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Impact de la formulation sur les potentialités de I’activité biologique
de I’huile essentielle du bigaradier Citrus aurantium L.

Résumeé

Les produits biologiques sont recherchés pour leur efficacité dans plusieurs secteurs
pharmaceutiques et agricoles. La formulation permet de sécuriser, de réduire et de
préserver les ressources phytogénétiques tout en protégeant le principe actif. Notre
étude a porté sur I'évaluation de l'activité antifongique des quatre formulations de
I’huile essentielle des feuilles de Citrus aurantium L. a savoir la formulation en gel, au
Tween, au DMSO et a lacétone vis a vis d’'un champignon phytopathogéne
(Fusarium oxysporum f.sp lycopersici) suivant deux modes d’administration, par
diffusion par disque et diffusion par micro-atmosphere. Les résultats ont montré que
les diverses formulations expriment un fort pouvoir inhibiteur suivant le gradient des
concentrations du principe actif. La caractéristique propre aux différentes
formulations se voit distincte entre diffusion par disque et diffusion par micro-
atmosphére. La formulation en gel est performante suivant les concentrations de
I'huile essentielle pour les deux méthodes. Tandis que les préparations au DMSO et
a l'acétone sont trés performantes par diffusion par disque. Cette approche nous
permet de valider I'utilisation des huiles essentielles dans diverse domaines relatifs a
la gestion antimicrobienne.

Mots clés : feuilles d'oranger amer, CG/SM, adjuvent, Fusarium, diffusion par
disque, diffusion par micro-atmosphere.



Impact of the formulation on the potential of biological activity
essential oil of citrus aurantium L.

Abstract

Organic products are sought after for their effectiveness in several pharmaceutical
and agricultural sectors. The formulation helps to secure, reduce and preserve
phytogenetic resources while protecting the active ingredient. Our study focused on
the evaluation of the antifungal activity about four formulations of the essential oil of
Citrus aurantium L. namely the formulation on gel, Tween, DMSO and acetone with
respect to a fungus phytopathogenic (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici)
according to two modes of administration, by diffusion by disk and diffusion by micro-
atmosphere. The results showed that the various formulations express a strong
inhibitory power according to the gradient of the concentrations of the active principle.
The specific characteristic of the different formulations is distinct between diffusion by
disk and diffusion by micro-atmosphere. The gel formulation performs well according
to the concentrations of the essential oil for both methods. While the preparation from
DMSO and acetone is highly efficient by disk diffusion. This approach allows us to
validate the use of essential oils in various areas related to antimicrobial
management.

Key words: leaves of bitter orange, CG / MS, adjuvant, fungus, anti fungal activity,
disk diffusion, micro-atmosphere diffusion.
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Liste des abréviations

AFNOR : Association francaise de normalisation

CG/SM : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie en masse
D : diametre

DMSO : diméthylsulfoxide

F1 : formulation en gel

F2 : formulation au Tween 80.

F3 : formulation au DMSO

F4 : formulation a I'acétone.

HE : huile essentielle

pH : Potentiel d’hydrogéne
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Introduction

L’intérét pour les biopesticides d’origine végétale, comme alternatifs aux applications
fortuites d’'une pharmacopée aveugle s’est développé, en particulier ceux qui
préservent un environnement sain, biodégradables, non toxiques et spécifiques dans
leur action, gagnent une attention considérable (Tripathi et Dubey., 2004). lls sont
€galement nécessaires pour combattre I'évolution de la résistance aux produits de
syntheses (Isman ,2000 ; Ishii, 2006 ; Laplace, 2006).

Les nouvelles recherches ont soulevé la possibilité d'employer de nouveaux
composés naturels qui peuvent agir en tant que biofongicides (Field et al., 2006 ;
Lee, 2007 ; Regnault-Roger, 2012 ; Kassi et al.,2014 ;Xue et al., 2014 ).La lutte
contre les champignons par I'application de fongicides naturels a pris un envol tres
important dans les stratégies alternatives aux fongicides de syntheése. Ces derniers
sont a l'origine de beaucoup de maladies de plantes. Ils causent de grandes pertes
de rendement dans les champs et affectent la qualité des aliments en conservation
(Laplace, 2006).

Les huiles essentielles avec leurs larges spectres d’action vis-a-vis d’'un grand
nombre d’espéces fongiques constituent une alternative trés prometteuse, sans étre
une source de danger pour la santé humaine ou de pollution pour I'environnement
(Broydé et Doré, 2013).

Le potentiel d’utilisation des huiles essentielles et de leurs constituants comme
fongicides est renforcé par leur biodégradabilité. Leur utilisation courante par
’lhomme est sous forme de plantes aromatiques ou médicinales. En outre,
apparition de souches fongiques résistantes aux fongicides a base d’huiles
essentielles est fortement improbable a cause de la composition souvent
polymoléculaire de ces huiles et de l'action synergique de leurs constituants
(Bagamboula et al., 2004).

L’exploitation des huiles essentielles dans la protection des végétaux est encore
dans ses débuts, mais ces produits ont un potentiel fongicide prémuni pour
remplacer les fongicides de synthése. Des biofongicides a base d’huile essentielle
sont mis sur le marché pour les agriculteurs pratiquant de I'agriculture biologique. Il
s’agit du SporanTM ( Rosemarinus officianalis) , PromaxTM (T. vulgaris), TrilogyTM
(A. indica) et E-RaseTM (Simmondsia californica) (Isman et al, 2011).

Les huiles essentielles de Citrus aurantium L. sont utilisées dans plusieurs produits
comme aromatisants et additives tels que les aliments, les jus, les produits
cosmétiques et médicinaux. Elles sont utilisées pour leurs propriétés antioxydantes,
germicides et anticancérigénes (Mukhopadhaya, 2000 ;Sawamura, 2010). Les
huiles essentielles de Citrus aurantium L. occupent un large spectre des propriétés
antifongiques qui sont dévoilées par les différentes formulations en leur permettant
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d'étre considérées comme des agents antimicrobiens efficaces dans le traitement de
certaines infections et dans la lutte contre certains organismes phytopathogeéenes. Le
but principale de la présente étude et d’évaluer les Potentialités antifongiques d’'une
méme huile essentielle sous diverses formulations. Le recours a ce type d’étude
apportera une valeur ajoutée aux secteurs pharmaceutique et agricole, compte tenu
de I'importance économique de la disponibilité du matériel végétal dans la production
de produits antimicrobiens naturels
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1. Les Agrumes
1.1. Généralités sur les Agrumes

Les agrumes sont originaires du Sud-est asiatique ou ils sont connus depuis
4200 ans et cultivés depuis 3000 ans (Jacquemond et al., 2013).

La diffusion des agrumes a travers le Monde s'est faite trés lentement. Le cédratier
(Citrus medica) fut la premiére espéce connue en Europe (300 ans av. J.-C). Le
bigaradier (Citrus aurantium L amara), le citronnier (Citrus limon L Burm) et I'oranger
(Citrus sinensisObseck) n'ont été introduits dans le bassin méditerranéen que vers la
moitié du Xlle siécle, et le mandarinier (Citrus reticulata Blanco) au XIX® siécle
(Goetz, 2014).

Les agrumes présentent une grande capacité d'adaptation a des conditions
pédoclimatiques trés differentes. La superficie totale plantée en agrumes dans le
monde est évaluée en 2011 a plus de 8 millions hectares (Faostat, 2014) répartis sur
une aire tres large située approximativement entre les 40° de latitudes Nord et Sud
tout autour du Monde (Ndo, 2011).

Cing especes se partagent de facon trés inégale le verger agrumicole algérien. La
prédominance revient aux orangers qui occupent plus de 62,3 % de la superficie
totale. Les clémentiniers et mandarines suivent de loin avec 30,4 %, puis arrivent les
especes qui se vendent plus difficilement : les citronniers (6,2 %), les pomelos (0,4%)
et autres (0,7 %) (Kerboua, 2002).

En 2011, les agrumes occupaient la premiere place des productions fruitieres dans le
monde avec plus de 115 525.2 milles de tonnes produites (F.A.O, 2012), en Algérie
ils occupent une superficie de 63.589 ha en 2010 (Bellabas, 2011) avec une
production de 571.000 de tonnes (F.A.O, 2012).

Quant aux Plantes a Parfums Aromatiques et Médicinales (PPAM), les huiles
essentielles d’agrumes, destinées a des secteurs d’activité aussi divers que
’agroalimentaire, la cosmétologie, [Iindustrie pharmaceutique ou encore
'aromathérapie, occupent une place importante dans la production mondiale
(Monajemi et al., 2005). Les trois quarts de la production d’huiles essentielles
d’agrumes proviennent de I'aire méditerranéenne et des USA tandis que le Brésil et
I’Argentine assurent le dernier quart (Dugo et Di Giacomo, 2004).

