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Résumé

ActivitéantimicrobienneinvitrodesextraitsdeRosmarinusofficinalisL.delarégiondeBlida

Cetteétudeapourobjectifl’évaluationdel’activitéantimicrobiennedel huileessentielleetde
I’extraitméthanolique deRosmarinusofficinalisL.

L’extractionde I’huileessenticllea étéréalisée parhydrodistillation,lesextraitsméthanoliques
ont été obtenus par la méthode d’extraction par solvantenutilisant le
Soxhlet.Lerendement,lescaractéristiquesorganoleptiquesetchimiquesde
I’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.ont été déterminés.
L’huileessentielleestactiveinvitrocontreErwiniaamylovora(30
mm),Pseudomonassyringaepv.savastanoi(16
mm),Pectobacteriumcarotovorumcarotovorum(14
mm).Etpossedeuneefficacitémoyennementmarquéesurunegammedechampignonsphytopathoge
nes,asavoir :Sclerotiniasp. (18 mm),Phytophtorasp. (25 mm),Trichodermasp. (15
mm),Alternariasp.,Botrytissp.etRhizoctoniasolani(12 mm).
LesextraitsbrutsmeéthanoliguesontmontréuneactivitéantibactériennepositivesurErwiniaamylovo
ra(15 mm) etPseudomonassyringae pv. syringae (12 mm).Par
contre,leursactivitésantifongiques ontété révéléespositivesseulement surTrichodermasp. (12

mm).

Motsclés:huileessentielle,extraitméthanolique,activitéantibactérienne,activitéantifongique,anal

yseschimiques, RosmarinusofficinalisL.



Abstract

InvitroantimicrobialactivityofextractsofRosmarinusofficinalisL.intheregionofBlida

Thisstudy aimstoevaluatetheantimicrobialactivity
oftheessentialoilandmethanolextractofRosmarinusofficinalisL.
Theextractionoftheessentialoilwascarriedoutbysteamdistillation,themethanolextractswere
obtained bythesolvent extractionmethod byusingtheSoxhlet.
Performance,organolepticandchemicalcharacteristicsoftheessentialoilofRosmarinusofficinalisL
.were determined.

TheessentialoilisactiveinvitroagainstErwiniaamylovora(30
mm),Pseudomonassyringaepv.Savastanoi(16
mm)andPectobacteriumcarotovorumcarotovorum(14
mm).Andpocessesanaverageefficiencyonarangeofphytopathogenicfungi,suchas:Sclerotiniasp.
(18 mm),Phytophthorasp. (25 mm),Trichodermasp. (15 mm), Alternariasp.,
Botrytissp.andRhizoctonia solani(12 mm).
ThemethanoliccrudeextractsshowedapositiveantibacterialactivityonErwiniaamylovora(15
mm)andPseudomonassyringaepv.Syringae(12

mm).Whereas,theirantifungalactivitieswerefoundpositiveonlyon Trichodermasp. (12 mm).

Keywords:essentialoil,methanolextract,antibacterialactivity,antifungalactivity,chemicalanalysi

s,RosmarinusofficinalisL.
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Introduction

L’étudedelachimiedesplantesesttoujoursd’unebrilanteactualitémalgrésonanciennete.
Celatientprincipalementaufaitqueleregnevégétalreprésenteunesourceimportante d’une

immense variété de moléculesbioactives(Ferrari, 2002).

SelonlaFAO(FoodandAgricultureOrganization),lalutteintégree
estdéfiniecommeétantlaconceptiondelaprotectiondescultures
dontl'applicationfaitintervenirunensembledeméthodessatisfaisantlesexigencesalafoisécologi
ques,economiquesettoxicologiquesenréservantlaprioritéalamiseenceuvredélibéréedesélément
snaturelsde limitationetenrespectantlesseuils de tolérance.

C’estL'applicationrationnelled'unecombinaisondemesuresbiologiques,biotechnologiq
ues,chimiques,physiques,culturalesouintéressantlasélectiondesvégétauxdanslaquellel'emploi
deproduitschimiquesphytopharmaceutiquesestlimitéaustrictnécessairepourmaintenirlaprésen
cedes organismesnuisiblesendessousdeseuilapartir duquelapparaissentdesdommages ou
uneperte économigquementinacceptables.

Leprincipede I'agriculture intégréecaractérise des pratiquesagricolesmenant a
desalimentsdequalitéenutilisantdesmoyensnaturelsetdesmécanismesrégulateursprochesdece
uxquiexistentdanslanature,pourremplacerlesapports(intrants)polluantsetcolteux, et pour
assurerune agriculture visant ledéveloppementdurable.

Lesmoyenshiologiques,techniquesetchimiquessontutilisésdemaniéereéquilibrée
pourprendreen compte la protection del'environnement,ainsi que
lesexigenceséconomiques(rentabilité) etsociales.

Danscettemémeoptique,etpourdesconsidérationsdedéveloppementdurable,nousavons
entrepriscetravailquiportesurl’étudedel’activitéantimicrobiennedesextraitsdeRosmarinusoffi

cinalisL.delafamilledeslamiacéesconnuepoursonpouvoiranti-inflammatoire etantimicrobien.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Organisation_des_Nations_unies_pour_l%27alimentation_et_l%27agriculture
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http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89cologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sciences_%C3%A9conomiques
http://fr.wikipedia.org/wiki/Toxicologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biotechnologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biotechnologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Physique
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_nuisible

Introduction

LeromarinestunarbustespontanétrésrépanduenAlgérie,quipoussesurtoutprésdelaMé
diterranée,surunsolcalcaire.Onpeutaussilecultiverdanslesjardinspartoutatraversiemonde.Onp
eutlereconnaitreparseslonguesetmincesfeuillesvertes,sanspétioles.Alafloraison,leromarincon
tientdesgrappesdepetitesfleursdontlacouleurvarie du bleuauviolet.

Nousavonsfixécomme objectifdanscetravail,1’étude

del’effetantimicrobiendecetteplantevis-a-

visdesbactériesetdeschampignonsphytopathogenesetcecipardesconfrontationsinvitroenboites
de Pétri.

Cetravailapourfinalitédepermettrel’utilisationduromarincommeagentdeluttebiologiq
ue.
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Chapitrel GeéneralitéssurRosmarinusofficinalisL.

LeRomarin ou Romarinofficinal
dontlenomscientifiqueestleRosmarinusofficinalisL.,estun
arbrisseaudelafamilledesLamiacées(oulabiées),poussantal’étatsauvagesurlepourtourméditerr
anéen,enparticulierdanslesgarriguesaridesetrocailleuses,surterrainscalcaires.Fraicheouséché
e,cetteherbe
condimentaireseretrouvedanslacuisineméditerranéenne,estunevariétéamélioréesecultivedans
lesjardins.C'estuneplantemellifere;lemiel
deromarin,ou«mieldeNarbonnex»estréputé(Rameauetal.,2008).C'estégalementunproduitfréq
uemmentutiliséenparfumerie.Enfin,onluiattribuedenombreusesvertusphytothérapeutiques ou

phylogénétiques.

Ilestemployépouramélioreretstimulerlamémoireencoreaujourd’huienGrece, lesétudia

ntsenfont bruler dansleurschambres en période d’examens (Boullard,2001).

I.1. Etymologie
Lenom«romarin»viendraitdulatinkrosmarinus»(roséedemer)(Scheler,1862),oubiend

ugrec«rhopsmyrinos»(buissonaromatique)(Genaust,1996)ouencoredulatincrhusmarinus»(s

umacdemer)(Rameauetal.,2008).0nl'appelleégalement

«herbe-aux-couronnes»,etenprovencal,«encensier»(Max,2008).
SelonBeloued(2001),plusieursappellations sont attribuéesauRosmarinusofficinalisL. :

v" Lesnomsarabes:klil,Hatssa,Loubon, hassalban.

v" Lesnomsberbéres:lazir,Aziir,Ouzbir, Touzala.

1.2. Descriptionbotanique

Leromarinpeutatteindrejusqu'a 1,50 m  dehauteur,voirejusqua 2 m
enculture(Figurel).llestreconnaissableentoutesaisonasesfeuillespersistantessanspétiole,cori
aces,beaucouppluslonguesquelarges,auxbordslégerementenroulés(Figure3),vertsombreluisa
ntsurledessus,blanchatresendessous.Leurodeur,trées  camphrée,évoqueaussil'encensd'ou il

doit son nom«encensier»enprovencal.

Lafloraisoncommencedeslemoisdefévrier,parfoisenjanvier,etsepoursuitjusqu'enavril-
mai.Certainesvariétéspeuventfleurirunedeuxiéemefoisendébutd’automne(McVicar,2006).La
couleurdesfleurs,quiseprésententengrappesassezsemblables

adeseépis,variedubleupéleauviolet.Ontrouveégalement,maisplus


http://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Parfumerie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phytoth%C3%A9rapie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phytoth%C3%A9rapie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille
http://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9tiole
http://fr.wikipedia.org/wiki/Camphre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Encens_(r%C3%A9sine_oliban)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Floraison
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fleur
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rarement,lavariétéafleursblanchesR.officinalisalbiflorus.Leur
caliceestvelu,adentsbordéesdeblanc.Ellesportentdeuxétaminesayantunepetitedentversleurbas
e.Lalévreinférieuredelacorolle estprofondémentdivisée,faisantpenser
aulabelledecertainesorchidées(Figure2).ChezlaplupartdesLamiacées, lefruitestun

tétrakene.Cedernierest decouleurbrune(Trujanoet al., 2007; Bekkaraet al., 2007).

1.3. Systématique
Laclassificationbotaniquecomplétede la famille des
IamiaceaEn’étaitachevéEqu’audébutdu20émesiécleenraisondel’extrémevariabilitédesespéces.

L’unedesplusimportantes delaflore d’ Algérie,compte plus de200 genreset 3500espéces.

Selon Quezel et Santa (1963), le romarin est classé comme suit:

= Regne :Plantae.

= Embranchement :Spermaphytes.

= Sous-embranchement : Angiospermes
= Classe :Dicotylédones.

= Sous-classe : Dialypétales.

= Ordre :Lamiales (labiales).

= Famille : Lamiaceae.

= Genre :Rosmarinus.

= Espéce :RosmarinusofficinalisL.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Calice_(botanique)
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tamine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Corolle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Labelle_(botanique)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Orchid%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9trak%C3%A8ne
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Figure 1 : Aspectsmorphologiques deRosmarinus officinalisL.

(Photo originale, 2014)

Figure 2 : lafleur deRosmarinusofficinalisL.(Photooriginale, 2014)

Figure 3:Feuilles du romarin(Photooriginale, 2014)
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I.4. Répartitiongéographique du romarin

Leromarinestoriginairedusuddel’ EuropenotammentdesrégionsdelamerMéditerranée,
onletrouvedanstoutlesolAlgérien(QuezeletSanta,1963),dansl’Espagne,lesuddelaFrance,l’Ita
lie,laGrece(Teuscheretal.,2005).0Onletrouveprincipalementdanslesterrainsaridesetensoleillé
s,commelesgarrigues,lesmaquisetlesrocailles.lin'appréciepasunesécheressetropimportantema

issecontentedel’numidité du littoral,d'ou il pourraittenir son nom («roséedemeren latin).

Ilestrépanduentreleniveaudelameret650metresd’altitude(Rameauetal.,2008).Parfois
jusqu'als500 metresd'altitude (Panda, 2009).
Leromarinestcommundans toute 1’ Algérie jusqu’au Sahara (Beloued, 2001).

I.5. Culture du romarin
Leromarinsecultivedansunendroitensoleillé,dansunsolcalcaireetbiendrainé(Polese,20
06).Bienquecesoituneplanteaimantlesclimatschauds, ilsupportelesgeléessilesolneconservepas
I'hnumidité.llsemultiplie facilementauprintempsou a l'automnepar bouturageou
marcottage;plusdifficilementenétépar
semiscarsagerminationestlente(Polese,2006).Leromarinestassezrésistantauxnuisibles.llcraint

toutefoislerhizoctone brunen casd'humidité trop importante(Panda,2009).

1.6. Productionmondiale

LeromarinestcultivéalargeéchelleenEspagne,enTunisie,auMaroc,enltalie,enFrance,e
nAlgérieetauPortugal,principalementpourenextrairedel’huileessentielle(Panda,2009).Lapro
ductionmondialed'huileessentiellederomarinatteint200a300tonnesen 2005 (Faroogiet al.,
2005).

Eninde,laCIMAP(CentrallnstituteofMedicinalandAromaticPlants)aintroduitlaprodu
ctionderomarinalafindesannées80,quis'estdéveloppéeaucoursdesannées90(McVicar,2006).
Cetteproductionestconcentréedanslesud,danslesNilgirietautourdeBangalore(Faroogi  etal.,
2005).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Garrigue
http://fr.wikipedia.org/wiki/Maquis_(botanique)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bouturage
http://fr.wikipedia.org/wiki/Marcottage
http://fr.wikipedia.org/wiki/Semis_(agriculture)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizoctone_brun
http://fr.wikipedia.org/wiki/Inde
http://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%AElg%C3%AEri_(Tamil_Nadu)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bangalore
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1.7. Diversusages de romarin

LeRosmarinusofficinalisL.possédedespropriétésaromatiques,antioxydantes,antimicro
biennes,anti-
tumoraleetantihépatotoxiques.L’activitéantioxydanteestliéeauxcomposésphénoliquesprésent
sdansleromarin(acidecarnosiqueetcarnosol,diterpénesabietanes,aciderosmarinique,esterdel’a
cidehydroxycinnamique).Cescomposésavecd’autresisoprenoides(stérols,isopréne,mono-
etditerpenes,tocophérolsoucaroténoides)jouentlerdledeprotection;ilssontconsidéréscommeco
nstituantsbioactifs(Touafek,2010).

1.8. Principes actifs du romarin
Lesprincipauxconstituants du romarinresponsablesdesdifférentespropriétés sont :

1.8.1. Lesacidesphénoliques:principalementl’acidecarnosique,acidevanillique,car
nosol,aciderosmarinique....lIsontunegrandeactionantimicrobiennequichanged’unevariété
auneautreduromarin. Cequi témoigneduchangement delateneurenpolyphénols(Morenoet
al., 2006).

1.8.2. Lesflavonoides:CetteplanteesttrésricheenflavonoidesdontO7sontprincipaux:lu
téoline,ériocitrine,hespiridine,diosmine,isoscutellarin7-0-glucoside,hispidulin7-0-
glucoside,genkwanine.Cescomposéssontlocalisesdanslesfeuilles,lesfleurs,lesracinesetlestige
s.Leurconcentrationchangedurantl’évolutiondelaplante(Del Bano et Castillo, 2004),
(Okamuraet al., 1994).

1.8.3. L’huileessentielle:L huileessentielleduromarin(1a2%danslaplante)contient:d
el’a-
pinéne(7a80%),delaverbénone(1a37%),ducamphre(1a38%),del’eucalyptol(1a435%),duborné
0l(4419%),del’acétatedebornyle(jusqu’al0%)etducamphéne.
Enplusdel’huileessentielleontrouvedansleromarin:2a4%dedérivéstriterpéniquestelsque:1’aci
deursolique,l’acideoléanolique,l’acétatedegermanicol;deslactonesditerpéniques:picrosalvine
,dérivésdel’acidecarnosolique,rosmanol,rosmadia,desacidesphénoliques,desacidesgrashydro
xyléssurtoutdesdérivesdel’acidedécanoique,desacidesgrasorganiques:1’acidecitrique,glycoli
queetglycérique,desstérols,delacholing, du mucilage (Bellakhdar, 1997)et
delarésine(Beloued,1998).
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Lecriblagephytochimiquedel'extraitethanoliquedespartiesaériennesduromarinaindiqu
élaprésencedesflavonoides,destanninsetdessaponines,etl’absencedesalcaloidesdans 1’extrait
aqueux(Gonzalez-Trujanoet al., 2007).

Okamuraetal.,(1994)ontpuisolerdel’extraithydro-
méthanoliquedesfeuillesduromarintroisflavonoidesglycosylés(lutéoline3'-O-f-D-
glucuronide,lutéoline3'-O-(4"-Oacétyl)-p-D-glucuronide,etlutéoline3'-O-(3"-O-acétyl)-p-D-
glucuronide),ainsiquel'hespéridine.

18elémentsminérauxontétéidentifiésparlaspectrométried’émissionatomique,les plus
abondants sont : Al : 146.48 mg/kg; Ca:7791.80 mg/kg; Fe : 330.16 mg/kg; K:14916.23
mg/kg; Mg: 1634.55 mg/kg; Na : 2711.87 mg/kg; P : 1474.60 mg/kg; Cr:

97.36 mg/kg;Sr: 74 .65 mg/kg(Arslanet al.,2007).

