bactéries soient endophytes (Yadav et al., 2011), ce

qui serait intéressant de confirmer et d’exploiter dans le futur.

Il est a noter tout de méme que le mycélium a pu se développer a travers la quasi-
totalité de ces contaminations (Annexe 9). Donc ces derniéres n’ont pas eu d’influences

majeures sur les résultats finaux.
2.1.2 Inhibition de la croissance mycélienne

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Botrytis
cinerea, Colletotrichum sp. et Penicillium digitatum traités par 1’huile essentielle, I’hydrolat
et I’extrait aqueux de L. stoechas, selon la méthode de contact direct, a permis 1’obtention de
différences tres hautement significatives (P < 0.001), selon les isolats fongiques, les extraits et

I’interaction de ces deux derniers facteurs (Annexe 10).
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Dans I’ensemble, B. cinerea et Colletotrichum sp. ont été plus inhibés par les 3 extraits
que P. digitatum, a des taux respectifs de 33,5 %, 33,3 % et 5,4 %. Cependant, tous ces taux
d’inhibition de la croissance mycélienne restent peu importants (Figure 13a), indiquant une
résistance considérable par B. cinerea et Colletotrichum sp. et tres importante par P. digitatum

aux extraits de L. stoechas.

Parmi les extraits étudiés (Figure 13b), seule I’huile essentielle a montré un pouvoir
inhibiteur intéressant sur la croissance mycélienne de I’ensemble des isolats fongiques, avec
un pourcentage de 71,8 %. Ce taux est trés faibles, voir nuls pour I’hydrolat (0,3 %) et

I’extrait aqueux (0 %).
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Figure 13 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats testés selon la méthode de

contact direct en modéle GLM selon les isolats (a) et les extraits étudiés (b).
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Une inhibition totale de la croissance mycélienne (100 %) a été obtenue par 1’huile
essentielle pour B. cinerea et Colletotrichum sp., alors qu’elle n’est que de 15,5 % pour
P. digitatum (Figure 14). Les résultats obtenus par I’hydrolat sont extrémement faibles, voire
nuls pour Colletotrichum sp. (0,5 %), B. cinerea (0,4 %) et P. digitatum (0 %). L’extrait

aqueux n’a montré aucune inhibition (0 %), et cela pour les trois isolats fongiques testés.
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Figure 14 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats testés selon la méthode de

contact direct selon les extraits étudiés en modéle GLM.

(@) : selon I’extrait aqueux, (b) : selon I’huile essentielle, (c) : selon I’hydrolat.
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2.1.3 Inhibition de la sporulation

L’analyse statistique des taux d’inhibition de la sporulation des isolats fongiques (B.
cinerea, Colletotrichum sp. et P. digitatum) par les extraits étudiés, a révélé une différence
tres hautement significative (P < 0,001), et cela selon les isolats, les extraits et ’interaction de

ces deux derniers facteurs (Annexe 11).

Par rapport aux isolats, la sporulation de B. cinerea a été la plus inhibée par les extraits
en général avec un pourcentage élevée (77,1 %), suivi de celle de Colletotrichum sp. (51,9 %)

et enfin celle de P. digitatum a un pourcentage moindre (38,1 %) (Figure 15a).

L’huile essentielle est le seul extrait présentant un taux d’inhibition important sur les 3 isolats
fongiques étudiés (97,8 %), les taux d’inhibition enregistrés par 1’extrait aqueux et I’hydrolat
étant de 39,6 et 29,7 % respectivement (Figure 15b).
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Figure 15 : Inhibition de la sporulation des isolats testés selon la méthode de contact

direct par en modéle GLM selon les isolats (a) et les extraits étudies (b).
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Les meilleurs taux d’inhibition de la sporulation enregistrés sont ceux réalisés par
I’huile essentielle sur B. cinerea (100 %), Colletotrichum sp. (100 %) et P. digitatum (93,4 %)
(Figure 16). La plus forte inhibition obtenue par I’extrait aqueux est celle produite sur B.
cinerea (68,8 %), son action étant relativement faible sur P. digitatum et Colletotrichum sp.
(29,1 et 21 % respectivement). Quant a I’hydrolat, ses effets sur la sporulation étaient les
moins importants parmi ces extraits, son seul pouvoir inhibiteur intéressant est celui exerce
sur B. cinerea (62,7 %), suivi d’un résultat modéré pour Colletotrichum sp. (26,5 %), et nul
pour P. digitatum (0 %).
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Figure 16 : Inhibition de la sporulation des isolats testés par la méthode de contact
direct selon les extraits en modéle GLM.