L'intérét s’est orienté de I'huile essentielle extraite des fruits de Citrus a celui des
feuilles. Elles sont devenues une nouvelle source en huile essentielle vu leurs
développements rapides et leurs disponibilités toute 'année (Cheng et Lee, 1981).
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1.2. Caractéristiques botaniques

Le bigaradier est un arbre de 3 a 10 métres, trés ramifié avec une couronne
arrondie; des feuilles simples, elliptiques, a pétiole ailé, luisant, alterné, parsemé de
glandes aromatiques et persistantes avec une épine a laisselle des feuilles
inférieures, pétiole de 2 a 3 cm de long ; fleurs axillaires, tres parfumées, de couleur
blanchatre ou rose, plus grandes que celles de l'oranger doux et trés odorant. Elles
fleurissent au début du printemps. Le fruit rond, de 5 a 8 cm de diametre, avec 8 a 12
segments, peau rugueuse teintée de vert ou de jaune, fortement aromatique, pulpe
trés acide et de saveur tres amere (Manner et al., 2006).

1.3. Taxonomie de Citrus aurantium L.
1.3.1. Etymologie

Nom scientifique : Citrus aurantium L.
Nom arabe : larandj ; =V (Farid, 2011).
Noms communs : bigaradier ; orange amere (Lucienne, 2010).

1.3.2. Classification botanique

Embranchement : Spermaphytes.

Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Sous classe : Dicotylédone.

Ordre : Rutales.

Famille : Rutacées.

Genre : Citrus.

Espece : Citrus aurantium. (Lucienne, 2010).

1.3.3. Propriétés thérapeutiques

-Hypnotiques léger.

-Diminue 'amplitude des contractions cardiaques.

-Son utilisation est recommandée en cas de spasmes cardiaques.
-Palpitations.

-Diarrhée chronique.

-Indigestions.

-Insomnies.

1.3.4. Propriétés et usage thérapeutique de [I'huile essentielle du
bigaradier
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Le Bigaradier (Citrus aurantium) contient des essences dans chacun de ses
organes : feuilles, fleurs, fruits, écorce, rameaux (Michele, 2010).
Les feuilles de Bigaradier proviennent de la taille annuelle des arbustes ; on distille
les rameaux portant des feuilles et de tous jeunes fruits appelés « petits grains »,
d’'ou le nom commun de cette huile essentielle. Il faut distiller environ 100 kg de
végétaux pour obtenir 1 litre d’huile essentielle. Cette essence a une odeur chaude
et un goQt trés amer (Michele, 2010).Obtenus par expression a froid, par distillation
ou par solvant, de densité entre 0,845 a 0,860; son pouvoir rotatoire de +95,5° a
+99° (Salle, 1991). La famille chimique majoritaire de cette huile essentielle, a 60 %,
s’appelle les esters, dont I'action principale se situe sur le plan nerveux.

-La composition biochimique de l'essence de, « Petit grain bigarade »
(Limonéne- aldéhyde- pour les personnes nerveuses, tendues, souffrant de spasmes
en tout genre.

-C’est une huile essentielle forte intéressante sur le plan psychique, qui aide a
résoudre certains problemes relationnels se répercutant au niveau des systemes
respiratoire, nerveux et circulatoire. Elle a une action puissante sur le plan
dermatologique, c’est un régénérant cellulaire et des tissus cutanés, utile pour les
affections comme l'acné, les dartres, les furoncles (Michele, 2010).

2. Généralités sur les huiles essentielles
2.1. Bref historique

Les premiéres preuves de fabrication et d'utilisation des huiles essentielles
datent de I'an 3000 avant J.C. (Baser & Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles
semblent donc avoir Accompagné la civilisation humaine depuis ses premiéeres
geneses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matiéres
premieres végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles
essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie,
médecine, rites religieux, coutumes paiennes, alimentation, etc.

L’étape byzantine de la civilisation a permis l'instauration des bases de la distillation
et, avec I'ére arabe de la civilisation, I'huile essentielle devient un des principaux
produits de commercialisation internationale. Ainsi, vers I'an mille, Avicenne,
médecin et scientifique persan, a défini précisément le procédé d’entrainement a la
vapeur. L’lran et la Syrie deviennent les principaux centres de production de divers
types d’extraits aromatiques.

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au
niveau des techniques d’obtention et de I'analyse de leur composition chimique.
Parallelement, a aussi tiré profit de 'avénement de I'aromathérapie. René-Maurice
Gattefossea créé, en 1928, le terme de I'aromathérapie et il a mené de nombreux
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travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats
seront a 'origine de nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).

2.2. Définition

Pour certains auteurs comme (Carette, 2000), il est important de distinguer
huile essentielle et essence ; cette derniere est une sécrétion naturelle élaborée par
I'organisme végeétal, contenue dans divers types d’organes producteurs, variables
selon la partie de la plante considérée. En revanche, une huile essentielle est un
extrait naturel de matiéres premiéres d’origine végétale, obtenu par distillation par la
vapeur d’eau, c’est-a-dire que I'huile essentielle est I'essence distillée.

Les huiles essentielles n'ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi
les1 500 000 espéeces végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », c’est-a-
dire qu’elles synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essence aromatique
(Bruneton, 1999; Degryse et al., 2008). Certaines familles se caractérisent par le
grand nombre d’especes a essences qu’elles groupent, en particulier les Labiés, les
Ombelliferes, les Myrtacees et les Lauracéees (Benayad, 2008).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en
surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans
des cellules dites cellules a huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des
poches sécrétrices ou dans des canaux secréteurs (Bruneton, 1999 ; Hazzit, 2002;
Boz et al., 2009). Elles peuvent étre stockées dans tous les organes vegétaux : les
fleurs, les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les graines
(Bruneton, 1993; Anton et Lobstein, 2005).

2.3. Biosynthése et composition chimique

La cellule végétale est le siege de la biosynthése des composés fondamentaux
de la matiére vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions
enzymatiques conduisant a la production d’huiles essentielles. Certaines cellules
prennent en charge ces biosynthéses et également le stockage des métabolites
formés. Il s’agit Ia de tout un ensemble de réactions biochimiques participant a la vie
des plantes : respiration, photosynthese, etc. (Garnéro, 1996).

Il en résulte que les huiles essentielles, constituées des mélanges complexes de
composeés organiques, possedent des structures et des fonctions chimiques tres
diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants appartiennent, de facon quasi exclusive, a
deux groupes caractérisés par des originesbiogénétiques distinctes : le groupe des
terpénoides(isopréniques, monoterpenes, les sesquiterpenes, les diterpénes et les
triterpenes) (Bruneton, 1999; Seguin, 2001; Chami, 2005; Clarke, 2008; Baser
&Buchbauer, 2010) d'une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part, elles peuvent également
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renfermer divers produits issus de processus dégradatif mettant en jeu des
constituants non volatils (Bruneton, 1993; Bruneton, 1999).

2.4. Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des huiles essentielles mais, selon la
définition de I'AFNOR et I'ISO, les méthodes utilisées pour extraire les huiles
essentielles sont: I'hydrodistillation « water distillation » ou le matériel végétal a
extraire est en contact direct avec I'eau en ébullition, la vapeur d’eau produite
entraine avec elle les essences de la plante (Belleau,1990; Pingot, 1998;
Bruneton, 1999; Baser & Buchbauer, 2010), entrainement a la vapeur « steam
distillation » a la différence de I'’hydrodistillation, cette technique ne met pas en
contact direct 'eau et la matiere végétale a traiter (Lesley, 1996; Marriott et al.,
2001; Lahlou, 2004; Lucchesi, 2005) et I'expression a froid, ce procédé est réservé
surtout aux agrumes (Lesley, 1996; AFNOR, 1996).

La distillation est la méthode la plus ancienne et, également, la plus utilisée
(Bruneton,1999). En revanche, une remarque s’'impose dés a présent, la distillation
ne permet pas d’extraire la totalité des principes actifs lourds d’'un végétal mais
seulement les composeés volatils entrainables. De plus, ces procédés présentent des
inconvénients dus principalement a l'action de la vapeur d'eau ou de l'eau a
I’ébullition, certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur deau et par
hydrodistillation (Garnéro, 1996).

Des techniques plus récentes, d’'un emploi trés limité, pourraient résoudre tous ces
problemes, comme I'’enfleurage, les fluides subcritiques ou supercritiques, les micro-
ondes, les fluides sous pression, etc. (Kaufmann & Christen, 2002; Lucchesi et al.,
2004; Lucchesi, 2005 ;Piochon, 2008). Par exemple la distillation assistée par
microonde fait aujourd’hui I'objet de beaucoup d'études et ne cesse d'étre améliorée
parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte, économie
d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et
hydrolytiques minimisées (Chiasson et al., 2001; Kaufmann & Christen, 2002,
Lahlou, 2004; Lucchesi et al., 2004; Olivero-Verbel et al., 2010).

