République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
UNIVERSITE « SAAD DAHLAB » DE BLIDA 1
.b
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Biotechnologies

Mémoire de fin d’études en vue de I’obtention du diplome
de Master Académique en Sciences de la Nature et de la Vie

Spécialité : Biotechnologie végétale

Théme

@

Evaluation de P’activité antimicrobienne In

vitro de I’huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii de la region de Bouira

Présenté par : M™ Ammam Selma

Devant le jury composé de :

M™ Belguendouz R. Maitre de conférences B Présidente
M Tafifet L. Doctorante Examinatrice
M™ Mohamed Mahmoud F. Maitre assistant A Examinatrice

M™ Bouchenak F. Maitre assistant A Promotrice

Promotion : 2013-2014




Dédicaces

Avec un plus grand respect, je dédie ce modeste travail au
plus grand trésor que je posséde, a ceux qui m’ont appris d
aimer la vie et a affronter ses problémes avec courage et patience
a toi chére meére et a la mémoire de mon pére que Dieu le bénisse.

A celui qui a su donner goiit & ma vie , mon dme sceur mon mari Raouf
A mes trés chers enfants : Tasnim , Mohamed Moatez , Sara Nour.
A mes trés cheéres seeurs : Mounia, Mériem , Nadjiba et Soumia .
A mes trés chers fréres : Khalil et Abdel Hadi.

A ma deuxiéme maman « Saliha » et mon deuxiéme pére « Mohamed »
Et mes sceurs : Amel, Hind , Zola et Nassima.

Et mon frére Amine.

A toute la famille.

A tous mes ami(e)s ; Nadia, Khalida , Souhila, Fetouma , Fella, Nesrine , Sabrina,
Naziha, F.Zohra, Zohra , Stambouli, Yousra, Hayat , Dalila , Houria , Amina ;
Abdel Rahmane , Siham , Sara.

A tous mes enseignants.

A tous les Biologistes et las Agronomes.

ceux dont [absence n'exclut pas leur présence dans mon ceeur.



.
-

-

A
v

y

-

\
| —

ra g ~ -
';/" > = )t - \
Remem%ts# 2 @ V)

N
donné -
S

Tout d’abord, je remercie Dieu le tout puissant de m’av
le courage, la force et la volonté pour bien mener
.. ¢ -
o . . . . ‘
Je tiens a remercier les membres de jury de these d"avoir accepter “honorer
- o |
et d enrichir mon travail pour cela je leur exprime ma profonde reconnaissance. y
- b | ‘
l. -
.

Je tiens a exprimer ma gmtitua’e, mes Sincéres remerciements et mes respects
a ma promotrice Mme Bouchenak,F. de m’avoir dirigée, orientée
et aidée par ses précieux conseils tout en long de ce travail, sa
rigueur scientifique, sa patience ainsi que sa disponibilité.
Mes vifs remerciements vont au Dr Belguendouz R, qui
m’a fait [honneur de présider le jury.
Je voulais remercier humblement Mme MOHAMED MAHMOUD . F et Melle Tafifet.L
d’avoir bienvoulu accepter d’étre membre de jury et d examiner ce travail.
Mes remerciements vont sans doute a mes collégues de travail
et surtout d Dalila Brahim RAHMANI qui m’a aidé a
réaliser ce travail, a M BEN OUAKLIL pour ses conseils.
Je remercie également toutes personnes ayant contribué de prés ou de loin

-
-
-
»
a la réalisation de ce modeste travail.




Liste des abréviations

Abs : absorbance.

AFNOR : Association Francaise de normalisation.
CG/MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
CMI : concentration minimale inhibitrice.
D% densité relative a 20 °c.

Fig : figure .

HCI : acide chlorhydrique.

H.E : huile essentielle.

I @ indice d’acide.

Ie : indice d’ester.

I, : indice d’iode.

lon : indice d’hydroxyde.

Ip : indice de peroxyde.

Ir : indice de refraction .

Is : indice de saponification.

KOH : hydroxyde de potassium.

ml : millilitre.

mm : millimétre.

N : normalite.

Na OH : hydroxyde de sodium.

a?’50 : pouvoir rotatoire & 20 °c.

DMSO :Dimethylsulfoxique



Résumé :

Cette étude a pour objectif de déterminer la composition chimique et d’évaluer I’activité
antimicrobieénne de 1’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii .

Le rendement,les caractéristiques chimiques de I’huile essentielle de R.tournefortii ont
été déterminés.

L’extraction de 1’huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation ; La composition de
I’huile essentielle a été analysée par Chromatographie . Elle a permis d’identifier 05 composés

terpéniques qui sont: camphor (35,123%) , camphéne (18,636%) , a pinéne (17%) , caréne
(10,132%) , cinéol (9,701%) .

Les résultats relatifs a 1’étude de 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle obtenue
ont montré une action et degrés de sensibilité variable vis-a-vis des souches utilisées
Pseudomonas  syringae(19mm) , Pseudomonas savastonai (30mm), Pectobacterium
carotovorum(16mm) , Erwinia amylovora(36mm).

L’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii Posséde une efficacité moyennement
marquée sur une gamme de champignons phytopatogenes a savoir  Fusarium sp(
44,33%) , Phytophtora sp ( 39%) , Cladosporium sp ( 21%) , Rhizoctonia solani ( 11%),et une
éfficacité tres marquée sur Sclérotinia sp(61%) ,et Trichoderma sp (0%) et une résistance de
Penicellium sp (0%).

Les résultats de la détermination de la concentration minimal inhibitrice de I’'HE du
R.tournefortii sur les 6 souches microbiennes étudiées révélent que la bactérie Erwinia
amylovora, qui a été la plus sensible, a présenté la CMI la plus faible égale a 0,875%.et que les
champignons les plus sensibles sont Trichoderma sp et Sclérotinia sp. qui ont présenté la CMI

qui égale (0.875%).

Mots clés : huile essentielle, Rosmarinus tournefortii, hydrodistillation , activité antimicrobienne
, CG/SM ,CML.



Abstract :

This study aims to determine the chemical composition and evaluate the antimicrobial activity of
essential oil of Rosmarinus tournefortii ;.

The extraction of essential oil was carried out by hydrodistillation. Performance ,chemical
characteristics of the essential oil of Rosmarinus tournefortii were determined the composition
of essential oil was analysed by CG/SM . It identified 05 terpene compound that are ; camphor
(35,123%) , camphene (18,636%) , a pinene (17%) , caréne (10,132%) , cinéol (9,701%) .

The result relating to the study of the antimicrobial activity of essential oil obtained showed an
action and degree of sensitivity variable against (Pseudomonas syringae(19mm) , Pseudomonas
savastonai (30mm), Pectobacterium carotovorum(16mm) , Erwinia amylovora(36mm).And
pocesses an average efficiency on arange of phytopathogenic fungi , such as: Fusarium
sp(44,33%) , Phytophtora sp(39%) , Cladosporium sp(21%) , Rhizoctonia solani(11%), and
great efficacity against Sclerotinia sp(61%) ,and Trichoderma sp,and resistance of Penicellium
sp(0%).

The results of the determination of the CMI of essential oil of R.tournefortii against the 6
microbs (which present remaquable sensibility) showed that Erwinia amylovora, was the first
sensible bacteria , which present the lowed CMI : 0,875%.and the most sensible fungi are
Trichoderma sp et Sclérotinia sp which present the CMI of (0.875%).

Key words : essential oil , Rosmarinus tournefortii , hydrodistillation , anti-micribial activity ,
CG/SM .
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INTRODUCTION



Introduction

Les plantes font parties elles-mémes des ressources naturelles vivantes, sont aussi la
source directe ou indirecte par le lieu trophique de I’ensemble des étres vivants sur la
planéte (étre humains, bactéries, champignons,...) elles exercent des fonctions
écologiques et economique trés diversifiées, certaines espéces végeétales constituent
différentes sources industrielles, énergétiques et pharmaceutiques (Vincent et Coderre,
1992).

Les plantes sont constamment exposées et menacées par les ravageurs et les
microorganismes présents dans leur environnement.  Des études ont pu estimer
largement que 10% des récoltes sont perdues a cause des maladies. (Deacon ,1997).
Les maladies fongiques non contrdlées peuvent entrainer des effets catastrophiques
comme la grande famine de pomme de terre en Irlande (1845 — 1849) causée par

phytophtora infestant, encore connue a ce jour dans le monde (Sharma, 1989).

Les maladies bactériennes sont responsables de pertes économiques considérables dans

plusieurs pays, depassant 1230 billions de dollar chaque année (EImhirst, 2007).

La protection des cultures contre ces agents pathogenes nécessite 1’usage des produits
pesticides dont il est en constante augmentation a travers tous les pays du monde.
Pratiquement tous les 10 ans depuis 1945 ce sont les pays en voie de développement qui
les utilisent de plus en plus. Au niveau mondial, la valeur marchande des pesticides est
de l’ordre de 32 milliards de dollars, dont 3 milliards pour les pays en voie de
développement.

Les phénomenes de résistance des agents phytopathogenes et des ravageurs aux
pesticides ont conduit a utiliser des concentrations de plus en plus fortes de substances
actives, cette augmentation s’est révélée source de désordres écologiques (Regnault-

Roger, 2002).

Face a ces profils toxicologiques et écotoxicologiques nettement importants constatés
au cours de ces dernieres décennies et qui sont liés a I’accumulation des résidus de
pesticides, il était urgent de développer des méthodes de contrdle et de protection plus

écologiques tout comme les approches alternatives complémentaires et innovantes, cette
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démarche s’inscrit dans le cadre du développement d’une protection intégrée, raisonnée

ou biologique telle que I’utilisation de bio pesticides (Tafifet, 2010).

Les biopesticides occupent une place de choix car ils se prétent souvent a la production
de masse requise pour I’industrie et ils s’appliquent avec un pulvérisateur conventionnel
ce qui en facilite 1’adoption par les producteurs agricoles. Ils sont généralement
compatibles avec des méthodes de lutte biologiques classiques, méme s’ils peuvent

avoir des effets néfastes sur les organismes utiles (Giroux et al, 1994).

Les biopesticides peuvent étre a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et

extraits de plantes.

Récemment, 1’acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de
santé et de développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponible a
pousser les chercheurs a étudier ’activité antimicrobienne de plantes médicinales
(Nestr et al., 2000).

A cet effet, de nombreuses plantes médicinales ont été répertoriées comme présentant
une activité bio pesticide sur une large gamme de bactéries, de champignons et de

nématodes phytoparasites.

A travers notre démarche scientifique ; Nous avons fixé comme objectif dans ce
travail ,1’étude de 1’effet antimicrobien de [I’huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii obtenue par hydrodistillation (partie aérienne) a I’égard d’une gamme de
bactéries et champignons phytopathogénes. Et ceci par des confrontations in vitro en
boites de Pétri dans le but d’utiliser I’espéce Rosmarinus tournefortii comme agent de

lutte biologique.
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Chapitre I : Généralités sur Rosmarinus tournefortii de Noé

I.1. La famille des Lamiacées

L’une des plus importantes familles de la flore d’Algérie (Grim, 1998), la deuxieme
famille botanique constituant les plantes médiévales est celle des Lamiacées (Labiée).La
forme de la fleur et la présence d’huiles essentielles signent cette famille (Kaufmann et
al., 1994). Cette famille de plantes angiospermes dicotylédones a fleurs gamopétales
irréguliéres qui regroupe surtout des plantes herbacées et sous arbustives réparties dans
le monde entier .Les Lamiacée herbacées, annuelles ou vivaces, sont trés nombreuses et
trés répondues, exemple : les thyms, les lavandes, les romarins sont surtout abondants
dans les régions méditerranéennes( moreau, 1960). Les Lamiacées comportent plus de
trois mille cing cents espéces, et quelque deux cents genres, répartis en sept sous

familles.

1.2.Description botanique du genre Rosmarinus

Le Rosmarinus en Latin signifie la rosée marine, ce qui fait référence a la présence du
Romarin sur les cotes et les ile de la méditerranée et diverses légendes liées a cette
plante (Body, 1948 ; Fauve et al., 1981 ; Grégory, 1988).

Figure n° 1 : La fleur de Rosmarinus tournefortii (romarin wikipidia)

Le Rosmarinus tournefotii est un arbuste vivace, ligneux, trés odorant, feuilles linéaires
a marge révolutées, verdatre en dessus plus au moins hispides blanchatre en dessous
inflorescence et calice a pilosité double, I’une courte (Figure 01) et I’autre constituée
par de long poils dressés glanduleux au sommet, inflorescence plus longue (ADLI et
Yousfi, 2001).


http://garrigue-gourmande.fr/index.php?view=image&format=raw&type=orig&id=1025&option=com_joomgallery&Itemid=673

Chapitre I : Généralités sur Rosmarinus tournefortii de Noé

Figure02 : Aspect morphologique de Rosmarinus tournefortii

1.3. Systématique de Rosmarinus tournefortii

La classification compléte du genre n’a été terminée définitivement qu’au début du
xx*™ sigcle. La classification botanique de Rosmarinus tournefortii de Noé (Quezel et
Santa.(1963).) est établie comme suit :

Regne : plantae

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Angiospermes

Sous- classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacée

Genre :Rosmarinus

Espece : RosmarinusTournefortii de Noé(1934)

1.4. Aire de répartition
llest répartir dans toute 1’Algérie sauf dans les hauts plateaux Algérois et Oranais son

existance est rare.

1.5.Propriétés thérapeutiques et emplois
Cette plante posséde de nombreuses vertus phytothérapeutiques, mais c’est aussi une
herbe condimentaire et une plante mellifére, ainsi qu’un produit fréquemment utilisé en

parfumerie (Mazoyes et al. 2002).


file:///E:/selma2014/figure1.Rosmarinus%20tournefortii
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A Boussaada, le décocté de la partie aérienne est utilisé pour le traitement de douleur
abdominale (Shaker et al. 1999).

A Djelfa, le décocté des feuilles est prescrit pour 1’hypotension artérielle cependant, sa

poudre végétale est utilisée pour traiter la diarrhée (Adli et Yousfi, 2001).

Le romarin a aussi des propriétés sur les fonctions digestives, il les facilite, en
particulier ’activité de la vésicule biliaire, ¢’est aussi un anti spasmodique et il a des
propriétés stimulant le systeme nerveux. Autrefois il a été utilisé en compresse contre

les rhumatismes (Fabrice, 2009).

Il est aussi un excellent stimulant cérébrale , le Romarin stimule la circulation cérébrale,
améliorant la concentration et la mémoire .Il soulage également les migraines. Il

favorise la pousse des cheveux en stimulant I’irrigation du cuir chevelu.

L’huile essentielle de Romarin est largement utilisée comme composant aromatique
dans I’industrie des cosmétiques (savon, parfums, crémes...), mais aussi dans I’industrie

alimentaire (boissons alcoolisées, desserts, bonbons...) (Moro Buronzo, 2008).



