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Résumé

Le romarin Rosmarinus officinalis est une espéce trés abondante dans la région de
Blida, il est utilisé en médecine populaire, cosmétique et phytopharmacie.

Nous avons conduit une régie en nutrition organique (compost et vermicompost) sur
le romarin, la partie aérienne a été prélever et I'extraction des huiles essentielles a
été effectuée par entrainement a la vapeur d'eau. L'étude chimique des huiles
essentielles par la Chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrométrie de
masse a révélé la richesse en molécules au profit de I'huile essentielle de Romarin
issus de l'irrigation a I'eau courante (14 molécules) et par rapport a I'huile essentielle
de Romarin non irriguée (13 molécules), et par rapport a I'huile essentielle de
Romarin issus de régie en compost (11 molécules) et a I'huile essentielle issus de
régie en vermicompost (12 molécules). L’huile essentielle de Romarin montre une
bonne activité inhibitrice vis-a-vis le champignon Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici utilisé in vitro. Cette activité varie d’une régie a une autre et différe selon
les concentrations.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, huiles essentielles, pouvoir antifongique,
aromatogramme, DMSO, compost.



Abstract

Rosemary Rosmarinus officinalis is a very abundant species in the region of Blida, it
is used in popular medicine and cosmetic phytopharmacy.

We conducted a survey in organic nutrition (compost and vermicompost) on
rosemary, the aerial part was taken and the extraction of essential oils was done by
steam distillation. The chemical study of the essential oils by GC-SM revealed the
richness in molecules in favor of the essential oil of rosemary resulting from the
irrigation with running water (14 molecules) and compared to the essential oil of
rosemary non-irrigated (13 molecules) and compared to the essential oil of rosemary
derived from compost (11 molecules) and essential oil from vermicopost (12
molecules). The essential oil of rosemary shows a good inhibitory activity in parallel
with the chamomile Fusarium Oxysporum F.sp Lycopercisi used. This activity varies
from one survey to another and differs according to the concentrations.

Essential word : Romarinus officinalis, essential oils, antifungal power
aromatogram, DMSO, Survey, compost, vermicompost
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Introduction

Introduction

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.,) est une plante aromatique originaire de
la région méditerranéenne et utilisé dans le monde entier pour ses activités
antimicrobiennes et antioxydantes. Cette plante présente beaucoup effets
bénéfiques notamment son activité anti-inflammatoire (Rahbardar et al., 2017). Les
huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L sont largement utilisées, dans la
médecine traditionnelle, depuis des siécles contre une multitude de maux. Le
Romarin est entré dans la médecine moderne (Hostettmann, 1997).

Les huiles essentielles, les extraits d'herbes, sont bien connus pour leur
I'activité antimicrobienne. lls sont largement utilisé pour inhibé la croissance des
bactéries et des champignons (Friedman et al., 2002). Les changements des
propriétés antimicrobiennes des huiles de romarin provenant de populations
naturelles ont également été détectés. Ces derniéres variations sont dues a des
conditions régionales, environnementales et agronomiques, le temps de récolte, le
stade de développement des plantes, la méthode de I'extraction et les méthodologies
utilisées pour évaluer leur activités biologiques (Zaouali et al., 2010).

L’objectif de notre travail est d’étudié l'influence de la nutrition organique sur les
potentialités antimicrobiennes des I'huiles essentielles de la partie aérienne de
Rosmarinus officinalis par la méthode de diffusion en milieu gélosé, qui consiste
sur :

» Caractérisation des huiles essentielles du Romarin issus de différents
régimes de nutrition organique,

> Identification des composés chimiques maijoritaires et minoritaires des
différentes régies.