2.5. Conservation des huiles essentielles

La conservation de [I'huile essentielle exige certaines précautions
indispensables si I'on veut éviter leur oxydation et leur dépolymérisation. Aussi il est
intéressant d’utiliser des flacons en verre colorés ou opaques, bien bouchés, pour les
préserver de I'air, de la lumiére et des principaux agents de leur dégradation. (Zhiri &
Boudoux, 2005).
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2.6. Stabilité des huiles essentielles

Les matiéres actives des produits phytosanitaires ne sont que rarement
administrées seules. Les huiles essentielles sont volatiles et généralement tres
sensibles aux phénoménes d’oxydation. Les procédés qui conduisent a I'altération
naturelle sont en générale les activités causées par la chaleur et I'oxygene (O,) de
I'air et sont catalysés par la lumiére et la présence de certains métaux. lls conduisent
a une multitude de produits oxygénés souvent trés différents. Ces phénomenes
d’altération modifient fortement la composition chimique des H.E lors de I'application
du produit (Chiron, 1996).

Il est nécessaire de les associer a des composes, appelés formulants ou adjuvants,
sans activité biologique propre, mais sans les matiéres actives n’auraient qu'une
efficacité nulle ou insuffisante (Gauvrit & Cabanne. 1993).

Lorsque I'adjonction se fait lors de la préparation industrielle, on parle de formulant ;
lorsqu’elle se fait lors de l'application du produit, on parle d’adjuvant. Ces buts
multiples sont atteint grace a des composés aux fonctions diverses : tensioactifs,
solvants, dispersants (Gauvrit & Cabanne, 1993).

2.7. Intérét de la formulation des huiles essentielles
Les buts poursuivis sont principalement d’assurer :
-Les stabilités chimique et physique du produit ;
-Son efficacité biologique et son innocuité a I'égard des cultures ;

-Les sécurités de I'utilisateur et de I'environnement

Ces buts multiples sont atteints grace a des composés aux fonctions diverses :
tensioactifs, solvants, dispersants (Gauvrit & Cabanne, 1993).

2.8. Les tensioactifs

Grace a leur structure particuliere, qui combine entre deux parties, hydrophobe
et hydrophile, les tensioactifs peuvent faciliter et accentuer le pouvoir émulsifiant,
dispersant, étalent, mouillants, solubilisant, et/ou des autres activités intervenant
dans la formulation des produits agrochimiques (Stolzenberg, 1989).

Les tensioactifs utilisés en agrochimie peuvent agir a différents niveaux :
-Dans la formulation proprement dite, au sein méme de la bouillie (émulsionnant,

dispersant)
-A la surface de la feuille (agent d’étalement, mouillant) (Gauvrit, 1994).
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-Sur les membranes et dans les cellules sous-jacentes a la cuticule (activateur,
pénétrant) (Coret & Chamel, 1994).

2.9. Mécanisme d’action des huiles essentielles des citrus sur les
champignons

Le mécanisme d'action des huiles essentielles a I'’égard des micro-organismes
est complexe. Il est admis que l'action antimicrobienne des huiles essentielles
dépend de leur nature hydrophile ou lipophile (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les huiles essentielles des citrus ont la capacité de pénétrer et perturber la paroi
cellulaire fongique, perméabilise les membranes cytoplasmiques et enfin
endommager les membranes mitochondriales (Fisher & Phillips, 2008 ; Akhtar et
al., 2014). Elles provoquent des changements dans le flux des électrons a travers le
systeme de transport des électrons a l'intérieur des mitochondries, endommagent les
lipides, les protéines, les acides nucléiques et le contenu des cellules fongiques
(Bakkali et al., 2008 ; Chutia et al., 2009).

Il s'avérerait que les terpénes exercent un dysfonctionnement des pompes a protons
ATPase pouvant conduire a la mort cellulaire (Viuda-Martos et al., 2008). D’'un autre
cbté les monoterpénes hydrocarbonés sont dotés d’'un pouvoir pénétrant. lls ont la
possibilité de traverser les membranes cellulaires en établissant des pores (Jing et
al., 2014). lls modifient la fluidité de la membrane par l'insertion des monoterpénes
entre les acides gras de la bicouche lipidigue membranaire et perturbent par
conséquent les fonctions cellulaires (Prashar et al.,2003 ; Sharma et Tripathi,
2008).

2.10. Composants volatiles vis-a-vis des champignons phytopathogénes

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles des citrus ont été
longuement reconnues (Fisher & Phillips,2008). La bibliographie consultée rapporte
les pouvoirs inhibiteurs des huiles essentielles des citrus et de leurs composants
volatils vis-a-vis des champignons phytopathogénes des genres : Aspergillus ( A.
Niger, A. flavus, A. fumigatus, A. et A. terreus ) , Fusarium , Alternaria et d’autres
espéeces (Gumus et al., 2010 ; Singh et al.,2010 ;Philips et al., 2012 ; Van Hung et
al.,2013 ; Vitoratos et al.,2013 ; Jing et al., 2014; Regnier et al.,2014 ;Tao et
al.,2014).

Pawar et Thaker (2006), ont étudié I'effet de 75 huiles essentielles extraites de
différentes plantes sur la croissance fongique et la formation des spores d’A. Niger.
lls remarquent que les huiles essentielles du bigaradier (Citrus aurantium L.),
bergamote (Citrus bergamiaRisso et Poit) et Citrus bigaradiaHook.f exhibent de forts
pouvoirs inhibiteurs.
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De nombreux auteurs ont tenté de corréler l'activité antifongique des huiles
essentielles des citrus et de leurs composants volatils et ils rapportent qu’elle est
conditionnée par l'activité de leurs composants tel que les monoterpénes (Kalemba,
et Kunicka, 2003 ; Matasyoh et al., 2007 ; Singh et al., 2010).

Beaucoup de recherches indiquent que le pouvoir antifongique exprimé par I'huile
essentielle des citrus peut étre associé a son composant majoritaire (Sharma et
Tripathi 2008; Chutia et al., 2009 ; Viuda-Martos et al., 2009 ).

D’un autre cb6té Hoet et al. (2006), estiment qu’il est possible que l'activité des
principaux composants soit modulée par d'autres molécules mineures. En général,
les principaux composants reflétent assez bien les caractéristiques biophysiques et
biologiques des huiles essentielles a partir desquelles ils ont été extraits (Ipek et al.,
2005)

2.11. Méthodes d’évaluation les plus courants de I'activité antifongique des
huiles essentielles in vitro

2.11.1. Méthode des disques

La méthode des disques est la technique la plus répandue pour I'évaluation de
activité antimicrobienne. La méthode est reconnue comme précise et fiable,
qguoiqu'elle produise des résultats semi-quantitatifs, et selon quelques auteurs,
seulement qualitatifs et non reproductibles (Janssen et al., 1987).

Cette méthode a été adoptée pour le criblage des huiles essentielles (Maruzzella et
Sicurella, 1960). Selon Kalemba et Kunicka (2003), c’est une technique qui
convient plus aux bactéries qu’aux champignons. Elle a été utilisée dans 73 % des
études recensées et consacrées a I'évaluation de I'activité antibactérienne des huiles
essentielles des citrus (Baser et Buchbauer, 2010).

Le principe de la technique consiste a placer 'huile essentielle sur une surface
d’Agar. Deux voies d’introduction de 'huile essentielle sont possibles : sur un disque
en papier ou dans un trou réalisé dans le milieu de gélose (Aouni et al., 2013).
L’huile essentielle a activité antimicrobienne provoque une zone d’inhibition autour
du disque ou du trou apres incubation, respectivement et normalement la taille de la
zone d’inhibition correspond a la puissance de l'activité antimicrobienne de I'huile
essentielle et elle est évaluée par la mesure du diametre (en cm ou mm) (Baser et
Buchbauer, 2010).

2.11.2. Méthode micro atmosphere

Pour la méthode micro atmosphere, elle consiste a déposer un disque de
papier ou un récipient contenant une quantité d'huile essentielle au centre du
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couvercle d'une boite de Pétri sans que I'huile essentielle entre en contact avec la
gélose ensemenceée par les micro- organismes. La boite est hermétiquement fermée
(Baser et Buchbauer, 2010). Aprés incubation une zone d’inhibition se forme ce qui
correspond a [l'activité antimicrobienne. Cette méthode permet de déterminer
seulement la CMI en atmosphere (CMlair) (Inouye et al., 2001; Nakahara et al.,
2003).

2.12. Facteurs influengant I'évaluation de l’activité antifongique des huiles
essentielles in vitro.

L’étude de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles est difficile vu leur
volatilité, leur insolubilité dans l'eau et leur complexité. Quatre facteurs sont
spécialement importants lorsqu’il s’agit de tester les huiles essentielles : le choix de
la méthode ; le milieu de culture ; I'origine des espéces a étudier et enfin les huiles
essentielles.

2.12.1. L’huile essentielle

Des changements dans la composition de I'huile essentielle peuvent influencer
I'activité antifongique et les facteurs suivants devront étre pris en considération :

-La source botanique (quelques huiles commerciales sont dérivées d’espéces
différentes).