Chapitre 11 : Généralités sur les huiles essentielles

I1.1. Historique

De tout temps, le regne végétal a offert a I’lhomme des ressources naturelles a son

alimentation et a sa santé.

Déja, en Chine, ’Empereur Chennoug (2800av.j-c) medecin érudit, consigne son
savoir relatif aux plantes médicinales dans un livre, le penTs’ao,qui recense plus de

1000 plantes médicinales utiles (Lardy et Haberkorn, 2007).

11 semblait que ce soit les Egyptiens, dont I’histoire remonte a plus de 4000 ans qui

furent les premiers a tirer parti du régne végétal dans un souci esthétique et spirituel.

Plus tard la civilisation arabe dont Bagdad, Bassora et Damas étaient les principaux
centres commerciaux, développa le commerce des épices et des aromates et donna
une grande impulsion a I’art de distillation. L’alambic est incontestablement associ¢ a
Avicenne (930-1037), tout comme le Giovannil-BaptistaDellaporta (1540-1615), dans
son célébre ouvrage « De destillatione » parut en 1567, mentionne les connaissances
avancées des arabes dans le domaine de la distillation ; Hermann Boerhave (1668-
1738) fut 'un des premiers a décrire les huiles essentielles d’un point de vue

chimique (Lucchesi, 2005).

Il a fallu attendre le XX*™ siécle pour que les scientifiques commencent a s’y
intéresser. En 1928, René- Maurice Gatte fossé chimiste Francais publia un ouvrage
« Aromathérapie » décrivant la relation entre la structure biochimique et I’huile

essentielle et son activité antimicrobienne.

En 1929, Sevelinge un pharmacien en France, étudia les huiles essentielles en
médecine Vvétérinaire et confirma le potentiel antimicrobien élevé de ces substances

aromatiques.

En 1975, Franchomme en France, aromatologue a mis en évidence I’importance du

chémotype (Fouché et al., 2000).

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles dont environ 300 sont
réellement commercialisées, destinés principalement a I’industrie des arémes et des
parfums, mais la tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation
plus naturelle a entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances.

Depuis deux décennies, des études ont été menées sur le développement de nouvelles
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applications et I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans

difféerent domaines (Zhiri, 2006).

11.2. Definition

Une huiles essentielle peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un aréme
pour un parfumeur ou encore la quintessence ou 1’esprit d’un végétal pour alchimiste.
Dans la réalité, une huile essentielle est ’ensemble de tout cela, car il s’agit d’un
produit parfumé et volatil, composé de molécules sécrétées par certains arbres et
certaines plantes qui lui conferent un parfum spécifique. Le terme «volatil »
s’explique par le fait que les huiles essentielles s’évaporent trés rapidement. C’est
pourquoi il est nécessaire de les conserver correctement afin qu’elles gardent intacts

leurs principes actifs (Moro Buronzo, 2008).

En général, les principes aromatiques des plantes sont des gouttes minuscules qui se
forment dans les chloroplastes des feuilles, c'est-a-dire les organites dans les quels
s’effectue la photosynthése. Elles se combinent par la suite avec du glucose et sont
transportées dans toutes les parties de la plante. Une huile essentielle est donc une
sécrétion naturelle qui s’effectue dans une partie du végétal : la feuille, 1’écorce ou la

fleur (Cheynier et Sami-Manchado, 2006).

11.3. Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux .Environ 1%
des especes élaborent des essences. Certaines familles se caractérisent par un grand
nombre d’espéces qu’elles regroupent en particulier dans les familles : Myrtaceae,
Lauraceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apeaceae,cupressaceae, poaceae, zingiberaceae,
piperaceae (Mohammedi,2006).

La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associees a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante, les poils glandulaires épidermiques rencontrés
souvant chez les Labiaceae, Geramiaceae et Rutaceae, ils produisent les essences dites
superficielles. Les organes secréteurs sous cutanés comprenant les cellules et les
poches sécrétrices qui sont généralement disséminées au sein du tissu végétal chez les
Myrtaceae, Aurantaceae, ainsi que les canaux sécréteurs chez les combelliferaceae,
Apiaceae ou Asteraceae. Les essences dans les plantes peuvent étre stockées dans

divers organes : fleurs (Origan), feuilles (citronnelle, Eucalyptus), écorces (cannelier),
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bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore, gingembre) séve
(encens, myrte), bourgeons (pin), fruit (badiane) ou graines (carvi).quantitativement,

les teneurs en huiles essentielles sont extrémement faibles (Bruneton, 1999).
11.4.Classification des huiles essentielles

Selon la fonction du constituant prédominant, Le Lourant (1994), classe les HE en

trois catégories :
e HE hydrocarbonées riches en terpénes (Pin, Citron : 90% en limonene).

e HE oxygénés riches en alcools et esters, (roses : 50% en géraniol, Thym : >
30% en Thymol, Coriandre : 70 a 80% en linalol).

e HE sulfurées (Coniferes).
11.5. l]a composition chimique des huiles essentielles

Les propriétés des HE proviennent de leur composition chimique, les composés qui
les constituent, peuvent étre classés en deux groupes distincts, ayant chacun des

caractéristiques spécifiques.
a- Les terpénes et leurs dérivés : les terpénoides

Selon Lucchsi et al (2004), Ce sont des hydrocarbures cycliques ou acycliques, qui
constituent un vaste groupe de métabolites secondaires de structures diverses,

importantes dans de nombreuse interaction,biotiques.

Ce sont des polymeres formés par la réunion d’unité Isoprénes a 5 carbones (C5HS),

d’ou le nom d’isoprenoides sous lequel les terpénoides sont parfois désignés .

Les mémes auteurs déclarent, que ’isopréne est donc le constituant de base de la

polymérisation. Selon le nombre d’unité, on distingue :

e Les hemiterpénes : une seule unité isopréne C5H8.
e Les monoterpénes : deux unités en C5 (une unité en C10).
e Les sesquiterpenes : trois unités en C5 : C15H24.

e Les diterpénes : quatre unités en C5 (deux unités en C10) C20H32,
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e Lestriterpénes : six unités en C5 (trois unités en C10) C30H48.

e Lestetraterpenes : huit unités en C5 (quatre unités en C10) :C40H56.

Les monoterpénes et les sesquiterpenes représentent les terpenes proprement dit, ce
sont les principaux composants des HE, les plus volatils a cause de leur masse

moléculaire, qui n’est pas trop ¢levée (Bellakhdars, 1997).

b- Les composés aromatiques

Ce sont des dérivés du phenylpropane en C6 C3, 1’'un des constituants des HE, mais
beaucoup moins fréquent que les terpénes, se sont souvent desallyles et
propenylphénols et parfois des aldéhydes.

Les terpénoides et les composés aromatiques, donnent aux HE des propriétés
nouvelles, en plus de celles spécifiques a chaque constituant pris séparément (Lucchsi
et al(2004)

c- Les composés d’origines diverses

Compte tenu de leur mode de préparation, les HE peuvent renfermer divers composés
aliphatiques : alcools (Menthol, Géraniol), (Citronellal, géranial), ester (Acétates de
menthyle, Acétates de citronellyle), cétones (Camphre, Menthone), éthers (Cinéole,

Eucalyptol), phénols comme, Thymol et Carvacrol(Bruneton, 1993).

11.6. Le role des huiles essentielles

Elles ont des fonctions multiples dans la nature. En effet, expérimentalement, il a été
établi qu'elles interviennent dans les interactions «vegétaux-animaux» ou elles
constituent un moyen de communication appelé langage chimique (Bruneton, 1997).
En raison de leur structure chimique unique, les huiles essentielles ont la capacité de
pénétrer les parois cellulaires et de transporter I'oxygene, les nutriments et d'autres
composés biochimiques vitaux, jusqu'a I'intérieur de chaque cellule. Elles contiennent
de puissants composés biochimiques qui donnent aux plantes la capacité de croitre, de
réparer les dommages a leur structure.

Perombelon et al, (1989)., ajoutent que les huiles essentielles d'agrumes protégent les
fruits contre les proliférations et les attaques d'insectes.

Les huiles essentielles sont utiles et efficaces, dans de nombreux aspects de la vie
quotidienne, elles ont des fonctions tres variées depuis tres longtemps.

Les huiles essentielles ont une toxicité aigiie, une action répulsive, une inhibition de

I'alimentation et un effet nocif sur le systeme de reproduction des insectes. Les

9
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métabolites issus des plantes sont recemment utilisés, comme de nouveaux pesticides
synthétiques comme la toxaphene (insecticide et herbicide) (Bruneton, 1993).

Les constituants volatils des monoterpénes qui sont alcool, linalool, aldéhydes Acide
carboxylique, d- limonéne, b-myrcene. a- terpinéol, ces substances ont une action
toxique sur la mouche domestique, la blatte, le charancon du riz (Prates, 1998).

La fonction des huiles essentielles demeure le plus souvent obscure. Il est toutefois
vraisemblable, qu'elles ont un rdle dans le domaine des interactions végétales (comme
agents inhibiteurs de germination) et aussi dans les interactions végétal-animal:
protection contre les prédateurs; comme les insectes et les champignons et

I’attraction des pollinisateurs (Bruneton, 1993).

Selon Bakkali (2008), les huiles essentielles peuvent avoir plusieurs effets « utiles »
pour la plante: repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la
pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques,
permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques, réduction de la
compétition des espéces de la plante par inhibition chimique de la germination des
graines, par protection contre la flore microbienne infectieuse, action répulsive sur les

prédateurs par go(t et effets défavorables.

11.7. Technique d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits de haute valeur ajoutée
présents dans les plantes. Ces techniques peuvent étre dites conventionnelles (utilisées
depuis longtemps) et nouvelles (développées plus récemment) (Luque de castro et
Garcia-Ayuso, 1998).

Parmis les techniques conventionnelles, on trouve I’entrainement a la vapeur
(hydrodistillation) (Dastmalchi et al.,, 2005) et [’extraction assistée par
sonication(Caniova et Brandsteterova, 2001).

Dans la categorie «techniques nouvelles » on peut citer I’extraction assistée par
microondes (MicrowaveAssistedExtration) (Reighard et Olesik, 2006), et
I’extraction accélérée par solvants (AcceleratedsolventExtration) (Wang et Waller,

2006), et I’extraction avec fluides supercritiques (Carvalho et al, 2005).

10
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11.7.1.L"hydrodistillation

Elle consiste a immerger la biomasse veégétale dans un alambic rempli d'eau, que I'on
porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal
forment un mélange non miscible (figure 1.1). A cause de I'eau, de I'acidité et de la
température du milieu, il peut se produire des réactions d'hydrolyse, de racémisation
et d'oxydation qui peuvent tres sensiblement conduire a une dénaturation.des HE.
(Bruneton , 1993)

e
Alambic If _"F '“‘l?:--..,_._ 1J

Essencier

Figure 3 :I’extraction d’HE par hydrodistillation

Refrigeérant

11.7.2. Entrainement a la vapeur d’eau :

L’entrainement a la vapeur (hydrodistillation) est une technique largement utilisée
pour I’extraction des huiles essentielles. L’avantage de cette technique réside en
I’abaissement de température de distillation ; les composés sont donc entrainés a des
températures beaucoup plus basses que leur température d’ébullition, ce qui évite leur

décomposition (Carnat et al., 1998).

11
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Figure 4 : Extraction d’HE par entrainement a la vapeur d’eau

11.7.3. Le Soxhlet

Le soxhlet est une méthode pour I’extraction solide-liquide. Les avantages du soxhlet
sont les suivants : 1’échantillon entre rapidement en contact avec une portion fraiche
de solvant, ce qui aide a déplacer 1’équilibre de transfert vers le solvant. Cette
méthode ne nécessite pas de filtration aprés extraction. Le soxhlet est indépendant de
la matrice végétale. Les inconvénients les plus significatifs de cette méthode, par
comparaison avec les autres techniques conventionnelles sont : La durée importante
d’extraction et la grande quantité de solvant consommeé, ce qui conduit non seulement
a des pertes économiques mais pose aussi des problemes sur le plan
environnemental.les échantillon étant portés a hautes température pendant une période
relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés n'est pas a
négliger si la matiere végétale contient des composés thermolabiles (Wang et Waller,
2006)

11.7.4.Extraction en mode Bath

L’avantage majeur de 1’extraction en mode bath par agitation devant le soxhletest la
possibilité de travailler facilement avec des mélanges de solvants (par exemple divers
proportions alcool-eau) et de contrdler la température d’extraction, en évitant le risque
de destruction dés composés thermolabiles. C’est une méthode simple et efficace mais
exige des procédures postérieures de filtration et de concentration relativement

longues (Grigonis et .al., 2005).

12
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11.7.5. Extraction par sonication

L’extraction par sonication est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses
avantages les plus significatifs sont liés a I’augmentation du rendement d’extraction et
une accélération de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de
travailler a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des
composés. Cette technique est facile a mettre en ccuvre. Comme le soxhlet,
I’extraction par sonication permet d’utiliser une large gamme de solvant a fin
d’obtenir différents composés naturels. Cependant, 1’effet de I’extraction par ultrasons
sur le rendement et la cinétique d’extraction sot liés a la nature de la matrice
végétale.la présence d’une phase dispersée mene a [’atténuation des ondes
ultrasonores et les zones actives dans 1’extracteur restent a proximité de 1’émetteur
d’ultrasons (Wang et Waller, 2006). Cette méthode ne permet pas de renouveler le
solvant pendant le processus. L’étape limitante est la filtration et le ringage apres
extraction (Danielski et al, 2006).

11.7.6. Extraction assistée par microondes

Elle est également une alternative aux méthodes d’extraction conventionnelles (Wang
et Waller, 2006).Elle utilise de plus en plus petites quantités de solvant, n’est pas
couteuse (Reighard et Olesik, 2006) et considérablement rapide. Cependant, la
température opératoire de cette technique est relativement haute (100°C-150°C), ce
qui pose des problémes quand il s’agit de 1’extraction d’antioxydants (Grigonis et al,
2005). Les autres inconvénients de cette technique sont d’une part le rendement faible
lorsque les solutés ou les solvants sont apolaires et d’autre part le besoin de 1’étape
postérieure de filtration ou de centrifugation pour ¢liminer le résidu solide de I’extrait.
Les températures opératoires élevees peuvent mener a une dégradation des solutés
thermolabiles (Wang et Waller, 2006).

11.7.7. Extraction avec des fluides supercritiques

L’extractionavec des fluides supercritiques est une methode tres attractive qui mérite
une attention particuliére. Les avantages de cette méthode devant les méthodes
conventionnelles sont basées sur une durée d’extraction plus courante, une sélectivité
élevée et la facilité¢ d’éliminer le solvant aprés I’extraction par simple décomposition

(Danielski et al., 20006).
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11.8. Méthodes de caractérisation chimique des huiles essentielles

11.8.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La séparation et ’identification des constituants volatils d’un extrait présente bien
moins d’alternatives que sa préparation. En effet, la CPG est la méthode de référence
dans I’analyse des huiles essentielles et des composées organiques volatils(Lehotay
et al., 2002) ; elle permet I’analyse de mélanges, qui peuvent étre trés complexes, de
nature et de volatilité tres variées (Arpino et al., 1995).