1.9. Méthodesd’extractions des principesactifs
L’extractionestunetechniquedeséparationengéniechimique.Cettetechniqueutiliseunm
oyend’extractionpourseparersélectivementunouplusieurscomposésd’unmélangesurlabasede
propriétéschimiquesouphysiques(MouasetLachenani,2010).Ellepermetdesolubiliserlesmét
abolitesdelamatierevégétaleenlaissantlamatricecellulaireinsoluble.Lesproduitsainsiobtenuss
ontdesmélangescomplexesdemétabolitessousformedeliquides,semi-
solidesousousformedepoudresapresévaporation du solvant(Handa et al., 2008)
Onpeutclasserlestechniquesd’extractionendeuxgrandsgroupes:lestechniques«classiques»etle
stechniques«émergentes».
1.9.1. Lestechniquesclassiques
Lesopérationsde I'extractionclassiquesregroupentplusieursméthodesdifférentesénuméréesci-
apres :

a) Extraction au Soxhlet
L’extractionparSoxhlet,quiaétéemployépendantlongtemps,estunetechniquestandardetlaréfér
enceprincipalepourévaluerlaperformanced'autresméthodesd'extractionsolide-
liquide(Figure4).L'extractionparSoxhletest
unetechniquegénéraleetbienétablie,etquidépasseenperformancelesautrestechniquesconventio
nnellesd'extraction,excepté dans lecas de I'extractiondescomposésthermolabiles(Tyler et
al., 1881).
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Figure 4:Dispositif expérimentald'unextracteurSoxhlet(BenAmor, 2005).

b) L’hydrodistillation
L’hydrodistillationestuneexpérienced’extraction.Elleconsisteaextraireleprincipeactifd unepl
ante.Sonprincipeconsisteaimmergerlamatiérevégétaledansunbaind’eau,ensuitel’ ensembleest
portéaébullitionsouspressionatmosphérique. Lachaleurpermetl’éclatementetlalibérationdesm
oléculesodorantescontenuesdanslescellulesvégétales.Cesmoléculesaromatiquesformentavecl
avapeurd’eauunmélange.Sachantquelatempératured’ébullitiond’unmélangeestatteintelorsqu
elasommedestensionsdevapeurdechacundesconstituantsestégalealapressiond’évaporation,ell
eestdoncinférieureachacun des points d’ébullitiondessubstances pures (Crouzet,1996).

¢) La macération
Lamacérationestuneopérationquiconsistealaisserlapoudredumatérielvégétalencontactprolong
éavecunsolvantpourenextrairelesprincipesactifs.C’estuneextractionquisefaitatempératuream

biante.Lamacérationnedoitétreconfondueavecl’infusionoula décoction(Mellat, 1997).
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d) L’infusion
C’estlamiseensuspensiond'unsolidedansunliquidechaudoul'arrosagedusolide,parce  liquide
afin dedissoudre lesconstituantsutiles suivi du refroidissementdumélange.

e) La décoction
C’estl'opérationdanslaquellelesolideestmisabouillirdansunliquideenvued'extrairelespartiesso
lubles.

f) L’expression
Oupressage Cette opérationconsiste a«faire sortir»un produitenexercant une pression.

g) L’enfleurage
L'enfleurageafroid,leplusanciendesprocédés,estaujourd'huipresquetotalementabandonné. Ilét
aitprincipalementutilisépourlesfleursfragiles(exemple:violette)quinesupportentpaslachaleur.
Ondeposelesfleurssurdeschassisdeverreenduitsdegraisse.Onlaissereposer:lagraisseabsorbele
smoléculesodorantes.Onrenouvellelesfleurssouventjusqu'a saturation
delagraisse(Boussettaet al., 2009).

h) La percolation
L'extractionestobtenueparpassagelentetrégulierd'unsolvantautraversd'unepoudrededroguepla
céedansunpercolateur.Lesquantitésdedroguesetdesolvants,laduréeetledébitdel'écoulement,la
températureetl'agitation,lagranulométriedeladrogue, letyped'appareilutilisésontautantdepara
metresdenatureainfluersurl'extraction(Boussettaet al., 2009).

1.9.2. Lestechniquesémergentes
Parmilesdifférentesméthodesémergentes on peut citer :

a) Extractionassistée parultrasons
Cettetechniqueestapparueen1950,avecdeséquipementsdetailledelaboratoire.Ellereprésenteun
eadaptationdel'hydrodistillationoudel'extractionparsolvantorganique.Eneffetlamatiérepremie
reestimmergéedansl'eauoudanslesolvant,etdanslemémetemps,elleestsoumiseal’'actiondesultr
asons.Cettetechniqueetétédéeveloppéepourl’extraction  de  certainesmoléculesayant  un
intérétthérapeutique(Besombes,2008).

b) Extractionassistée parmicro-ondes
Extractionassistéeparmicro-ondesestunenouvelletechniquequicombinel’utilisationdesmicro-
ondesetd’autresméthodestraditionnelles. Danscesprocédés, lamatiérevegétaleestchaufféeparm
icro-
ondesdansuneenceinteclosdanslaquellelapressionestréduitedemaniéreséquentielle.Lescompo

sésvolatilssontentrainésparlavapeurd’cau
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forméeapartirdel’cauproprealaplante.llssontensuiterécupérésal’aidedesprocédésclassiquecon
densation,refroidissement,etdécantation.Desétudesdémontrentquecettetechniquepossedeplus
ieursavantagestelsquelegaindetempsd’extraction,utilisationdepetitesquantités desolvant, et
un rendementd’extraction élevé(Hemwimonet al., 2007).

c) Extraction parfluide supercritique
L’extractionparfluidesupercritique(SFE)estunetechniquealternativedontlebutestalafoisderéd
uirel’utilisationdesolvantsorganiquesetd’augmenterlerendementd’extraction. Lepointcritique
d’unesubstancepureestdéfinicommeleplushautpointdetempératureetdepressionauquellasubst
anceestal’étatd’équilibreliquide-vapeur.Au-
dessusdecepoint,unfluideseformeetcetétatestappelél’étatsupercritique. Ainsilefluidesupercriti
quepossedelescaractéristiquesalafoisdugazetduliquide. Lefluidesupercritiquepeutdissoudreun
elargevariétédecomposésorganiquesetsonpouvoirdesolvantpeutétremodifiéautourdesonpoint
critiqgueenfaisantvarierlégerementlatempératureoulapression.Cefluidepossédedespropriétéss
upérieuresdetransfertdemasseenvertudesafaibleviscosité,safaibletensiondesurfaceetdesonfor
tcoefficientde diffusion.llpeut pénétrer lesmicroporesdesmatériaux(Wanget Weller,2006).

d) Extractionassisté parinduction électromagnétique
Lapartd'électricitéentrantdanslaconsommationtotalenetted'énergiedesindustrieschimiquesest
de42%,carelleestutiliséeessentiellementpourlaforcemotriceetpourl'électrolyseaqueuse.D'une
maniéregénérale,l'industriechimiqueévoluerad'autantplusversles solutions
électriquesqu'elleytrouvera:

e Destechniquesfiables, donc desfraisd'entretienréduits.

e Une finesse de régulation.

o Deseffetspositifs sur I'environnement.

e Desadaptationssimplespour lesprocédésdéjaenplace (Lucas,1996).
Danscesens,laconquétedenouveauxmarchésalancél’inductiondansdessecteursnouveauxet,en
particulier,verslachimieetverslegrandpublic.Graceal’ apparitiondecomposantsdecommutatio
nplusrapide,desutilisationsaplushautefréguenceontpuétredéveloppéespourdesmatériauxnon
métalliques.Cesdernieresannéesontdoncvuémerger desapplicationsnouvellesprésentant
unfort caractére innovant(Gerard,2000).
Lechauffageparinductionestunetechniqueélectrothermiquepermettantdechaufferdesmatériau

xconducteursd’électricité,sanscontactmatérielavecunesourceélectrique(Facheet al., 1995).

11
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I1.1. LesBactériesphytopathogenes
Lesbactériesconstituentunedivisiontaxonomiqueregroupantlesprocaryotespourvusd’u
neparoi,partiellementforméedepeptidoglycanes.OnyrencontrelesbactériesGramnégatif(Graci

licutes) etlesbactériesGrampositif (Firmacutes) (Semal,1996).

Laplupartdesbactériesphytopathogenessensustrictosedéveloppentrapidementsurdesm
ilieuxdeculturesimples,courammentutilisésenmicrobiologieetleurisolementapartirdestissusvée
gétauxestdeslorsaisé.Uncertainnombrecependant(dysphagobactéries),nécessitentdesmilieuxt
rescomplexespourcroitreinvitrotandisquedanslaplante-
hote,leurdéveloppementestgénéeralementlimitéauphloemeouauxyléme.Desinteractionsentreb
actériesetvégétauxsesontétabliestoutaulongdel’évolutionetontmisenplacedesmécanismesrela

tionnelscomplexespouvantaboutiralapathogénése(Semal,1996).

11.1.1. Symptémesprovoqués par les bactéries phytopathogenes
Lessymptomesprovoquésparlesbactériesphytopathogenessonttresvariés
:onconnaitdestrachéobactérioses,homologuesdestrachéomycoses,maispourlesquelleslesiteinf
ectieuxinitialpeutétreplusvarié:infectionracinaire,commepourFusariosesvasculairesouVertici
Ilioses(ex.
:Pseudomonassolanacearum),maisaussitransmissionparlagraineoulesblessuresdetigesoupéti
oles(ex. :Corynebacteriummichiganense),transmissionparColéopteres(ex.
:Erwiniatracheiphila),ouréabsorptionparleshydatodesdesgouttesd’eauexsudéesauborddesfeu
illes.Danscecasl’infectionestdescendanteet,apresl’apparitiondelésionsenformedeValamarge
desfeuilles,onpeutavoirmigrationdanslespétiolesetlestiges(ex.

:Xanthomonascampestrispv.Campestris) (Messiaen etal., 1991).

DenombreusesbactériestelsquePseudomonasetXanthomonaspeuventsecomporterenp
arasitesfoliaires,provoquantsoitdespustulesnoires,soitdestachesd’abord«graisseuses»puisnéec
rotiquesenleurcentre,souvententouréesd’unhalovertpaleoujaune,signedel’émissiond’unetoxi
ne.Lesbactériesprovoquantdestachesfoliairessontleplussouventvéhiculéesd’unefeuilleal’ autr
eparlechocetlerejaillissementdegrossesgouttesd’cau(pluieouaspersion)quilesfontpénétrerdan
sleschambressous-stomatiques.

Latransmissionpargrainesestfréquente,lesbactériespeuventcontaminerseulementlesté

guments,ou envahir lescotylédons. Alagermination on peut observer, soit
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deslésionssurlesplantules,ouseulementunenvahissementépiphytediscretdesjeunesplantes,jus

qu’austade sensible survenant plus tardivement(Messiaen etal., 1991).

11.1.2. Lesphasesd’infection

Pourbénéficierdesélémentsnutritifsnécessairesalacroissance,leschampignonsparasites
vontseheurteradesbarriéresphysiquesefficacesdelaplante:la
cuticulefoliaire,l’écorcedestigesetdesracinesoulesparoiscellulaires.Peudechampignonsexerce
ntuneactionmeécaniquesuffisantepourfranchircesobstacles;ilspénetrentalorsparlesouverturesn
aturelles(exemple,stomates),oulesblessures,ouapresladigestiondesstructuresdesurface.Pourc
oloniseretdétruirelaplante,ilsdéploientdesarmeschimiquestrésvariéesparmilesquelles,lesenzy
mes, lestoxines,leshormonesetlespolysaccharidesreprésententunarsenaldontl’importancedans
lapathogénievariecependantd’unparasiteetd’une plantea 1’autre (Strange, 2003; Duhouxet
Nicole, 2004).

11.1.3. Caractéristiquesdessouchesbactériennesutilisées
a) Erwinia amylovora
LegenreErwinia,faitpartiedelafamilledesEnterobacteriaceaequiregroupelesbactéries
pathogénesd’animaux,d’insectesoudeplantes(Cornelissenetharvey,2012).Cesontdesbactéri
esaGramnégatif,anaérobiesfacultatifs,mobilesgraceadesflagellespéritriches(Sharma, 2005).

ErwiniaamylovoraestuneespecephytopathogenetrésimportanteenAlgérie,quiprovoqu
echezlesplantesdesnécrosessechesetdesflétrissements
;ellesneproduisentnienzymespectolytiques,nipigmentsjaunes(Semal,1996).C’estlapremiéreb
actérieidentifiéecommeresponsabled unemaladiechezlesplantes.Ellefaitpartiedel’embranche
mentdesProteobactérie,laclassedesGammaProteobactérie,]’ ordredesEnterobacterialesetlafa
milledesEnterobacteriaceae(Julie,2000).Elleestresponsabledufeubactérien,cettemaladietires
onnomcarl’infectionparlabactérieprovoqueunebrulureet un dessechement

desarbrescommesi ellesavaientétébruléesparlefeu(Abigailet Salyers,2005).

b) Pseudomonassyringaepv. syringae
Cettebactérieprovoquedesnécrosesplusoumoinsétenduessurlesfeuillesetlestiges.Onlat
rouveabondammentenAlgérieentantqu’épiphyte,maisellepeutégalementétrepathogene,infect

antseshotesal’occasiondeblessuresouviadesfleurs,lorsqueles
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conditionsclimatiquessontfroidesethumides.Sagammed’hoteesttreslargeetlessymptomesqu’e
[leinduitsontvariés.Surlesarbresfruitiersanoyaux(cerisiers,pruniers,péchers,abricotiers),ellein
duit,surtigeetsurtronc,deschancressouventassociésauneexsudationdegommeetquipeuventcau
serledépérissementetlamortdel’arbre.Surlesfeuilles,lessymptémesdelabactérieapparaissentso
usformedeperforationscaracteéristiques.Cettemaladiesetransmetnotammentparlesblessuresetp
eutdoncfacilementsepropagerparlataillechezlesjeunesarbres,silesprécautionsnesontpasprises
pour désinfecter les outils (Semal,1996).

c) Pseudomonassyringaepv. Savastonoi
Cepathovarsinduitdesgallesparenchymateusessurplusieursespécesd’Oleaceaedontl’o
livier.Sonmoded’actionestassociealasynthese,parlabactérie,d’unehormonevégétale : I’acide

indole-acétique (Semal,1996).

Pseudomonassyringaepv.savastanoiestconsidérécommeleseulpathogéneresponsable
delaformationdesnécrosesbactériennesdesoliviers(Bradbury,1986).Cettemaladiebactérienn
eestpratiquementrépanduedanstoutlebassinMéditerranéen(ZoharyetSpiegel-
Roy,1975).EnFranceetenAfriquedunordonluidonnelenomdetuberculose ou chancre

bactériende ’olivier.

Labactériepénétredanslestissusduvégétalal’occasiond uneblessureprovoquéeparlegel
Jimpactdesgrélons,legaulagedesfruitsoutoutsimplementlesplaiesdetaille.Cettemaladie,trésc
ontagieusesurcertainesvariétés,peutétreégalementtransmiseparlestechniquesdemultiplication
(greffage,bouturage)apartirderameauxprovenantd’arbrescontaminés(Quesadaetal., 2008 ;
Young,2004).

L’attaquecommencetimidementsurlesbrindillesdesrameauxetn’épargnepaslescharpen
tesetletronc.Ellesemanifestepardestumeursparenchymateusesaformeirreguliére,decouleurver
teaudébutetasurfacelisse.Lediamétredecestumeursaugmenteaufuretamesuredel’ évolutiondel’
attaqueetlesfissuresdeviennentirréguliéres.Ensuite,onassisteaubrunissementdelasurfacedeces
tumeurs.Cetteproliférationcellulaireanarchiquetraduitlasynthéseparlesbactériesdel’ AIA (acid
eindol acetique) (Senhaji,1999).

14
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L’impact delamaladiese traduit sous diversaspects :
= Pertede feuillesdesbrindilles du faitde I’étranglementmettanthors
circuitl’alimentationdesfeuillesenaval ;
= Dessechement du bois parsuite d’une photosynthese défaillante ;
= Réduction de production;
= Dansunephaseultérieure,réductionmémedelatailledesarbresparsuited’ unevégétationd

ésordonnée.