(@) : selon I’extrait aqueux, (b) : selon I’huile essentielle, (¢) : selon ’hydrolat.
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2.1.4 Survie

Le suivi de la croissance des cultures de B. cinerea et Colletotrichum sp.
préalablement inhibées, a montré une reprise de la croissance myceélienne chez ces deux
isolats fongiques, aprés 2 mois d’incubation dans les mémes conditions expérimentales citées
précédemment (Figure 17). Ce qui nous renseigne sur D’effet fongistatique de 1’huile
essentielle testée & 1/250°™ sur B. cinerea et Colletotrichum sp. Cependant, la croissance
mycélienne de ces deux isolats fongiques a été visiblement moins dense que celle des
témoins. Pour B. cinerea (Figure 17), une formation de sclérotes d’un calibre moins important

que celle des témoins (Figure 10a) a été notée.

Figure 17 : Survie des isolats préalablement inhibés par ’effet
de ’huile essentielle 2 1/250°™,

a: B. cinerea, b : Colletotrichum sp.
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2.1.5 Pouvoir antifongique des huiles essentielles sur la morphologie des isolats étudiés

Les observations microscopiques vitales des cultures (agées de 26 jours), ont permis la

constatation de I’effet de 1’huile essentielle de L. stoechas sur les isolats fongiques inhibés et

ceux des témoins (Figure 18).

Botrytis cinerea

Colletotrichum sp.

Huile essentielle

N

—

,,4

Témoin

Figure 18 : Effet des huiles essentielles de Lavandula stoechas sur la morphologie des

isolats fongiques étudiés (Gr. x 500).
Myc. : mycélium, Cnd.: condies, Cph.: conidiophore, Dfr.: déformation, Frg.: fragmentation,

Lys. : lyse.

Des modifications structurales ont été notées sur B. cinerea et Colletotrichum sp. sous

I’effet de I’huile essentielle de la plante étudiée. Les changements microscopiques sont

traduits par la réduction affectant le diamétre mycélien et la densité des conidiophores
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produits chez B. cinerea, sous 1’effet de I’huile essentielle. Ce qui pourrait expliquer entre

autres, I’aspect moins dense des cultures ayant repris la croissance (Figure 17b).

Des lyses et des déformations (distorsions) sont également observées au niveau des
hyphes de B. cinerea et de Colletotrichum sp. Des fragmentations ont été également présentes
au niveau des hyphes de B. cinerea. Cependant, aucune modification structurale majeure n’a

pu étre observée sur les conidies.
2.1.6 Inhibition de la production des sclérotes chez Botrytis cinerea

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la production des sclérotes chez
B. cinerea, sous 1’effet des 3 extraits a base de L. stoechas et selon la méthode de contact

direct, & montré une différence non significative (P > 0,05) (Annexe 12).

Tous les extraits ont révélé une inhibition remarquable de la fréquence de sclérotes produits.
Ainsi, I’inhibition a été¢ compléte pour I’huile essentielle (100 %), et trés importante pour

I’hydrolat (97,5 %), et bonne pour I’extrait aqueux (59,7 %) (Figure 10 et 19).
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Figure 19 : Inhibition de la production des sclérotes chez Botrytis cinerea teste par la

méthode de contact direct en modéle GLM selon les extraits.
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2.2 Selon la technique de micro-atmosphere

2.2.1 Inhibition de la croissance mycélienne

Les différentes concentrations en huile essentielle testées selon la méthode de micro-
atmosphere, ont permis une inhibition importante de la croissance mycélienne de 1’isolat de
Colletotrichum sp. et celui de B. cinerea (isolats préalablement inhibés par I’huile essentielle),

et cela avec une différence non-significative (P = 0,312) (Annexe 13).

Les taux d’inhibition enregistrés par I’ensemble des concentrations varient de 96,5 %

et 98,6 % pour chacun des isolats respectivement (Figure 20a).