-La localisation géographique du matériel végétal, (Brada et al. 2007) mentionnent
gue la localisation géographique peut induire des modifications dans la composition
chimique de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia

-La matiére végétale étant fraiche ou seche

-La technique d’extraction influence la composition chimique de I'huile essentielle,
(Farhat et al. 2011) obtiennent deux compositions chimiques quantitativement
différentes pour I'huile essentielle d’oranger extraite par deux techniques différentes
-La période de collecte du matériel végétal

-Les conditions de stockage de I'huile essentielle (essentiellement la température
d’incubation)

2.12.2. L’agent dissolvant

L’étude de l'activité antifongique des huiles essentielles est difficile vu leurs
complexités, leurs insolubilités dans I'eau et leurs volatilités. Les huiles essentielles
sont de nature hydrophobe et de haute viscosité. Ces propriétés peuvent réduire la
capacité de provoquer une dilution ou une répartition inégale de I'huile a travers le
milieu, méme si un agent de dispersion ou de solubilisation approprié est utilisé.
Plusieurs solvants organigues sont employés comme agents solubilisant ou méme
des émulsifiants non ioniques. Certains auteurs craignent les effets antimicrobiens
des solvants organiques tel les alcools ce qui les conduit a préférer les produits
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tensioactifs (Edris et Abd EI-Galeel, 2010). Les tensioactifs sont relativement
inactifs et ils sont largement appliqués comme émulsifiants tels le Tween 20 (Griffin
et al., 2000)et le Tween 80 (Delespaul et al., 2000). Ce sont des composés ayant a
la fois des groupes chimiques hydrophiles et lipophiles sur la méme molécule de
tensioactif. (Kalemba et Kunicka, 2003), rappellent que I'addition d’'un émulsifiant ou
d’'un solvant doit étre appliquée a des concentrations n’affectant pas la croissance ou
la différenciation des microorganismes testés.

3. Apercgu sur I’espéece fongique sélectionnée
3.1. Fusarium

Le genre Fusarium comprend un nombre important d'especes fongiques qui
peuvent étre phytopathogenes en provoquant des maladies sur plusieurs cultures
d'importance agronomique, y compris les céréales, et peut aussi étre nocif pour les
étres humains et animaux (Weiland et Sundsbak, 2000 ; O'Donnell et al., 2013).
Le genre Fusarium appartient a I'embranchement d’Ascomycota, classe
d’Ascomyceétes, ordre Hypocreales, les formes téléomorphes des espéces de
Fusarium sont principalement classées dans le genre Gibberella, et pour un petit
nombre d'especes, appartiennent aux genres Hemanectria et Albonectria (Leslie et
Summerell, 2006).

Les especes du genre Fusarium produisent trois types de spores :macroconidies,
microconidies et chlamydospores. Les macroconidies cloisonnées peuvent étre
produites sur les monophialides et polyphialides ou dans le mycélium aérien, mais
aussi sur monophialides courtes dans des structures spécialisées appelées
sporodochie (Moretti, 2009).

Les espéeces de Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs
responsables des flétrissements et des pourritures racinaires chez de nombreuses
espéeces végeétales cultivées (Desjardins, 2006).

Bon nombre d'entre eux produisent une large gamme de métabolites secondaires
biologiquement actifs (mycotoxines) avec la diversité chimique extraordinaire.
L'activité biologiqgue de mycotoxines de Fusarium peut étre nuisible pour les plantes,
et elle est associée au cancer et a d'autres maladies chez I'étre humain et les
animaux domestiques (Desjardins et Proctor, 2007).

3.2. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
L'espéce la plus commune, F. oxysporum, provoque la maladie du flétrissement

vasculaire dans une grande variété de cultures économiquement importantes
(Moretti, 2009).
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Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici est I'espéce la plus destructive de la tomate
(Solanum lycopersicum L.) causant la fusariose vasculaire de la tomate. Elle menace
véritablement toutes cultures maraichéres. Il se maintient trées longtemps dans les
tomates infectées. Le dessechement de la plante résulte donc du blocage de la
circulation de seve, conséquence des différentes altérations du systéme vasculaire
(Lepoivre, 2003).
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Chapitre Il: Matériel et méthodes

Notre travail consiste a étudier I'activité antifongique des huiles essentielles
synthétisées chez le Bigaradier Citrus aurantium L., de la région de Boufarik avant la
phase de floraison a I'égard d’'une espéce phytopathogéne. L’activité antifongique est
estimée selon diverse formulation de I'huile essentielle.

1. Lieu et période d’étude

L’ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire de phytopharmacie du
département des Biotechnologies de I'Université de Saad Dahleb-Blida 1.

2. Présentation de la région de collecte du matériel végétale

Le matériel végétal de la présente étude est échantillonné de la région de
Boufarik. Ce dernier se situé a 35 km au sud-ouest d'Alger, il s'étend en écharpe sur
5094 ha. Le long des parties centrales de la chaine de I'Atlas Tellien, comprises
entre les latitudes Nord 36°34' 0", et les longitudes Est 2°55' 0. (Fig.1) (Anonyme,
2018).
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Figure.l: Présentation des limites de larégion de Boufarik
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3. Matériel d’étude
3.1. Présentation du matériel végétal

Le Bigaradier a été choisi pour la présente étude d’aprés ses vertus
ethnobotanique. Les feuilles ont été récoltées entre le mois de Février et le mois de
Mars 2018. Cette période couvre la phase phénologique de feuillaison (avant
floraison) (Fig.2).

Figure.2: Présentation de Citrus aurantium L. (Originale, 2018)
3.2. Reconnaissance botanique

L'identification de la plante choisie a été réalisée selon la nouvelle flore de
I’Algérie (Quezel et Santa, 1962) par I'’équipe du jardin d’essai d’EL Hamma a Alger.

3.3. Présentation de la souche fongique

L’activité antimicrobienne (activité biocide et/ou biostatique) de [Ihuile
essentielle des feuilles de Citrus aurantium L. été évaluée sur une souche fongique
qui provient de ’American Type Culture Collection ATCC, USA. Ses caractéristiques
sont regroupées sur le tableau suivant :
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Tableau.l: Pouvoir pathogene de la souche fongique utilisée (Lansing et
al., 2003; Moretti, 2009 ;Lepoivre, 2003).

Souchefongique Pouvoir phytopathogéne

Attaque principalement la tomate au début de la floraison. la
plante attaquée présente des symptdmes de flétrissement et
de jaunissement partiel, puis total du feuillage.

Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici

3.4. Milieu de culture

Pour évaluer I'activité antifongique, nous avons utilisé le milieu PDA (Potato
Dextrose Agar ou pomme de terre glucoseée et gélosée).

4. Méthodes d’étude
4.1. Extraction des huiles essentielles de Citrus aurantium L.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances
organiques aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans diverses parties
des végétaux. Elles sont trés concentrées, volatiles et sensibles a la décomposition
sous l'effet de la chaleur (Helllal, 2011). C’est une technique d’extraction dans
laquelle le solvant est I'eau. Elle peut étre utilisée pour extraire des especes
insolubles dans I'eau. Le principe de I'hydrodistillation correspond a une distillation
hétérogéne. Le procédé consiste a immerger la matiére premiére végétale dans un
bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression
atmosphérique. La chaleur permet I'éclatement et la libération des molécules
odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques
forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Sachant que la température
d’ébullition d’'un mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de vapeur de
chacun des constituants est égale a la pression d’évaporation, elle est donc
inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures. Ainsi le mélange
azéotropigue « eau + huile essentielle » distillé a une température égale 100°C a
pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition des composés
aromatiques sont pour la plupart trés élevées. Il est ensuite refroidi et condensé. Une
fois condensées, eau et molécules aromatiques du fait de leurs différences de
densité, se séparent en une phase aqueuse (présenté par I'’hydrolat) et une phase
organique (dénudé par I'huile essentielle).
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Figure.3 : Montage de I’appareil Clevenger du procédé de I’hydrodistillation
(Originale 2018).

On place la matiére végétale fraiche : 150 g dans 1,6 litres d’eau distillée en utilisant
un appareil de type Clevenger selon la méthode préconisée dans la Pharmacopée
européenne, l'extraction est effectuée durant trois heures, durée nécessaire a
I'épuisement de la matiére premiéere (environ 90%) en huile essentielle, apres on
récupére les vapeurs refroidies. Enfin, les huiles essentielles sont récupérées dans
des flacons en verre scellées puis conservées au réfrigérateur a 4°C. Le montage de
I’hydrodistillation est représenté ci-dessus (Fig.3).

4.2. Analyse chromatographique des huiles essentielles

L’analyse chromatographique de I'huile essentielle a été effectuée a l'aide
d’'un chromatographe de type Thermo Electron (Fig.4) : Trace GC Ultra équipé d’une
colonne capillaire HP-5 (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0, 2 5mm,
épaisseur du film : 0,25um). L’appareil est équipé d’un injecteur PVT (Température
de Vaporisation Programmée) de type split—splitless. Le mode d’injection est split. Le
volume injecté est de 1pl. La programmation de température va de 50 a 300°C avec
un gradient de 3°C/min. La spectrométrie de masse est réalisée avec un
chromatographe en phase gazeuse de type Thermo Electron Trace MS system. La
fragmentation est effectuée par impact électronique d’intensité 70eV. La colonne
capillaire est de type HP-5MS (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0,25
mm, épaisseur du film : 0,25um). La température de la colonne est programmée de
50a300°C a raison de 3°C/min. Le gaz vecteur hélium a un débit de 1,0 ml/min.
L’injection est faite en mode split (rapport de fuite : 1/70, débit mi/min). L’appareil est
relié a un systeme informatique gérant la bibliotheque de spectres de masse du
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National Institute of Standards and Technology (NIST 98). Les composés de I'huile
essentielle sont identifiés par les spectres de masse.