C’estlemucusbactérienqui,ens’écoulantdestumeursd’arbresmalades,propagelamaladieen
oliveraie.Quelsquesoientlesmodesdetransmission,l’inoculumprovoquel hyperplasiedestissus
del’hote,quisemanifesteparl’apparitiondetumeursd’abordsurlesjeunesbrindilles,puissurlesra
meauxetparfoissurlesfeuillesetlesfruits(Suricoetal.,1985; Y oungetal.,2004).Suivantlasévérit
édel’attaque,lestumeursbactériennespeuventétreplusoumoinsdéveloppéesetplusoumoinsgén
éraliséessurl’arbre.lln’yapasdedoutequ’unolivierséverementtouchéparlamaladie,voitsavigue
urdiminuée,cequin’estpassansincidencesurl’avenirdesesfructifications(Halletal.,2004;Schr
othet al., 2006).

d) Pectobacteriumsp.
LesbactériesdugenrePectobacterium,provoquentdessymptdémesassociésadesmaladies

dela plantecaractériséespar les pourrituresmolles(Helias,2008).

Lapourrituremolleestl’uniquesymptémeobservéaucoursdelaconservationdestubercul
esdepommedeterre,dontledéveloppementdépenddelatempératured’incubation.Surtubercule, |
apourrituremollecommenceapartirdustolonetsedeveloppejusqu’asadésintégrationtotale.Laca
pacitédegerminationdutuberculeestaltéree.Lapourriturepeutégalementsedévelopperapartirde
slenticelleshébergeantlepathogene(LapwoodetHering,1968;Pérombelon,1974;Scottetal.,1
996)ouapartirdesblessuresdutuberculeenvahiesparlepathogene(DeBoeretKelman1975;DeB
0er1994).

Lefacteurleplusimportantquifavoriseledéveloppementdelajambenoire,estleniveaud’e
audeprécipitationet/oud’irrigationquientrainelesconditionsanaérobiesdanslestuberculesmére
s,favorisantlamultiplicationdesbactériesetl’ apparitiondelapourriture et parlasuitedela jambe

noire(Pérombelonet al., 1989;Pérombelon , 2002).
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Pectobacteriumcarotovorumcarotovorum(Pcc)joueunrolemoinsimportantdansl’appa
ritiondelajambenoiredanslesclimatstempeérésbienquelestravauxrécentsd’Eissetal.(2008)ontp
rouvequel’infectiondestuberculespardessouchesvirulentesdePccengendrebienunejambenoire
AIn’existepasdemesuresdeluttedirectecontrecesbactéries. Lapréventionmetenceuvredesmesur
esdontlebutest derendrelaviedureauxbactéries,endiminuant le niveau del’inoculum et la

transmission dela maladie.

Les bactéries se propagent
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Figure 5 : Cycle dedéveloppement de la pourriture molle bactérienne (Yaganza, 2005).

Enconservation,lestuberculesinfestéssubissentunerupture,libérantainsiunechargebact
érienneexsudéeauxtuberculesadjacents(Figure5).Ledéveloppementdebiofilmsd’eauproduitl
esconditionsd’anaérobioseidéales pourlapropagation
delamaladiequisedéveloppeparfoiscommeuneinfectionsecondaire,ensuivantlesenvahisseursp
rimairescommelemildiou,lequeloccasionnedesblessuresetdétruitlestissus de I’hote
(Spencer,2003).

Pectobacteriumcarotovorasubsp.Carotovoraestal’origined’unealtérationinternedelat

igeaffectantsurtoutlamoelledansunpremiertemps.Celle-ciprendun
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aspectvitreux,brunit,sedécomposeprogressivement,etfinitpardevenirplusoumoinscreuse.Dan
scertainessituationsparticulierementfavorables,l’écorcedelatigepeutétreégalementaffectée, ré

vélantalorslocalement uneteinte brune anoire(Blancard,2009).

11.2. Leschampignonsphytopathogénes
Leschampignonsoumycétessontdesorganismeseucaryotes.Leurparoiestcomposéeprin
cipalementd’unesubstanceappeléechitine.Leregnedesmycetesrenfermedesorganismesunicell
ulairescomposédelevuresetd’organismespluricellulairesdontlesplustypiquessontlesmoisissur
esquiformentdesmassesvisiblesappeléesmycélium,constitués  delongfilaments  (hyphes)

ramifiésetentrelacés(Tortora, 2003).

» Caractéristiquesdessouchesfongiquesutilisées
a) Sclerotiniasp.

LesSclerotiniaappartiennentauxHélotiacées.Peufréquentenpleinchamp,comme  sous
abri.Sessymptémes surla plante se localisentauhasard surla tige,
apartirdeblessuresetsurtouslesautresorganesaériens.C’estunmycéliencotonneuxblanc,portant
dessclérotesplusoumoinsgrosenfonctiondel’especedeSclerotinia.Cessclérotespeuventgermer

soitparvoiemycélienne,soitendonnantuneapothécieenformedetrompette.

Cechampignonestresponsabled’altérationhumides,marronfoncéabrune,couverteparfo
isd’unfeutragecotonneuxblancetdegrossclérotesnoirsassezréguliers,etlesplantesfinissentpar

flétrir et se desséchées(Blancard,2009).

b) Fusariumsp.
LesFusariumsp.phytopathogénessontd’importanceéconomiqueliéealeurréleenpathol
ogievégetale.Producteursdenombreuxmétabolites(ArmstrongetArmstrong,1981 ; Mc
Lean,1996).

Lechampignoninduitlapourrituredusystémeracinaire:lecylindrecentraletlecortexdesra
cinesbrunissentpuissedésagregent.Desjaunissementsunilatérauxdesfoliolesetdesfeuillesappar
aissentalabasedelaplante.Lecolletpeutprésenterunchancrerecouvertd'unmucusrosesaumon(fr

uctificationssporiferes).Lesysteme
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racinairedesplantesmaladespresenteuneréductiondesramificationssecondaires(Kraftet al.,
1994).

LecycleinfectieuxduFusariumdébuteparlagerminationdeschlamydosporesenprésence
d’uneracinedeplante,lefilamentmycélienpénétredanslaracineetsedéveloppedanslesystémevas
culaire.Cettepénétrationestfacilitéeparlesblessuresoupar desouvertures naturelles du systeme

racinaire.

IIspeuventétreresponsablesdefontesdesemis,depourrituresderacinesetducollet,oudem
aladiesvasculaires.Laplupartviventdanslesol;ilsparasitentdenombreusesvariétésdeplantes,en
particulierdescéréales.Certainesespecessontproductricesdetoxinespotentiellementpathogénes

pourl’hommeetlesanimaux(Hennequinet Lavarde,2006).

CeschampignonssedéveloppentsurmilieuPDA(Potato-Dextrose-
Agar).Leurtempératureoptimaledecroissanceestcompriseentre22et37°C(ChermetteetBussie
ras,1993).

IIprovoquelafusarioseetils’attaquequ’acertainscultivars.Audépart,lessymptémesneso
ntvisiblesquesuruneseulemoitiédelasurfacedesfeuilles,desbranchesoudesplantes,avantdesepr

opageral’ensembledelaplante(Messiaenetal.,1993).

Lorsquelamaladieestassezévoluée,unelésionhumideetbrune,légérementdépriméeetbi
endélimitée,apparaitsurlaportiondelatigesituéeauniveaudusubstratoudusol.Cechancreauneco
nfigurationparticuliérelorsqu’ilceinturelecollet
:sondéveloppementplusimportantsuruncotédelatigeluiconferelaformed’uneflamme(Blancar
d,2009).

Lesconidiessonthyalinesetvariables,lesmacroconidiessontfusiformespluricellulaires,|
esmicroconidiessontunicellulairesetovoides,lesconidiophoressontramifiésethyalins(Figure6
) (Barnett,1972).
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Conidie

20 pm

Figure 6:Conidies deFusariumsp. (Barnett, 1972)

¢) Phytophthorasp.
Cechampignonestresponsabledelamaladiedumildiouquipeutdévasterlesculturesduran
tlespériodesfraichesetpluvieuses.Lemildioupeuts’attaqueratouslesorganesaériensdelaplante.
IIsemanifestepardestachesnécrotiques,irréguliéres,d’extensionrapide,entouréesd 'unemargeli
vide.Surlestigesonvoitdesplagesbrunespouvantlesceinturer.Lesfruitsmildiousésbrunsmarbrés

Jirrégulierementbosselésensurface (Blancard, 1991).

C’estunagentdefontedesemisbienconnual’originededégatsimportantsenpépiniére.Enp
lusd’empécherlesgrainesdegermer,ilss’attaquentauxplantulesaussibienenpré-
qu’enpostémergence.Dessymptoémesassezdiverspeuventétreconstatésenfonction du stade
dedéveloppement desplantulesetdesespécessévissant :

¢ Deslésionshumidesetbrunessurlesracines,gagnantparfoislecollet,entrainantleur
décomposition ;

e Desaltérationshumidesetmollesapparaissantsurlecolletetpouvants’étendresurquelque
scentimétres.Danscecas,celui-cidonnel’impressiond’avoirétéplusoumoins pincé.Les
tissus touchésbrunissentprogressivement.

Quelsquesoientlessymptomesprimaires,lesplantulesnetardentpasaflétrir,s’effondreretmourir.

Ellesfinissentpar se décomposeretdisparaitre totalement(Blancard,2009).

LechampignondugenrePhytophtoraprésentedessporangesenformedecitron,dessporan
giophoresbiendifférenciésramifiés,lemycéliumestnoncloisonné.Lessporanges amaturité

libérentdeszoosporesbiflagellées(Figure 7) (Jilman,1986).
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| < Sporange

Zoospore

Figure 7:Sporangesetzoospores dePhytophtorasp. (Jilman, 1986)

d) Alternariasp.
Cechampignonalongtempsétédécritcommeaffectantlatomate,l’aubergine,lapommede

terre,ainsi que plusieursadventices decette famille botanique.

llprovoquel’alternariosequi s’attaque atous
lesorganesaériensetatouslesstadesdecroissancesdelaplante.lloccasionnesurtout,destachesfoli
airesvertsombres,puisdeviennentrapidementbrunesanoires.Surlestigesdestachesassezcompar
ablessontaussiconstatées.Surlesfruitsdestachesconcaves,peutsecouvrird’unemoisissurenoire,

veloutée.Leslésions surfruitspeuventengendrerleur chute.

Sesdégatspeuventétreconséquentssidesconditionsclimatiqueshumidespersistentet/ous
iaucuneméthodedeprotectionn’estenvisagée.Elleentraineparfoisdesdéfoliationsimportantesal
’origined uneréductiondesrendements,maisaussidenombreuseslésionssurfruitsliéesauxeffets
dusoleilsurcedernierquisontmoinsprotégéspar le feuillage (Blancard,2009).

LeschampignonsdugenreAlternariaprésententdesconidiessolitairesougroupés,ovoide

s,cylindriques.Ellessontarrondiesalabaseetatténueesaleursommet(Figure8)(Jilman,1986).
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Figure 8:Conidiesd’Alternariasp. (Jilman, 1986)

e) Trichodermaspp.
Leterme«Trichodermaxaétéintroduitdanslamycologieen1794parPersoon(Bissett,200
4).Enmilieuterrestre,leurproductiond'enzymes,desubstancesbioactivesetleurdéveloppementr
apidefontdesTrichodermasp.desagentspotentielsenagroalimentaireet

unematieredechoixpourl'exploitationindustrielle(Prietoetal.,1997).

Quelques-unesdesquelgques35especesétabliesacejoursont
d’intérétéconomique,pourleurproductiond’enzymescellulolytiquesetutiliséscommeagentsdel
uttebiologiqueenraisondeleurantagonismevis-a-
visd'autresespécesfongiques(antibiose,mycoparasitisme,compétition,lyse,promotiondelaplan
tehéte)(Kubiceketal., 2003).

Lescoloniesfongiquespeuventétrelégérementfloconneusesoubiencompactéesentouffe
s.Entrecesdeuxextrémes,existentdesaspectsintermédiaires.Lescoloniessontcoloréesenfonctio
ndelapigmentationdesphialides.Cingjoursapressagermination,laconidiedonnenaissanceaunm
ycéliumd'abordblancetstérileenformedecercle.Deuxjoursplustard,unecouleurverteestvisibles
urlespartiesaeriennesdumycélium,correspondantalaconidiogenése.D'autrescerclesconcentrig
uesréguliersseformentparlasuite,etentrelel6emeetle20émejour,unfeutrageépaissesuperposea
laculture. Aumicroscopeoptiqueonpeutobserverunmycéliumcomposéd'hyphesjaunes,septés,r

amifiés aparois lisses(Figure 9) (Kubiceket al., 2003).
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Figure 9 : Conidiophores deTrichodermasp.
(Kubiceket al., 2003)

f) Botrytissp.
Fréquentsurlégumessousabrisetenpleinchamplorsquelesconditionsclimatiquessonthu
mides.Surfolioles,iloccasionnedeslésionssituéesal’intérieurdulimbe, plusfréquemmentasaperi
phérieetsonextrémité.Celles-cisontbrunesethumidesendébut d’évolution,
deviennentrapidement nécrotiques etprennent une colorationbeige
abrunatre.Unefoisqu’ilaenvahiuntissu,ilfructifietrésrapidementsouslaformed’unemoisissureg
riseplusoumoinsdenseconstituéedenombreuxconidiophoresetconidies

;latransmissionparcontactd’unorganemaladeaunorganesains’effectueainsitrésaisément.

C’estunemoisissuregriseconstituéedenombreuxconidiophoresramifiésportantdesconi
diespoudreuses(Figurel0)(Blancard,2009).Lesconidiessontglobuleuses,lemycéliumgrimpa

nt,ramifié,cloisonné (Barnett,1972)
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Conidies

Conidiophore

Figure 10 : Conidies deBotrytissp.
(Barnett, 1972)

g) Penicilliumspp.
PlusieursespecesdePenicilliumsontsignaléessurlesfruits,occasionnantdesdégatsaussib
ienencoursdeculturequ’aprésrécolte.Ellessontresponsablesdelésionsmolles,humidesetsombr
es,quipeuventsedéveloppersoitapartirdelazoned’implantationdupédonculesoitailleurssurlefr
uit,auniveaud’uneblessure.Lestissuslésésserecouvrentprogressivementdecoussinetssporifére
sdontlateintepeutvarierenfonctiondel’espéceprésenteetdudegréd’évolutiondesfructifications(

bleu,gris,vert...)(Blancard,2009).

Lesconidiessontunicellulaires,hyalines,deformeetdetaillevariables,ovoides,cylindriques,prod
uitesenchainessurdesphialidesconidiophoresal’aspectramifiéterminé par des
phialides(Figure 11) (Jilman, 1986)

Figure 11:Conidies dePenicillium sp.
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h) Cladosporiumsp.
Cemycete,parasiteessentiellementfoliaire,provoquedesdégatssérieuxsurmelonetcourg
ette.Lacladosporioseestcaractériséepardestachesfoliairesquisontd’abordvitreusespuisnécroti
quesdequelquesmillimetresdediamétreabordurejaune.Lasporulationsurlesfeuillesesttrésfaible
.Lestissussituésaucentredestachesbrunissent,senécroseetsedessechetandisquelesfeuilless’enr
oulent.Latigepeutaussiétreaffectée(Blancard,2009).Lesconidiessontenchainesramifiées,unic

ellulairesoupluricellulairesde forme variable, ovoide, cylindrique etirréguliere (Figure 12)
(Barnett,1972).

IR ) ) o (| (5{4— Conidie
Uil AN ¢ “ 2 /)
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Figure 12:Conidies deCladosporiumsp.

i) Rhizoctoniasolani

Présentdansdenombreuxsolsetdanscertainssubstrats,responsabledefontesdesemis
etd’altérationsracinaires,Rhizoctoniasolaniestcapabledes’attaqueraucolletdelatomate.
Surcedernier,iloccasionnedeslésionsapparaissantsoitapresplantation,soitplustardsurd
esplantesproduitesdansdesconditionsdéfavorables.D’abordhumides,brunatres,parfois
brunrougeatre,leurcontourestbiendélimité. Aterme,ceschancrespeuventceinturerlabas
edelatigeetprennentsouventuneapparenceplutotseche.Biensouvent,cesdégatss’étende
ntaussialapartiesupérieuredusystémeracinaire.C’estunmyceliumcloisonné,hyalinabru
n,présentantuneconstrictionauniveaudesesramifications,cheminantalasurfacedestissu
s(Figure 13)(Blancard, 2009).
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Figure 13:Mycélium deRhizoctonia solani (Blancard, 2009)

J)Helminthosporiumsp.

I provoquelamaladiedel’ helminthosporiose du blé.C’est une
maladieraredublétendre.Onlarencontreprincipalementsurlesvariétéssensiblesennon-

labour enprécédent blé tendre.

Sessymptomess’observentdurantlamontaisonjusqu’alamaturité.L’helminthosporiose
progresse
dubasverslehautdelaplante.SurlesFeuillesonobservedestachesocelléesenformed’ ceilplut6tov
oide.Souvententouréesd 'unhalochlorotiquejaune.LePointnoir
aucentreestlepointd’infection. llestremplacéprogressivementparunpointfoncépuisuncerclebru
n.L’helminthosporiosedublépeutétreconfondueavecdestachesphysiologiques qui
présententdes décolorations claires anécrotiques.