En revanche, une différence significative a été révélée par I’analyse de la variance des taux
d’inhibition selon les concentrations en huile essentielle testées (P = 0,011). Ainsi, les
concentrations de 60 et 40 pl/disque ont permis une inhibition compléte de la croissance
mycélienne des deux isolats (100%). De méme, une importante inhibition (92,7 %) a été
enregistrée pour la concentration 20 ul/disque sur la croissance de ces mémes isolats (Figure
20Db).
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Figure 20 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats testés par la méthode de la
micro-atmosphere en modéle GLM selon les isolats (a) et les concentrations en huile

essentielle étudiées (b).
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Les résultats recensés pour les différentes concentrations testées sur les deux isolats

¢tudiés sont d’une variabilité trés hautement significative (P < 0.001). En effet, I’inhibition a

été remarquable et complete (100 %) pour B. cinerea et Colletotrichum sp. pour les

concentrations 60 et 40 ul/disque, et importante méme pour la concentration 20 ul/disque avec

une inhibition de 95,8 et 89,6 %, respectivement (Figure 21).
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Figure 21 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats testés par la méthode de la

micro-atmosphére selon les concentrations en huile essentielle en modele GLM.

(@) : 60ul/disque, (b) : 40ul/disque, (c) : 20ul/disque.
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2.2.2 Inhibition de la production des sclérotes chez Botrytis cinerea

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la production des sclérotes chez
B. cinerea, sous ’effet de la fraction volatile de I’huile essentielle testée aux 3 concentrations,

a montré une différence non significative (P > 0,05) (Annexe 14).

Les 3 concentrations en huile essentielle testées (60, 40 et 20 pl/disque) ont
complétement inhibé la production des sclérotes (100 %). De ce fait, on peut proposer la plus

faible concentration de 20 ul/disque pour I’inhibition de la production des sclérotes par B.

cinerea (Figure 22).
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Figure 22 : Inhibition de la production des sclérotes chez le Botrytis cinerea testé par la

méthode de la micro-atmosphére en modéle GLM selon les concentrations employées.
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Les résultats ainsi obtenus révélent une variabilité du pouvoir antifongique de 1’huile
essentielle, de I’hydrolat et de I’extrait aqueux de Lavandula stoechas, testés sur Penicillum
digitatum, Botrytis cinerea et Colletotrichum sp., et cela a travers différents parametres :
croissance mycélienne, sporulation, production des sclérotes (chez B. cinerea) et survie. Dans

I’ensemble, la plante étudiée a présenté un potentiel antifongique intéressant.

En effet, quelques travaux de recherche ont déja confirmée les activités antifongiques
de L. stoechas, et notamment sur des agents phytopathogénes. Comme Bouzouita et al. (2008)
qui ont affirmé wune inhibition compléte de Geotrichum candidum, par une
concentration de 0,75 % d’huile essentielle de feuilles de L. stoechas récoltée a Kairouan, en
Tunisie. Mohammedi et Atik (2012) ont pu a leur tour inhiber quelques champignons
phytopathogénes, comme Alternaria spp., Fusarium spp. et Penicillium spp. a des
concentrations diverses en huile essentielle de feuilles de L. stoechas récoltée a Tlemcen, en
Algérie.

La détermination de [D’inhibition de la croissance mycélienne de B. cinerea,
Colletotrichum sp. et P. digitatum, selon la méthode de contact direct par les extraits de
plantes, a été réalisée auparavant par un certain nombre de travaux employant les extraits de

plante.

Les résultats de notre huile essentielle sur B. cinerea coincident avec ceux obtenus par
Soylu et al. (2010), qui ont confirmé une inhibition complete par 2,56 % d’huile essentielle de
la partie aérienne de L. stoechas. Singh et Tripathi (2015) ont quant a eux signalé une
inhibition de 90 % par I’huile essentielle de Cinnamomum zeylanicum (Cannelle de Ceylan)
sur Colletotrichum musae. Cependant, une inhibition modérée a été enregistrée par I’huile

essentielle de L. angustifolia récoltée en Grece sur P. digitatum (Daferera et al., 2000).