11.8.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/MS)

Le couplage chromatographie en phase gazeuse- spectrométrie de masse est
aujourd’hui une des techniques parmi les plus utilisés de la chimie analytique.
L’association des techniques fournit un instrument d’analyse particuliérement
performant. La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due a la grande
différence de pression. La chromatographie en phase gazeuse se déroule a un niveau
de pression plus élevé. Ainsi le couplage CG/MS en mode impact électronique (SM-
IE) est la technique la plus utilisée dans le domaine des HE (Lehotay et al., 2002).
Le bombardement de substances par un faisceau d’électrons d’énergie de 1’ordre de
70 eV provoque leur ionisation et leur fragmentation. Les fragments ioniques positifs
forment alors le spectre de masse caractéristique du composé. Les spectres de masse
ainsi obtenus sont comparés aves ceux des produits de référence contenus dans les
bibliotheques informatisées contenant plusieurs milliers de spectres (Bouchonnet et
Libong, 2002).

11.9 Activité biologiques

11.9 .1.Activité antimicrobienne

Des milliers de composeés produits par les plantes sont impliqués dans la défense .La
diversité phytochimique des composés antimicrobiens comprend: les terpenoides ,les
saponines, les phénols et phenylpropanoides, pterocarpans, stilbenes, alcaloides,
glucosinolates ,hydrogénecyanide ,terpenoids ,indole et aussi les offre élémentaire ,le
seul compose inorganique .L’identification des sites et des mécanismes d’action est
nécessaire pour comprendre ,si ces composés antimicrobiens sont juste une réponse de

I’infection ou ce sont des déterminants de la résistance(Hammer schmidt ,1999).
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11.9.1.1.Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne
L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne des
extraits végétaux .L’insolubilité des huiles essentielles dans 1’eau et d’une maniere
générale dans les milieux aqueux largement utilisés en microbiologie ,est une
explication de la variété des techniques. Selon la souche microbienne, I’huile
essentielle et I’application choisie ,divers milieux de culture peuvent étre mis en
ceuvre. Les différents protocols peuvent ainsi étre classés:

e Selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de 1’huile essentielle, soit

liquide, solide ou gazeux.
e Selon la nature du contact de I’huile essentielle avec le germe : diffusion

sur disque, solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.

a- Aromatogramme

L'aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antimicrobien des
extraits des végétaux. Cet examen est donc I'équivalent d'un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par des huiles essentielles (Fauchere,1997).

La technique consiste a utiliser les disques de papier imprégnés des différents produits
a tester. Les disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de germes a étudier (Figure). Apres incubation, les colonies se
développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour des disques
appelées zone d’inhibition. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est
sensible a la substance testée, plus il est petit ,plus le germe en question résistant . On
peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diameter de la zone
d’inhibition en millimeter , soit en traduisant en croix le degree d’activité (Guerinet

Carret, 1999).
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Colonies des Bactéries

Zone d’inhibition
J

Disque imbibé avec
L’extrait végétal -/

Figure 5:lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Petri
(Guerinet Carret, 1999).

b-Microatmosphéres
Dérivé de la méthode précédente, le protocole des microatmosphéres est
techniquement proche de celle des aromatogrammes. La différence réside
principalement dans la position du disque imprégné.
Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la
boite de Pétri , renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus

en contact avec le milieu gélosé (Figurel3).

r——(iélnse Mueller Thmton
[ +— cnseences &l appe
ll S— lm— Boite de petn

fenversée
Incubation
5

L J
v -8
| —_— t Déeveloppement microbicn

Figure n°6:lllustration de la méthode des micro atmospheres
(Zaika,1988) .
Cette technique est utilisée dont le but est d’exploiter les propriétés de la phase
volatile des huiles essentielles. Cette methode est rarement citée car les auteurs qui
se sont penchés spécifiquement sur I’activité de la phase gazeuse sont encore peu
nombreux ( Sarbach, 1962;Didryet al., 1993; Billerbeck,2000).
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C-Méthode de diffusion en puits:

Cette méthode assure une diffusion radiale de ’extrait végétal a partir d’un puit en
donnant une zone d’inhibition Claire facilement mesurable. La méthode consiste a
découper un trou circulaire dans la  gélose et y verser une solution de I’extrait vegetal de
concentration connue. L’extrait diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition
circulaire a la surface de la gelose préalablement ensemencée avec la suspension de

germes (Guerinet Carret, 1999).
D-Méthode de dilution

Les extraits végétaux a tester peuvent également étre directement mélangés en
concentration comme au milieu de culture, soit solide ou liquide (exige la dispersion
homogéne paruné mulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de
microorganismes, apres incubation, on note la présence ou 1’absence de culture. La lecture
peut étre visuelle ou a 1’aide d’un spectrophotomeétre, le degré d’inhibition est en rapport
avec la turbidité du milieu Guerinet Carret, 1999).

11.9.2-La concentration minimale inhibitrice(CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en HE capable d’induire une
réduction de la croissance microbienne de 90 %, donc ne laisse survivre que 10 % de
population. (Skandamis et Mycha.S ,2001).
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I11.1. Les maladies phytopathogénes d’origine fongique

111.1.1. Généralités sur les champignons phytopathogenes

Les fungi ou mycétes constituent a présent un régne autonome, le cinquiéme régne ou régne
fongique [du latin fungus = champignon]. Le régne des fungi, aussi appelé mycota, constitue un
taxon regroupant les organismes appelés plus communément champignons. Environ 90.000
especes de champignons ont été décrites a ce jour, mais on estime qu’en 2007 moins de 10% des
espéces sont connues et identifiés (Lepoivre ,2003).

Les champignons supérieurs pathogenes des plantes possédent une paroi cellulaire chitineuse, ils
sont a caractere hétérotrophe ubiquistes possédant un noyau défini avec une membrane nucléaire
et des chromosomes associés a des histones (Lepoivre ,2003).

IIs sont formés d’un appareil végétatif appelé thalle, sans tissus fonctionnel ni organes
différenciés constitué de cellules végétatives allongées et cloisonnées nominées hyphes
rencontrés chez les formes les plus évoluées (Siphomyceétes qui regroupent les Ascomycetes et les
Basidiomycetes) (Wolf ,1987).

Ces hyphes associent le plus souvent en mycélium, sorte de feutrage difficile a voir a I’ceil nu et
plus souvent impossible a identifier (Deising et al ,1992). parfois le thalle est un simple tube
sans cloisons, on parle alors de structure coenocytique et de siphon qui se rencontre chez les

champignons inferieures, (phycomyceétes, zygomycetes et trichomycétes)(Hgch et al,1987).

111.1.2. Importance économique des maladies fongiques :

Les plantes sont soumise a une multitude de facteurs endogenes et exogénes défavorables, leur
morphologie, leur croissance ....etc.

Les champignons phytopathogénes sont des parasites responsables des trois quart environ des
maladies des plantes, Ils constituent également un important probleme économique. Des études
ont pu estimer largement que 10% des récoltes sont perdues a cause des maladies. Parmi celles-ci
on peut citer les mildious, les oidiums, les rouilles, les chancres et les piétins (Deacon ,1997). Les
maladies fongiques non contrdolées peuvent entrainer des effets catastrophiques comme la grande
famine de pomme de terre en Irlande (1845 — 1849) causée par phytophtora infestant, encore

connue a ce jour dans le monde (Sharma, 1989).

111.1.3. Cycle parasitaire des champignons phytopathogenes :
Les champignons pathogenes peuvent se maintenir dans le sol, sur d’autre plantes, ou sur des

débris végétaux, en attendant de se trouver en contact avec la plante hote. La contamination de
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celle-ci se fait le plus souvent par des spores transportées par le vent, I’eau ou encore par les
insectes. Le parasite peut aussi subsister a 1’état des spores dans certains organes (grains,
tubercules, bourgeon) de la plante hote elle-méme en attendant les conditions favorables pour
germer(en général une température douce et une humidité importante)( Lepoivre ,2003).

La plante réagit a la pénétration du champignon au niveau des tissus attaques de diverses
manieres. La résistance a cette agression est une caracteristique génétique et un critére important
dans la sélection des variétés de plantes cultivées, mais dépend aussi de plusieurs autres facteurs
comme la lumiére, I’dge de la plante, la nutrition et la présence de blessures. Le développement
du myceélium qui détourne a son profit les substances élaborées par les cellules végétales va se
traduire par un certain nombre de symptbmes propre a chaque maladie, jaunissement,
flétrissement, nécroses générales ou localisées et altération de la croissance des organes de la
plante (Deacon ,1997). La lutte contre les champignons phytopathogénes se fait par des pratiques

culturelles, mais surtout par des moyens chimiques ou biologiques ( Lepoivre ,2003).

111.1.4. Caractéristiques des souches fongiques phytopathogénes

111.1.4.1. Rhizoctonia solani :

R.solani est un pathogéne tellurique. Les maladies causées par ces champignons portent des noms
divers : Rhizoctone noir, maladie des manchettes, variole des tubercules, pied noir, toile ou fonte
des semis « crater — rot », « web blight », verse parasitaire, pourriture du collet.

Les Rhizoctonies inféodés aux cultures maraicheres sont virulentes et causent des pertes de
rendement importantes et couteuses (Zetter ,2001).

Les champignons pénetrent dans la plante directement a travers la cuticule ou par les stomates.
Les attaques sont favorisées par des dégats préalables causés par des ravageurs comme les
nématodes ou par d es outils (Zetter ,2001).

Les conditions optimales pour son developpement sont des températures du sol variant de 15 —
18°C et une humidité élevee. Lorsque la température dépasse ces valeurs, la pathogeénicité de
Rhizoctonia solani diminue. Le mycélium de Rhizoctonia solani(figure n°4) de couleur brunatre
a brun foncé est constitué d’hyphes relativement épais. Il est caractérisé par un aspect réticulé
dont les embranchements partent a angles droits (Mahesawari ,2005).

Rhizoctonia solanise conserve souvent en concentrations élevées dans les sols sous forme de
mycélium dormant ou des sclérotes de 1 — 3mm fixés a des résidus végétaux a partir desquels il se
disperse (Zetter ,2001).
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Les champignons peuvent aussi étre transmis d’une parcelle a une autre par des parties de plantes
infectées ou contaminées (tubercules) ou par du sol.

Les sclérotes germent lorsque la température dépasse 13 — 15°C pour infecter des racines ou des
parties de plantes restant sur le sol, un sclérote peut étendre son mycélium sur une distance

atteignant 7 — 10cm jusqu’a trouver une plante hote (Blanchard ,1988).
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Figure n°7 : Mycélium de Rhizoctonia solani (Blancard, 2009)

111.1.4.2. Fusarium :

Les fusarioses causées par les especes du genre Fusarium qui présentent actuellement plus de 50
espéces dont les plus communes sont fusarium oxysporum et fusarium solani( Lacey ,1985), chez
fusarium oxysporum 120formes spéciales différentes peuvent étre rencontrées parmi lesquelles
une certaine est basees sur la spécificité d’espéce hote appartenant a des familles botaniques
différentes telle que la fusariose des racines et du collet fusarium oxysporum (Meulmans,1989).

Il provoque la fusariose et ils ’ attaque qu’a certains cultivars. Au depart, les
symptémes ne sont visibles que sur une seule moitié de la surface des feuilles , des branches
ou des plantes ,avant de se propager a I’ensemble de la plante (Messiaen et al.,1993).

Lorsque la maladie est assez évoluée ,une lésion humide et brune , légerement
déprimeée et bien délimitée, apparait sur la portion de la tige située au niveau du substrat ou du
sol .Ce chancre a une configuration particuliere lorsqu’ il ceinture le collet :son
développement plus important sur un coté de la tige lui confére la forme d’une flamme

(Blancard,2009).

Les conidies sont hyalines et variables (figure n°6) ,les macroconidies sont fusiformes

pluricellulaires , les microconidies sont unicellulaires et ovoides , les conidiophores sont
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ramifiés et hyalins (Barnett,1972).
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Figure 8:Conidies de Fusarium sp. (Barnett, 1972)

111.1.4.3. Sclérotinia :

La forme a gros sclérotes de sclérotinias peut étre observé sur concombre de serres, la production
de sclérotes peut étre abondante sur tiges, aussi bien a I’extérieur que dans la moelle et
soncidérable sur les fruits atteints qu’on laisse se décomposer sur le sol (Meulmans,1989).
Certaines especes ont une phase sexuée (téléomorphe) trés discrete ou inexistante. Ce sont des
parasites nécrotrophes de plante. On y rencontre en particulier le trés cosmopolite Botrytis cinerea
agent de la pourriture grise est une des maladies majeures du concombre sous serre. Il peut
provoquer des taches foliaires d’extension rapide devenant grises et seches sur lesquelles les
conidiophores sont visibles. Il envahit facilement les moignons de pétiole ou de pédoncules de
fruits et la tige a partir de ces «bases nutritives ». Les lésions sur tiges s’agrandissent et
s’approfondissent rapidement conduisant a la mort des plantes. La pourriture grise(figure n°7) de

I’extrémité de fruits s’accompagne d’exsudation de gouttelettes transparentes (Messiaen, 1991).

111.1.4.4. Penicillium :

Cette maladie a éte signalée au canada (Ontario), puis en Angleterre en Hollande et en France.
Son étiologie et ses symptdmes sont analogues a ceux de la pourriture grise, mais les lésions
présentent une pourriture plus molle et le velouté mycélien est décrit comme un « gris, vert,
bleuatre »(figure n°8) (Messiaen,1991).
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Figure n°9 : Conidies de Pinicellium (Blancard,2009).

111.1.4.5. Cladosporium :
La caladosporium, peut provoquer des dégats sérieux sur melon et courgette. Les taches foliaires

sont d’abord vitreuses, puis nécrotiques de quelques mm de diamétre a bordure jaune. La

sporulation sur les feuilles est tres faible (Messiaen, 1991).

Figure n°10 : Conidies de Cladosporium ( Bisset, 2004).
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111.1.4.6. Trichoderma :

Le terme Trichoderma a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon (Bisset ,2004).

Figure n°11 : Conidiophores de Trichoderma sp. (Kubiceket al., 2003)

En milieu terrestre leur production d’enzymes,des substances bioactives et leur developpement
rapide font des Trichodermasp des agents potentiels en agroalimentaire et une matiere de choix

pour I'exploitation industrielle (Prieto et al.,1997).

Quelques-unes des quelques 35espéces établies a ce jours ont d’intérét économique, pour leur
production d’enzymes cellulolytiques et utilisés comme agents de lutte biologique en raison de
leur antagonisme vis-a vis d'autres especes fongiques (antibiose, mycoparasitisme, compétition,

lyse, promotion de la plante hote) (Kubiceketal., 2003).