Ilestpossibled’observerlesconidiophoresportantlesspores(conidies)danslestissusnecr
0S€s
surlafacesupérieuredelatache.L’observationestréaliséeavecuneloupebinoculaireapresavoirpl
acequelquesfeuillesprésentantdessymptomesdansunebouteilleenplastiquecontenantunpeud’e
aupendant24a48haT °ambiante.Lesconidiesd’Heminthosporiumsp.sontpluricellulaires(cloiso
nstransversales)(Figurel4),allongéesoucylindriques,lesconidiophoressontdressésdroits,clois

onnésdecouleurfoncé (Barnett,1972).
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Conidie

HELMINTHOSPORIUM

Figure 14:Conidiesd’Heminthosporium sp. (Barnett, 1972)
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I11.1. Lutte biologique
Cesderniéresdécennies,laprotectiondel’environnements’imposedeplusenpluscommeune
préoccupationmondialemajeure.Laméthodeclassiquedeluttebiologiqueparutilisationdemicro-
organisme,deprédateurs,deparasitoidesetdesubstancesnaturellesd’originevégétale,lesindustriesa
grochimiquesoriententdeplusenplusleureffortversl’étudedeproduitsnaturelspourlarechercheden

ouveauxinsecticides(SarnimanchdoetCheynier,2006).

I11.2. Lesmétabolitessecondaireset lesinteractionsplante-bioagresseurs
Polysaccharides,protéines,lipidesetacidesnucléiquesreprésententunesourcefondamentale
pourlemaintiendelavitalitédel’ organisme.llssontconnussouslenomdemétabolitesprimaires.Cess
ubstancessontutiliséesinvivoparlescellulespourassurerplusieursfonctionsyestcomprislabiogenés
edesmétabolitessecondairestelsquelespolyphénols,lesalcaloides,lesterpénes,lespigments, .. .etc.
Lesmétabolitessecondairessontsynthétisesauniveaudesplantesetdesorganismesvivantsparcatalys

eenzymatiquedesmétabolitesprimaires(Croteauet al., 2000).

Lamajoritédecessubstancessecondaires sontdotées demultiplesroles dont
laprotectiondelaplante.D’autresétudesontmontréleursintérétspharmacologiquespourlasanté
humaine.

Parmilesmétabolitessecondairesonpeutciterleshuilesessentielles,lesalcaloides,lestannins,

lesflavonoides,lesanthocyanes, ....etc. (Martinet Andriantsitohaina,2002).

Lesplantesmontrentunevariabilitéremarquabledansleursrelationsaveclesmicrobes,allantd
“interactionsavecdesmicroorganismesendophyte non-
pathogénesprésentsdansdestissusspécialisés,jusqu’auxmicroorganismesextracellulaireshabitant
slessurfacesdelaplante(phyllosphére/rhizosphére)(GrayandSmith,2005).Deplus,lesplantesmod
ifientcontinuellementleurshabitatsenvironnantparlesexsudatsphytochimiquesquiselectionnentet
régulentlespopulationsmicrobiennesparexemple,augmenterlapopulationdesmicroorganismesbé

néfiquesetdissuaderlespathogenes(Gordon-Weeksetpickett,2009).

Pourbiengéreravecsuccestouscesdifférentstypesd’interactionsaveclesmicroorganismes,|
es plantesontdéveloppédiversesstratégies
pourl’utilisationdeleursproduitsnaturels.Premiérement,lesproduitsphytochimiquespeuventétrep

roduits
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localementenréponseauneinfectionmicrobienne, qui peut
seproduiredansplusieursinteractionsplante-
pathogéne.Lessubstancesphytochimiquespeuventétreconstitutivementproduitesetstockerdansde
scellulesspécifiques.Lesplantespeuventaussisynthétisercertainsproduitsdansdescellulesspécialis
éesetlestransportersurlesited’action.Finalement,lessubstancesphytochimiquespeuventselibérera
I’extérieurducorpsdelaplanteparlesgrainesengermination(Nelson,2004),desracinesencroissance(
Baisetal.,2006),descellulesducortexracinaire(Hawesetal.,2000),etaussidesfeuilles(Baldwinetal
., 2006).

111.3. Lesmétabolitessecondaireset les réactions de défense

L’exploitationdesproduitsnaturelsnécessitelaconnaissancedelafagondontcesmoléculesex
ercentleurseffets,etsuitsouventunecompréhensionduréledumétabolitedans]’organismeproducteu
r.Chezlesplantes,lesmétabolitessecondaireslesmieuxcomprissontceuximpliquésdansladéfenseco

ntrelesagentspathogénesoudansladétectionetlasignalisation(Morissey,2009).

Lesplantes ont développés desmécanismes sophistiqués
deprotectioncontrelesagentspathogenes,avecuneoriginechimique,unedesarmesclésdel’arsenalde
défensedesplantes(MaddenetWheelis,2003; MaoretShirasu,2005;Fieldetal.,2006).1ls’agitnot
ammentderenforcementmécaniquedelaparoicellulaireparledépbtdecalloseetdelalignine(Develey
RiviereetGaliana,2007),laproductiond’especesréactivesdel’oxygéne(ROS)(AppeletHirt,2004
),pardesprotéinesliéesalapathogénicité,descomposésantimicrobienspréformés ou
inductibles(Malecket al., 2000).

Lesmoléculesdedéfensepeuventétreperforméessoitdanslestissusousynthétiséesenrépons
eauneattaquepathogeéne,desdistinctionsmenentauxtermesphytoanticipantsetphytoalexines,respe
ctivement.Bienquedesmilliersdedifférentesentitésmoléculairessoientcenséesjouerunrolededéfen
secontrelesphytopathogenesbactériensetfongiques,lemoded’actionseulementa
faitl’objetd’études détaillées (Morissey,2009).

I11.4. Activité antimicrobienne descomposésnaturelsdesplantes
Desmilliersdecomposésproduitsparlesplantessontimpliquésdansladéfense. Ladiversitéph

ytochimiquedescomposesantimicrobienscomprend:lesterpenoides, les
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saponines,lesphénolsetphenylpropanoides,pterocarpans,stilbenes,alcaloides,glucosinolates,hydr
ogenecyanide,terpenoids,indoleetaussilesoufreélémentaire, leseulcomposéinorganique.L’identif
icationdessitesetdesmécanismesd’actionestnécessairepourcomprendre,sicescomposésantimicro
bienssontjusteuneréponsedel’infectionoucesont desdéterminants dela

résistance(Hammerschmidt,1999).

I11.5. Méthodesd’évaluation de I’activité antimicrobienne
L’examendesdonnéesbibliographiquesfaitapparaitred’embléeladiversitédesméthodologi
esutiliséespourmettreenévidencel’activitéantimicrobiennedesextraitsvégétaux.L’insolubilitédes
huilesessentiellesdans]’eauetd 'unemanieregénéraledanslesmilieuxaqueuxlargementutilisésenmi
crobiologie,estuneexplicationdelavariétédestechniques.Selonlasouchemicrobienne,l”huileessent
ielleetl’applicationchoisie,diversmilieuxdeculturepeuventétremisenceuvre. Lesdifférentsprotoco
lespeuventainsiétreclasses :
e Selonlemilieudanslequelsefaitladiffusiondel’huileessentielle,soitliquide,solideou
gazeux.
e Selonlanatureducontactdel’huileessentielleaveclegerme:diffusionsurdisque,solution
alcooligque ou dispersiondans un émulsionnant.
CesdifférentestechniquessontrépertoriésetdécritesdanslathesededoctoratdeBillerbecken2000,ai
nsiquedansdifférentespublications(SmithetNavilliat,1997;MannC.MetMarkhamJ.L..,
1998;Lahlou. M.,2004).

111.5.1. Aromatogramme

:L'aromatogrammeestuneméthodedemesureinvitrodupouvoirantimicrobiendesextraitsvégétaux.
Cetexamenestdoncl'équivalentd'unantibiogrammeoulesantibiotiquessontremplacéspardeshuiles
essentielles(Fauchere,1997).Latechniqueconsisteautiliserlesdisquesdepapierimprégnésdesdiffé
rentsproduitsatester.Lesdisquessontdeposésalasurfaced unegéloseuniformémentensemencéeave
cunesuspensiondegermesaétudier(Figurel5).Apresincubation,lescoloniessedéveloppentalasurf
acedelagéloselaissantdeszonesviergesautourdesdisquesappeléeszoned’inhibition.Pluslediametr
edecettezoneestgrand,pluslasoucheestsensiblealasubstancetestée, plusilestpetit,pluslegermeenqu
estionestrésistant.Onpeutexprimercetteactivitésoitenindiquantdirectementlediametredelazoned’

inhibitionenmillimetre,soitentraduisantencroixledegré d’activité (Guerinet Carret, 1999)
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Figure 15:1llustration dela méthode desaromatogrammes sur boite de Pétri (Guerinet
Carret, 1999).

111.5.2. Microatmosphéres

:Dérivédelaméthodeprécédente, leprotocoledesmicroatmospheresesttechniquementprochedecell
edesaromatogrammes.Ladifférenceréside principalement dans laposition du disque imprégné.
Danscettetechnique,ledisqueimprégnéestdéposéaucentreducouvercledelaboitedePétri,renversée

pendantladuréedel’expérience.Celui-cin’estdoncplusencontactaveclemilieugélosé (Figure 16).
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Figure 16:Illustration dela méthode desmicroatmospheres(Zaika,1988).
Cettetechniqueestutiliséedontlebutestd’exploiterlespropriétésdelaphasevolatiledeshuilesessenti
elles.Cetteméthodeestrarementcitéecarlesauteursquisesontpenchésspécifiquementsurl’activitéd
elaphasegazeusesontencorepeunombreux(Sarbach,1962;Didryet al., 1993; Billerbeck,2000).
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111.5.3. Méthodedediffusionenpuits

:Cetteméthodeassureunediffusionradialedel’extraitvégétalapartird unpuitsendonnantunezoned’
inhibitionclairefacilementmesurable.Laméthodeconsisteadécouperuntroucirculairedanslagélose
etyverserunesolutiondel’extraitvégétaldeconcentrationconnue.L’extraitdiffuseradialementendo
nnantunezoned’inhibitioncirculairedlasurfacedelagélosepréalablementensemencéeaveclasuspe

nsion de germes(Eymard,2003).

111.5.4. Méthodededilution
:lesextraitsvégétauxatesterpeuventégalementétredirectementmélangésenconcentrationcommea
umilieudeculture,qu’ilsoitsolideouliquide(exigeladispersionhomogéneparunémulsifiant). Lemili
euestensuiteinoculéauntauxdéterminédemicroorganismes,apresincubation,onnotelaprésenceoul
"absencedeculture.Lalecturepeutétrevisuelleoual’aided’ unspectrophotométre,ledegréd’inhibitio

nestenrapportavec laturbiditédu milieu(Robert-Demuet,1995).

I11.6. Détermination de I’effet bactériostatiqueou bactéricide
Ladéterminationdel’effetbactéricideoubactériostatiqued’unextraitvégétalestréaliséeenprocédant
aunrepiquagedeszonesd’inhibitionforméesetneprésentantaucunecroissancemicrobiennevisibleal
’ceilnusurmilieudeculture.S’ilyacroissancemicrobienne,l’ extraitvégétalauneffetbactériostatiquesurlaso
uchetestée.Siaucontraire,ilyaabsencedecroissancemicrobienne,l’extraitvégétalauneffetbactéricidevis-a-
visdecettesouche.LaCMIestdéfiniecommeétantlaplusbasseconcentrationcapabled’empécherunecroissanc
emicrobiennevisible.LaCMIn’estpastotalementbactéricideetunepartiedel’inoculumestcapabledesedévelo
pperapresdisparitionducomposéinhibiteur(MannetMarkham,1998).LaCMBestlapetiteconcentrationdel
’agentinhibiteurne laissantsubsisterque 0,01%o0u moins de survivants de I’inoculuminitialapres
18heuresdeculturea37°C.cettevaleurcaractérisel’ effetbactéricidedel’ extraitvégétal(Haddouchietal.,
20009).

31



Chapitre
I\VVMateériel
etméthodes



Notreétudeexpérimentaleaétéréaliseeauseindulaboratoiredesprojetsdefind’étudedudé
partementdebiologie,Fa 1
essciencesdelanatureetdelavieal’ Universit
éBlidal,etaulaboratoiredebactériologiedel’ InstitutNationaldeProtectiondesVégétaux(INPV)
d’El Harrach a Alger.

IV.1. Matérielbiologique

» Materiel végétal

L’étudeaétéréaliséesurlapartieaérienne(Tiges,feuillesetfleurs)del’espéce
RosmarinusofficinalisL.

Larécoltedenotreplanteaétéeffectuéeauniveau
del’UniversitédeBlidalpendantlapériodedefloraison(Mars2014),lesdifférentesrécoltessesont
effectuéeslematinaucours delaméme semaine.

L’identificationdumatérielvegétalaétéfaiteau niveau du laboratoire deBotanique

audépartementde Biotechnologie a I’Université deBlidal.

» Materiel microbiologique

Quatresbactéries
:Erwiniaamylovora,Pseudomonassyringaesyringae,Pseudomonassyringaesavastonoi,Pecto
bacteriumcarotovorumetdixchampignons
:Sclerotiniasp.,Fusariumsp.,Phytophtorasp.,Alternariasp., Trichodermasp.,Botrytissp.,Penic
illiumsp.,Cladosporiumsp.,Rhizoctoniasolani,Helminthosporiumsp.,ontétéchoisisparleursfré
guencesélevées.EllessontfréguemmentrencontréessurlesplantescultivéesenAlgérie.
Cesontdesagentsbactériensetcryptogamiques.

LessouchesbactériennesproviennentdulaboratoiredePhytobactériologiedel’INPV ,elles
sontentretenuesparrepiquagesurgélosenutritive(KingB.annexe)favorable a leurcroissance
pendant 24h a I’obscurité a 28-30°C.

LesdixchampignonsproviennentdulaboratoiredemycologiedudépartementdeBiotechno

logie,ilssontcultivéssurunmilieunutritif(PDA.Annexe)pendant7joursa25°C a I’obscurité.
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1V.2. Méthodes

IV.2.1. Préparation de I’échantillonvégétal
» Leséchage
Lapartieaériennedenotreplanteaétéséchéeal’airlibre,atempératureambianteet a 1’abri

dela lumiére pendantdeuxsemaines.

» Le broyage
Afind’augmenterlasurfacedecontactsolvant-
échantillonetd’enoptimiserainsil’extractiondessubstancesbioactives,notreplanteaétébroyéeda

nsunbroyeurélectriquetype Waring: Commercial-Blender.

» La conservation
Lapoudredenotreplanteaétéconservéedansdesboitesen verre,atempératureambiante et

a D’abri delalumiére et de I’humidité.

1VV.2.2. Extraction
Desétapessupplémentairesdepurificationdeséchantillonspeuventétrenécessairesenvue
d’éliminer descomposéstelsque
lescires,lesgraisses,lesterpénesetlachlorophylle(Muanda,2010).Pour  cela, nous avons
effectué une extraction par solvant en utilisant I’éther de pétrole afin d’eliminer les graisses.
Leméthanolestfréguemmentemployépourl'extractiondescomposésphénoliques(Falle
hetal.,2008).C’estlaraisonpourlaquellenousavonsoptépourl'extractiondespolyphénolstotaux
denotreplante,parl'utilisationdeméthanolcommesolvantd’extraction.
LaprocéduresuivieestcelledécriteparOwenetal.(1999)avecquelquesmodifications.
Leprincipedecetteméthodereposesurl’extractionsolide-
liquidequiestuneopérationdeséparationquiconsisteaextraireunconstituantsolided unematrice
quiencomporte plusieurs,en letransférantselectivementvers unephase liquide.
Nousavonsutilisépourlaméthoded’extractionparSoxhlet,pourextraireunequantitéplusi
mportantedepoudreséchedenotreespécedeRosmarinusofficinalisL.L’extracteurdeSoxhletper
metletraitementdesolides(matérielvégétal)enplusgrandequantité quela macération,avec des

solvantsen phaseliquideou partiellementvaporisés.
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IVV.2.2.1. . Extraction & chaudpar Soxhlet
L’extracteurdeSoxhletestunappareilspécifiqueconcupourl’extractioncontinuesolide-
liquide.Lesolvant(araisonde100mipour10gd’échantillonsolideaextraire)estportéaebullition.E
nsuite,lesvapeurssontcondenséesal’intérieurdel’extracteurcontenant  lesolideaextraire dans

une cartouche de papierépais.
Lecontactentrelesolvantetleproduitaextrairedurependant]’accumulationdusolvantdansle

réservoir,puisquandlesolvantatteintuncertainniveau,ilamorcelesiphonetretournedansleballon

enentrainantlessubstancesdissoutes.Cecyclepeutétrerépété plusieursfoisjusqu’a

1I’épuisementcomplet du solide(Tyler et al., 1881).