Les études sur les activités antifongiques des hydrolats se font tres rares. Un travail sur
le pouvoir antifongique de 1’hydrolat de Saturaje hortensis L. sur B. cinerea, a montré des
résultats completement opposés aux notres, avec une inhibition totale de la croissance
mycélienne & une concentration de 15 % (Boyraz et Ozcan, 2005 in Saeidnia et al., 2015). Un
autre travail intéressant a porté sur 1’effet in vivo de I’hydrolat de la partie aérienne de Thymus
capitatus (recoltée a Tlemcen, Algerie), sur des oranges inoculées avec P. italicum
(champignon proche du P. digitatum). Cette étude menée par Tabti et al. (2014) a permis
I’inhibition totale du développement du champignon, pendant 15 jours d’incubation a 25°C et

70 % d’humidité, et cela par la pulvérisation de I’hydrolat a une concentration de 0,02 %.
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Les résultats du pouvoir inhibiteur de la sporulation de B. cinerea par 1’huile
essentielle de L. stoechas, concordent avec ceux obtenus par Tripathi et al. (2008), qui ont
affirmé une inhibition compléte de la sporulation de B. cinerea a 0,02 % d’huile essentielle de
feuilles de basilic (Ocimum sanctum), récoltée en Inde. Concernant Colletotrichum sp.,
Tzortzakis et Economakis (2007) sont arrivés a 100 % d’inhibition de la sporulation de
C. coccodes par 0,05 % d’huile essentielle de citronnelle (Cymbopogon citratus). Enfin,
Daferera et al. (2000) n’ont enregistré aucun effet inhibiteur sur P. digitatum et cela, jusqu’a

une concentration de 0,1 % d’huile essentielle de L. angustifolia.

Selon Elad et al. (2007), une forte production de conidies représente une menace durable aux
hotes sensibles. Donc I’inhibition de la sporulation permettra de réduire ce risque, et par

conséquent de minimiser les pertes des fruits stockés.

Notre huile essentielle a ainsi exercé un pouvoir fongistatique sur B. cinerea et
Colletotrichum sp. & une concentration de 1/250°™ (0,4 %). Le méme résultat a été enregistré
sur B. cinerea par Plotto et al. (2003) aprés avoir employé 1’huile essentielle du thym a
0,05 %. Par contre, I’huile essentielle de Cinnamomum zeylanicum a confirmé son effet

fongicide sur Colletotrichum sp. a une concentration de 0,01 % (Singh et Tripathi, 2015).

L’inhibition de la production des sclérotes par des extraits de plantes est trés rarement
étudiée. D’aprés la bibliographie, aucune étude n’a porté sur I’inhibition in vitro de la
production des sclérotes chez B. cinerea.

Selon le cycle de vie de B. cinerea, la formation des sclérotes se fait a partir du
mycélium. De ce fait, ’absence de la production des sclérotes de B. cinerea pourrait

s’expliquer par I’inhibition totale de la croissance mycélienne par I’huile essentielle.

Bien que I’hydrolat n’ait pas inhibé la croissance myceélienne de B. cinerea, la
production de sclérotes quant a elle, a été tres fortement réduite durant deux semaines. Ceci
pourrait empécher B. cinerea de reprendre son developpement apres avoir traverse des

conditions défavorables. D’ouU une limitation de son inoculum.

De maniére semblable, 1’extrait aqueux a inhibé considérablement la production des

sclérotes, a la différence du développement mycélien.

Les résultats remarquables obtenus par la méthode de micro-atmosphére pour

B. cinerea et Colletotrichum sp., sont en accord avec les données bibliographiques, ou Soylu
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et al. (2010) ont montré une inhibition complete de la croissance myceélienne de B. cinerea par
I’huile essentielle de L. stoechas & une concentration de 1,6 pug/ml air. De leur coté, Aguiar et
al. (2014) ont eux aussi signalé une inhibition du Colletotrichum sp. par Corymbia citriodora

(I'eucalyptus citronné) et Cymbopogon nardus (la citronnelle).

Comme pour la méthode de contact direct, I’inhibition compléte de la production des
sclérotes par les trois concentrations est évidente, vu que ces trois derniéres ont inhibé son

développement mycéliens de maniére quasi-totale.

Ceci dit, il reste possible dans certains cas que la production des sclérotes soit inhibée,

méme si le développement mycélien a lieu.

Cela a été prouvé par I’étude de I’activité antifongique des composés volatiles émis par la
vigne isabelle (Vitis labrusca), menée par Kulakiotu et al. (2004). Cette équipe a employé
un systtme de Mariotte modifié permettant de controler les conditions expérimentales
(Annexe 15). Brievement, des boites de Pétri innoculée avec B. cinerea ont été mises ouvertes
dans un déssicateur sur une grille stérile, sous laquelle des grapes du fruit sont posés. Ce
traitement a permis une inhibition totale de la production de sclérotes pendant 25 jours a
21°C, malgré le développement mycélien. Il est a noter que cette étude est la plus proche de la

notre concernat I’effet inhibiteur des composés volatiles sur la production des sclérotes.