Figure.4: Equipement d’analyse CG-SM.

L’identification des composants individuels est fondée sur la comparaison des indices
de rétention (Ir) calculés, avec ceux de composés authentiques ou des données de
la littérature (National Institute of Standards and Technology, 2008), et des
bibliotheques commerciales, et par l'analyse de chaque spectre de masse des
composés constitutifs.

4.3. Calcul du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport
entre la masse d'huile essentielle obtenue aprés I'extraction (M') et la masse de la
matiere veégétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est
exprimé par la formule suivante (Boussaada et Chemli., 2007) :

RHE% = (mh / mv) x100

Avec :
RHE : Rendement en huile essentielle en %.
M' : Masse d’huile essentielle en gramme.
M : Masse de la matiére végétale séche utilisée en gramme

4.4. Préparation des différentes formulations de I’huile essentielle

La formulation consiste a additionner a l'huile essentielle un ou plusieurs
adjuvants afin de faciliter sa conservation et d’homogénéiser son étalement et son
absorption par le substrat. Nous avons préparé 4 formulations a partir de 'HE de
bigaradier, comme suit :
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-Formulation 1: 'HE obtenue a été formulée ainsi que son témoin positif en gel
selon le protocole établi par (Moussaoui et al., 2014).

-Formulation 2 :'HE obtenue a été formulée ainsi que le témoin positif par une
substance le Polyoxyéthylenesorbitanne monooléateselon le protocole établi par
(Hamdani et Allem., 2015).

-Formulation 3 :'HE obtenue a été formulée ainsi que le témoin positif par un
solvant polaire organique (organosulfuré) le diméthylsulfoxydeselon le protocole
établi par (Daghbouche et al., 2017).

-Formulation 4 :I'HE obtenue a été formulée ainsi que le témoin positif par un
solvant organique, I'acétone selon le protocole établi par (Daghbouche et al., 2017).

4.5. Méthodes d’évaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle

Pour mettre en évidence l'activité antifongique de Citrus aurantium L. nous
avons utilisé deux méthodes a savoir ; la méthode de diffusion par disques (Aouni et
al., 2013) et la méthode par micro atmosphere (Inouye et al., 2001; Nakahara et al.,
2003).

4.5.1. Préparation du milieu de culture

Le PDA est le milieu de culture utilisé pour I'entretient des souches fongiques et
la réalisation des tests antifongiques (Davet et Rouxel., 1997)

-Pomme deterre ..................... 200g
-Dextrose......cccoovviiiiiiiiiiiin, 20g
SAGAr. 15¢g
Leau... 11
PH. 6.8

4.5.2. Préparation des dilutions des différentes formulations
Pour les huiles essentielles toutes les dilutions ont été faites avec les diverse
formulations ou les concentrations testées étaient de 3200, 1600, 800, 400 et 200
pl/ml (Kucukbay et al., 2011)
4.5.3. Préparation des disques
Les disques sont préparées a partir du papier wattman de 6 mm de diametre,

ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 20 minutes a
120°C, puis stockés a une température ambiante.
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4.5.4. Ré-isolement de la souche fongique.

On a prélevé quelque colonie fongique a l'aide d’'une anse de platine puis
disposées sur le centre d’'une boite de pétri préalablement coulée du milieu de
culture spécifique pour les champignons (PDA) puis incubés a 27c pendant 5 a 6
jours.

4.5.5. Préparation des disques mycéliens

Aprés incubation des disques mycéliens de 8mm de diamétre issu d’'une
culture agée de 7jours de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ont été prélevé avec
un emporte-piéce et inoculés au centre de chaque boite de pétri précédemment
coulé avec 15ml de PDA (1disque/boite).

4.5.6. Application des disques
- Pour la méthode par disque ; on a utilisé une pince pour mettre 5 disques

dans la boite en contact du milieu de culture, a I'aide d'une micropipette on a imbibé
chaque disque par 10 ul d'HE formulée (Aouni et al., 2013)(Fig.5).

Figure.5: Dép6t des disques selon la méthode de disque

- Pour la méthode par micro atmosphére ; on a déposé les disques de
papier sur le couvercle de la boite de pétri puis on les a imbibé par 10 ul sans que
'HE entre en contact avec notre milieu de culture (PDA) contenant le disque
mycélien, la boite est hermétiquement fermée (Inouye et al., 2001; Nakahara et al.,
2003)(Fig.6).

Apres diffusion de I'HE durant 1 heure les boites ont été incubées a I'obscurité a une
température de 27 C°, durant 7 jours.
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Figure.6 : Dépodt des disques selon la méthode de micro atmosphere
4.6. Expression des résultats

L’activité antifongique a été évaluée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition, déterminée par les différentes concentrations.

4.6.1. Cinétique de la croissance mycélienne

La Cinétique de la croissance mycélienne correspond aux variations dans le
temps, du diamétre du champignon avec différentes concentrations. La cinétique de
croissance mycélienne a été évaluée toutes les 48 heures en mesurant la moyenne
de cing diametres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle. Cette lecture
est toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins dans les mémes
conditions et en utilisant le logiciel Digimizer avec un support pour respecter le
méme nombre de pixel.

4.6.2. Croissance mycélienne

La croissance mycélienne a été évaluée a la fin de I'expérience, a savoir au
bout de 168h (7 jours) d’'incubation, en mesurant la moyenne de cinq diamétres sans
prendre en compte le diametre du disque. Cette lecture est toujours réalisée en
comparaison avec les cultures témoins ayant démarré le méme jour et dans les
mémes conditions.

4.6.3. Détermination de I'indice antifongique

Le pourcentage d’inhibition de croissance 1(%) est exprimé par la réduction du
diamétre de la colonie fongiqgue par rapport au témoin, selon la formule
suivante(Sharma et Tripathi, 2008).

|(%) = HDtémoin'Dtest)l x 100
Dtémoin

Dtémoin: témoin diameétre de la colonie témoin en (mm)
Dtest: diametre de la colonie dans le test en (mm)
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4.6.4. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

Selon (Cahagnier et Molard., 1998), la vitesse de la croissance mycélienne de
chaque concentration est déterminée par la formule suivante :

VC =[D1/Tel] + [(D2-D1)/Te2] + [(D3-D2)/Te3]+... + [(Dn-Dn-1)/Ten]

D: diamétre de la zone de croissance journaliére (mm)
Te: temps d’incubation (jours)

5. Analyse statistique des données

Les résultats sont rapportés comme valeurs de trois répétitions (moyennes *
SE) sur la base d'un C.V. <15%. L'analyse de la variance (type GLM et type ANOVA)
suivie du test de post-Hoc a été utilisée pour établir I'effet des dilutions et des
formulations sur l'activité antifongique de l'huile essentielle du Bigaradier Citrus
aurantium L. les différences ont été considérés comme significatives a p <0,05. Les
données ont été déroulées par le logiciel XLSTAT ver. 9, et par le logiciel PAST ver.
1.37.
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Chapitre lll : Résultats

La présente étude vise a estimer l'impact de la formulation sur lactivité
antifongique de I'huile essentielle des feuilles de Citrus aurantium L.

1. Estimation du rendement en huiles essentielles des feuilles de Citrus
aurantium L.

L’huile essentielle des feuilles de Citrus aurantium a été extraite par
hydrodistillation. Le rendement a été estimé a 0,57%

2. Analyse de la composition chimique de [I'huile essentielle de Citrus
aurantium L.par la CG/MS

D’aprés le tableau. 2, on constate que les composées majoritaires de I'huile
essentielle de Citrus aurantium L. sont le Terpineol et le Geraniolacetate avec des
taux respectifs de 21% et de 18% suivit de I’Anthranilic acid. 1,5-dimethyl-1-vinyl-4-
hexeryl ester et du Caryophyllene avec des taux de 12% et 11.66%, ainsi que le
Phytol qui est moins disponible par rapport aux premiers composes cités avec un
taux de concentration de 4,36%.

La proportion des difféerents groupes de composés de I'huile essentielle de Citrus
aurantium L. comporte une large proportion des Monoterpenes (39%). Les
Sesquiterpenes viennent en seconde position avec des proportions moins élevees
(23,52%). Cependant, les Alcools et les Alcaloides affichent des proportions ajustées
respectivement a 10,76% et 12%.

Tableau.2: Composition chimique de I'HE de Citrus aurantium L.