» Mode opératoire

Lemontagecomporteuneplaquechauffante,unballonde500mlacolrodéetafondplat,dansleq
uellesolvantestchaufféjusqu’aenviron64,9°C(températured’ébullitiondeméthanol),unréfriger
entquicondenselesvapeursetunextracteurde250mlal’intérieurduquelonaintroduit,dansunecart
oucheporeuse,lapoudrevégétaleaextraireetouretombelesolvantcondenséparleréfrigérant.Unsi
phonpermetdeviderpériodiquementl’extracteurdelasolutionobtenue.Lasolutionretombealors
dansleballonouseconcentrentlesextraits(Figure 17).

Parceprocédé,lapoudrevégétaleestsuccessivementépuiséeal’aideduméthanol.L’ extraitbr
utissudel’extractionprécédenteaétésoumisaunedoublefiltration,puisconcentré a
I’évaporateurrotatif etenfin séchéatempératureambiante.

Lerésidusecobtenuaétépesépourdéterminersonrendementetconservéaufrais,dans un

flacon sombre bienfermé.
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L o (‘b
Figure 17:Dispositif d’extraction a chaud parSoxhlet

(Photo originale, 2014)

IVV.2.2.2. . Extraction de I’huile essentielle de RosmarinusofficinalisL.

Laméthoded’extractionlaplusutiliséepourleshuilesessentiellesestl’hydrodistillationcar
c¢’estuneméthodequiesttréssimpled’unepart.D’autrepart,parcequel’eauestunbonsolvantquica
ptelesproduitslesplussubtilesetlesplusfragilesélaborésparlevégétaletsansaltérerleurqualitéetle
urcompositionchimiqueenmaitrisant la températureet la pressionpendant
leprocédé(Lucchesi, 2005).

L'extractiondel'huileessentielleduRosmarinusofficinalisL.aétéeffectuéeenutilisant un
appareil de type Clevenger(Figure 18).

» Mode opératoire
Nousavonsplacé,dansunballon,600mld’eaudéminéraliséeet150a200gduromarin.
Nousavonsmisenfonctionleréfrigérantenréglantledébitd’ eauetlecontenuduballona

chauffer(ébullition douce)pendant3 heures.Lesvapeurschargéesd’huile
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essentielletraversantleréfrigérantsontcondenséesetchutéesdansuneampouleadécanter,l’eauetl

“huile sesont seéparées par différence de densite.

Leshuilesessentielles sont récupérées dans depetits flaconsopaquesetstockées a4°C.
Cependantl’hydrodistillationpossédedeslimites.Eneffet,unchauffageprolongéettroppu

issantengendreunedétérioration decertainsvégétauxet ladégradation

decertainesmoléculesaromatiques(L.ucchesiet al., 2004).

Figure 18: Dispositif d’hydrodistillation«Clevenger»
(Photo originale, 2014)

1VV.2.3. Détermination du rendementen huileessentielle
SelonlanormeAFNOR(1986),lerendementenhuileessentielle(Rxe)estdéfinicommeéta
ntlerapportentrelamassed’huileessentielleobtenueapresl’extraction(M')etlamassedelamatiére

végétaleutilisée(M).Lerendementestexpriméenpourcentage,parla formule suivante :

Rue(%)= M’/M x 100

Rue:Rendementen huile essentielle en”.
M': Masse d’huile essentielle engramme.

M: Masse dela matiérevégétale séche utilisée engramme.
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1V.2.4. Caractéristiquesorganoleptiques
L’appréciationdescaractéristiquesorganoleptiquesdeshuilesessentiellesconsistea

évaluer I’aspect,l’odeur et la couleurenutilisantlessens.
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IV.2.5. Caractéristiqueschimiques de I’huile essentielle
Quelquesparameétreschimiquessonttresindispensablesaverifierafindedéterminer
laqualitéd’un produit.
e Indice d’acide
C’estlaquantitéd’hydroxydedepotassium(KOH),mesuréeenmilligrammes,nécessairea
laneutralisationdesacideslibrescontenusdanslgrammed’huileessentielle,donnée  par  la
formule suivante: (AFNOR, 2000).

IA=V.N. Meq /g

Oou:

V: Volume en ml delasolution d’hydroxyde depotassium utilisé (ml),
G:masse engdela prised’essai(g),
Meq:masse equivalentede KOH (mg).

N:La normalité delasolution deKOHutilisée est de0,1 N.

» Mode opératoire

Nous avonsintroduit0,5gd’huileessentielledansunbécher,nous
avonsajouté5mld’éthanolet5gouttesdelasolutiondephénolphtaléine,commeindicateurcoloré.
Nous  avonsneutraliselasolutionavecl’hydroxydedepotassiumcontenudanslaburetteetnous

avonsnotélevolumedeKOH qui assure une colorationstable.

e Indice d’ester
C’estlenombre de
KOHnécessairealaneutralisationdesacideslibérésparl’hydrolysedesesterscontenudans1gd’hu

ileessentielle,ilestcalculéparlaformulesuivante (AFNOR, 2000).

IE= 28,05/m (VO — V1) IA

Ou:

VO0: volume, delasolution d’acidechlorhydriqueutilisépour 1’essai ablanc (ml).V1:
volumedelasolution d’acidechlorhydriqueutilisépourla

détermination(ml).m:prised’essai(g).
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» Mode opératoire
Dansunballon,nous avonsintroduit0,5gd’huileessentiellealaquellenous
avonsajouté25mldeK OHetdespierresponce.Nous avonsadapté le ballonaunréfrigérent,nous

avonsplacéletoutdansunbainmarie pendant 40 a45 min.

Nous avonslaissérefroidirpuisnous
avonsajouté20mld’eaudistilléeet5gouttesdephénolphtaléine,nous

avonstitrél’excesdeKOHaveclasolutiond’acidechlorhydrique(0,5mol/l).

e Indice de saponification
D’apreslesrésultatsde calculde I’indiced’acide etde 1’indice d’ester,nous

avonsdéterminé 1’indice de saponification.

Formule de calcul : IS =IA+IE

1VV.2.6. Pouvoir antimicrobien
> Solutionstestées
e L'huileessentiellepure.

e L'extraitméthanolique.

1VV.2.7.2. Pouvoir antibactérienin vitro

L’activitéantibactériennedel’huileessentielleetdel’ extraitméthanoliqueaététestéeparlate
chniquedeladiffusiondesdisquesdepapierfiltre(WattmanN°1)enmilieugélose(DorothyetAdc

ock,2005)vis-a-visdessouchesbactériennespathogenescitéesprécédemment.

ChaguesoucheaétéensemencéeenstriessurmilieuKingBpourobtenirdescoloniesisolées
Aprésincubationde18a24heuresa28-30°C,nous
avonschoisi4ascoloniesbienisoléesavecuneansedeplatineetlestransférerdansuntubedesolutio

nd’eauphysiologique stérile.

» Ensemencement
Nous avons trempéunécouvillondanslasuspensionetnous
avonsétalélasurfaceentieredelagéloseKingBatroisreprises,entournantlaboiteaenviron60°apre
schaqueapplicationdontlebutd’avoirunedistributionégaledel’inoculum.Enfin,nous

avonsétalépartoutautour du bord delasurfacedelagelose.
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» Depot des disques

Lesdisquesstérilesimprégnésd’huileessentiellepureetd’extraitméthanoliquediluédansl
>éthanolaraisonde50ulpardisque,ontétédéposésstérilemental’aided unepincesurlasurfacedel
ageélosearaisonde3disquesparboitedePétri.Letémoincorrespondauxdisquesimprégnésd’ eaudi

stilléestérile.Les3disquesparboitecorrespondent a desrépétitions.

» Incubation
LesboitesdePétriontétéincubéesdurant18a24heuresa28-
30°Cpourledéveloppementdesbactériesphytopathogenes.
» Lecture
Aprésincubation, lalecturedel’efficacitédel’activitéantibactérienneaétédéterminéeenm

esurantlediametreenmillimétre(mm),delazoned’inhibitionautourdesdisques.
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1VV.2.7.3. Pouvoir antifongiqueinvitro
L’activitéantifongiquedel’huileessentielleetdel’extraitméthanoliquedeRosmarinusoffic
inalisL.aétédeterminéeparlaméthodedediffusionenmilieugélosécitée par Sacchettiet
al.(2005) etRasooliet al. (2008).

Pourcela,nousavonsdéposéaucentredelaboitedepétricontenantlemilieudeculture(PDA),
undisquemycélienissud unejeuneculturefongique(croissancede5joursestpréconisée pourtous
lesisolats).

Lesdisquesstérilesde9mmdediamétreimprégnésd huileessentiellepureetd’ extraitmétha
noliquediluédansl’éthanolaraisonde50ulpardisque,ontétédéposésstérilemental’aided unepin
ce
stérilesurlasurfacedelagélosearaisonde3disquesparboitedePétri.Letémoinconsisteendesdisqu
esimprégnésavecl’eaudistilléestérile.Chaquetestestrépété 3fois.

LesboitesdePétriontétéincubéesdansl’étuvependant2a3semainesaunetempératurede28°
Cpourledéveloppementdesgermesenquestion.

Lalecturedel’activitéantifongiquedel’huileessentielleetdel’ extraitméthanoliquevis-a-
visdeschampignonstestésaetéenregistréeenmesurantlediametredel’inhibitiondelacroissancee
nmillimetre(mm).

Lesisolatssontconservésa4°C pour favoriser leur viabilité etlimiter lespossibilités de

variation.

IV.2.7.4. . Lecture desrésultats
L’activitéantimicrobiennesemanifesteparl’apparitiond’unhalod’inhibitiondelacroissa
nce microbienneautour desdisquescontenantl’extrait a tester.
Lamesuredesdiametresdeszonesd’inhibitionsefaitavecprécisional’extérieurdelaboite
fermée.
Leclassementdesbactériesetdeschampignonssefaitdansl’unedescatégories :sensible
ou résistante.
Lerésultatdecetteactivitéestexpriméparlediamétredelazoned’inhibitionetpeutétre
symbolisé par des croix.Lasouche ayantun diamétre :
» D<8mm: Souchesrésistante (-).
* 9mm < D< 14mm: Souchessensible (+).
* 15mm < D< 19mm : Souchestréssensible(++).
*  D>20 mm : Souchesextrémementsensible (+++). (Ponce etal., 2003).

D : diamétre de la zone d’inhibition
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Chapitre V Résultatset discussion

Dansce chapitre,tous lesrésultatsexpérimentauxobtenuslorsde cetteétude sontprésentéset

discutés.

V.1. Rendement en huile essentielle deRosmarinus officinalisL.
L’huileessentielleobtenueparlaméthoded’hydrodistillationadonnéunrendementde
0.49%.C’estunrendementlégerementfaible,c’estacausedespertesduesalavolatilitédescompos
ants(températured’évaporationtrésfaibles)etauxconditionsdetravail.
Plusieursétudesontétemenéespourtrouveruneexplicationauxvariationsquiaffectentlere
ndementenhuileessentielle,etdecernerlapériodeadéquateamémedegarantirl’ obtentiond’unegr
andequantitéd’essencearomatique.Lesconclusionsquiendécoulentdecestravauxrévelentque,d
"unefagongénérale,lerendementenhuileessentielleesttributairedeplusieursparamétres.Parmice
sparamétresontrouve
:Lesméthodesd’extraction(Gomes,2007),lespratiquesculturalescommel’ utilisationdesengrais

organiques(Rametal.,2002 ;Arayaetal.,2006)oul’éliminationdesmauvaises
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herbes(Raoetal.,2005)quiontunegrandeinfluencesurlaquantitéd’essencesvégétalessusceptibl

esd’étre sécrétées par les plantes aromatiques.

Ce rendementpeutvarier égalementd’une régiona une autre,selon

lesconditionspedoclimatiques.

V.2. Caractéristiquesdesextraits obtenus
Lespremiéresétapesdel’ extractionparsolvantontconduital’ obtentiond’unextraitbrutliqui
dedecolorationverte.L’extraitsecdérivédel’ extraitbrutduromarinrécupéréapresévaporationasec

al’évaporateurrotatifrenfermantdescomposés phénoliques, a été pesépourdéterminerlepoids
sec résultant.

Tableau 1 : Caractéristiquesetrendementdel’extraitméthanoliquedeRosmarinus officinalisL.

Caractéristiqueset Aspect Couleur Rendement
rendement
Extraitméthanolique de Poudre Marronverdatre 4,2%

RosmarinusofficinalisL.

Lesextraitsméthanoliques issus dela plante obtenuein situ, présentent une couleur

marronverdatre, un aspect depoudreavecun rendementde 1’ordre de4,2%(Tableau 1)

V.3. Caractéristiquesorganoléptiques
L’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.estunliquidemobile,transparentajaunepal
e(Figurel9),d’odeurcaractéristiquecamphrée,insolubledansl’eauetsolubledans]’alcoolet]’éth

er diéthylique,lesrésultats obtenus sont représentés dans letableau 2.

Tableau 2: Caractéristiquesorganoleptiquesde 1’huileessentiellede RosmarinusofficinalisL.

Caractéristiques Aspect Couleur Odeur
organoleptiques
Huileessentielle Liquidemobile,l Jaune clair camphrée
deromarin de la impide
région de Blida
Huileessentielle Liquidemobile,| Presqueincoloreajaunep|Caractéristiquefraiche,plus
deRomarinNormes impide ale oumoinscamphréeselonl’or

AFNOR(2000) igine
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Notrehuileessentielle

estobtenueparhydrodistillation,c’estlaméthodeadéquatepourl’extraction(MarieElisabethL.,

2005).CesparameétresorganoleptiquessontenaccordavecceuxrépertoriésdanslesnormesAFNO
R(AFNOR,2000).

Figure 19: I’huileessentielle deRosmarinusofficinalisL.
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V.4. Caracteéristiqueschimiques de I’huile essentielle

Résultatset discussion

Letableau3ci-dessousrésumelesrésultatsdesanalyseschimiquesdel’huileessentiellede

RosmarinusofficinalisL.

Tableau 3 :Caractéristiqueschimiques deL’huileessenticlle deRosmarinus officinalisL.

Indiceschimiques Huile essentielle de NormeAFNOR (2000)
RosmarinusofficinalisL.
Indice d’acide 4.74 235
Indice d’ester 18.12 12 a25
Indice de saponification 22.86 -

D’apreéslesrésultatsobtenus,lesindiceschimiquesdel huileessentielleétudiéesontconforme
sauxnormesAFNOR.

Lecontrbledel’indiced’acidel apermetd’évaluerlaqualitédeshuilesessentielles
:qualitédesd’acidesgraslibresprésent(Goetz,2007).Unevaleurélevéeindiqueunedégradationd’hui
leessentielle(hydrolysedesesters)durantsaconservation.Inversement,unlainférieura2  est un
indicedebonneconservation de I’huile essentielle (Salle, 1991).

L’indiced’esterrenseignesurlaquantitédesacidesgrasliés(Kankoetal.,2004),
dansnotre étude,l’ Iedenotre huile essentielle estdanslesnormes.

L’indicedesaponificationcorrespondadesacidesgrascomportantunechainedecarboneplusl
ongue.Dansnotreétude,l’indicedesaponificationdel’huileessentielleduromarinest de22.86.1In’ya

pas denormes pourcetindice.

V.5. Evaluationde I’activitéantimicrobiennede ’huileessentielleetde
I’extraitméthanolique deRosmarinusofficinalisL.
L’étudedel’activitéd’inhibitiondel’huileessentielleetdel’extraitméthanoliqueduromarin
aétéeffectuéeparlaméthodedes disques.Lesrésultatsdestestseffectuéspermettentde faire la mise
en evidencede I’activité antibactérienne etantifongique desextraits du romarin.
Silasoucheestsensible,unezoned’inhibitioncirculaireseforme,c’estadirequeledéveloppem
entdesbactériesauniveaudelazonede diffusion del’échantillon estinactif.
Silasoucheestrésistante,lediametredecettezoned’inhibitionestnégligeable,c'est-a-dire

que lesbactéries n’ont pasété inhibées parla diffusion de 1’échantillon.
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V.5.1. Evaluationdu pouvoir antibactériende I’huileessentielleparla méthodedediffusion
a partir desdisquessolides
Nousavonstestél’huileessenticllesurquatresouchesbactériennesdanslecadredelaluttebiol
ogique.L’évaluationaétéfaiteparlaméthodedesaromatogrammes.Lepouvoirantibactériendecesex
traitsestobtenuparlamesuredesdiameétresdeszonesd’inhibitionen(mm).Lesrésultats obtenus sont

résumés surletableau 4.