Les colonies fongiques peuvent étre légérement floconneuses ou bien compactées en
touffes. Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les colonies sont
colorées en fonction de la pigmentation des phialides .Cing jours apres sa germination, la
conidie donne naissance a un mycélium d'abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours
plus tard, une couleur verte est visible sur les parties aériennes du mycélium, correspondant a
la conidiogenése. D'autres cercles concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le
16°™ et le 20°™ jour, un feutrage épaisse superpose a la culture. Au microscope optigue on
peut observer un mycélium composé dhyphes jaunes, septés, ramifiés & parois lisses
(Kubiceket al ., 2003).

23



Chapitre 11 : Les microorganismes phytopathogenes étudiés

111.1.4.7. Phytophtora
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Figure n°12 : Sporanges et zoospores de Phytophtorasp. (Jilman, 1986)

Selon l'espéce considérée, une souche peut étre pas, peu ou trés pathogene et plus ou moins
virulente selon les conditions de I'environnement et I'espéce héte infectée. La gamme d'hotes peut

étre étroite et limitée a quelques especes (Phytophthora infestans) ou bien large et englobant

plusieurs genres et familles de végétaux différents (Phytophthora ramorum, Phytophthora

cinnamomi).

Les Phytophthora sont diploides a I'état végétatif et présentent des cycles de reproduction asexuée
et sexuée. Le cycle de reproduction asexuée se réalise a l'aide de sporanges et de zoospores ainsi

que de chlamydospores .

On sait que ces organismes peuvent étre transportés par les canaux et cours d'eau.

Phytophthora peut aussi toucher les arbres (semis et racines des hétres matures par exemple),
peut étre au cours de co-infections ou d'infections opportunistes (apres des gels, sécheresses ou

pluies polluées par exemple).

En 2012, apres des pluies printaniéres prolongées, on a constaté en Allemagne du sud, une
mortalité importante des pousses basses de lI'année, chez de jeunes hétres (en sous-étage, jusqu’a
une hauteur de 2 m) ; les nécroses touchant parfois aussi les tissus de 1’année précédente. Une
cinquantaine de branches ont été analysées, et un spécimen du genre Phytophhora retrouvé dans
presque 70 % des cas. Il semblait provenir du sol et remonter vers les parties aériennes (via les

éclaboussures de pluie, ou via des spores remontées par des insectes et/ou escargots). Des
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forestiers craignent que la régénération naturelle et artificielle du hétre, notamment en sous-étage

en soit affectée (par un ralentissement de croissance et affaiblissement des jeunes plants,

notamment sur sols tres humides ou peu drainants et déja infesté par Phytophthora).

C'est un groupe d'espéces qui co-évolue probablement depuis tres longtemps avec les plantes, en
s'adaptant par de multiples stratégies a leurs systemes de défense. Les activités humaines
(échanges et transports de produits agricoles, sylvicoles et horticoles) aient pu contribuer a
propager certaines souches pathogenes dans le monde (mildiou de la pomme de terre par

exemple) ou a les favoriser en dégradant les sols et la diversité des vegétaux cultives. Des
souches introduites peuvent attaquer des especes indigenes.

En 2010, on en connaissait 98 espéces, mais malgré les progres de la systématique moléculaire,
des confusions sont encore possibles dans la reconnaissance de nouvelles especes et des
difficultés persistent dans Il'identification des especes. Ceci est en partie di au fait que certaines

séquences de la GenBank sont encore mal identifiées (a partir de cultures parfois mal annotées).

Certains sont considérés comme des pathogénes émergents, faisant I'objet de suivis dans certains

pays.
111.2. Les maladies phytopathogénes d’origine bactérien

111.2.1. Généralités sur les bactéries phytopathogenes

Actuellement 350 especes, sous espéces on pathovars ont été dénombrées appartenant a 21
genres, se répartissent dans diverses familles,(Oleveira,2007) elles sont non sporulées, aérobies
ou anaérobies facultatives et appartiennent aussi bien a la sous-division des firmicutes contiens
aussi des bactéries phytopathogénes dont I’absence de paroi, les caracteres de parasite
généralement biotrophe intracellulaire en font des micro-organismes au comportement pathogéne
particulier ( Paulin , 2001).

Les bactéries pénétrent les tissus végétaux par les ouvertures naturelles telles que les stomates, les
hydathodes, les néctarthodes, les cicatrices foliaires et les lenticelles (Agrios, 2005). Les
bactéries phytopathogenes causent les principales maladies sont réparties chez les principaux
genres suivants : Pseudonomas spp, Xanthonomasspp, Erwiniaspp, Agrobacterium spp,
Clavibacter spp, Ralstonia spp et Ponthoea spp.

Les bactéries produisent des symptémes variés sur les plantes infectées tels que les nécroses, les
flétrissements, les pourritures molles et les tumeurs, en utilisant différentes stratégies dans leurs

mécanismes d’action selon le mode d’action utilisé, quatre types de bactéries ont pu étre
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classées : les bactéries nécrotrophes ou nécrogenes, les bactéries glacogenes, les bactéries

vasculaires. (Lepoivre, 2003).

111.2.2. Les fonctions requises pour les bactéries phytopathogénes par la colonisation de
I’hote

Si la rencontre d’une bactérie phytopathogene avec une plante fait généralement intervenir un
agent vecteur (insectes, nématodes) ou des facteurs physiques (eau d’irrigation, pluie), il n’en
demeure pas moins que pour étre efficace, I’infection doit ensuite permettre a 1’agent pathogéne
d’atteindre ses sites cibles de pénétration (stomates, blessures naturelles et artificielles et de s’y
maintenir afin de permettre la colonisation ultérieure des tissus de la plantes (Boucher,2001).

La plante constitue pour 1’agent phytopathogeéne une source importante de substrat a 1’exploiter
pour assurer sa propre croissance. Les bactéries phytopathogénes pour se nourir et se multiplier
aux dépens de la plante utilisent plusieurs mécanismes de pathogénie, a savoir, I’acquisition du
fer, les enzymes de dégradation des parois en particulier les enzymes cellulolytiques et

pectinolytiques (Boucher, 2001).

111.2.3. Caractéristiques des souches bactériennes Phytopathogénes

111.2.3.1. Le genre Erwinia

Le genre d’Erwinia regroupe les bactéries phytopathogeénes gram- anaérobies facultatives en
forme de batonnets, munies de flagelles péritriches. Ce genre fait partie de la famille des
Entérobactériacées. Certaines especes du genre Erwinia sont responsables d’importantes maladies
des plantes.

Les premiers groupes « carotovora » associes les espéces du genre Erwinia qui possedent de forte
activités pectolytiques et qui induisent chez les plantes infectées une dégradation de la structure
des tissus (maceération) conduisant a des symptomes de pourriture humide notamment au niveau
des organes de réserves. Erwinia amylovora agent de « feu bactérien » chez la plus part des
especes des pomoideae, les hotes les plus important de point de vue économique soit : le poirier et

le pommier (Semal, 1989).

111.2.3.2. Le genre pseudomonas
Les pseudomonas appartiennent a la famille des pseudomonadaceae dont les représentants
possédent une forme en batonnet et des flagelles polaires. Ils sont catalase positif gram- et leurs
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métabolismes respiratoires est aérobique strict, Les especes phytopathogenes de pseudomonas
sont réeparties en deux groupes principaux sur base de leurs propriétés chimiques (Semal,1989).
L’espéce P.syringae forme le premier sous- groupe dont les représentants provoquent des
nécroses plus ou moins étendues sur les feuilles et les tiges.

Le «feu sauvage » du a P.syringae PV tabaci, est une maladie infectant le tabac et le soja, les
nécroses produites sont entourées d’un halo jaune associ¢ a la diffusion d’une toxine par la
bactérie pathogéne. P.syringae PV tomato induit chez la tomate des petites lésions noires sur les
feuilles et les fruits (Semal, 1989).

Certains autres pathovars de P.syringae provoquent des tumeurs sur les hotes qu’ils infectent
notamment P.syringae PV savastonoi qui induit des galles parenchymateuses sur plusieurs
espéces d’oleaceae, dont 1’olivier. Son mode d’action est associé a la synthése, par la bactérie

d’une hormone végétale : ’acide indole — acétique (Semal, 1989).

111.2.3.3. Le genre Pectobacterium

Les bactéries de genre Pectobacterium , provoquent des symptdmes associés a des maladies de
la pomme de terre caractérisées par les pourritures aériennes et pourritures molles .Ces maladies
ont une forte incidence économique, car elles sont particulierement nuisibles au rendement et a la
qualité de la pomme de terre. Le symptdme le plus typique en végétation est I'apparition de la
jambe noire, caractérisée par une pourriture noire plus ou moins humide de la base de la tige, due
au développement des bactéries (Mollina et Harison ,1997).

Maladie sournoise, la jambe noire peut échapper aux controles des filieres de certification. Les
symptémes typiques de jambe noire sont généralement causés par Pectobacterium atrosepticum
(Pca), qui affectionne un climat frais (2025 °C) et humide.

Pectobacterium carotovorum carotovorum (Pcc) joue un réle moins important dans 1’apparition
de la jambe noire dans les climats tempérés bien que les travaux récents d’Eiss et al. (2008) ont
prouvé que I’infection des tubercules par des souches virulentes de Pcc engendre bien une jambe
noire.

P. carotovorum ssp. carotovorum est une entérobactérie, gram-, a large spectre d’hotes, distribuée
aussi bien dans les zones tempérées que tropicales (Salmond, 1994).

Cette sous-espece est présente dans 1’eau, le sol, sur les insectes et nématodes et a la surface des
feuilles. Elle possede un optimum thermique allant de 20 a 30°C (De Boer, 1994)

Les semences et les sols infectés représentent une source importante d’inoculum. La propagation

de l’infection au champ est facilitée par les eaux d’irrigation et de pluie, les insectes, les
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nématodes et la machinerie contaminée par ce pathogéne. La dissémination en entrep6t est de son

cote assurée par le suintement de tubercules pourris et par les insectes (Toth et al. 2003).

111.2.4. Importance économique des bactéries phytopathogenes

Les maladies bactériennes sont responsables de pertes économiques considérables dans plusieurs
pays, dépassant 1230 billions de dollar chaque année (EImhirst, 2007). Les semences ou les
plantes infectés jouent un role important dans la dissémination des maladies aussi bien a 1’échelle
régionale qu’a D’échelle mondiale. Les échanges de semences et matériel végétal peuvent
introduire des maladies dans des pays jusqu’alors indemnes. En plus des pertes directes de
produits, I’introduction de maladies de quarantaine peut constituer un facteur limitant les
échanges commerciaux entre les pays (Salouk , 2008).

Les maladies bactériennes sont moins nombreuses que les infections fongiques et moins
pernicieuses et généralisées que les viroses, certaines bactérioses des plantes ont cependant un

caractére de gravités et in impact socio-économique (Paulin, 2001).
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CHAPITRE IV

MATERIELS ET METHODES



Chapitre 1V : Matériels et méthodes

V.1 Partie expérimentale

Notre travail a été réalisé pendant une période de 05 mois successifs (février — juin 2014) au
niveau du laboratoire de P.F.E de Département de biologie a I’'université de Blida 1.
La détermination de la composition chimique des huiles essentielles a été effectuée au

Département de chimie industrielle.

V.2 Matériel végétal

La plante (Rosmarinus tournefortii) a été récoltée en mois de janvier 2014. Le lieu de la
récolte est situé a environ 200km a I’est d’Alger (Wilaya de Bouira). Son identification a été
faite par le laboratoire de botanique de Département d’ Agronomie les feuilles et les fleurs ont
été séparées de leurs tiges puis séchées a 1’ombre dans un endroit sec et aéré. Les plantes

séchées sont récupérées dans des sacs propres.

IV.3-Les micro-organismes utilisés

Afin de déterminer le pouvoir antimicrobien de notre huile essentielle, nous avons utilisé des
souches microbiennes qui ont été choisies par leurs frequences élevées a causer des maladies
bactériennes et cryptogamiques sur les plantes cultivees,

Les tests ont été réalisés sur quatre souches bactérienne (Pseudomonas syringae ,Pseudomonas
savastonoi,Pectobacterium carotovorum,Erwinia amylovora) toutes les souches sont a( gram-

) proviennent du laboratoire de Phytobactériologie de I’INPV EI Harrach ,ces souches ont été
recues dans des tubes stériles contenant 10ml de gélose de conservation ,elles sont conservées
a une température de 4°C, elles sont entre tenues par repiquage sur gélose nutritive favorable

a leur croissance pendant 24h a I’obscurité a 28-30°C.

Les sept champignons utilisés dans nos tests sont fréeqguemment rencontrées sur les plantes
cultivees en Algérie: Sclerotinia sp .,Fusarium sp. ,Phytophtora sp .,Trichoderma sp
..Penicillium sp .,Cladosporium sp .,Rhizoctonia solani,., proviennent du laboratoire de
mycologie du département de Biotechnologie ,ils sont cultivés sur un milieu nutritif
(PDA).(Annexe) pendant 7 jours & 25°C a I’obscurité.
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1V.4. Les milieux de cultures
Les Milieux de cultures utilisés dans nos essais sont :

> Le milieu PDA (pour les champignons) Annexe2. Johnson et Booth(1983)

> Le milieu King B (pour les bactéries) Annexe 2. King et al (1954).

1VV.5.Extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii :

La méthode d’extraction la plus utilisée pour les huiles essentielles est 1’hydrodistillation
car ¢’est une méthode qui est tres simple d’une part. D’autre part, parce que 1’eau est un
bon solvant qui capte les produits les plus subtiles et les plus fragiles élaborés par le végétal
et sans altérer leur qualité et leur composition chimique en maitrisant la température et la
pression pendant le procédé(Lucchesi, 2005).

L'extraction de I'huile essentielle du Rosmarinus tournefortii a été effectuée en utilisant un

appareil de type Clevenger (annexe 1).

» Mode opératoire
Nous avons placé, dans un ballon de 2 litres, 600 ml d’eau déminéralisée et 150 a 200 g du
romarin.
Nous avons mis en fonction le réfrigérant en réglant le débit d’cau et le contenu du ballon a
chauffer (ébullition douce) pendant3a4 heures.
Les vapeurs chargées d’huile essentielle traversant le réfrigérant sont condensées et chutées
dans une ampoule a décanter, 1’eau et I’huile se sont séparées par différence de densité.
Les huiles essentielles sont récupérées dans de petits flacons en verre, opaques fermés

hermeétiquement pour les préserver de 1’air et de la lumicre, et conservées a 4°C.