Composeés Familles Formule brute %
1 Terpineol Monoterpenols CioH150 21
2 Anthranilic acid. 1,5-dimethyl-1-vinyl-4- Alcaloide C,H7NO, 12

hexeryl ester
3 2-Methoxy-4-vinylpheenol Alcool CoH100- 43
4 Nerolacetate Ester D Alcool C12H200- 2,1
5 Geraniolacetate Monoterpenes C12H200- 18
6 Caryophyllene Sesquiterpene CisHoa 11,66
7 Elixene Sesquiterpene / 2,92
8 Nerolidol Sesquiterpene / 1,48
9 Germacrene D-4-ol Sesquiterpene Ci5H260 3,96
10 A-cadinol Sesquiterpenols Ci5H260 3,50
11 Phytol Alcool Diterpenes CaoHa00 4,36
Total des substances identifiées en %
Sesquiterpénes 23,52
Alcools 10,76
Monoterpénes 39
Alcaloides 12
Total 85,28
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3. Variation temporelle des zones d’inhibition de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici sous l'effet des différentes formulations de I’huile essentielle de
Citrus aurantium L.

Selon la figure. 7, I'évolution temporelle du taux d’inhibition fongique sous I'effet
des huiles essentielles formulées en gel (F1), au Tween (F2) appliquées par diffusion
sur gel et par micro-atmosphere montre un effet fongicide plus important selon le
degré de concentration des dilutions utilisées, obéissant a un gradient positif
D1>D2>D3>D4>D5. L’activité fongicide et/ou fongistatique s’installe dés les 4 jours
de confrontation des bioproduits au champignon. Elle s’accentue au-dela du 6eme jour

(Fig.7).

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée
dans le but d’apprécier la variation du taux d’inhibition selon les deux méthodes
d’administration des huiles essentielles en rapport avec les formulations. La
comparaison des inhibitions sous l'effet des fortes doses annonce une similarité
d’effet entre la formulation en gel (Q1=0,29, Q»=1,28, Q3=1,47) et la formulation au
Tween (Q:=0,31, Q,=1,31, Q3=2,00). Tandis que les BoxPlot de la méthode de
diffusion par micro-atmosphere, montrent qu’ils sont moins efficaces en termes
d’inhibition dans les premiers jours mais ils affichent une inhibition maintenue au
cours du temps.

La Figure.8, représente I'évolution mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici enregistrant des taux d’inhibition plus imposant selon le degré de
concentration des dilutions utilisées, obéissant a un gradient positif
D1>D2>D3>D4>D5 pour la formulation au DMSO, et la formulation a I'acétone. Le
taux d’inhibition signalé sous l'effet de 'HE formulé au DMSO par la méthode de
diffusion par disque se détache nettement du taux d’inhibition signalé sous I'effet de
la méme formulation par méthode de diffusion par micro-atmosphere en termes
d’'importance. L’efficacité des deux formulations (DMSO et acétone) apparait dées 24h
d’incubation. Sous l'effet de 'HE formulée avec l'acétone, I'activité fongicide du
principe actif augmente graduellement dans le temps. Elle affiche des taux
d’inhibitions importants jusqu’au 4°™ jour d’incubation dans les deux méthodes.

Les boites graphiques en BoxPlot montrent que les taux d’inhibition se détachent
clairement sous l'effet des différentes doses de la formulation du DMSO par la
premiére méthode (Q:=0, Q,=0,22, Q3=0,48) et la méthode par micro-atmosphére
(Q.=0,10, Q»=0,66, Q3=1,50). En revanche, les doses de I'huile essentielle formulée
a l'acétone expriment une similarité dans les taux d’inhibition entre la premiéere
méthode testée (Q:=0, Q,=0,22, Q3=0,51) et la deuxieme méthode (Q:=0, Q,=0,17,
Q3=0,39).

27



Chapitre lll : Résultats

Partie expérimentation

Méthode de diffusion par

Méthode de diffusion par micro-

disque

atmospheére

- N
o [N] ©

Taux d'inhibition (%)

o
m

< &~
£ B ]

w

= T
[ I T N

o

Taux d'inhibjtion (%) ,
tn

Formulation en gel a 10% (F1)

—+—temoin
—m—dilution [3200]
—a—dilution [1600]
—dilution [800]
——dilution [400]
—~o—dilution [200]

1 i 6 8
Temps (jours)
—+—temoin
—f-dilution [3200]
=d—dilution [1600]
== dilution [800]
—+—dilution [400]
~0—dilution [200]
T 1
j-4 j-6 -8
Temps (jours)

Taux d'inhibition (%)

1,84
1,6
1,4
1,2

1_
0,8
0,6
0,4
0,2

Taux d'inhibition (%)

45
4
35
34
25
2_
15
14
05

témoin

a4}

témoin

dilution

dilution

dilution

dilution

dilution

28



Chapitre lll : Résultats

2,5 A

1,5

Taux d'inhibition (%)

0,5

Par disque

Taux d'inhibition (26)

Méthode de diffusion par
micro-atmosphére

35 -

25

1,5 -

05 -

Formulation au Tween (F2)

j-1 -4 j-6 j-8
Temps (jours)
T T
il i4 i6 i-8
Temps (jours)

—#—temoin
—li—dilution [3200]

—a—dilution [1600]

[

[

——dilution [800]

—4—dilution [400]
[

—&—dilution [200]

—4—temoin

=i dilution [3200]
—i—dilution [1600]
== dilution [800]
== dilution [400]

=8~ dilution [200]

Taux d'inhibition (%)

Taux dinhibition (%)

2,74
24+
2,14
1,8
1,54
1,21
0,9+
0,6+
0,34

Partie expérimentation

4.25
393
3.74 374
3.27
366
344
I 305 co
3.02
2.01 268
1.85
1 53 p 0.2 1.01 a2
= 1T
029
014 | 022 019 022 025 ¢al

témoin

—
(=)

o~
()

[ar}
[=]

= ')
[=] [a]
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Figure.8: Variation temporelle des zones d‘inhibition de Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici sous I'effet de la formulation au DMSO et a I’Acétone

4. Etude comparée de l'activité antifongique de I'huile essentielle de Citrus
aurantium L. sous l'effet des différentes concentrations et formulations

4.1. Méthode de diffusion par disque

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le temps d'incubation
enregistre un effet trés significatif sur le taux d’inhibition de la souche Fusarium
oxysporum f.sp.lycopersici pour I'ensemble des traitements (p<0,0001) (Fig.9). Le
test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour les 4 formulations, la
présence de 3 groupes homogenes relatifs aux paliers temporels d'activité fongicide.
Le premier palier est signalé a T4 (4 jours) d'incubation montrant le taux d’inhibition
le plus fort, affilié au groupe homogene (c). Le deuxiéme palier est remarquable
apres le T6 (6 jours) d'incubation montrant une inhibition modérée, affilié au groupe
homogéne (b). Enfin, le troisieme palier est visible des le T8 (8 jours) d'incubation
exprimant le taux d’inhibition le plus faible, affilié au groupe homogene (a). Le méme
test indique la présence de 4 groupes homogenes relatifs aux formulations testées
ainsi que leur témoin. Le premier palier est détecté chez le témoin montrant le taux
de croissance mycélienne le plus élevé, affilié au groupe homogene (a). Le
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deuxiéme palier est remarquable chez la formulation 4 a savoir 'HE formulée a base
d’acétone relatant le taux d’inhibition le moins important, affiliée au groupe
homogene (b). Alors que le troisiéme palier représente un taux d’inhibition trés
important affecté au groupe homogéne (c) qui est partagé entre les formulations 1 et
2. Tandis que le quatrieme palier est largement visible comportant les taux
d’inhibitions les plus prononcés, affilié au groupe homogéne (d). Enfin, le test de
comparaison désigne pour les différentes concentrations testées la présence de 6
groupes. Le premier palier est signalé chez le témoin et chez la derniere
concentration a savoir la Cs qui montre un taux d’inhibition le plus faible, affilié au
groupe homogene (a). Le deuxiéme palier est visible chez les concentrations C4, Cs
et C, exprimant un taux d’inhibition qui se rapprochent entre les 3 concentrations,
respectivement affilié au groupe hétérogéne (ab, bc et cd). Le troisieme palier est
remarquablement visible dés chez la 1°® concentration exprimant le taux d’inhibition
le plus important, affilié au groupe homogene (d) (Fig.9).

La vision globale des potentialités fongicides des difféerents traitements montre a
travers le test de Tukey que les fortes doses de I'huile essentielle des différentes
formulations testées engendrent des taux d’inhibitions tres similaire a I'exception de
la formulation au DMSO qui se démarque des autres par sa forte inhibition au cours
de I’évolution temporelle (Fig.9).