Tableau 4 : Diamétresdes zones d’inhibitionen(mm) (moyennex écartype) de
I’huileessentielle

deRosmarinus officinalisL.

Bactériesphytopathogénes Diametred Sensibilité
’inhibition
Erwiniaamylovora 30 +0,33 +++
Pseudomonassyringaepv.Syringae 0 0,00 _
Pseudomonassyringaepv.savastanoi 16 +0,53 ++
Pectobacteriumcarotovorum carotovorum 14 +0,00 +

L’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.pureprésenteuneforteactivitésurles3souches
bactériennestestées(D>9).Lesdiametresdes zones
d’inhibitionvarientdel4mma30mm(Tableau4).

Lasensibilitédesbactériesestdéterminéeselonlediametreduhalod’inhibitionparlaméthode
de diffusion surgélose(Figure 24, Annexe2).
Lesrésultatsdesdiametresdeszonesd’inhibitionrévelentqu’Erwiniaamylovoraapparaitextrémeme
ntsensible vis-a-visdeshuilesessentielles deRosmarinusofficinalisL.testées.
LessouchesPseudomonassyringaepv.savastanoietPectobacteriumcarotovorumcarotovorumson
trespectivementtréssensibleetsensible,parcontrePseudomonassyringaepv. syringae estrésistante

vis-a-visdeshuilesessentielles.
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L’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.amontréuneactivitéélevéecontreErwiniaamylovora(3

Omm)

et

modéeréecontrePseudomonassyringaepvsavastonoi(16mm)etPectobacteriumcarotovorum(14mm

).

V.5.2. Evaluationdupouvoir antibactérientesté par lesextraitsméthanoliques

Lesrésultatsdel’activitéantimicrobiennedesextraitsméthanoliquesvis-a-

visdesquatresouchesbactériennes sont résumés surle tableau5.

Tableau 5 : Diamétresdes zones d’inhibitionen(mm) (moyenne+

deRosmarinus officinalisL.

ecartype) de

I’extraitméthanolique

Bactériesphytopathogénes Diametred Sensibilité
’inhibition
Erwiniaamylovora 15 +0,00 ++
Pseudomonassyringaepv.Syringae 12 +0,53 +
Pseudomonassyringaepv.Savastanoi 0 +0,00 _
Pectobacteriumcarotovorum carotovorum 0 +0,00

Lesrésultatsdesdiametresdeszonesd’inhibitiondesextraitsméthanoliquesdeRosmarinusofficinali

sL.(Tableau5)et(figure25,annexe2)montrentquel’extraitméthanoliqueexerceuneforteactivitése

ulement

surlesdeuxsouchesbactériennes

:Erwiniaamylovora(15mm)etPseudomonassyringaepv.syringae(12mm).
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V.5.3. Evaluationdupouvoirantifongiquedel’huileessentielledeRosmarinusofficinalis
L.

L’étudedupouvoirantifongiquedel’huileessentielleetdel’ extraitméthanoliquede
RosmarinusofficinalisL.a été évaluée surdixsouchesfongiques.

Lesrésultatsdutestdesensibilitémicrobienneauxhuilesessentielles(aromatogramme)sontregro
upésdansletableau6,lesvaleursindiqueessontlesmoyennes de3 mesures.
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Tableau 6:Résultatsdupouvoirantifongiquedel’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.

Champignonsphytopathogénes Diameétresd’inhibition sensibilité
Sclerotiniasp. 18 +0,33 ++
Fusarium sp. 15+0,33 ++
Phytophtorasp. 25+0,00 ++
Alternariasp. 12 + 0,00 +
Trichodermasp. 15+0,53 ++
Botrytissp. 12 +0,33 +
Penicillium sp. 0+0,00 _
Cladosporiumsp. 0+0,00 _
Rhizoctonia solani 12 + 0,53 +
Heminthosporium sp. 0+0,00 _
llest claird’apres letableau 6et(Figure

26annexe2)qu’ilyauneforteinhibitiondelacroissanceradialedelamajoritédesisolatsfongiquesparl’huilees
sentielledontlediamétreleplusimportantestceluidePhytophtorasp.(25mm),suivitdeSclerotiniasp.(18mm)
,Fusariumsp.etTrichodermasp.(15mm)etBotrytissp.(12mm),saufpourPenicilliumsp.,Cladosporiumsp.et

Helminthosporiumsp.(Omm),ounousn’avons observéaucunezone d’inhibitionautour desdisques.

Lesrésultatsdesdiametresdeszonesd’inhibitiondel’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.révelentque
lessouchesfongiquessuivantes

:Peniciliumsp.,Cladosporiumsp.etHelminthosporiumsp.sontrésistantesal’ huileessentielle,parcontreScler
otiniasp.,Fusariumsp.etTrichodermasp.sonttréssensiblesainsiqu’Alternariasp.etBotrytissp.sontsensibles

al’huileessentielle. Etseulelasoucheextrémementsensibleal "huileessentielleestPhytophtorasp.

V.5.4. Evaluationdupouvoir antifongique desextraitsméthanoliques
Lesrésultatsdel’activitéantifongiquedel’extraitméthanoliqueduRosmarinusofficinalisL.sontpré

sentéssurletableau7ounousavonsmesurélesdiamétresdeszonesd’inhibitionen(mm).

Tableau 7: Résultats dupouvoir antifongique del’extrait méthanolique deRosmarinusofficinalisL.
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Champignonsphytopathogénes Diametres Sensibilité
d’inhibition
Sclerotinia sp. 0 +0,00 _
Fusarium sp. 0 +0,00 _
Phytophtorasp. 0 +0,00 _
Alternaria sp. 0 +0,00 _
Trichodermasp. 12 +0,33 +
Botrytissp. 0 +0,00 _
Penicilliumsp. 0 0,00 _
Cladosporium sp. 0 0,00 _
Rhizoctoniasolani 00,00 _
Heminthosporium sp. 00,00 _

D’aprésletableau7et(Figure27,annexe2),nouspouvonsconclurequelesextraitsméthanoliquesd
eRosmarinusofficinalisL.n’ontaucuneffetinhibiteursurleschampignonstestésvul’absencedeszonesd’inh

ibitions,saufchezTrichodermasp.(12mm)qui estsensible a I’extraitméthanolique du romarin.

V.6.Discussionde I’activité antimicrobienne deRosmarinusofficinalisL.
Récemment,beaucoupd’attentionaétéorientéverslesextraitsdesplantesetlescomposésbiol
ogiques actifs isolés a partir de certainesespecesvégetales.
Notreobjectifprincipalestl’extractiondeshuilesessentiellesetdesextraits
méthanoliquesapartirdesfeuillesetdesfleursdelaplanteRosmarinusofficinalisL.,etl’utilisation de
cesextraits pour lutter contre lesagentsphytopathogeénes.
Nousavonsetudiéleseffetsdesextraitsdecetteplantesurlacroissanceinvitrodedeuxcollectio
nsd’organismesphytopathogénes(bactériesetchampignons).
esbactériennesphytopathogénesdont
:Erwiniaamylovora,Pseudomonassyringaesavastonoi,etPectobacteriumcarotovorumquiapparti

ennenttoutesaugroupedesbactériesaGramnégatif.
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L’activitéantibactériennedesextraitsméthanoliquesaétérévéléepositivesurErwiniaamylov
oraetPseudomonassyringaesyringae.Lesrésultatsvarientselonl’agentpathogénetesté.

Cependant,|’activitéantifongiquedel’huileessentielleévaluéeinvitro,amontréuneefficacit
érelativementmoderée,marquéesurunegammedechampignonsphytopathogeénes,
causantdesdégatsaussi bien auchamp qu’en conservation, asavoir:Sclerotiniaspp., Fusarium
sp., Phytophthoraspp., Alternariaspp., Trichodermaspp., Botrytissp. ,Rhizoctonia solani

Etl’activitéantifongiquedel’extraitméthanoliqueamontréuneefficacitéseulementsurTrich

oderma sp.

V.6.1. L’activité antibactérienne

L’étudedel’activitéantibactérienneconstitueuneétapepréliminairederecherchesurde
nouvellesmoléculesbioactives a intérétpesticide.

Lesrésultatsobtenusatraverscetteétudeconfirmentlespropriétésantimicrobiennesque
renferme leromarin.

Lasensibilitédesbactériestestéesvis-a-visdesextraitsméthanoliquesest
expliquéparlefaitquelesplantesproduisentdesmétabolitessecondairesspécifiquesquiappartiennen
tacertainesclassesconnuespouravoircetyped’activitéantibactériennetellesque:lescomposésphéno
liques(Stavrianakouetal., 2005),lesterpenoides(Ceccherellietal.,1985
;Grandeetal.,1992)etlesflavonoides.Lesrésultatsobtenusparcetteétudesontenconcordanceavec
les travauxcitésprécédemment.

L’¢étudedel’activitéantibactérienneinvitrodenosextraitsanalyséeparlaméthodedisque-
diffusion,nousapermisdedéduirequel’especeRosmarinusofficinalisL.présenteuneactivitéantibact
érienneal’ égarddetouteslessouchesbactériennestestées.Cesrésultatspourraientétreexpliquésparla
compositionphytochimiquedecetteplante,caractériséesparsarichesseencomposésphénoliques
;spécialementdespolyphénolsetaussidesflavonoides.Denombreuxtravauxont mis
enévidencelepouvoirantibacterienélevédes composésphénoliques(Scalbert, 1991 ;Cowan,
1999).

D’apréslesrésultatsdecetteexpérience,onarrivealaconclusionquelesflavonoidesetlescomp
0S€s denaturephénoliqueagroupeshydroxylelibres sont
classifiescommecomposésantibiotiquestresactifs(Rojasetal.,1992).Lavariationdelacomposition
chimiqueexpliquedonclesvariationsobserveesdansl’activitéantimicrobiennedesextraitsd une

méme plante ou de plantesdifférentes.
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L’efficacitéoptimaled’unextraitpeutnepasétredueaunconstituantactifprincipal,maisal’act
ioncombinée(synergie)dedifférentscomposesal’originedecetextrait(Essawiet Srour,2000).

Lesextraitstestésdanscetteétudeontmontréuneactionantibactérienneimportantevis-a-
visdesbactériesaGramneégatiftestées,cequidémontrequecesextraitsrenfermentdesmétabolitesseco
ndairesbioactifscapablesdefranchirlaparoidecesbactériescommeleferaientd’ailleurs,certainsanti
biotiques,selondifférentsmodesd’action,soitempécherlamultiplicationdesbactéries(bactériostase
Jouentrainerleurdestruction(bactéricide)(Lavigne,2007).

Plusieursétudesontétémenéespourcomprendrelesmécanismesd’actiondesextraitsdeplant
es,etplusieursattribuentcettefonctionauxcomposantsphénoliqueseninteractionaveclamembranep
lasmiquedesagentspathogénes.Decefait,lescomposéssecondairesdesplantespossedentplusieursm
odesd’actionsurdifférentessouchesbactériennesaboutissantala Iésion dela membraneplasmique.

D'apresCailletetsescollaborateurs(2007), I’actionantimicrobiennedeshuilesessentielles

sedéroule entroisphases:

1. Attaque dela paroibactérienne par I'huile essentielle, provoquant uneaugmentation dela

perméabilité puis laperte desconstituantscellulaire.

2. Acidificationdel'intérieurdelacellule,bloquantlaproductiondel'énergiecellulaireet la

synthese descomposants de structure.

3. Destruction du matérielgénétique,conduisant ala mort dela bactérie.

SelonFaragetal.(1989),Marinoetal.(1999),Inouyeetal.(2001),Fenneletal.(2004);leshba
ctériesaGrampositifsontgénéralementplussensibleauxextraitsdesplantesquelesbactériesaGramn
égatif.Eneffet,lesbactériesaGrampositifontseulementunecoucheexternedepeptidoglycanequinec
onstituepasunebarriéreefficace.Encontraste,lesbactériesaGramnégatifposseédentunemembranee
xternedephospholipidesquirendlaparoidescellulesimperméablesauxcorpsdissouslipophiles,alors
quelesporinesconstituentunebarriéresélective auxcorps dissous hydrophiles(Nikaido et Vaara,
1985).

Nosrésultatssontenaccordavecceshypothesesdufaitquenosdeuxextraitsmontrentuneactivi

téantibactériennesurlestroisbactériesaGramnégatiftestées,cequi
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peut-étre dia la présence de moléculesbioactivescapablesdefranchirlaparoidesbactéries.

V.6.2. L activité antifongique

Lalittératurerapportedenombreuxmécanismesantifongiquestréscomplexesdesextraitsd’o
riginevégétalesafind’expliquerl’actiondediversesmoléculesbioactivesappartenantadifférentesfa
millesbotaniques.C’estainsiqu’Omidbeygietsescollaborateursen2007,ontsuggéréquelescomp
osantsdelamembranecellulairetraversentlaparoieninteragissantaveclesenzymesetlesprotéinesdel
amembrane,produisantainsiunfluxdeprotonsversl’extérieurdelacellulequiprovoquedeschangem
ents,et,finalementleur mort.

D’apresTripathietSharma(2006),lescomposantsdesextraitsvégétauxagiraientsurleshyp
hesdumycélium,provoquantlasortieducontenucytoplasmique,lapertedelarigiditéetl’intégritédela
paroicellulairedeshyphes,cequientrainesadésintégrationetl’arrétdela croissance mycélienne.

Lemanqued’activitéinhibitriced’unextraitvis-a-
visdecertainsisolatsfongiques,peutétreprouvéparl’extractiondecescomposésbioactifsdansunsolv
antdifferentdel’eau.L’attentiondevraitégalementétreprétéeauxinteractionspossiblesentrelesolva
ntetlescorpsdissous,carlesolvantpeutréagiraveccertainscomposéspourproduiredescomplexesoup
ourcauserladécomposition,ladéshydratationouencorel’isomérisationdecescomposes(Y rjonen,2
004).
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Conclusion

Notre travail est une contribution modeste pour 1’étude de I’activité antimicrobienne
des extraits du romarin, une plante tres répandue en Algérie, dans le cadre de la lutte
biologique.

Notreplanteaétérecoltéedans larégionBlida,identifiéeaudépartement
deBiotechnologie,séchéeauseindulaboratoiredeprojetsdefind’étudedelafacultédessciencesdel
anature etdela vie,dansles normesdésignéespar la pharmacopée.

L’extractiondesmétabolitessecondairesaétéeffectueeparlaméthoded’extractionpar
solvantenutilisantl’appareil deSoxhlet et le méthanolcomme solvant.

L’extractiondel’huileessentielleaétéeffectuéeparhydrodistillationetlerendement  était
de0,49%.

Lecontrdledequalitédel’huileessentiellearévéléquelesindiceschimiques(indicesd’acid

e,indice d’esteretindicede saponification) sont tousconformesauxnormesAFNOR.

/////

hesbactériennespathogenesaGramnégatifdont ~ :Erwiniaamylovora,Pseudomonassyringae
savastonoi etPectobacterium carotovorum.
L’activitéantibactériennedesextraitsméthanoliquesaétéréveléepositivesur:
ErwiniaamylovoraetPseudomonassyringae syringae.
L’activitéantifongiquedel’huileessentielleévaluéeinvitromontreuneefficacitémoyenn
ementmarguéesurunegammedechampignonsphytopathogénes,asavoir
:Sclerotiniasp.,phytophtorasp.,Alternariasp., Trichodermasp.,Botrytissp.EtRhizoctonia
solani.
L’absenced’activitéinhibitricedenosextraitsméthanoliquesvis-a-
visdetouslesisolatsfongiques saufTrichodermasp. aéte enregistré.
Lesrésultatsobtenusatraverscetteétudemontrentl’efficacitédesextraitsduromarin -~ sur
certainessouchesbactérienneset fongiques.
Alalumieredesrésultatsobtenusetdesprobléemesrencontrés,ilparaitutiled’approfondirce
tteétude,enutilisantdesmoyensmatérielsplusperformantsetcecienessayant de:
»  AnalyserlesextraitsduromarinparCGMSetparHPLC,pourmettreenévidencel’effet
desmoléculesactives.
= Elargirlagammedessouchesatesterafind’affirmerl’efficacitédecetteplantesurd’autres
microorganismespathogenes.
= Determiner la CMI (Concentration minimale inhibitrice) et la CMB (Concentration

minimale bactericide) des extraits les plus efficaces contre les souches microbiennes

56



Conclusion

étudiées.

* Essai de production d’un biobactéricide et d’un biofongicide a base de ces extraits.