Cependant 1’hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop
puissant engendre une détérioration de certains végétaux et la dégradation de certaines

molécules aromatiques (Lucchesi et al , 2004).
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IV.6. Calcul du rendement :
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'huile extraite et le
poids de la matiere séche (Carré 1953). Le rendement exprimé en poucentage est

calculé par la formule suivante :
MHE
Rdt HE = —— x 100
Mvs

Ou:
- RgHE : Rendement en huile essentielle (%)
- My :Masse de I’huile essentielle (g)

- Mys :Masse de la matiere végétale séche (g)

IVV.7.Analyses physico-chimiques
IV7.1.Mesure des indices physiques

a-Détermination de la Densité relative (D% ) :
La densité relative (D%) d’une solution constitue un indice de pureté ou de teneur.
Selon la norme AFNOR(2001) (NEF 75-111), la densité relative a 20°C d’une huile
essentielle est le rapport entre la masse d’un certain volume d’huile essentielle a 20°C et

la masse d’un certain volume égale d’eau distillée a 20°C, sa formule est :

D2020 = M2 — M0/M1 — MO
My : masse du pycnometre
M; : masse en gramme d’eau distillée

M3 : masse en gramme d’huile essentielle

b- Détermination de I’indice de réfraction

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus d’angle d’indice et celui du rayon

lumineux de longueur d’onde déterminée.

L’huile essentielle polarise la lumiere a droite ou a gauche, selon la norme

AFNOR(2001)(NEF 75-112), cet indice est déterminé par la lecture a 1’aide d’un

réfractometre en utilisant la lumiere diffusée du jour elle est donnée par I’expression :
N?4=n®;+0,0004 x (t-t)
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n%: valeur de la nature obtenue & température t & laquelle la détermination a été
effectuée
t’: température a laquelle I’analyse a été effectuee

t : tempeérature de référence

Mode opératoire

Le produit est placé a I’aide d’une pipette dans la cellule de mesure jusqu’au trait
signalé. Refermer le couvercle et appuyer sur (mesure) au bout de 15 secondes (temps
nécessaire pour que I’appareil soit stabilisé a 20°C) (pharmacopée européenne, 2001).
C-Détermination de Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la propriété que représentent certaines substances de dévier la
lumiére polarisée. L’angle de rotation optique d’un liquide est I’angle de rotation (a)
exprimé en (°C) du plan de polarisation a la longueur d’onde de la raie D du sodium
(avec = 589,3mm) mesurée a 20°C sous une épaisseur de 01 décimétre (pharmacopée

européenne, 2001).

Mode opératoire

Amener I’échantillon a une température spécifique est induire dans le tube en s’assurant
qu’il ne reste aucune bulle d’air interposée. Placé le tube dans le polarimetre et lire
I’angle de rotation dextrogyre (+) ou lévogyre (-) de 1’échantillon sur 1’échelle de

I’appareil.

Le pouvoir rotatoire est calculé selon la formule suivante: =
a

a : angle de rotation en degré lua 20 £ 0,5 °C

P : longueur en décimétre du tube polarimétre

| - masse volumique & 20°C en gramme par centimétre cube pour les besoins de la
pharmacopée, la masse volumique est remplacee par la densité.

IV.7.2. Mesure des indices chimiques

a-Deétermination d’Indice d’acide (In) :
e Principe
L’indice (Ia) est le nombre qui exprime en milligramme la quantit¢ d’hydroxyde de

potassium a la neutralisation des acides libres présents dans un gramme de substance.
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e Mode opératoire
Dissolvez 10g de substance a examiner dans 50ml de mélange égaux d’alcool et d’éther.
Le solvant doit étre neutralisé au préalable par I’hydroxyde de potassium 0,IM en
présence de 0,5 ml de solution phénolphtaléine. Aprés dissolution titrez par I’hydroxyde
de potassium 0,1M. Le titrage est terminé par la couleur rose qui persiste pendant au
moins 15 secondes (pharmacopée européenne ,2001).
I, =56,1%X n/m

n : volume de KOH 0,1M consommé

m : la masse de la substance a examiner.

Figure n°13 : Différentes étapes de la détermination de I’indice d’acide

b-Miscibilité a I’alcool

L’huile est dite soluble dans un n volume ou plus d’alcool d’un titre donné, si la
solution lipide dans n volume demeure limpide comparée a 1’huile essentielle non
diluée, apres addition progressive de nouvelles quantités d’alcool (avec une température
de 20°C) (pharmacopée européenne 2006).

c-Détermination de I’Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde est le nombre qui exprime en milliéquivalents d’oxygene actif la
quantité de peroxyde contenu dans 1000g de substance déterminée par la méthode
prescrite ci-dessous :

Dans une fiole conique de 250ml a bouchon rodé, introduisez 5g de la substance ajoutez
30ml d’un mélange de 3 volume d’acide acétique glaciale et 2 volumes de chloroforme

(pharmacopée européenne 2001).
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d-Détermination d’Indice de saponification
Dans une fiole de 250ml de verre borosilicaté et d’un réfrigérant a reflux, introduisez la
prise d’essai. Ajoutez 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0,5N et quelque bille
de verres. Adaptez le réfrigérant et chauffez a reflux pendant 30minutes sauf indication
contraire.
Ajoutez 1ml de solution phénolphtaléine titrez immédiatement par 1 acide
chloroformique 0,5N, (Viml d’acide chlorhydrique 0,5N). Effectuez un essai a blanc
dans la méme condition (V2ml d’acide chlorhydrique 0,5N) (pharmacopée
européenne 2001).
28,05 (V; —Vy)
5T P
Is : indice de saponification

Vi: volume en ml d’acide chlorhydrique 0,5M utilisé pour
I’essai a blanc
V,: volume en ml d’acide chlorhydrique 0,5M utilis¢é pour la

détermination de 1’indice

P : la masse en gramme de la prise d’essai.

Figure n°14 : Les différentes étapes de la determination de I’indice de

saponification
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e-Détermination d’Indice d’ester :

L’indice d’ester est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la saponification des esters présente dans 1g de substance.

Il est calculé a partir de I’indice de saponification (Is) et de D’indice (Ip)
(pharmacopée européenne 2001).

IE: IS_IA

Mode opératoire

on induit une prise d’essai de 2g d’huile dans le ballon puis a I’aide d’une burette, on
ajoute 25ml de la solution d’hydroxyde de potassium ainsi que des fragment de pierre
ponce.

f-Détermination de taux d’humidité :

Le taux d’humidité est déterminé avec un titreur Karl-Fisher. Un titreur Karl-Fisher est
utilisé pour la détermination de la teneur en eau de multiples produits. Il est basé
I’oxydation du dioxyde de souffre par I’iode dans une solution d’hydroxyde de méthane

(méthanol et une base de type RN) (pharmacopée européenne 2001).

Mode opératoire :

On branche le titrimétre automatique Karl-Fisher,

le cylindre de la burette et noter la position de robinet c'est-a-dire tourner le levier vers
la droite et choisir la vitesse dv/dt entre 3 et 5

Remplir la burette de gauche de méthanol + la solution auxiliaire et introduire le
mélange dans le récipient de titrage qui va étre neutralisé avec une temporisation de20
secondes, par la suite I’échantillon va étre agité jusqu'a ce que la pompe
« arrét »s’allume, le point final est éteint, le titrage est terminé. Calculer les résultats a

partir du titre et de la pesée.

IVV.8.Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle par CG/SM
a-Principe

C’est une méthode d’analyse par un chromatographe en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse, CG/SM, Perkin, EImer de marque Carlus500, qui consiste en la
détermination des masse des especes atomique ou moléculaire, elle donne des
informations sur la nature, la composition et la structure des espéces présentes dans

I’échantillon analysé et trés utile pour les analyses de traces.
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b-Mode opératoire
On injecte un volume de 3ml apres le réglage de tous les Paramétres de I’appareil de
CGI/SM ; Mode d’ionisation doit étre El+, le potentiel d’ionisation réglé a70 électron
volt, le gaz vecteur a 0.1ml/min qui prend un temps de scans de0.2 seconde avec un
débit du solvant de 5.9ml/min. Le balayage de scan doit étre comprit entre25 et 500 nm,
le passage de 1’échantillon s’effectue automatiquement dans une colonne de marque
Elite-5MS a une température d’injection de250°c.
Les Banques de données utilisées dans I’identification des composées sont :

- NIST

- WYLEY

- PELEGER

1VV.9. Evaluation de ’activité antimicrobienne de PHE de Rosmarinus tournefortii

V1.9.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé
a-Principe :

Le principe consiste a estimer I’inhibition de la croissance des microorganismes
(bactéries et champignons). Soumis au contact de 1’huile essentielle et ceci par méthode

de diffusion en milieu gélose.

Ce test est effectué par dépdt des disques en papier buvard stériles de 9mm imprégnés
d’une quantit¢ de 25 pl de I’huile essentielle sur un milieu gélosé préalablement

ensemencé par étalement avec une culture microbienne (Chao et al , 2000).
b-Mode opératoire
-Revivification et repiquage des germes

La revivification des souches microbiennes est réalisée par la méthode de stries sur
gélose nutritive pour les bactéries et sur milieu PDA (annexe 1) pour les champignons.
Les cultures sont incubées a 1’étuve a 27 a 28°C, pendant 18 a 24 heures pour les
bactéries et pendant 48h a 25°C pour les champignons. Les souches obtenues sont
repiquées dans des boites de Petri renfermant le milieu KingB (bactéries) et PDA

(champignons) puis incubées.
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» Préparation de I’inoculum

A partir d’une jeune culture de 18 heures pour les bactéries et 48 heures pour les
champignons, nous réalisons des suspensions troubles, en prélevant 3 a 5 colonies bien
isolées et identiques dans Sml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant
quelques seconde. La standardisation de la suspension & 10° UFC/ml est réalisée a I’aide

d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de 620mm.

Selon (Marc et al , 2004), on admet une DO comprise entre 0,08 et 0,1 correspond a
une concentration de 10" & 10° germes/ml, la suspension d’inoculum est diluée & 1 /10

dans I’eau distillée stérile pour avoir une concentration de 10°germes/ml.

> Ensemencement des boites de Petri

On trempe un écouvillon stérile dans la suspension d’Erwinia amylovora puis on étale
sur une boite de Petri stérile en strie et ainsi pour les suspensions de pseudonomas

savastoni, pseudomonas syringae, et pectobacterium carotovorum.
IVV.9.2Etude de I’activité antimicrobienne

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des H.Es, nous avons adopté la méthode de
diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose : appelée
aromatogramme. Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des antibiotiques
(Benjelali et al ; 1986).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Petri, avec création d’un gradient de concentration aprés un
certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit
antimicrobien sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition et en
fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera qualifiee de sensible trés sensible,

extrémement sensible ou résistante.
» dépdt de disques

Les disques absorbants stériles d’environ 9mm de diametre sont imprégnés d’huile
essentielle puis déposés a I’aide d’une pince stérile a raison de 3 disques par boite de

Petri. Le témoin correspond aux disques imprégnés d’eau distillée.
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Les trois disques/boite correspondent a des répétitions. Les boites de Petri sont ensuite
fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 30 minutes et mises a
I’étuve a température de 27 — 28°C pendant 24 a 48 heures pour les bactéries et 27 a

28°C pendant une semaine (figure 16).

Revivification des souches microbiennes Repiquage des souches microbiennes

‘an
- (N
;

Souche en milieu de
conservation

KingB/Bacteries
PDA/ champignon

Ensemencement de la suspension | Preparation et dépot
Préparation de I'inoculum  mjcrobienne et homogénéisation des disques

fi

./ i RN
//E/// ‘ d "’m“ ==
A partir d’ Eau
physiologique

Mesure de diamétre d’inhibition

Figure n°15 : les différentes étapes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

> lecture

-La lecture de Pactivité antibactérienne se fait par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’un pied de coulisse ou une regle en

(mm). Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre
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symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis a vis des huiles

essentielles. ( ponce et al .2003).

-Le diameétre des zones d’inhibition (ZI), nous permet d’estimer la résistance ou la
sensibilité des différents germes testés par I’HE, pour classer les germes nous avons

utilisé les normes (Tableau?) établies par Ponce et al. (2003).

Le classement des bacteéries et des champignons se fait dans 1’une des catégories :
sensible ou résistante.

Le résultat de cette activité est exprimé par le diamétre de la zone d’inhibition et peut
étre symbolisé par des croix ( tableau n °1).

Tableau n °1 : Les diamétres d’inhibition et leurs degrés de sensibilités Ponce et
al (2003).

Diamétre de la zone d’inhibition | Le degree de la résistance

D<8mm Souche résistante (-).

9mm < D< 14mm Souche sensible (+).

I5mm <D< 19mm Souche tres sensible (++).

D>20 mm Souche extrémement sensible (+++).

La lecture de I’activité antifongique de I’HE est évaluée par rapport a la croissance
radiale exprimée en pourcentage d’inhibition du mycélium par des composés volatiles,

en utilisant la formule décrite par Pandey et coll (1982) :

_DC-DT)

Pl x100

Pl : pourcentage d’inhibition.

Dc : le diametre moyen de la croissance mycélienne du champignon non traité en mm.

Dt : le diamétre moyen de la croissance mycélienne.
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1VV.9.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la

méthode de dilutions en milieu solide

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en HE capable d’induire
une réduction de la croissance microbienne de 90 %, donc ne laisse survivre que 10 %
de population. (Skandamis et Mycha.S ,2001),

La difficulté rencontrée pour I’utilisation des HES dans les milieux de culture a base
d’eau, c’est leur faible solubilité. Plusicurs substances ont été utilisées pour cette fin :
Ethanol ; méthanol, acétone en combinaison avec tween80, DMSO.(Prudent et
al .1995).

Nous avons effectué des tests préliminaires sur le choix de I’émulsifiant : le tween 80 et
le DMSO. Les résultats que nous avons obtenus ont révélé que le DMSO permet une
trés bonne dispersion des HEs dans le bouillon « PDA » et « King B » d’une part et

I’homogénéité de mélange.
» Préparation de la gamme de dilution

-La détermination des CMI a été accomplie uniqguement pour les germes microbiens
ayant montré une grande sensibilité vis-a-vis de 1’action antimicrobienne de I’HE. Les
souches résistantes n’ont pas été inclues dans notre recherche.

-La détermination de la CMI est réalisée par la méthode de dilution en milieu gélosé.
.L’He est d’abord diluée dans du DMSO selon les proportions 1/9 (Emulsifiant/HE)
méthode décrite par (Oussou et al 2004).

> Ensemencement en milieu solide

Liquéfier le milieu King B a 95°C dans un bain marie, couler aseptiquement a raison de

20 ml de gélose par boite de pétri et laisser solidifier sur la paillasse.

Transvaser chaque contenu des tubes dans les boites contenant la premiére couche de

geélose.

La préparation de I’inoculum a été faite de la méme maniere que 1’aromatogramme.
L’ensemencement de la souche microbienne se fait par touche a 1’aide d’un écouvillon.

L’incubation se fait dans les mémes conditions décrites auparavant.
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0.7ml de DMSO
+0.7 ml ’HE

10 ml de mélange

mmmepmmmga - [ 175%

I T A | ]

10 ml de mélange

Figurel6: Préparation des dilutions

> Lecture

La lecture des résultats se fait a I’ceil nu en observant s’il ya D’apparition d’une

éventuelle colonie microbienne, en comparaison avec une boite témoin sans HE.
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Chapitre V : Résultats & discussion

V.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement d’extraction de I’huile essenticlle obtenu par hydro distillation est montré dans le

tableau n® 2.