L'analyse ANOVA nous a dresseé les profils temporels des taux d’inhibition selon les
différentes formulations testées par la méthode de diffusion par disque. L'effet de la
formulation a base du DMSO est significativement difféerent car il affiche une
inhibition quasi constante au cours du temps d’incubation (Fig.10).
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Figure.10: Evolution temporelle des zones d’inhibitions selon les formulations
par la méthode de diffusion par disque

4.2. Méthode de diffusion par micro-atmosphere

Les résultats graphiques de l'analyse de la variance type GLM relatifs aux
facteurs étudiés sont consignés dans la figure.11l. lls montrent que le temps
d'incubation du champignon sous l'effet des huiles essentielles enregistre un effet
tres significatif sur le taux d’inhibition. Le test Post-Hoc de Tukey, désigne la
présence de 3 groupes homogenes relatifs aux paliers temporels d'efficacité des
différentes formulations par la méthode de micro-atmosphere. Le premier palier est
signalé a T8 d'incubation dévoilant le taux d’inhibition le plus faible, affilié au groupe
homogéne (a). Le deuxieme palier est remarquable pareillement chez T6 ou
I"incubation dévoile une inhibition plus importante, affiliée au groupe homogene (b)
tandis que le troisieme palier montre que T4 représente le taux d’inhibition le plus
prononce, affilié au groupe (c) (Fig.11). Concernant, le facteur formulations, le test de
comparaison signale la présence de 3 groupes homogenes. Le premier palier est
signalé chez le témoin qui montre le taux initial de la croissance mycélienne, affilié au
groupe homogene (a). Le deuxieme palier montre une inhibition similaire chez les
formulations 4 et 2 a savoir (acétone et Tween), affilié au groupe homogene (b). Le
troisieme palier est visible chez la formulation par gel et par le DMSO exprimant le
taux d’inhibition le plus important, affilié au groupe homogeéne (c) (Fig. 11).
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Figure.11: Effets du temps, des concentrations et des formulations sur le
pouvoir antifongique de I’huile essentielle de Citrus aurantium L. par la
méthode de diffusion par micro-atmosphere
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Chapitre Ill : Résultats Partie expérimentation

Le taux d’inhibition est significativement différent sous I'effet du facteur concentration
des huiles essentielles formulées. Globalement, le Test de Tukey désigne la
présence de 3 groupes homogénes d’efficacité a savoir : le premier pallier qui est
partagé entre 3 concentrations Cy |[témoin], C4 [400] et Cs [200] qui affiche les taux
d’inhibition les plus faibles, affilié au groupe homogene (a). Le deuxieme palier
annonce un taux d’inhibition modéré chez les C; et C,, affilié au groupe homogéne
(b). Enfin, le troisieme palier exprime la plus importante inhibition constaté chez la C;
qui représente la concentration la plus élevée, affilié au groupe homogéne (c)
(Fig.11).

L'analyse ANOVA nous a dressé les profils temporels des taux d’inhibition selon les
différentes formulations testées par la méthode de diffusion par micro-atmosphére.
L'effet de la formulation en gel est significativement différent car elle est durable dans
le temps (Fig.12).

TEST ANOVA
F=14.78,p=0.000p<0.01

| F1 1 .LF2 1 .LF3 i
*l—_ F4 - _EM |
Temps

Figure.12: Evolution temporelle des zones d’inhibitions selon les formulations
par la méthode de diffusion par micro-atmospheéere
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5. Etude comparée de l'indice d’inhibition des différentes formulations de
I’huile essentielle de Citrus aurantium L. a I’égard de Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici

Dans l'esprit de mieux visualiser I'effet fongicide/et ou fongistatique des
bioproduits formulés a base d’huile essentielle de Citrus aurantium L., nous avons
été conduits a confronter les mémes paliers de concentrations des différentes
formulations. Cette derniere a permis d’avancer que certaines formulations affectent
pareillement la croissance mycélienne. Par ailleurs, les formulations expriment des
effets divergents sous mode de diffusion par disque et diffusion par micro-
atmosphére (Tableau.3). La lecture individualisée des taux d’inhibitions selon la
méthode de diffusion par disque, fait ressortir le facteur formulation comme élément
de restriction de la croissance mycélienne. Ce constat est confirmé par le
rapprochement d’effet entre F1 et F2 pour les concentrations C1 et C2. Aussi, sous
I'effet des concentrations C3, C4 et C5 nous signalons le rapprochement entre F1,
F2 et F4 (groupe homogene identique). En revanche, selon la méthode de diffusion
par micro-atmosphére, a la forte concentration C1, F1 se rapproche de F4 tandis que
F2 se rapproche de F3. Concernant les concentrations moyennement faibles et
faibles, le comportement des formulations présente une multitude de rapprochement
(voir les groupes homogeénes) (Tableau.3).

Tableau.3: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Test One-way ANOVA

Concentrations F1 F2 F3 F4 = Ratio 5 (value)

. C1 (3200pl/ml) 54,30: 2,03 51,1?3,84 89,3§1,14 88,7%1,20 81,38 6,64x1071°
g 5 C2 (1600pl/ml) 34,63;2,63 34,8?2,33 88,98010,21 76,6§1,80 2035 5.06x10%3
©

é fg’ C3 (800pl/ml) 33,25;6,26 25,68;5,78 86,44bil,74 31,3?3,54 36.46 2.21x107
é s C4 (400pl/ml) 23,74;3,92 16,86:;3,63 86,32bil,64 21,48;2,56 114.8 4.95x10
= C5 (200ul/mi) 23,40;6,95 13,76:;2,63 86,26bil,55 20,3;3,14 67,62 2.63x10°
. (% C1 (3200ul/ml) 84,32bil,33 59,2%:2,66 59,36;1,34 89,38b10,84 90,72 2.94x1071°
é % C2 (1600pl/ml) 69,92dil,51 28,7;3,23 52,88:2,26 38,18b11,50 64.64 3.67x10°
% % C3 (800pl/ml) 68,94:3,01 18,3;3,05 40,68;2,25 31,72b11,63 70.4 1,95x107
é g C4 (400pl/mi) 66,6§2,04 18,1E:;3,04 42,18;3,62 22,6(?;1,01 5.55 8.2x10°

= é C5 (200ul/mi) 37,64bi3,28 9,74;0,93 38,62;3,67 10,14;:1,54 38.47 1,52x107

F1 : Formulation en gel, F2 : Formulation au Tween, F3 : Formulation au DMSO, F4 : Formulation a I'Acétone

6. Evaluation de la vitesse de croissance de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici sous l'effet des différentes formulations de I’huile essentielle de

Citrus aurantium L.

Dans le but d’appréhender l'activité biocide des bioproduits formulés, nous
avons eu recours a l'estimation de la vitesse de croissance mycélienne. Cette
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derniere nous a permis a travers le rythme d’évolution mycélienne de définir un

certain nombre de parameétres de toxicité d’'une matiére active a savoir :

(i) effet

Knock Down (effet choc) (ii) concentration Iétale ou inhibitrice figure.13,

Méthode de diffusion par disque

Test One-way ANOVA
(F=2142, p=1,15x109) a

C5 (200pl/ml) I 0,71

C4 (400pliml) I (,55
C3 (800pl/ml) HE——————— (5
C2 (1600p/ml) ———————————— 0,46

C1 (3200pl/ml) EE———— 0,24

Témoin I 0,92
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Test One-way ANOVA c

(F=65,87, p=3,56x10)

C5 (200pl/ml) . 0,93

C4 (400pl/ml) I 0,66
C3 (800pl/ml) N 0,47
C2 (1600pl/ml) N 0,43

C1 (3200pml)  E— 0,21

Témoin I 0,99
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Test One-way ANOVA
(F=33,12 , p=0,006) e
C5 (200pliml) SN 0,26
C4 (400pliml) = 0,16
C3 (300pliml) mmm 0,16
C2 (1600p/ml) mmm 0,14
C1(3200plml) m=m 0,14

Témoin I 1,73
0 0,5 1 15 2
Test One-way ANOVA g
(F=98,63 , p= 6,23x10%)
C5 (200ul/ml) D 1,36
C4 (400ul/ml) ——— 1,25
C3 (300pl/ml) NSNS 0,86
C2 (1600pl/ml) MmN 0,36
C1(3200pl/ml) ™ 0,14
Témoin 4,01
0 1 2 3 4 5

Méthode de diffusion par micro-atmosphére
Test One-way ANOVA b
(F=5872, p=5,59=10-"

C5 (200pl/ml) I 0,84

C4 (400pl/ml) E——— 0,51
C3 (S00pl/ml) E——— 0,48
C2 (1600pl/ml) S 0 41

C1 (3200pl/ml) I 0,27

Témoin I 1,32
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Test One-way ANOVA d

(F=27,09, p=0,041)

C5 (200piml) I 0,95
C4 (400pi/ml) R 0,85
C3 (800pl/ml) I 0,81
C2 (1600pl/ml) e 0,79
C1 (3200pl/ml) N 0 47
Témoin I 1,26
0 0,2 0.4

Test One-way ANOVA f
(F=16,44 , p=0,049)

06 08 1 12 14

CH (200piml) I 0,96

C4 (400piimi) I 0,99

C3 (800ulml) . 0,82

C2 (1600p/ml) M. 0,67

C1 (3200p/ml) N (47

Temoin I 0,88

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Test One-way ANOVA h

(F=6,55 , p=0,049)