Cesrésultatsnousencouragentavérifieretconfirmerl’activitéinvitrodel’espéceRosmarinu
sofficinalisL.etdecaractériserlescomposésresponsablesdupouvoirantimicrobien.

Parcemodestetravail,nousespéronsavoircontribuéalavalorisationduromarindeBlidaetqu

€ nous

pouvonsconclurequecetteplantepossededespropriétésantimicrobiennesimportantesetque
nous

recommandonsdepoursuivrelesrecherchessurlecomportementantibactérienetantifongique
desextraits du romarin.

57



Reférencesbibliographiques



Référencesbibliographiques

AbigailA.S.WhittD.(2005).Revengeofmicrobes:howbacterialresistanceisunderminingt

heantibiotic miracle.Amer Societyfor Microbiology: 186p.

AFNOR
:AssociationFrancaisedeNormalisation(2000).Recueildesnormesfrancaises«Huiles
essentielles». AFNOR,Paris. AFNOR NFT75-006.202p.

AlbusS.,JoyceE.,PaniwnykL.,LorimerJ.P.,MasonT.J.(2004)Potentialfortheuseofultra
soundintheextractionofantioxidantsfromRosmarinusofficinalisforthefoodandpharmaceu

ticalindustry.UltrasonicsSonochemistry.11: 261-265.

AndyS.(2007).Luttebiologique,biodiversitéetécologieenprotectiondesplantes. Agropolis
international,ISSN:1628-4240.

AppelH.andHirtH.(2004).ReactiveOxygenSpecies:Metabolism,OxidativeStress,andSi
gnal Transduction. Ann.Rev.Plant Biol. 55:373-99.

ArayaH.T.,SoundyP.,SteynJ.M.(2006).ResponseofHerbageYield,Essential Oil Yieldan
dCompositionofSouthAfricanRose-ScentedGeranium(Pelargoniumsp)to
ConventionalandOrganicNitrogen.J.Essent. OilRes., 18: pp 111-115 (SpecialEdition).

ArmstrongG.M.,ArmstrongJ.K.(1981).“FormaespecialesandracesofFusariumoxyspor
umcausingWiltdiseases”,in:NelsonP.E., ToussounT.A.andCookR.J.(Eds.)Fusarium:dise
ases,Biology,andTaxonomy, ThePennsylvaniaStateUniversityPress, UniversityPark,
PA,USA, 391-399.

ArslanD,MusaozcanM.(2007).Evaluationofdryingmethodswithrespecttodryingkinetic
s,mineralcontentandcolourcharacteristicsofrosemaryleaves.EnergyConversion and

Management.(inpress)

58



Référencesbibliographiques

AthamenS.EtudequantitativedesflavonoidesdesgrainesdeCuminumcyminumetlesfeuille
sdeRosmarinusofficinalisL.etl’évaluationdel’activitébiologique. Thésede

Magister,Université de Batna, 2009.

BaisH.P.,WeirT.L.,PerryL.G.,GiloryS.,andVivancoJ.M.(2006).Theroleofrootexudat
esinrhizosphereinteractionswithplantsandotherorganisms.AnnuRevPlantBiol 57. 233-
266

BaldwinIT.,HalitschkeR.,PascholdA.,VonDahICC,PrestonCA(2006).Volatilesignali
nginPlant-Plantinteractions:“Talkingtrees”’intheGenomicsEra.Science 10, 311, 812-
815.

BarnettHL.EtHunterBB.(1972).1llustratedgeneralofimperfectfungi.Minneopolis.USA
.BurgessPublishing. 235p.

BekkaraA.,BousmahaF., TalebbendiabL..,BotiS.A.,CasanovaJ.B.(2007).Compositio
nchimiquedel’huileessentielledeRosmarinusofficinalisL.poussantal’étatspontané

etcultivé dela région deTlemcen.Biologie&Santé.7: 6-11.

BelaicheP.(1979).Traitédephytothérapieetd’aromathérapie. TomelL’aromathérapie.Ed
Maloine. S.A.Paris.France.

BellakhdarJ.(1997).Lapharmacopéemarocainetraditionnelle.lbisPress(Ed).Paris, 764p.

BelouedA.(1998).Plantesmédicinalesd’ Algérie.2émeEdition.Officedespublicationsuniv
ersitaires(Ed).Alger, 274p.

BelouedA.(2001).Plantesmédicinalesd’ Algérie.Edition: Officedespublicationsuniversita
ires : 88-89p.



Référencesbibliographiques

BenAmorB.(2005).Maitrisedel'aptitudetechnologiquedelamatiérevégétaledanslesopérat
ionsd'extractiondeprincipesActifs; Texturisationpardétenteinstantanéecontrolée  DIC",

ThesedeDoctorat, Toulouse.

BercheP.(P.C.E.M.2)(2002/2003).Bactériologiegénérale,faculté de médecineNecker —

enfantsmalades.16p.

BesombesC.(2008).Contributional'étudedesphénoménesd'extractionhydro-thermo-
mécaniqued'herbesaromatiques”.Applicationsgénéralisées. Thésededoctorat.Université

delaRochelles.

BillerbeckG.(2000).Activitéfongiquedel'huileessentielledecymbopogonnardussurl’ Asp
ergillusniger.Evaluationd'unbioréacteurpourl'étudedel'effetinhibiteurdessubstancesvolat
ilesenphasevapeur.Facultédessciencespharmaceutiques, Institutnationalpolytechnique de
Toulouse, 236.

BissettJ.A(2004).RevisionofthegenusTrichoderma.l.SectionPachybiasium.(a)Can.J.Bo
t., 69 :2373-2417

BlancardD.(1991).Lesmaladiesdelatomate,identifier,connaitremaitriser.Ed.Quae,Paris.

BlancardD.,LaterrotH.,MarchouxG.etCetresseT.(2009).Lesmaladiesdelatomate,ide

ntifier,connaitre maitriser.Ed.Quae, Paris.

BoivinG.(2001).Parasitoidesetluttebiologique :Paradigmeoupanacée?Vertigo,2(2)

BoullardB.(2001).PlantesMeédicinalesDuMonde(Réalitésetcroyances), ESTEM,ISBN
2843711177. Pp 515-516.

BoussettaN.,LanoiselléJ.-L.,Bedel-CloutourC.and VorobievE. (2009).

Extractionofsolublematterfromgrapepomacebyhighvoltageelectricaldischarges



Référencesbibliographiques

forpolyphenolrecovery:Effectofsulphurdioxideandthermaltreatments.JournalofFoodEngi
neering95(1):192 -198.

BradburyJ.F.(1986).GuidetoPlantPathogenicBacteria. CABInternationalMycologicall
nstitute, Kew,UK, 332.LuigiSavastano(1887,1889).

Caillet S., Lacroix M. (2007). Les huiles essentielles : leurs

propriétésantimicrobiennesetleurs
applicationspotentiellesenalimentaire.LaboratoirederechercheenSciencesappliquées a
I’alimentation(RESALA) INRS-InstitutArmand-Frappier,Université
deLaval(Québec).

CeccherelliP.,CuriniM.,MarcotullioM.C.etMenghinA.I.
(1985).SesquiterpeneAcidsfromDittrichiaviscosa.Phytochemistry,VVol.24,N°.12,P
:2987-2989.

ChermetteR.,BussierasJ.(1993).Parasitologievétérinaire.Mycologie,EditéparleService

de Parasitologiede I’Ecole Nationale Vétérinaire de Maisons-Alfort.

CornelissenC.N.,HarveyR.AandBruceD.F.(2012).Microbiology,thirdedition:448.

CowanM.M.(1999).Plantproductsasantimicrobialagents.ClinicalMicrobiologyReview
12, 564-582.

CroteauR.,KutchanM.T.,LewisG.N(2000).Naturalproducts(Secondarymetabolites).Bi
ochemistry&MolecularBiologyofPlants.EdB.Buchanan,W.Gruissem,R.Jones, American
Society of PlantPhysiologists.P: 1250-1318.

Crouzet J.(1996).Ardmesalimentaires. Techniques de d'ingénieur,F4 100, Paris.

DelBanoM.J.,L,CastilloJ.(2004)."Flavonoiddistributionduringthedevelopmentofleave
s,flower,stemsandrootsofRosmarinusofficinalis.Postulationofabiosynthetic
pathway",J.Agric Food, 32(16), 4987-92.



Référencesbibliographiques

DeBoerS.H.etKelmanA.,(1975).Evaluationofproceduresfordetectionofpectolytic

Erwiniaspp. onpotatotubers.AmericanPotatoJournal52:117-123.

DeBoerS.H.(1994).Prospectsforcontrolofpotatodiseasescausedbypectolyticerwinias.In
Zehnder,G.W.,Powelson,M.L.,Jansson,R.K.,andRaman,K.V.(Eds),APSPress, St
PaulMinnesota 136-148.

Develey-
RiviereM.andGalianaE.(2007).Resistancetopathogensandhostdevelopmentalstage:am
ultifacetedrelationshipwithintheplantkingdom.Newphytol. 175, 405-416.

Didry.N.,Dubreuil.LetPinkasM.(1993).Activitéantibactérienneduthymol,ducarvacrole

tde lI'aldehydecinnamique seuls ou associés.Pharmacize, 48, 301-304.

DorothyM.AdcockMD.(2005).ProceduresforvalidationofINRandlocalcalibrationofP T/
INRSystems; Ap580-1provedGuideline.ISBN1-56238-580-1.VVolume ~ 25.  Number
23.H54-A

DuhouxE.etNicoleM.2004.AtlasdeBiologieVégétale: Associationsetinteractionschezles
plantes. 1ére Edition,DUNOD, p. 166.

EisseG,deHaanTCEM,Dekker-NoorenGéW,vandenBovenkampAG.C.
L.SpeksnijderPS,vanderZouwenJMetvanderW.(2008).Pectobacteriumcarotovorum
subsp.Carotovorumcancausepotatoblacklegintemperateclimates.Eur J
PlantPathol122:561-5609.

EIModafarC.,EIBoustaniE.,(2002).Contributiondespolyphénolsauxmécanismesd’acti
ondesplantes.InRegnault-RogerC.,PhilogéneB.,J.,R.,VincentC.,

biopesticidesd’originesvégétale.Lavoisier Tec etDoc,Paris, 196-185.

Escott,Harlein,Klein (2006). Microbiologie 2°edition francaise,de boek,P : 2.



Référencesbibliographiques

EssawiT.etSrourM.(2000).ScreeningofsomePalestinianmedicinalplantsforantibacterial
activity.J.Ethnopharm. 70: 343-349.

FacheP.,NunsJ., TuazF.(1995)"Lechauffagedesliquidesfortementconducteursdel’électr
icité:I’inductiondirecte,unesolutionquiignorel’encrassementetlacorrosion”,Congres,UN
IPEDE,Barcelona.

FallenH.,KsouriR.,ChaiebK. Karray-
BouraouiN., TrabelsiN.,BoulaabaM.,AbdellyC.(2008).PhenoliccompositionofCynara

cardunculusL.organs,andtheirbiologicalactivities .C. R.Biologies. 331: 372-379.

FaragR.S.,DawZ.W.,HewediF.M.,ElbararotyG.S.A.(1989).Antimicrobialactivityofs
omeEgyptain spice EssentialOils.J.Foodpotects, 52, pp: 675-679.

FauchereJ-L.(1997).BactériofichesTechniquesenbactériologieclinique.Editionellipses,
175p.

FauchéreJ.LetAvrilJ.L.,2002,Bactériologiegénéraleetmédicale:EllipsesEditionsParis,
365.

FekharN.etArabiM.(2011).Extractiondesmétabolitessecondaires{Flavonoides}deRos
marinusofficinalisL.parleprocédéduchauffageparinductionmagnétique. Thése de Master,

Université de Médéa.

FennellCW.,LindseyKL.,McGawLJ.,SpragSG.,StaffortGl.,ElgorashiEE.,GraceO
M.,VanStadenJ.(2004).Assessingafricanmedicinalplantsforefficacyandsafety:pharmac

ologicalscreeningandtoxicity.JournalofEthnopharmacology94,205-217.

FerrariJ.(2002).ContributionalaconnaissancedumétabolismesecondairedesThymelaeac
eaeetinvestigationphytochimiquedel’uned’elles:GnidiainvolucrataSteud.exA.Rich.Thes

e de doctorat.Lausanne.



Référencesbibliographiques

FerronP.(2000).Laluttebiologique:définition,conceptetstratégies.Dossiersdel’environne

ment del’Tuu*-*

*NR. 19: 7-18.

FieldB.,Jordan,F.,andOsbourn,A.(2006).Firstencounters-deploymentofdefence-
relatednatural products byplants.new phytol 172: 193-207.

GérardD.(2000)."Chauffageparinductionélectromagnétique:technologie"”,techniquedel’
ingéniRudnevV,"Handbookofinductionheating”,EdCRS,2003.eurD5963.

GoetzP.(2007).Laphytocosmétologiethérapeutique.Ed.Springer-verlag,Paris.257p.

GomesP.B.,VeraG.,MataAliroE.RodriguesA.F.(2007).Productionofrosegeraniumoil

usingsupercriticalfluidextraction.JournalofSupercritical Fluids,41:pp50-60.

Gonzalez-TrujanoM.E.,PenaE.l.,MartinezA.L.,MorenoJ.,Guevara-
FeferP.,Deciga-CamposM.,Lopez-
MunozF.J.(2007).EvaluationoftheantinociceptiveeffectofRosmarinusofficinalisL.using
threedifferentexperimentalmodelsinrodents.J Ethnopharmacol.111: 476-482.

Gordon-WeeksR.andPickettJ.K(2009).Roleofnaturalproductsinnature:plant-
insectinteractions.Plant-derivedNaturalproducts,p 321-347

GrandeM., TorresP.,PieraF.,Bellidol.S.(1992). TriterpenoidsfromDittrichiaviscosa.Ph
ytochemistry,Vol. 31, N°.5, p: 1826-1828.

GrayE.J.andSmithD.L.(2005).IntracellularandextracellularPGPR:commonalitiesanddi

stinctions in the plant-bacteriumsignalingprocesses.Soil Biol.

GueorguieVvE.(1980).Produitsaromatiquesnaturelsetsynthétiques.Editiondel’ InstitutSup

érieur de TechnologieAlimentaire. Plovdiv, Bulgarie.



Référencesbibliographiques

Guerin-
FaubleeV.etCarretG.(1999).L’antibiogramme,principes,méthodologie,interetetlimites.
Journée Nationale GTV-INRA, 5-12.

HaddouchiF.,LazouniH.,AhammerK.A.,CarsonC.F.etRileyT.V.(2009).Antimicrobi
alactivityofessentialoilsandotherplantextracts.JournalofappliedMicrobiology, 86, 985-
990.

HallB.H.,CotherE.J.,WhattamM.,NobleD.,LuckJetCartwrightD.(2004).Firstreport
ofoliveknotcausedbyPseudomonassavastanoipv.savastanoionolives(Olea europaea)in

Australia.Australasian plant pathology. 33: 433-436.

HammerschmidtR.(1999).Phytoalexins:whathavewelearnedafter60years?Ann.Rev.Ph
ytopathol. 37, 285-306.

HandaS.S.,KhanujaS.P.S.,LongoG.andRakeshD.D.(2008).Extractiontechnologiesfor
medicinalandaromaticplants, International CentreforScienceandHighTechnology, Trieste,

Italy.

HawesM.C.,GunawardenaU.,MiyasakaS.andZhaoX.(2000).Theroleofrootborder
cells in plantdefense. TrendsPlantSci. 5, 128-133

Helias(2008).Synthése.CahiersAgricultures17 :349-354.

HemwimonS.,PavasantP.&ShotipruxA.(2007).Microware-
assistedextractionofantioxidativeanthraguinonesfromrootsofMorindacitrofolia.Separati

onandPurificationTechnology.54.44-50.

HennequinC.,LavardeV.(1998). Infections
aPenicillium.Encycl.Med.Chir.(Elsevier,Paris), MaladiesInfectieuses,850-A-11.

InouyeS., TakiswaT.andYamaguchiH.(2001).Antibacterialactivityofessentialoilsandt
heirmajorconstituentsagainstrespiratorytractpathogensbygaseouscontact.J.of. Antimi.Ch
emo. 47: pp 565-573.



Référencesbibliographiques

Jilman(1986). Amanualofsoilfungi.Revisersecondedition.Ames,Lowa.USA.428p.

JulieA.E.(2000).Erwiniaamylovora: Themolecularbasisofthefireblightdisease.Molecula
r PlantPathology.1(6): 325-329.

KankoC.,SawalihoB.E.,KoneS. KoukouaG.,N’GuessanYT.(2004).
Etudedespropriétésphysico-
chimiquesdeshuilesessentiellesdeLippiamultiflora,Cymbopogoncitratus,Cymbopogonn
ardus,Cymbopogongiganteus».ComptesrendusChimie7, pp 1039-1042.