Tableau 2 : rendement en huile essentielle de la plante

Espéce Rendement %

Rosmarinus tournefortii 0,53%

L’hydrodistillation de la partie aérienne a été realisée avec le dispositif de Clevenger. Le
rendement moyen en huile essentielle est de 0,53%.Ce rendement en HE concorde avec les
normes, d’AFNOR (2002) qui sont égales a 0,5%.

Figure n°17 : Rendement en huile essentielle de Rosmarinus tournefortii

En Algérie, le rendement en HE peut varier d’une région a 1’autre selon les facteurs
pédoclimatiques. Une étude (Azoug, 1997) a rapporter un taux de 0,125% en HE extraite des
plantes de Rosmarinus officinalis cultivées dans la plaine de Mitidja. Ce taux est tres en dessous
du rendement obtenu au cours de notre extraction, ceci peut étre lié aux influence pédologique
(texture, composition, porosite et PH du sol). plusieurs études (Lis-Balchin et al., 2002) ont
confirmé que les fluctuations observées dans le rendement en HE peuvent étre attribuées non
seulement a 1’origine de la plante mais également a une multitude de facteurs (biotique et
abiotique), parmi ces facteurs, nous pouvons citer la température, 1’humidité relative, la durée

totale d’insolation et le régime des vents.
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V.2. Caractéristiques physico-chimiques
Les constantes physico-chimiques de I’HE ont été déterminées selon des méthodes normalisées.
Les résultats de ces mesures sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 3: Résultats des analyses physico-chimiques de I’huile essentielle de Rosmarinus

tournefortii.
Analyses physico- _
chimiques H.E de romarin Normes AFNOR (2001)
Densité & 20°C 0,911 0,907 - 0,914
Indice de réfraction a 20°C | 1,469 1,464 — 1,470
Pouvoir rotatoire -3,388° -5°a+10°
Taux d’humidité 0,13% /
Indice d’acide 1,12 <5
Indice d’ester 4512 2-15
Indice de peroxyde 10,36 5-20
Indice de saponification 5,678 /
Miscibilité a 1’éthanol Vmax = 0,5 1 vol

D’apreés les résultats obtenus (tableau 3), les indices chimiques de I’huile essentielle étudiée sont
conformes aux normes AFNOR (2000).

e Densité relative

L’huile essentielle de romarin présente une densité de 0,911, cette valeur est conforme a celle

donnée par AFNOR (2000).
e Indice de réfraction

L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé. Il est supérieur a celui de

I’eau a 20°C = 1,3356. L’indice de réfraction est inversement li¢ au degré de réfraction
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d’instauration de 1’huile de I’huile (Gacem et al., 1995), plus I’indice de réfraction est faible plus
I’HE est de qualité.

L’indice de réfraction de 1’huile essentielle de romarin a 20°C est de 1,469, ce qui est conforme
aux normes données par AFNOR (2002), ceci montre sa richesse en composants qui devient la

lumiére polarisée.

e Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire de I’huile de romarin trouvé est de 1’ordre de -3,388°.

Ce parametre physique nous donne un bon renseignement en ce qui concerne les composés, qui
sont responsable de la déviation du plan de polarisation (composés chimiques ayant une

asymétrie dans leurs compositions chimiques).

e Taux d’humidité
Le taux d’humidité dans I’huile essentielle de romarin est de 0,13%, cette valeur est faible, elle
traduit la bonne qualité de romarin égale a 1,12%. La valeur trouvée est conforme a celle
rapportée par AFNOR (2002).

Cet indice faible prouve que I’huile essentielle est stable et ne provoque pas d’oxydation
inquiétante, car I’huile en s’oxydant se dégrade rapidement et provoque une augmentation de

I’indice d’acide.
e L’indice d’ester

L’indice d’ester de I’HE de romarin est de 4,512, ce résultat est conforme a la norme AFNOR qui

préconise une valeur de 2 a 15.

e Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde de I’huile essentielle de romarin est de 1’ordre de 10,36, I’indice varie entre
5 et 20 selon AFNOR (2002).

L’indice de peroxyde renseigne sur la présence des substances anti oxydantes qui s’opposent a la
formation des peroxydes (Mordret et Coustille, 1997), plus I’indice est bas plus I’huile est

fraiche.
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¢ Indice de saponification

L’indice de saponification de I’HE de romarin est de 5,678, ce qui implique que I’HE de romarin

contient une faible quantité des acides gras a faible poids moléculaire.

L’indice de saponification rend compte de la longueur des chaines hydrocarbonées des acides

gras (plus le poids moléculaire est élevé plus 1’indice de saponification est faible (Bruni, 1994).

e Miscibilité a I’éthanol
L’HE de romarin est miscible a un volume maximal de 0,5ml de I’éthanol.
Plusieurs études ont demontré que les parameétres physico-chimiques influencés par les conditions
édaphiques et climatiques (Lis-Bachelin et al., 2002).

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais demeure non
suffisante pour caractériser I’HE. Il sera primordial de déterminer le profil chromatographique de
I’HE (Lis-Bachelin et al., 2002).

V.3.Résultats de la composition chimique de I’huile essentielle analysée par CG/SM
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Figure n°18 La composition chimique de I’huile essentielle de R.tournefortii analysée par CG/MS
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Les résultats de I’identification de la composition chimique de I’huile essentielle en % de

romarin a révéler 369 composants dont 5 sont majoritaires.(Tableau 4).

Tableau 4 : principaux composés chimiques (%) de I’HE de R tounefortii analysées par CG/MS.

Composants Temps de retention %
Camphene 8,737 18,636
a-pinéne 10,117 17,001
Caréne 11,563 10,132
Camphor 22,063 35,123
Cinéol 24,132 9,701
Phellandréne 12,133 1,59
a-Terpineol 26,510 0,91
Eucalyptol 13,48 0,37

Les résultats de I’identification qualitative et quantitative des composés chimiques par CG/SM de
I’HE R.tournefortii présentes dans le tableau n° 4. L’analyse chimique a fait ressortir un nombre
déterminé de constituants pour cette huile , la plupart des substances identifiés sont des mono
terpéne dont le camphre est le composé majoritaire dans la composition de cette huile (35,123%),
les autres composés mono terpéniques identifiés pour cette méme HE ont des teneurs
appréciables comme le camphene (18,636%), le a-pinene (17,001%), et le caréne (10,132%), et
le1-8 cinéol (9,701%).

Il existe dans la composition de cette HE, d’autre constituants minoritaires( comme il est indiqué
dans le tableau n °4) ; le Phéllandréne(1,59%),le a- Terpineol( 0,91%),et 1’Eucalyptol(0,37%) ,et

d’autre composés chimiques a des quantités trés infinimale(voir annex)

Nos résultats sont relativement différents de ceux obtenus par Arland (1997) sur la méme espece
dont ils retrouvent I’HE constituées de 37% de camphre, 20% de camphéne, 18,20% de a-pinene
et 11,40% de caréne et 1-8 cinéol, notre étude confirme cette composition mais avec des
pourcentages plus au moins différentes.
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Nos résultats concernant le profil chimique de 'HE de R.tournefortii concordent avec ceux de
Bendidouche et al (2011) qui ont montré que les essences de R.tournefortii originaire d’Algerie
sont caractérisées par des concentrations élevées en camphre, camphéne, a-pinéne (37% ; 20% ;
18,2%). 11 est a noté d’apres cette analyse que les composés acycliques comme le1-8 cinéol sont

présent a des concentrations relativement importantes.

Selon Senatore et al ., (2000), les variations rencontrées dans la composition chimique des HEs,
du point de vue qualitative et quantitative, peuvent dépendre de 1’un ou de la combinaison des
facteurs : le patrimoine génétique, 1’dge, ’environnement de la plante et la présence de

chémotypes.

I1 faut noter aussi que le biotope en générale a un impact sur la composition chimique de I’huile

essentielle ainsi que la période ou la saison de la récolte.
V.4. Evaluation de P’activité antimicrobienne « in Vitro » de ’HE de Rosmarinus tournefortii

L’étude de I’activité d’inhibition de I’huile essentielle du romarin a été effectuée par la méthode
des disques .Les résultats des tests effectues permettent de faire la mise en évidence de I’activité
antibactérienne et antifongique d’HE du romarin.

Si la souche est sensible, une zone d’inhibition circulaire se forme, c’est-a-dire que le
développement des bactéries au niveau de la zone de diffusion de I’échantillon est inactif.

Si la souche est résistante, le diametre de cette zone d’inhibition est négligeable, c¢’est-a-dire que

les bactéries n’ont pas été inhibées par la diffusion de 1’échantillon.
V.4.1Evaluation de ’activité antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii
L’¢étude de I’activité antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii a été évaluee
sur sept souches fongiques.

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux huiles essentielles (aromatogramme) sont

regroupés dans le tableau 5, les valeurs indiquées sont les moyennes de 3 mesures.
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Tableau n °5 : Résultats de I’activité antifongique d’HE de Rosmarinus tournefortii

Champignons phytopathogénes  |Pourcentage d’inhibition Sensibilité
Sclerotinia sp. 61% +++
Fusarium sp. 44,33% ++
Phytophtora sp. 39% ++
Trichoderma sp. 60% +++
Penicillium sp. 0% -
Cladosporium sp. 21% +
Rhizoctonia solani 11% +

Il est clair d’aprés le tableau 5 qu’il y a une forte inhibition de la croissance radiale de la
majorité des isolats fongiques par I’huile essentielle dont le Pourcentage d’inhibition le plus
important est celui de Sclerotinia sp (61%) suivit de Trichoderma sp (60%), Fusarium sp (44%),
Phytophtora sp .(39%), suivit de Cladosporium sp (21%), et Rhizoctonia sp sauf pour

Penicillium sp .(0%),0u nous n’avons observé aucune zone d’inhibition autour des disques.

Les résultats de I’activité antifongique « in vitro » d’HE de R.tournefortii obtenu a 1’aide de la
méthode de diffusion sur gélose montrant que I’activité antifongique de I’HEs de R.tournefortii
est en fonction du champignon cible. Il est avéré qu’aucune zone d’inhibition autour des
disques n’a été observé vis-a-vis de Penicillium sp, ce champignon possede un potentiel de

résistance tres €levé contre 1’action antifongique de I’HE de R.tournefortii.

En revanche, I’espéce Rhizoctonia solani a manifesté une résistance relative vis-a-vis de I’HE.
L’HE a présenté une forte activité antifongique vis-a-vis Tricoderma sp, Cladosporium,
Phytophtora sp, Fusarium sp, dont les pourcentages d’inhibition sont 60%,
respectivement.21%,39%, 44,33%.

Il est a noté que I’activité antifongique la plus élevée a été enregistrée avec Sclérotiniasp, avec
une valeur de 61%. Donc I’huile essentielle de R tournefortii a un effet inhibiteur sur la plupart
des champignons testé sauf sur le penicillium, ce qui confirme I’efficacité antimicrobienne de

I’HE vis-a-vis de ces champignons phytopathogeénes.
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1- Sclérotiniasp (témoin) - Sclérotiniasp(huile essentielle)

-Trichoderma sp (huile essentielle)

VA

3-Rhizoctonia solani(témoin) -Rhizoctoniasolani(huile essentielle)
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4-Phytophtora sp.(temoin) -Phytophtora sp (huile essentielle)

5-Fusarium sp (témoin) -Fusarium sp (huile essentielle)

B
4

‘l
o A
| #

Yoo

6-Penicillium sp (témoin) -Penicillium sp (huile essentielle)
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7-Cladosporiumsp.(témoin) -Cladosporiumsp.(huile essentielle)

Figure n°19 : Effet d’HE de R.tournefortii sur Sclérotinia sp ,Trichoderma sp,Rhizoctonia
solani ,Fusarium sp ,Phytophtora sp, Pénicillium sp, Cladosporium sp

V.4.2 Evaluation de IPactivité antibactérienne de I’huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii sont
présentés sur le tableau 6 ou nous avons mesuré les diametres des zones d’inhibition en (mm).

Tableau 6 : Résultats de 1’activité antibactérienne d’HE de Rosmarinus tournefortii

Bactéries phytopathogénes Diameétre Sensibilité
d’inhibition

Erwinia amylovora (gram-) 36 £0,53 +++

Pseudomonas syringae (gram-) 19 +0,33 ++

Pseudomonas savastanoi (gram-) 330,00 +++

Pectobacterium carotovorum (gram-) 16 +0,00 ++

L’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii .pure présente une forte activité sur les 4 souches
bactériennes testées (D>9). Les diametres des zones d’inhibition varient de 16 mm a 36 mm
(tableau 6).

La sensibilité des bactéries est déterminée selon le diamétre du halo d’inhibition par la méthode

de diffusion sur gélose.

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition révélent qu’Erwinia amylovora et
Pseudomonas savastonoi apparaient extrémement sensible vis-a-vis des huiles essentielles de

Rosmarinus tournefortii testées.
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Les souches Pseudomonas syringae et Pectobacterium carotovorum sont modérément sensible

vis-a-vis des huiles essentielles (tableau 6).
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Figure n°20 : Effet d’HE de R.tournefortii sur :
a-Erwinia amylovora (Gram-),

b-Pseudomonas savastonoi (Gram-),
c-Pectobacterium carotovorum (Gram-)et
d-Pseudomonas syrigae (Gram-)

Si la souche est sensible, une zone d’inhibition circulaire se forme, c'est-a-dire que le

développement des bactéries au niveau de la zone de diffusion de 1’échantillon est inactif.

L’étude de D’activité inhibitrice de I’huile essentielle de R.tournefortii a été effectuée par la
méthode des disques (aromatogramme). Les résultats effectués permettent de faire 1’identification

de I’activité antibactérienne de notre huile essentielle.

Si la souche est résistante, le diameétre de cette zone d’inhibition est négligeable, d’autre part que

les bactéries \ champignons n’ont pas été inhibées par I’huile essentielle diffusée.
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Les résultats ci-dessus concernant 1’activité antibactérienne in vitro obtenu a 1’aide de la
méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme) montrent que [’activité
antibactérienne de 1’huile essentielle de R.tournefortii testée est en fonction de la
bactérie cible. Pseudonomas syringae posseéde un potentiel d’inhibition moderé et par
consequence I’action antibactérienne de I’HE de R.tournefortii est modéremment

inhibitrice vis-a-vis cette bactérie.

En revanche la souche pectobactérium carotovorum a présenté une résistance tres
faible vis-a-vis de I’HE 16mm, en effet, cette HE a présenté une activité antibactérienne

modérée.

Il est a noter que I’activité antibactérienne la plus élevée a été enregistré avec la souche

Erwinia amylovora

Avec une valeur moyenne de I’auréole d’inhibition de 36,53mm, ces résultats

concordent avec des travaux qui ont été menée sur R.officinalis L.

Des résultats similaires ont été enregistrés avec d’autre type d’HEs par Akin et
Aktumsek (2009), en testant I’HE d’Eucalyptus camaldulensis, on a remarqué que
Erwinia amylovora est 2 fois plus sensible que Pseudomonas savastonoi et trois fois

plus sensible que Pectobactérium carotovorum a I’action de I’HE de R.tournefortii.