12

C5 (200pi/ml) I 1,01

C4 (400pl/ml) S 1|

C3 (800pl/ml) N 0,67

C2 (1600piml) I 0,61

C1 (3200pl/ml) e 0,11

Temoin I 1,11

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12

Figure.13: Variation de la vitesse de croissance de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici sous I'effet des différentes formulations et des modes
d’administration
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Par référence a la figure 13, et sur le plan degré de toxicité des bioproduits
formulés, les résultats montrent que chaque formulation s’individualise par son effet
sur la croissance mycélienne. Cette caractéristique propre aux différentes
formulations se voit distincte entre diffusion par disque et diffusion par micro-
atmosphere. F1 est performante suivant les concentrations de I'huile essentielle pour
les deux méthodes. F3 et F4 sont tres performantes par diffusion par disque.
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Chapitre IV : Discussion

La formulation permet de sécuriser, de réduire et de préserver les ressources
phylogénétiques tout en protégeant le principe actif. Notre présent travail & porter sur
les potentialités des formulations dans I'expression des activités biologiques, les
résultats de I'évaluation de l'activité antifongique nous ont permet de dégager les
hypotheses suivantes :

1. Effet des dilutions sur ’activité anti fongique de I’'HE de bigaradier

La susceptibilité fongique a I'huile essentielle de Citrus aurantium L montre des
pourcentages d'inhibition élevés. Les résultats ont montré aussi que toutes les
formulations ont un fort pouvoir inhibiteur sur la croissance mycélienne, dont les
concentrations allant de 800 pl/ml a 3200 pl/ml s’averent les plus importantes envers
'espéce représentative du genre Fusarium (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici).
Ce qui nous permet d’avancer I'hypothése sur la forte présence de composés volatils
regroupant les monoterpenes comme composeés majoritaire dans les concentrations
les plus élevées. Il a été signalé que les monoterpénes représentent une activité anti
bactérienne trés importante, 'lhypothése avancée, est confirmée par plusieurs études
qui relient le pouvoir antifongique des huiles essentielles des citrus a leur
composition chimique. (Matasyoh et al., 2007), annoncent que Iactivité
antimicrobienne des huiles essentielles est censée étre associée a des composants
phytochimiques tels que les monoterpéenes.

Une réduction dans la concentration de I'huile essentielle entraine une diminution
dans le pouvoir inhibiteur de celle-ci avec toutes les especes fongiques. Les huiles
essentielles des citrus sont un mélange complexe de composés volatils qui
présentent une activité antifongiqgue en réduisant ou inhibant totalement la
croissance fongique (Viuda-Martos et al., 2008).

(Caccioni et al., 1998), ont déduit une corrélation positive entre I'activité antifongique
et la teneur en monoterpenes. (Singh et al., 2010) rapportent que ces derniers sont
reconnus comme de bons composés fongitoxiques.

Les composés chimiques tels le limonéne, caryophyllene oxyde, a-pinéne, B-pinéne,
a-terpinéol et le citral ont des activités antifongiques et antibactériennes ; composeés
largement présents dans la composition chimique des huiles essentielles des citrus
(Matasyoh et al., 2007).

(Van Hung et al., 2013), rapportent que la croissance mycélienne diminue avec

laugmentation de la concentration en huile essentielle de Citrus reticulata. lls
obtiennent un Plc de 50.9 % vis-a-vis de Fusarium proliferatum.
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(Cox et al., 2000), ont montrés que la présence des monoterpénes dans les huiles
essentielles est capable d'affecter lintégrité cellulaire des champignons, ce qui
entraine une inhibition de la respiration et une altération de la perméabilité.

De copieuses études ont montrés que l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle
est souvent le résultat de I'activité des monoterpénes plutdt que des sesquiterpenes
(Haddouchi et al., 1999). Il a été prouvé que la méme activité est apparemment liée
a sa teneur élevée en alcools et en esters et d'autres composés mineurs entre autres
le linalool, le terpinene-4-ol, le camphre, le trans-pinocarveol, le t- Cadinol, I'a-cadinol
et le B-caryophylléne oxide qui agissant de maniére synergique ou additive (Muanda,
2010 et Milane, 2004).

2. Evaluation de l'efficacité des formulations sur les taux d’inhibitions de la
croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

Une efficacité variable a été enregistrée vis-a-vis de I'espece fongique testée
selon les deux méthodes d’application et selon les différentes formulations,
principalement due a l'action synergique et solubilisant de certains adjuvants avec
I'HE comme I'acétone et le DMSO, qui ont montré une performance remarquable lors
de leurs utilisation dans la méthode de diffusion par disque. Tandis que pour
I'application par la méthode de diffusion par micro-atmosphére, c’est la formulation
en gel qui a donné un meilleur résultat. Par conséquent, on peut avancer I’hypothése
que les formulations testées constituent une synergie potentielle avec 'HE du
bigaradier et que ces dernieres ne retiennent pas les composés volatils qui sont
responsables de I'activité antifongique, de méme le choix de la méthode d’évaluation
des activités biologiques de certaines HE agissent differemment vis-a-vis des
souches fongiques. On se basant sur I’hypothése avancée, nous pouvons I'accorder
avec les travaux de plusieurs chercheurs qui ont mentionné que [Iactivité
antifongique est le résultat du synergisme ou l'antagonisme des divers composeés
d’huile essentielle des citrus (Sonboli et al., 2006 ; Deba et al., 2007). Ainsi que
(Bajpai et al., 2013) estiment que les performances antimicrobiennes dévoilées par
les huiles essentielles pourraient étre le résultat d'un certain équilibre quantitatif des
divers composants.

(Baser et Buchbauer., 2010), considérent que le choix de la technique d’évaluation
de l'activité antifongique peut influencer le résultat obtenu. (Sharma et Tripathi.,
2006), obtiennent deux CMI différentes pour I'huile essentielle de Citrus sinensis
avec Alternaria alternata, et ceci lorsqu’ils emploient deux techniques différentes
pour I'étude de la fongitoxicité de l'huile essentielle. (Nakahara et al., 2003),
remarquent que I'huile essentielle de Citronellaea etheroleum était inactive vis-a-vis
de neuf espéces de champignons avec la méthode de dilution, mais elle a inhibé la
croissance de la totalité des especes fongiques dans la méthode micro atmosphére.
Les huiles essentielles des Citrus sont un mélange complexe de composés volatils
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qui présentent une activité antifongique en réduisant ou inhibant totalement la
croissance fongique (Viuda-Martos et al., 2008).

Ces résultats semblent valider certaines utilisations des huiles essentielles de Citrus
aurantium L. en pharmacognosie et en agriculture biologique. Les différences dans
les niveaux de chémotypes et dans les activités biologiques ont montré I'importance
de la formulation dans la promotion des agents antimicrobiens. Le large spectre des
propriétés antifongiques des huiles essentielles de Citrus aurantium L. dévoilé par les
différentes formulations leur permet d'étre considérées comme des agents
antimicrobiens efficaces dans le traitement de certaines infections et dans la lutte
contre certains organismes nuisibles aux plantes. Les propriétés antifongiques
dévoilées peuvent étre significativement importantes pour les secteurs
pharmaceutique et agricole, compte tenu de limportance économique de la
disponibilité du matériel végétal dans la production de produits antimicrobiens
naturels avec des formulations combinées tout en prenant en compte des facteurs
environnementaux influencant la composition et I'efficacité des huiles essentielles.
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Conclusion

Au terme de cet aspect réservé a I'évaluation de lactivité antifongique des
quatre formulations de I'huile essentielle de Citrus aurantium L .a savoir la
formulation en gel, au Tween, au DMSO et a I'acétone vis a vis d’'un champignon
phytopathogéne (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici), nous pouvons dégager les
résultats suivants :

Toutes les formulations ont montré un fort pouvoir inhibiteur sur la croissance
mycélienne qui est proportionnel avec les concentrations et ceci avec I'espéce
représentative du genre Fusarium. Cette démarche, nous a permet de prouver que
I'action biocide est fortement liée a la forte présence en composés volatils regroupant
les monoterpenes comme composés majoritaire dans I'huile essentielle de Citrus
aurantium L.et la capacité de sa libération

Selon les taux d’inhibitions obtenus, I'efficacité a été démontrée pour toutes les
préparations. Cette caractéristique propre aux différentes formulations se voit
distincte entre diffusion par disque et diffusion par micro-atmosphere. La formulation
en gel est performante suivant les concentrations de I'huile essentielle pour les deux
méthodes. Tandis que les préparations au DMSO et a l'acétone sont tres
performantes par diffusion par disque.

A la lumiére des résultats obtenus, le travail ouvre la voie & d’autres perspectives.
Dans le but de proposer une formulation biofongicide commerciale et d’approfondir
les recherches concernant la relation entre la composition chimique et l'activité
antifongique des huiles essentielles. Il serait intéressant de compléter le travail plus
particulierement par : (i)L’étude des facteurs influengant la composition chimique des
huiles essentielles a savoir, les facteurs environnementaux, les facteurs propres a la
plante et les conditions de conservation des huiles essentielles (température et durée
de stockage), (ii)L’étude de l'activités antifongique a I'égard d’'une gamme plus large
de champignons phytopathogénes , (ii)Des essais sur des plantes entiéres en serre,
dans les champs et rechercher d’autres possibilités de formulation des huiles
essentielles.
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