A Tissu de notre travail, I’huile essentielle de L. stoechas a présenté le meilleur
pouvoir antifongique entre les extraits étudiés. Pour les isolats, B. cinerea s’est avéré le plus

sensible aux extraits, contrairement au P. digitatum qui a été le moins affecte.

Certains auteurs ont décrit le mode d’action des huiles essentielles par la modification
de la morphologie du champignon testé. Romagnoli et al. (2005) qui, par des observations aux
microscopes électroniques a balayage et a transmission du B. cinerea, ont expliqué 1’effet
inhibiteur de 1’huile essentielle sur la croissance mycélienne, traduit par I’altération de I’apex
des hyphes terminaux. Ils soulignent en citant Wessels et Meinhard (1994) que c’est au niveau
de ce site que la croissance myceélienne se fait. 1ls suggérent que ces altérations empéchent
I’assemblage correct des constituants de la paroi (comme la chitine, les glucanes et les
glycoprotéines), et induisent la formation d’un film autour des hyphes lors des traitements a
fortes doses. Ils ajoutent que la ramification des hyphes terminaux et la perte de leur forme
linéaire pourraient étre dues a une modification de 1’aspect directionnel des vésicules, sous

I’action des composés de 1’huile essentielle sur les microtubules.
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Chapitre 3 | Résultats et discussion

Tout le systeme endomembranaire a subi des détériorations, comme la degénérescence des
crétes mitochondriales, le détachement de la membrane cytoplasmique de la paroi cellulaire,
ainsi que la dissolution partielle de 1’enveloppe nucléaire et du réticulum endoplasmique. Ceci
affirme selon la méme équipe, que la membrane cellulaire constitue une cible principale pour
les constituants de I’huile essentielle. Ils émettent ensuite une hypothése en se basant sur
Schreier (1988), que les composés terpéniques lipophiles interfereraient avec les bicouches
lipidiques (phospholipides) en présence des composés hydrosolubles, ce qui augmenterait le

pouvoir antifongique de I’huile essentielle.

D’apres Piper (2001), ’action de 1’huile essentielle sur la membrane cellulaire induit

une perméabilité de cette derniére, d’ou la fuite du contenu mycélien.

Romagnoli et al. (2005) ajoutent que les différentes interactions et altérations des
parois et des membranes cellulaires affecteraient les processus biologiques du champignon.
En particulier, les dommages causés aux mitochondries engendreraient une baisse de la
production de I’énergie, et par conséquent la sénescence (vieillissement) prématurée du

mycélium.
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Chapitre 4 | Conclusion et perspectives

Le présent travail vise la recherche d’une alternative biologique aux pesticides
chimiques par le biais d’extraits de plantes, pour une meilleure conservation des fruits au

cours de leur stockage, en termes de sécurité et de durabilité.

Dans ce contexte, notre étude porte sur I’activité antifongique des extraits de plantes,
sur des isolats fongiques prélevés a partir de quelques fruits altérés par les moisissures au
cours de leur stockage. Des extraits ont été préparés a partir de la partie feuillue de Lavandula
stoechas L. récoltée au stade végétatif, d’une colline de la région de Blida. 1l s’agit de I’huile
essentielle et de I’hydrolat extraits par hydrodistillation, ainsi que de 1’extrait aqueux obtenu
par infusion et macération. D’une importance économique majeure (Eckert et Eaks, 1989 in
Marcet-Houben et al., 2012 ; Elad et al., 2007 ; Peeran et al., 2014), les isolats étudiés sont
Penicillum digitatum, Botrytis cinerea et Colletotrichum sp., ils ont été prélevés

respectivement d’oranges et de fraises locales, et de bananes importées.

L’¢tude antifongique s’est faite in vitro selon la méthode de contact direct pour tous
les extraits testés, avec 1/250°™ (0,4 %) d’huile essentielle et 1/9°™ (11,1 %) pour chacun de
I’hydrolat et de I’extrait aqueux. Cette méthode a été suivie par celle de micro-atmosphére,
focalisée sur 1’action de la fraction volatile de I’extrait ayant présenté le plus d’efficacité. Ce

dernier a été employé a 3 concentrations : 60, 40 et 20 ul/disque.

Globalement, les résultats obtenus ont montré que 1’huile essentielle détient le pouvoir
antifongique le plus prononcé de ces extraits, particulierement contre B. cinerea et
Colletotrichum sp. Entre les isolats étudiés, P. digitatum s’est avéré le plus résistant,

contrairement a B. cinerea qui était le plus sensible.