Bendidouche et al., 2011 ont montré que les huiles essentielles de R.tournefortii
d’Algerie possédent une activité antibactérienne élevée contre Escherichia coli et

staphylococus aureus.

D’aprés Kalamba et Kunicka (2003), la sensibilité d’un microorganisme aux HEs
dépend des propriétés de I’HE et le microorganisme lui-méme. Il est bien comme que
les bactéries a gram+ sont plus sensibles aux HEs que les bactéries a gram-, plusieurs

¢tudes testant 1’activité inhibitrice de HEs confirment ce phénomeéne.

Selon Poole(2001), la grande résistance des bactéries a Gram- aux HESs est liée en partie
a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces microorganismes qui contient un double

membrane, contrairement a la structure membranaire simple des bactéries a gram+.
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A P’inverse, Celikel et Kavas (2008) ont souligné que I’action des HEs volatiles a peu

d’influence sur I’inhibition de la croissance des bactéries a Gram — et Gram +.

Cependant, quelques HEs semblent étre plus spécifiques, et exercent une importante
activité inhibitrice contre les bactéries a Gram+ que sur gram-. Les mécanismes d’action
des HEs et leurs sélectivités envers certaines bactéries restent jusqu’a présent mal

étudiés.

Les propriétés antibactériennes des composés des HEs sont en partie liées a leurs
caractéres lipophiles menant a I’accumulation au niveau des parois bactériennes
perturbant ainsi le fonctionnement perméabilité des membranes cellulaires, dégradation
de la paroi cellulaire, dommage de la membrane cytoplasmique , coagulation du

cytoplasme et 1’épuisement de force motrice des protons (Ultee et Smid, 2001).

Selon Delaquis et al, (2002) ont estimé que 1’activité antimicrobienne de certaines HEs
pourrait étre attribuée a la présence des composés mineurs présents a de faibles taux non
négligeables tel que carvacrol, myrthénal, géraniol,.... Connus pour exhiber une activité
antibactérienne dans les phénomeénes de synergie entre les différents constituants qui

peuvent étre a I’origine d’une prévisibles par les composés majoritaires.

Ainsi, les effets antimicrobiens des HEs ont été expliqués principalement par la
présence des terpénes, les hydroxyles des groupements phénoliques sont capable de se
liés aux sites actifs des enzymes cibles par des liaisons d’hydrogene. Les alcools
terpéniques sont connus par leur fort pouvoir antibactérien, dd a leur solubilité sans
I’eau, ce qui leur confére une haute habilité a pénétrer les parois des cellules

bactériennes (Belleti et al, 2004).

Inouye et al, (2001), ont rapporté que les alcools aliphatiques posseédent une activité
modérée sur plusieurs bactéries. La position de groupe fonctionnel de I’alcool s’est
avérée importante dans I’activité antibactérienne, d’autre part, les esters peuvent aussi
participer a 1’effet antimicrobien tel que 1’acétate de géranyl, acétate de néryl, et a-
terpenyl qui possedent une grande activité antibactérienne. Cependant, la comparaison
de I’efficacité des HEs a travers les différentes publications reste difficile a réaliser, et
cette difficulté réside au niveau des différents parametres externes incontrdlables. Donc

I’activité antimicrobienne d’une HE peuvent changer par sa composition chimique, par
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les génotypes, aux méthodes employées pour évaluer 1’activité antimicrobienne (la

technique de diffusion par disque sur agar ou par méthode de dilution).

Les résultats obtenus par chacune de ces deux méthodes peuvent étre différents selon le
choix et les conditions physiologiques des microorganismes. La période de 1’exposition
du microorganisme a I’HE, aux doses d’HE utilisées, le choix de 1I’émulsifiant pour
solubiliser les HEs ceux-ci autant de facteurs pouvant expliquer parfois des résultats

contradictoires des différentes études.
V.4.3/Résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
V.4.3/Résultats de la (CMI) des bactéries testées

L’huile essentielle de R.tournefortii a révélé une activité antibactérienne intéressante.
Les CMI sont été calculées uniquement pour les souches qui ont préalablement
présentées une sensibilité importante vis-a-vis de notre HE, cependant, d’aprés les
résultats d’aromatogrammes Erwinia amylovora et Pseudomonas savastonoi sont les

souches les plus sensible dans I’ensemble des bactéries testées.

Tableaun®7 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice de I’'HE du
R.tournefortii sur les bactéries testées.

Concentration 3.5% | 1.75% | 0.875% | 0.437% | 0.218% | 0.109% | 0.054% | 0.027%

en HE(%

Bactérie

Pseudomonas - - + + + + +

savastonoi

Erwinia - - - + + + +

amylovora

- : Inhibition + : Croissance

D’aprés les résultats cités dans la littérature scientifique, et d’apres le tableau n°7 nous

remarquons que I’HE du romarin inhibe 1’activité d’Erwinia amylovora a une
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concentration de 3 ,5 % a 0,875%. Et I’activité de Pseudomonas savastonoi a une
concentration de 3.5%a 1,75%. Les résultats obtenus révelent que la bactérie Erwinia

amylovora qui a été la plus sensibles, a présenté la CMI la plus faible égale a 0,875%.

Témoin

Les concentrations : 3.5%,1.75%0,875%.

Figure n°21 : CMI d’Erwinia amylovora

Témoin

Les concentrations : 3.5%,1.75%0,875%.

Figure n°22 : CMI de Pseudomonas savastonoi

L’huile essentielle de R.tournefortii a révélé une activité antifongique intéressante. Les
CMI ont été calculés uniquement pour les souches qui ont préalablement présenté une
sensibilité importante vis-a-vis de I’HE, cependant, D’aprés les résultats
d’aromatogrammes Trichoderma sp, Sclérotinia sp, Rhizoctonia solani , Phytophtora
sp sont les souches les plus sensibles .
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Tableau n°8 : Détermination de la CMI de I’HE du R.tournefortii sur les souches
fongiques.

Concentration 3.5% 1.75% | 0.875% | 0.437% | 0.218% | 0.109% | 0.054% | 0.027%
en HE(%)

champignons

Phytophtora sp - - + + + + + +
Trichoderma sp - - - + + + + +
Rhizoctonia - - + + + + + +
solani

Sclérotiniasp - - - + + + + +

- : Inhibition + : croissance

Les résultats obtenus de la CMI révélent que la bactérie Erwinia amylovora, qui a été la
plus sensibles, a présenté la CMI la plus faible égale a 0,875%.et que les champignons

les plus sensibles sont Trichoderma sp et Sclérotinia sp.
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Conclusion & perspectives

Parmi les contraintes qui pésent sur l’agriculture, les maladies et les ravageurs,
regroupés sous le terme de « bio agresseurs », rendent nécessaire le développement de
méthodes a la fois toujours plus innovantes respectueuses de 1’environnement et
efficace, a fin délimiter les dégats et donc les pertes qu’ils occasionnent.

Et a fin de contribuer a la valorisation de la flore algérienne, nous avons mené une étude
qui s’appuie sur les résultats de I’extraction de 1’huile essentielle de romarinus
tournefortii a partir de la partie aérienne et de ses analyses physico-chimiques, ainsi que
les résultats de son identification par CG/MS et de son activité antimicrobienne.

Les résultats obtenus indiquent que le rendement d’extraction de 1’huile essentielle par
hydro distillation est de 0,53% de plus les résultats physico-chimiques ont montré que
I’huile essentielle de R.tournefortii est de qualité supérieure par rapport a 1’indice
d’acide, I’indice de réfraction, le taux d’humidité et la densité.

L’identification de la composition chimique par CG/MS a permis d’identifier a fait
ressortir un nombre déterminé de constituants dans cette huile essentielle , la plupart des
substances identifiés sont des mono terpene dont le camphre est le composé majoritaire
dans la composition de cette huile (35,123%), les autres composés mono terpéniques
identifiés pour cette méme HE ont des teneurs appréciables comme le camphéne
(18,636%), le a-pinéne (17,001%), et le carene (10,132%), et le1-8 cinéol (9,701%).
La mise en évidence de I’activité antibactérienne sur 1’ensemble des souches
(Pseudonomas savastonoi, pectobactérium carotovorum, Erwinia amylovora) nous a
démontré que I’huile essentielle du Rosmarinus tournefortii est douée d’une activité
inhibitrice sur ces bactérie phytopathogenes et sur I’ensemble des champignons testés
(Rhizoctonia solani, Fusarium sp, sclérotinia sp, Cladosporium sp, Trichoderma sp,
Phytophlora sp) sauf sur Penicillium sp qui s’est avéré résistant au H.E de Rosmarinus
tournefortii

Les résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice de ’'HE du
R.tournefortii sur les 6 souches microbiennes étudiées révelent que la bactérie
Erwinia amylovora, a été la plus sensible, elle a présenté une CMI la plus faible égale
a 0,875%. Les champignons les plus sensibles sont Trichoderma sp et Sclérotinia sp.

qui ont présenté une CMI qui est égale a 0,875%.
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Conclusion & perspectives

Ces résultats révelent que notre plante présente des potentialités et pourrait étre utilisée
et exploitée avec succes pour la gestion des pathologies végétales. Ces maladies causées
pour la plupart par des organismes qui entrainent des pertes considérables sur le
rendement et la qualité des cultures et qui sont dans la plupart des cas incurables par
voie chimique.

Cette étude constitue une premiére étape dans la recherche de molécules bio pesticides
de I’huile essentielle de R.tournefortii .Elle mérite d’étre poursuivi par d’autres études
pour confirmer leur activité.

Il serait intéressant de tester 1’effet de 1’huile essentielle de R.tournefortii sur d’autres
agents phytopathogenes.

Il serait aussi d’intérét de rechercher et caractériser les molécules bioactives existantes

dans cette huile essentielle.
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Annexes

COMPOUNDS LIST:

Retention | Compound Name Match Find | Rev. Match | Area Height

Time Find

0.617 22-(2- 235 254 2618 2154
Methoxyphenyl)-1-
[1-(2-cyclohexyle

0.643 ?Yohimban-16- 260 660 1815 1468
carboxylic acid, 17-
(acetyl

0.703 ?Butanedioic acid, 282 322 4 1775
tetrakis[(trimethylsi

0.787 ?2,4- 210 370 18890 6764
Bis[trichloromethyl]
-6-[4,a,a-trifl

0.883 ?Dimethyl 1-(4- 241 542 2678 1965
methoxyphenyl)-
naphthalen

1.010 ?3-Ethoxycarbonyl- | 204 308 693 911
3-
demethylthiocolchici

1.037 ?5-Hydroxy-N- 236 267 8767 2642
stearoyltryptamine

1.110 ?1,3,5-Triazine-2,4- | 311 525 3683 1946
diamine, 6-chloro-N,

1.297 ?Chrysanthemaxanth | 278 386 794 1031
in

1.330 ?Methylmercuric 351 440 200 1423
iodide

1.480 ?[4-(Chloro- 333 559 2500 762
difluoro-methoxy)-
phenyl]-(4

1.570 ?Dibenzo[c,g][1,2,5, | 203 333 788 440
6]tetraphosphocin, 5

1.693 ?3,3- 358 785 692 1144
Bis(phenylthio)-5a-
cholestane

1.747 ?Bis(diphenylarsine) |272 403 1328 2020
oxide

1.793 ?0xaprozin 265 562 2330 1710

1.837 ?9-Hydrazono-3,6- | 282 555 707 1750
dichloro-2,7-bis-(2-
pip

1.877 ?(Methoxy-1- 259 415 146 934
propynylmethylene)
pentacarbo

2.007 ?3-Ethoxy- 293 371 5468 1867
1,1,1,7,7,7-
hexamethyl-3,5,5-t

2.090 ?Tetracosane, 12- 228 251 11278 3562
decyl-12-nonyl-

2.213 ?2-Propenoic acid, | 287 794 6335 2439
2,2,3,3,44,55,6,6,7

2.283 ?Ethanamine, N- 469 976 2592 1243
methylene-

2.327 ?1-Bromo-2-n- 264 429 799 2062
hexylbenzene

2.443 ?2-Octen-4-one 424 807 7612 3240




Annexes

2.540 ?Heptane 619 966 13045 4327

2.607 ?[Chloro(phenylthio) | 254 416 3901 2635
methylenimino]sulfu
r

2.740 ?Phosphine, ethyl- | 330 639 11746 2158

2.913 ?Methyl 2- 243 501 1044 1211
(benzenesulfonamid
0)-2-(ethoxy

3.093 Octane 899 926 321385 89284

3.203 Acetone 978 980 14321340 | 3517480

3.517 ?Cyclobutane, 1,2- | 509 836 16334 4438
diethyl-, cis-

3.687 ?Cyclopentane, 2- 518 790 36672 7071
ethylidene-1,1-
dimethyl

3.870 ?4- 470 708 39396 8063
Isopropylcyclohexyl
amine

3.933 ?2-Propen-1-ol, 2- | 298 841 2466 3874
methyl-, acetate

3.980 ?Ethoxyacetylene 413 979 4406 3139

4.053 ?Heptane, 2-methyl- | 531 786 35192 8269
3-methylene-

4.167 ?Butanoic acid, 3- 348 711 272 1170
hydroxy-, methyl
ester

4.417 3,3,5,5- 807 898 129320 28179
Tetramethylcyclopen
tene

4.540 Formic acid, 2- 852 894 182204 53745
propenyl ester

4.633 Butanal, 3-methyl- | 919 919 485286 116927

4.760 ?Hexen-1- 392 654 22714 5303
ylcyclohexane

4.867 22-(2- 215 252 4309 1192
Methoxyphenyl)-1-
[1-(2-cyclohexyle

4,983 ?Aluminum, 248 842 1063 313
tetraethylbis(ee-
methylaminato

5.210 Tricyclo[2.2.1.0(2,6) | 865 905 312888 45422
Jheptane, 1,3,3-tri

5.533 Furan, 2-ethyl- 882 888 1856065 293306

5.763 ?1,6-Dimethylhepta- | 594 830 44826 8255
1,3,5-triene

5.943 ?1,3- 735 843 113706 21095
Cyclopentadiene, 5-
(1,1-dimethyleth

6.143 Bicyclo[2.2.1]hept- | 869 883 1600456 185662
2-ene, 1,7,7-trimethy

6.473 ?Anthraquinone, 1- | 273 624 759 1145
(p-bromophenyl)-

6.567 ?Methanol, (1,4- 460 803 30703 4761
dihydrophenyl)-

6.660 ?4-Acetoxy-3- 244 278 14624 9694
bromo-2,3-dimethyl-
5,5,8,8-

6.947 Tricyclo[2.2.1.0(2,6) | 913 913 55217860 | 4694600
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Jheptane, 1,7,7-tri