KingE.O.,M.K.WardD.E.Raney.(1954). Twosimplemediaforthedemonstration of
pyocyaninandfluorescein.J.Lab. Clin. Med.44:301-307.

KraftJ.M.,HawareM.P.,Jimenez-
DiazR.M.,BayaaB.,HarrabiM.(1994).Screeningtechniquesandsourcesofresistancetoro
otrotsandwiltsincoolseasonfoodlegumes.In:Muelbauer,F.G.,Kaiser,W.J.Expandingthepr
oductionanduseofcoolseasonfoodlegumes.Ed.Kluweracademicpublishers,Dordrecht. Th
eNetherlands, pp. 268-289.

KubicekC.P.,BissettJ.,Druzhininal.,Kullnig-
GradingerC.&SzakacsG.(2003).Geneticandmetabolicdiversityof Trichodermasp.:acas
estudyonSouth-EastAsianisolates.FungalGenet.Biol., 38 (3) : 310-319

Lahlou.M.(2004).Methodstostudy phytochemistryandbioactivity
ofessentialoils.PhytotherapyResearch, 18, 435-448.

LapwoodD.H.etHeringT.F.(1968).Infectionoftubersbycommonscab(Streptomycessca
bies)duringbriefperiodswhenthesoilisdrying.EuropeanPotatoJournal1:177-187.

LarkinR.P.,Fravel,D.R.1998.Efficacyofvariousfungalandbacterialbiocontrolorganism

sfor control ofFusariumwilt of tomato.PlantDis., 82, pp.1022-1028.



Référencesbibliographiques

LavigneJP.(2007).Effetsdesantibiotiquesetmécanismesderésistance.MB7Bacteriologie,

B7Antibiotiquesetrésistance.Facultéde médecine Montpellier-Nimes.Janvier2007.

LeybrosJ.,FremeuxP.Extractionsolide-liquide-Aspectsthéoriques. Techniquesde
I’Ingénieur (traitéGénie desprocédé), J2780

Lucas .J. (1996).InductionConductionélectriquedansl'industrie”.EdElectra;Paris

Lucchesi(2005).ExtractionSansSolvantAssistéeparMicro-
ondesConceptionetApplication a I’extractiondeshuilesessentielles : p 17 ; 23, 52,

LucchesiM.E.,ChematF.andSmadjaJ.(2004).FlavourandFragranceJournalFlavourFra
grJ.;19:134-138

MaciasFA.,GalindoJLG,GalindoJCG.(2007).Evolutionandcurrentstatusofecological
phytochemistry.Phytochemistry68: 2917-2936

MaddenL.V.,andWheelisM.(2003).ThethreatofplantpathogensasweaponsagainstU.S.c
rops.AnnuRevphytopathol 4:155-176

MaleckK.,LevineA.,EulgemT.,MorganA.,SchmidnJ.,LawtonK.A.,Dangel
J. and DietrichR.A.(2000).Thetranscriptomof Arabidopsisthalianaduringsystemic
acquiredresistance.Nat.Genet. 26: 403-410

MannC.MetMarkhamJ.L.(1998).Anewmethodfordeterminingtheminimuminhibitory
concentrationofessentialoils.JournalofAppliedMicrobiology,84,538-544.

MaorR.andShirasuK.(2005).Thearmsracecontinuesbattlestrategiesbetweenplantsandf

ungal pathogens. Curr OpinMicrobiol8: 399-404



Référencesbibliographiques

MarinoM.,BersaniC.,ComiG.(1999). Antimicrobialactivityofessentialoilsof Thymusvul

garisL.measured usinga bioimpedometrismethod.J.FoodProtect, 62: pp1017-1023.

Mellatl.(1997)."Contributional'extractionetl'étudedel'huileessentielled'Eucalyptus”(PF
E) Université de Médéa.

MessiaenC.,BlancardD.,RouxelF.,LafonR.(1991).Lesmaladiesdesplantesmaraichéres
(du labo auterrain),EditionQuae, 552p.

MorisseyJohnP.(2009).Biologicalactivityofdefence-
RelatedPlantSecondaryMetabolites.Plant-derivesNaturalProducts,P283-299

MouasS,LachenaniA.(2010)."Extractionetcaractérisationdel huileessentielledesgrain

es de Cominumcyminum L inductionélectromagnétique”,PFE,Université deMeédea.

MuandaF.N.,2010.1dentificationdepolyphénols,évaluationdeleuractivitéantioxydanteet

étudedeleurspropriétésbiologiques. Thesededoctorat,UniversitédeMetz. 238 p.

NautiyalC.S.(2001).Biocontrolofplantdiseasesforagriculturalsustainability. In:Upadhya
y,R.K.,Mukerji,K.G.,Chamola,B.P.BiocontrolPotentialanditsExploitationinSustainable
Agriculture,vol.1:CropDiseases,Weeds,andNematodes.Ed.Kluwer Academic,New
York,pp.9-23.

NelsonE.B.(2004).Microbialdynamicsandinteractionsinthespermosphere.Ann.Rev.Phyt
opathol., 42, 271-309

NikaidoH.,VaaraM.(1985).Molecularbasisofbacterialoutermembranepermeability.

MicrobiologyReviewl, 1-32.



Référencesbibliographiques

OkamuraN.,HaraguchiH., HashimotoS., YagiA.(1994)."Flavonoidsin

RosmarinusofficinalisleavesPhytochem",37(5),463-6.

OmidbeygiM.,BarzegarM.,HamidiZ.(2007).Antifungalactivityofthyme,summersavor
yandcloveessentialoilsagainstAspergillusflavusinliqguidmediumandtomatopaste.Foodco
ntrol 18: 1518-1523.

OwenP.etJohensT.(1999).XanthineoxidaseinhibitoryactivityofnortheasternNorthAmer

icanplantremediesusedforgout.JournalofEthnopharmacology.64,149-160

Panda H. (2009).Aromatic PlantsCultivation,ProcessingAndUses.

PerrotE.(1944).Matiérespremieresusuellesduregnevégétal. Masson&Cie. Tome
2. Paris

PérombelonMCM.(1974).Theroleoftheseedtuberinthecontaminationby

Erwiniacarotovoraof potatocrops in Scotland.PotatoResearch17:187-199.

PérombelonMCM.,LumbVM.,ZutraD.,HymanL.J.etBurnettEM.(1989).Factorsaffe
ctingpotatoblacklegdevelopment.In: Tjamos,EC,Beckman,CH,edsProceedings
oftheNATO  AdvancedResearch ~ Workshop  on the interaction of
GeneticandEnvironmentalFactorsinthedevelopmentofVascularWiltDiseasesofPlants’19
88, Cape Sounion, Greece.Berlin:Springer-Verlag,421-431.

PérombelonMCM.(2002).Potatodiseasecausedbysoftroterwinia:anoverviewofpathoge
nesis.PlantPathology 51:1-12.

PhilogeneB.J-R,FabresG.,Regnault-
RogerC.(2005).Protectiondescultures,environnementetdéveloppementdurable:Enjeuxp
ourleXXlesiecle.InRegnault-RogerC.,FabresG.,PhilogeneBJ-
R.Enjeuxphytosanitairespurl’agricultureetl’environnement.Lavoisier Tec etDoc, Paris,
p 1-14.



Référencesbibliographiques

PigaP.M.,BelangerR.R.,PaulitzT.C.,BenhamouN.(1997).IncreasedresistancetoFusari
umoxysporumf.sp.radicis-
lycopesiciintomatoplantstreatedwiththeendophyticbacteriumPseudomonasfluorescensst
rain63-28.Physiol.Mol.PlantPathol., 50, pp.301-320.

PrietoA.,LealJ.A.,PovedaA.,Jiménez-BarberoJ.,Gomez-
MirandaB.,DomenechJ.,AhrazemO.&BernabéM.(1997).Structureofcomplexcellwal
IpolysaccharidesisolatedfromTrichodermaandHypocreaspecies.CarbohydrateResearch,
304(3-4) : 281-291

QuesadaJ.M.,PenyalverR.etLopezM.M.(2008).EpidemiologicalBasisforanEfficientC
ontrolofPseudomonassavastanoipv.savastanoionOliveTrees.SpringerScience
+Business Media B.V.DOI:10.1007/978-1-4020-6901-7:57-64.

QuezelP.etSantaS.(1963).Nouvelleflored 'Algérieetdesrégionsdésertiquesméridionales.
Tomell. p.940

RamM.,RamD.,RoyS.K.(2002).Influenceofanorganicmulchingonfertilizernitrogenuse
efficiencyandherbandessentialoilyieldsingeranium(Pelargoniumgraveolens).Bioresourc
eTechnology, 87, pp273-278.

RameauJ-C. (2008). Flore forestiére frangaise:Régionméditerranéenne,

RaoR.B.,PaulR.N.,SinghK.(2005).Influenceofco-
distillationwithweedbiomassonyieldandchemicalcompositionofrose-

scentedgeranium(Pelargoniumspecies)oil. J.Essent.OilRes. 17: pp 41-43.

Rasoolil.,FakoorM.H.,YadegariniaD.,GachkarL.,AllamehA.,RezaeiM.B.(2008).An
timycotoxigeniccharacteristicsofRosmarinusofficinalisandTrachyspermumcopticumL.e

ssential oils.International Jof FoodMicrobiology.122:135-139.



Référencesbibliographiques

RojasA.,HernandezL..,Pereda-
MirandaR.,MataR.(1992),Screeningforantimicrobialactivityofcrudedrugextractsandp

urenaturalproductsfromMexicanmedicinalplants.J.Ethnopharmacology. 35:275-283.

SacchettiG.,MaiettiS.,MuzzoliM.,ScagliantiM.,ManfrediniS.,RadiceM.,BruniR.(20
05).Comparativeevaluationofllessentialoilsofdifferentoriginasfunctionalantioxidants,a
ntiradicalsandantimicrobialsinfoods.FoodChem.91:621-632.

SalléJ.L. (1991).Les huiles essentielles.Ed.Frison-Roche.Paris. 167p.

Sarbach.R.(1962).Contributional'étudedeladésinfectionchimiquedesatmospheres.Facul

té de Pharmacie,Université deRennes, 181p.

Sarni-ManchadoP.,CheynierV.,2006.Polyphénolsenagro-alimentaire.editionLavoisier
PP :398

Scalbert A.(1991).Antimicrobialproperties oftannins. Phytochemistry. 30; 3875-83.

SchelerA.(1862).Dictionnaired'étymologiefrancaised'apréslesrésultatsdelascience

moderne.

SchrothM.N.,HildebrandD.C.etPanopoulosN.(2006).PhytopathogenicPseudomonads
andRelatedPlant-AssociatedPseudomonads.Prokaryotes.6:714-740.D01:  10.1007/0-
387-30746-x_23.

ScottR.1.,ChardJ.M.,HocartM.J.,LennardJ.H.etGrahamsDC.(1996).Penetrationofp
otatotuberlenticelsbybacteriainrelationtobiologicalcontrolofblacklegdisease.PotatoRese
arch39: 333-334.

SemalJ.(1996).Traitédepathologievégetale,lespressesagronomiquesdeGembloux, p.
465-478



Référencesbibliographiques

SenhajiA.(1999).Problématiquedelatuberculosedel’olivierdansleplateauduSaiss.

Journée nationale surla protection de ’olivier,Marrakech le 27mai 1999.

SharmaR.C.andSharmaJ.N.(2005).Challengingprobleminhorticulturalandforestpatho
logy.Indus publishing company.444p.

SimpsonW.T.(1999).Dryingandcontrolofmoisturecontentanddimensionalchanges,
Gen. Tech. Rep. FPL-GTR-113. Madison, ForestProductslaboratory. 463 p.

SmithM.DetNavilliatP.L.(1997).Anewprotocolforantimicrobialtestingofoils.Journal
of microbiologicalmethods,28,21-24.

SpencerR.C.J.(2003).0zoneasapost-harvesttreatmentforpotatoes. Thesisforthedegree of

Masterof Science, Universityof Saskatchewan, Saskatoon, Canadal52 p.

Stavrianakous.,LiakopoulosG.etKarabourniotisG.(2005).Borondeficiencyeffectson
growth,photosynthesisandrelativeconcentrationsofphenolicsofDittrichiaviscosa(Asterac
eae).EnvironmentalandExperimentalBotany(Elsevier).P: 293-300.

StrangeR.N.(2003).IntroductiontoPlantPathology.JohnWiley&SonsLtd.,p.497.

TeuscherE.,RobertA.,AnneliseL..  (2005).1000plantesaromatiques,EditionLavoisier.
pp 195, 310-313, 416-422.

TortoraG.J.(2003).Introduction ala microbioligie.EditionERPCanadaP. 945

TouafekO.(2010).EtudephytochimiquedeplantesmédicinalesdunordetdusudAlgériens.,

ThésedeDoctorat Constantine,Algérie.



Référencesbibliographiques

TripathiA.,SharmaN.(2006).FungitoxicityoftheessentialoilofCinensiscitrusonpost-
harvestpathogens.WorldJournalofMicrobiologyandBiotechnology,22(6):587-593.

TylerV.E.,BradyL.R.,RobbersJ.E.(1881).Pharmacognosy.Lea&Febiger,Philadelphia,
520.p.

VanachterA.,VanWembekeE.,VanAsscheC.(1983).Potentialdangerforinfectionandsp
readofrootdiseaseoftomatoesinhydroponics.ActaHort.,133,pp.119-127.

WangL.andWellerC.L.(2006).Recentadvancesinextractionofnutraceuticalsfromplants.
Trends in Food Science&Technology17(6):300-312.

YaganzaE-S.(2005).Utilisationpost-
récoltedeselsorganiquesetinorganiquespourluttercontrelapourrituremolledelapommedet

erre:basephysico-chimique. ThésePh.D.UniversitéLaval,Québec, Canadal88 p.

Young,J.M.(2004).0Oliveknotdiseaseanditspathogens.AustralasianPlantPathology.33:
34-39.

YrjonenT.(2004).Extractionandplanarchromatographicseparationtechniquesintheanaly
sisofnaturalproduct.Conferenceroom513atViikkiinfocentre.FacultyofpharmacyoftheUn

iversityofHelsinki. P: 64

ZoharyD .etSpiegel-RoyP.(1975).Beginningsoffruitgrowingintheoldworld.
Science.187: 319-27.



Annexes



Annexes

Annexel: appareillage

Figure20:Evaporateurrotatif Figure21:Balance

Figure22:BainMarie Figure23:Autoclave
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Annexe2

Figure 24: photosreprésentativesdeszonesd’inhibitions(mm)
desbactériesphytopathogénesvis-a-visdes
huilesessentiellesdeRosmarinusofficinalisL.
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d’inhibition
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Pseudomonassyringae syringae (temoin) Pseudomonassyringae syringae
(huile essentielle)
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d’inhibition

\
Pseudomonassyringae savastonoi
(huile essentielle)
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Zoned’inhi
bition

Pectobacteriumcarotovorum Pectobacteriumcarotovorum
(temoin) (huileessentielle)

Figure 25 : photosreprésentativesdeszonesd’inhibitions(mm)
desbactériesphytopathogénesvis-a-visdes
extraitsméthanoliquesdeRosmarinusofficinalisL.
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Figure 26 : photosreprésentativesdeszonesd’inhibitions(mm)
deschampignonsphytopathogénesvis-a-
visdeshuilesessentiellesdeRosmarinusofficinalisL.
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Zoned’inhibition

Alternaria sp.(temoin) Alternaria sp.(temoin)
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Penicilliumsp.(temoin)
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Figure 27: photosrepresentativesdeszonesd’inhibitions(mm)
deschampignonsphytopathogenesvis-a-
visdesextraitsméthanoliquesdeRosmarinusofficinalisL.
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Annexe3
Milieux de culture

a) MilieuKing B (Kingetal., 1954).

Ce milieuest utilisépourcultiver lesbactériesphytopathogenesa 28°C pendant 24 a72h.1l

secompose de:

- Peptone 20,09

- Glycérol 10,0 ml

- Phosphate dipotassique 1,5 ¢

- Sulfate de magnésium 1,5 g

- Agaragar bactériologique 15,0 g
- Eaudistillée 1000ml

-pH7,2

b) MilieuPDA(potato-Dextrose-Agar)
Ce milieuest utilisépourcultiver leschampignonsphytopathogeénes. |l
aété préparé comme suit :
600gdepommede terrebouillit dans 1,5 litre
d’eau.20gdeglucose
20gd’agar

Compléter avec I’eau distillée jusqu’a 3 litres

Lesmilieuxdeculturesutilisésdanscetravailétaientstérilisésparautoclavageal21°Cpendant 20

minutes.