Pour la méthode de contact direct, I’activité antifongique était dominée par 1’huile
essentielle. Son inhibition de la croissance mycélienne était complete pour B. cinerea et
Colletotrichum sp. & une concentration de 1/250°™. Quant a la sporulation, I’inhibition a été
importante, et méme compléte par I’huile essentielle pour B. cinerea et Colletotrichum sp.
L’extrait aqueux et I’hydrolat ont également enregistré des taux d’inhibition trés intéressants a
1/9"™ sur la sporulation de B. cinerea, a des taux respectifs de 68,8 et 62,7 %. Ce qui pourrait
se traduire sur le terrain par une réduction d’inoculum contaminant des fruits sains. L’effet
inhibiteur des trois extraits testés sur la production des sclérotes chez B. cinerea a aussi été
important. L’inhibition était compléte pour I’huile essentielle (100 %), treés forte pour

I’hydrolat (97,5 %) et modérée pour 1’extrait aqueux (59,7 %).
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Chapitre 4 | Conclusion et perspectives

Concernant la méthode de micro-atmosphere, La croissance mycélienne des cultures
fongiques de B. cinerea et de Colletotrichum sp. a été fortement inhibée par 1’huile essentielle

testée aux 3 concentrations.

Une inhibition totale a été enregistrée a 60 et 40 pl/disque. Elle a dépassé 95 et 89 % a
20 upl/disque pour B. cinerea et Colletotrichum sp. respectivement. La production des
sclérotes de B. cinerea a également connu une inhibition compléte sous 1’effet de la fraction

volatile de I’huile essentielle testée aux 3 concentrations.
Plusieurs portes s’ouvrent a la recherche. Il serait intéressant de compléter cette étude par :

- La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1’huile essentielle
testée et sa fraction volatile sur le développement de B. cinerea et Colletotrichum sp. ;

- Etude de la composition chimique de 1’huile essentielle de L. stoechas.

- Etude de I’activité antifongique in vivo de I’huile essentielle de L. stoechas sur le
pouvoir pathogéne de B. cinerea et Colletotrichum sp. ;

- Etude de ’activité antifongique de 1’huile essenticlle des fleurs de L. stoechas, et
comparer les résultats avec ceux obtenus dans le présent travail ;

- Elargir la gamme de plantes et/ou d’extraits sur les moisissures inféodées aux fruits
lors de la conservation et le stockage ;

- Tester les extraits de L. stoechas sur d’autres agents fongiques pathogénes ;

- Approfondir I’étude des modes d’action des extraits de plantes et/ou des composés
actifs sur les isolats fongiques ;

- Rechercher les modes d’application de cette huile essentielle en lieu de stockage ;

- Essai d’application d’un traitement a base d’émulsion d’huile essentielle dans le lieu
de stockage contre les altérations des fruits ;

- Identification de la fraction volatile efficace contre les agents pathogenes étudiés ;

- Essai d’incorporation de la matiére active a un matériel d’emballage pour une
meilleure conservation des fruits ;

- Etude de I’impact de cette huile essentielle sur la qualité nutritive et organoleptique du
fruit ;

- Etude toxicologique sur les concentrations de ’extrait de plante et/ou du composé

actif a employer sur le terrain.
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Annexe 1 : Distribution géographique de Lavandula stoechas dans la région Europe-

Meéditerranée (Euro+Med, 2017)

Lavandula stoechas

Native (incl. archaeophytes)
Alien (status unknown)

Botanical Museum. Helsinki. Finland 2017
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germany

En vert : La plante est endémique, en marron (fles) : la plante est introduite, en blanc : absence de la plante

Annexe 2 : Schéma d’un hydrodistillateur de type Clevenger comme décrit par la

Pharmacopée Européenne (6e éd.) (Nada et al., 2015)
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Annexe 3 : Echantillon (partie aérienne) de Lavandula stoechas récolté et séché
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Annexe 4 : Préparation de la suspension d’eau-agar (a 0,2%)
- Peser 2 g d’agar-agar.

- Ajouter 1 L d’cau distillée.

- Stériliser a I’autoclave a 100 kPa pendant 20 minutes.