7.360 (1R)-2,6,6- 840 840 169297200 | 18878230
Trimethylbicyclo[3.
1.1]hept-2
7.507 trans-4-Ocimene 830 830 20810230 | 3949622
7.740 Bicyclo[3.1.0]hex-2- | 898 901 46250940 | 13342600
ene, 4-methyl-1-(1-
m
7.937 Toluene 919 930 799897 211201
8.070 ?3-Buten-2-ol, 2- 695 845 26169 9450
methyl-
8.157 ?4-Dehydroxy- 362 505 51730 24191
2,3,3,4,5,6,7-hepta-
O-methy
8.247 1,7,7- 810 841 241893 46880
Trimethylbicyclo[2.
2.1]hept-5-en-2
8.573 Bicyclo[2.2.1]heptan | 870 872 16267870 | 2073968
e, 7,7-dimethyl-2-me
8.737 Camphene 905 907 189978400 | 18567960
8.910 ?1,3,7-Octatriene, 734 744 8185482 2734971
3,7-dimethyl-
8.977 Camphene 918 921 26702900 | 13652420
9.350 Hexanal 928 928 1085749 255696
9.593 ?2-Butenal, 2- 530 902 6765 2568
methyl-
9.850 1-Hexen-3-one 889 897 1936119 422488
10.117 &-Pinene 886 886 206382500 | 17641120
10.277 Bicyclo[3.1.1]heptan | 875 875 64686850 | 15080870
e, 6,6-dimethyl-2-me
10.643 Bicyclo[3.1.0]hexan | 912 919 34084500 | 4468146
e, 4-methylene-1-(1-
m
10.973 Bicyclo[3.1.0]hex-2- | 889 889 9047501 1667398
ene, 4-methylene-1-(
11.197 0-Xylene 772 848 135697 25101
11.350 22- 428 982 16290 6129
Aminocyanoacetami
de
11.563 3-Carene 915 917 15153740 | 1014997
11.877 1-Pentene, 4,4- 785 838 452650 141835
dimethyl-
12.133 a-Phellandrene 844 844 407007100 |16292610
12.633 ?2-Propynenitrile, 3- | 607 999 3820132 823838
fluoro-
12.743 ?Cyclopentane 626 999 419189 212024
12.787 ?Pentadecanoic acid, | 309 587 418315 277008
3-methylbutyl ester
12.830 ?Clofazimine 245 318 341812 311199
12.867 ?2,4-Bis[4-chloro- 189 341 371302 174497
trans-styryl]-6-[(3-
py
12.900 (+)-4-Carene 909 910 56456990 | 8588806
13.357 Cyclohexanol, 1- 780 781 225457300 (16678840
methyl-4-(1-
methyletheny
13.483 Eucalyptol 859 859 79127580 | 7025926
13.903 ?2- 472 626 3177747 857027
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Furanmethanamine,
tetrahydro-

14.037 ?1,4-Methano-3- 363 899 148647 196049
benzoxepin-5,10-
diol, dec
14.097 Eucalyptol 857 858 13877850 | 6270594
14.273 ?4,4-Dimethyl-2- 622 669 175544 62098
propenylcyclopentan
one
14.370 Furan, 2-pentyl- 924 924 1218562 416926
14.517 trans-4-Ocimene 911 912 1608568 377551
14.757 3-Carene 865 871 87046350 | 17438040
14.810 ¢-Terpinene 883 883 31512350 | 16604180
14.977 3-Octanone 884 886 51375090 | 12240610
15.110 ?Benzene, (1- 327 433 173517 37972
methylhexadecyl)-
15.417 0-Cymene 855 862 97108670 | 15551600
15.563 Benzene, 1-methyl- | 885 888 20629680 | 11551170
3-(1-methylethyl)-
15.670 (+)-4-Carene 857 871 226365 72361
15.843 (+)-4-Carene 917 918 66153780 | 17301280
15.963 ?0ctanal 744 933 430560 139596
16.063 ?2(1H)-Pyridinone, | 427 615 58640 15265
1-[2-deoxy-3,5-bis-
O-
16.117 Benzene, 1-ethenyl- | 767 802 69929 26360
3,5-dimethyI-
16.207 ?3-Hepten-2-one 584 922 25201 12412
16.293 1-Hepten-3-one 828 852 1784765 561288
16.377 trans-2-(2- 871 898 1104856 316422
Pentenyl)furan
16.540 ?2-Decen-1-ol 576 688 140331 28247
16.667 Cyclohexanone, 817 857 135858 39987
2,2,6-trimethyl-
16.763 2-Penten-1-ol, (Z2)- |813 816 303298 98111
16.860 ?8- 694 772 808716 222748
Oxabicyclo[5.1.0]oct
ane
16.987 ?Fumaric acid, 549 598 242122 42870
myrtenyl octyl ester
17.183 ?3a,7a-Epoxy-1H- | 573 605 185183 49663
inden-4(5H)-one,
tetrahy
17.303 5-Hepten-2-one, 6- | 842 911 1386272 436029
methyl-
17.400 ?trans-4-methoxy 647 708 204423 67714
thujane
17.487 a-Campholenal 842 860 262204 70423
17.713 1-Hexanol 866 872 1399643 358244
17.853 ?Ethanone, 1-(1- 648 817 80840 27936
ethyl-1H-pyrazol-4-
yh-
17.913 ?Cyclohexanone, 2- | 669 800 192257 48280
ethyl-
17.993 3-Hexen-1-ol 799 858 122998 32613
18.173 ?p-Cymen-7-ol 645 768 68598 18239
18.293 ?2,16,27,28- 298 321 24200 13740

Tetraazaheptacyclo[
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15.7.1.1(
18.400 ?1-Hydroxymethyl- | 593 656 156536 35710
7,7-
dimethylbicyclo[2.2
18.560 3-Hexen-1-ol 907 949 9851730 2736465
18.763 ?Cobalt, [1,1,1,1- 278 308 1716 2186
(04-1,3-
cyclobutadiene
18.907 ?Nonanal 738 805 10246970 | 2377318
19.097 ?Cyclohexanone, 632 736 159645 49827
2,3-dimethyl-
19.160 2-Hexen-1-ol, (E)- |895 913 427720 110478
19.320 Benzene, 1- 879 897 2484751 663342
methoxy-2-methyl-
19.527 trans-2-Caren-4-ol | 858 861 2019914 524978
19.773 Carveol 815 815 2852929 510329
20.043 Benzene, 1-methyl- | 900 901 12954540 | 3051253
4-(1-methylethenyl)-
20.157 cis-Linaloloxide 900 937 2689394 762072
20.417 1-Octen-3-ol 928 939 68504620 | 12844760
20.563 ?Bicyclo[2.2.1]hepta | 703 704 1163169 243032
n-2-one, 3,3-dimethy
20.767 Bicyclo[3.1.0]hexan- | 842 878 13418860 |3391888
2-ol, 2-methyl-5-(1-
20.933 trans-Linalool oxide | 840 842 1781350 468666
(furanoid)
21.007 ?2,6,10-Dodecatrien- | 689 715 1280992 288030
1-ol, 3,7,11-trimeth
21.153 ?1-Buten-3-yne, 1- | 465 734 33849 11920
(1,1-
dimethylethoxy)-,
21.320 ?2-Pyrazinamine, 288 468 124489 38071
N,N-dimethyI-
21.450 a-Campholenal 811 872 13318930 | 2941650
21.687 Copaene 915 918 15576260 | 4036913
21.903 ?1,6-Dimethylhepta- | 633 766 683134 179632
1,3,5-triene
22.063 Camphor 917 923 143510900 | 20071550
22.170 (+)-2-Bornanone 928 931 32419570 | 16866010
22.290 (-)-a-Bourbonene 870 886 1105026 251874
22.460 ?3-Cyclohexene-1- | 737 753 3802675 1004232
carboxaldehyde,
1,3,4-t
22.547 2-Nonenal, (E)- 825 895 667444 228896
22.637 ?lsoledene 572 659 90388 24582
22.873 1,6-Octadien-3-ol, 872 873 86629460 | 17556860
3,7-dimethyl-
22.923 1,6-Octadien-3-ol, 881 881 29923930 | 16372910
3,7-dimethyl-
23.137 1-Octanol 887 888 1042371 348488
23.253 2-Cyclohexen-1-ol, |889 891 47307840 |10881050
1-methyl-4-(1-
methyle
23.377 Pinocarvone 873 877 12041090 |3173774
23.617 Bicyclo[2.2.1]heptan | 836 851 9086739 1772322
-2-ol, 1,7,7-trimeth
23.807 Bornyl acetate 911 911 115406000 |18968410
24.080 Bicyclo[2.2.1]heptan | 786 829 22050860 | 5224528
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-2-ol, 2,3,3-trimeth

24.223 3-Cyclohexen-1-ol, |889 890 72386620 |16872420
4-methyl-1-(1-
methyle
24.323 Caryophyllene 877 878 80351750 | 16806500
24.467 ?Furan, 2-(2- 696 818 403060 156423
propenyl)-
24.560 1H- 899 908 2499590 880944
Cycloprop[e]azulene
, decahydro-1,1,7-
24.690 1-Cyclohexene-1- 761 782 2226025 617634
carboxaldehyde,
2,6,6-tr
24.817 2-Cyclohexen-1-ol, |895 898 40911430 | 9669210
1-methyl-4-(1-
methyle
24.960 ?Bicyclo[2.2.1]hepta | 675 874 413642 115868
n-2-ol, 3,3-dimethyl
25.130 ?Benzeneacetaldehy | 724 900 4637247 875910
de
25.257 2-1sopropylidene-3- | 750 795 4771173 626288
methylhexa-3,5-
dienal
25.477 Bicyclo[3.1.1]heptan | 881 898 33178160 | 8652520
-3-ol, 6,6-dimethyl-
25.623 1-Methylcyclohexa- | 759 910 1702487 403643
1,3-diene
25.873 a-Terpineol 761 761 112103200 | 16982200
26.003 1,47,- 889 893 41966900 | 6643307
Cycloundecatriene,
1,5,9,9-tetram
26.210 Citral 785 799 11680120 | 2292015
26.510 a-Terpineol 865 865 191140800 | 18949240
26.737 endo-Borneol 883 886 31692710 |10287390
26.997 Epizonarene 816 818 2649329 867884
27.077 ?lsosativene 710 776 8763373 2990477
27.197 3-Cyclohexen-1-one, | 796 814 9810363 2893810
2-isopropyl-5-
methyl
27.280 1H- 896 916 28885700 | 7188595
Benzocycloheptene,
2,4a,5,6,7,8,9,9a-
27.423 ?Naphthalene 549 893 45859 23564
27.537 2-Cyclohexen-1-ol, |875 892 22946380 | 6028903
3-methyl-6-(1-
methyle
27.637 ?1, 1, 5-Trimethyl-1, | 569 678 545644 249001
2-dihydronaphthale
27.717 Carveol 756 758 1957701 539658
27.817 ?10-epi-¢-Eudesmol | 373 679 28140 11956
27.980 Naphthalene, 875 875 53198950 | 10778020
1,2,4a,5,8,8a-
hexahydro-4,7
28.123 Ethanone, 1-(4- 812 834 227098 83936
methylphenyl)-
28.210 Cyclohexene, 3-(1,5- | 829 831 2534853 832144
dimethyl-4-

hexenyl)-
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28.293

?Cyclohexeneg, 5,6-
diethenyl-1-methyl-

651

678

7309623

2051047

28.430

Bicyclo[3.1.0]hexan-
3-ol, 4-methylene-1-

799

815

2993952

850859

28.503

cis-muurola-3,5-
diene

861

894

335114

180193

28.580

Bicyclo[3.1.1]hept-
2-ene-2-methanol,
6,6

800

814

14224460

4187780

28.700

1H-
Benzocycloheptene,
2,4a,5,6,7,8,9,9a-

804

805

4523221

925826

28.877

Bicyclo[3.1.0]hexan-
3-ol, 4-methylene-1-

858

859

29860230

7431461

28.997

Cyclononasiloxane,
octadecamethyl-

811

889

949466

301362

29.157

22-(1,1-
Dimethylethyl)-6-(1-
methylethyl)

668

898

106497

44134

29.263

2-Buten-1-one, 1-
(2,6,6-trimethyl-1,3-
cy

751

804

8511082

2180467

29.453

2-Cyclohexen-1-ol,
2-methyl-5-(1-
methyle

829

833

6638556

1820888

29.563

Naphthalene,
1,2,3,4-tetrahydro-
1,6-dime

891

894

10491390

1583917

29.720

Benzenemethanol,
a,a,4-trimethyl-

891

902

14233220

3967555

29.957

5,9-Undecadien-2-
one, 6,10-dimethyl-,
(E

922

923

5746962

1935170

30.063

Bicyclo[3.1.1]heptan
e-2-methanol, 6,6-di

784

817

1646053

256868

30.237

Bicyclo[3.1.1]heptan
e-2-methanol, 6,6-di

751

77

284678

77984

30.297

?a-Farnesene

589

750

371844

97989
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Annexe 1 : « Matériel de laboratoire utilisé »

e Appareils
- Agitateur Vortex.
- Autoclave (Stérilisation a chaleur humide 120°c).
- Bain Marie .
- Balance analytique.
- Balance de précision.
- Etuve.
- GC/SM (Perkin Elmer Clarus 500).
- Polarimétre .
- Réfractométre.
- Spectrophotométre UV-Visible (Shimadzu).

- Titrimétre

- Le Clevenger

L’aareil d’extraction Clevenger est constitué de :

- Un support élévateur
- Une plaque chauffante
- Un ballon rond d’une capacité de 2 litres

- Un doseur des huiles essentielles
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e Petit matériel et consommable
- Anse de platine.
- Bec bunzen.
- Bécher .
- Boites de Pétri stériles a usage unique.
- Burette graduée .
- Disques en papier absorbants.
- Ecouvillons stériles & usage unique .
- Entonnoir .
- ErlenMeyer .
- Etiquettes .
- Fiole conique.
- Fiole Jaugée .
- Papier Aluminium.
- Pince .
- Pipettes graduées .
- Pissette .
- Portoir pour tubes .
- Seringues stériles en plastique a usage unique .
- Tubes & essai en verre a vis et a fond plat .
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Annexe 2 : « Milieux de culture utilisés »

e Milieu PDA (pour les champignons) :

- 200 g de pomme de terre

- 10 g de D-glucose .

-15gd’Agar.

-H20 distillée(1000ml)

Johnson et Booth(1983)-Plant pathologists Pocket Book C.M.I

e Milieu King B (King et al, 1954).
Ce milieu est utilisé pour cultiver les bactéries phytopathogénes a 28°C pendant 24 (PH
7,2) a72h.1l se compose de:
- Peptone 20,09
- Glyceérol 10,0 ml
- Phosphate dipotassique 1,5 ¢
- Sulfate de magnésium 1,5 g
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- Agaragar bactériologique 15,0 g
- Eaudistillee 1000ml

-Balance de précision -Etuve (incubateur)

PHmétre -Bain marie

Réfractomeétre Densimétre Réfractométre
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Montagne de Bouira(lieu de la récolte de Rosmarinus tournefortii)
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