Annexe 5 : Préparation du milieu PDA (Potato Dextrose Agar, agar de dextrose de pomme

de terre) selon Ismaili et al. (2014)

- Bouillir 200 g de pomme de terre dans1000 ml d’eau distillée
- Filtrer le bouillon résultant,

- Ajouter 20 g de dextrose et 20 g d’agar en poudre.

- Ajuster par de I’eau distillée jusqu’a un volume de 1000 ml.

- Stériliser a I’autoclave a 100 kPa pendant 20 minutes.
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Annexe 6 : Préparation de la concentration 1/250 v/v (0,4 %) de I’huile essentielle
Pour chaque boite de Pétri :

- Emulsion : Ajouter 0,06 ml de I’huile essentielle a 1,5 ml d’eau-agar autoclavé (dilution
1/25 viv).

- Agiter ’émulsion vigoureusement au vortex.

- Verser 1,5 ml de I’émulsion précédente dans la boite de Pétri.

- Ajouter 13,5 ml du milieu PDA en surfusion dans la méme boite.

- Faire des mouvements en 8 soigneusement pour homogénéiser le milieu.
- Laisser refroidir.

Annexe 7 : Préparation de la concentration 1/9 v/iv (11,1 %) de I’hydrolat et de I’extrait

aqueux
Pour chaque boite de Pétri :

- Verser 1,5 ml de I’extrait de plante dans la boite de Pétri.

- Ajouter 13,5 ml du milieu PDA en surfusion.

- Faire des mouvements en 8 soigneusement pour homogénéiser le milieu.
- Laisser refroidir.

Annexe 8 : L’huile essentielle (a), I’hydrolat (b) et ’extrait aqueux (c¢) obtenus a partir
de la partie aérienne de Lavandula stoechas
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Annexe 9: Contamination d’une culture (Penicillium digitatum) traitée par I’extrait

aqueux de Lavandula stoechas

— e = |_imites de la contamination

Annexe 10 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne
selon la méthode de contact direct par le test ANOVA selon les isolats fongiques (a), les

extraits (b) et ’interaction de ces deux derniers ()

Analyse de la variance

Facteur Somme, des ddl Carré Moyen F P
carres

Isolat (Figure 13a) 7952.533 2 3976.267 457.042 0.000

Extrait (Figure 13b) | 51266.133 2 25633.067 2946.330 0.000

Isolat x Extrait 16018.133 4 4004.533 460.291 0.000

(Figure 14)

Annexe 11 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation par le test
ANOVA selon les isolats fongiques (a), les extraits (b) et D’interaction de ces deux
derniers (c)

Analyse de la variance

Facteur Somme’ des ddl Carré Moyen F P
carres

Isolat (Figure 15a) 11758.723 2 5879.361 48.946 0.000

Extrait (Figure 15b) | 40518.803 2 20259401 168.659 0.000

Isolat x Extrait 4836.929 4 1209.232 10.067 0.000

(Figure 16)
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Annexe 12 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la production des sclérotes

selon la méthode de contact direct par le test ANOVA selon les extraits

Analyse de la variance

Facteur Somme, des ddl Carré Moyen F P
carrés
Extrait (Figure 19) 5099.598 2 2549.799 3.853 0.051

Annexe 13 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne
selon la méthode de micro-atmosphére par le test ANOVA selon les isolats fongiques (a),

les concentrations (b) et ’interaction de ces deux derniers (c)

Analyse de la variance

Facteur Somme{ des ddl Carré Moyen F P
carrés

Isolat (Figure 20a) 36.300 1 36.300 1.068 0.312

Concentration

(Figure 20b) 375.000 2 187.500 5.517 0.011

Isolat x

Concentration 72.600 2 36.300 1.068 0.359

(Figure 21)

Annexe 14 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la production des sclérotes

selon la méthode de micro-atmosphére par le test ANOVA selon les concentrations

Analyse de la variance

S d .
Facteur omme: e ddl Carré Moyen F P
carrés
Concentration
(Figure 22) 0.0 2 0.0 0.0 1.000

Annexe 15 : Systeme de Mariotte modifié et fermé (Kulakiotu et al., 2004)

NAOH

Ce systeme a été développer par Kulakiotu et al. (2004) pour stabiliser le niveau de O, a 20%,
éliminer le CO; (piégeage dans le NaOH), humidifier 1’air (papier filtre mouillé) ainsi que
pour piéger les composés volatiles émis par le matériel végétal étudié. La température de la

chambre aussi a été controlée pendant I’expérience.