» Evaluation de I'activité antifongique de ces huiles essentielles .
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique
|. Apercu bibliographique sur le Romarin

1. Historique

Le romarin est connu depuis l'antiquité, c’est I'espéce la plus utilisée dans le
méditerrané surtout en Algérie. Elle posséde plus de 3300 espéce et environ 200
genres. Dans la Gréce antique : Les étudiants se confectionnaient des couronnes de
romarins car elles avaient la réputation d'améliorer mémoire et facultés
intellectuelles. Les Romains tressaient des couronnes de romarin dont on coiffait les
mariés le jour de leurs noces. lls en déposaient également sur leurs tombeaux —
selon leur coutume - parce que cette herbe, considérée comme sacrée, devait
conserver le corps par son arédme; et son feuillage persistant garantissait I'immortalité
et procurait aux morts la paix éternelle. Les Egyptiens [l'utilisaient déja pour
lembaumement, ainsi qu’en fumigation lors des cérémonies religieuses en
remplacement de I'encens (Alma-Ata, 1978). C'est Horace qui rendit le plus bel
hommage a cette plante dont il disait "Si tu veux gagner l'estime des dieux porte
leurs des couronnes de romarin "Symbole de bonheur et de gaieté, on I'appelait
aussi "herbe des troubadours".

2. Répartition géographique

Plante indigéne poussant spontanément dans toute I'Algérie (Quezel et Santa,
1963), le Rosmarinus officinalis est originaire du bassin méditerranéen (lserin,
2001). Commun dans les maquis, les garrigues et les foréts claires, il est sub -
spontané en plusieurs endroits privilégiant un sol calcaire, de faible altitude,
ensoleillé et modérément sec (Schauenberg et Paris, 1977).

3. Le Romarin Rosmarinus officinalis L.

Le romarin est une plante des coteaux arides, garrigues et lieux rocheux de la
région méditerranéenne et méme un peu plus au sud jusqu’aux confins sahariens
(Boullard, 2010).

En Algérie : c’est 'une des plantes les plus populaires, on la trouve dans
plusieurs régions. Depuis I'antiquité, il est employé pour améliorer et stimuler la
mémoire. Les anthropologues et les archéologues ont découvert que le romarin a été
employé comme vertus médicinales, culinaires et cosmétiques en Egypte,
Mesopotamia, Chine et en Inde antiques (Stéphanois-Benyai et al., 2003).
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4. Classification du Romarin

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

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Lamiales (Labiales)

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus L.

Espéce : Rosmarinus officinalis L.

Figure 1 : Aspects morphologie de Romarin (Quezel et Santa,1963)
5. Description botanique

Le romarin se présente sous forme d'un arbuste ou sous arbrisseaux ligneux
trés odorants touffu, xérophyte, fortement rameux toujours vert a racine pivotante et
a tiges ligneuses, généralement irriguées, pouvant atteindre jusqu’a 2metres de
hauteur (Quezel et Santa, 1963).

5.1. Les feuilles

Portées par des rameaux subarrondis, sont opposés et sessiles étroites et
lancéolées de 4cm de long sur 5mm de large, leur port est rapide, leur texture dure et
coriance, leur limbes épais, cassant ; vert foncé sur la face supérieure et blanchatre
sur la face inferieur ; ses bords sont enroulés sur le dessous et la nervure médiane
est saillante.

5.2. Les fleurs

Sont regroupées en petites grappes axillaires terminales , disposées a l'aisselle
des feuilles , le calice bilabies a la forme d’'une clochette ovale et duveteuse , la
corolle est longuement tubuleuse , de 1.2cm de la large, bleu pale, lilas ou blanche
mais souvent maculée de petites taches violettes.

5.3. Le fruit

Est un tétrakéne lisse et globuleux, brun foncé de 2,3 mm de long. La floraison
a lieu de mai a juillet (Teuscher et al., 2005).

5
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6. Variétés du Romarin

Partie bibliographique

On dénombre plus de 150 variétés de Romarin. Elles se différencient par leur
taille maximale (d’'une dizaine de centimetres a 2 metres), leur tenue (vertical ou
rampant), la couleur de leurs fleurs (violettes, bleues, blanches, roses) et de leurs

feuilles, leur rusticité (tableau 1).

Tableau 1 : Les différentes variétés de Rosmarinus officinalis L. (in Mostefai,

2012)

Variétés

Nom

Caractéristiques

Rosmarinus officinalis Alba ou Albus

Romarin a fleurs blanches

Fleurs et bourgeons blancs.

Rosmarinus officinalis

Arp Romarin "Arp"

Supporte particulierement bien le froid
(zones 6 a 10). Ses feuilles ont une
odeur citronnée

Rosmarinus officinalis Athens Blue Spire

Romarin "Athens Blue
Spire"

Feuillage dense, arbme puissant

Rosmarinus officinalis Barbeque

Romarin "Barbeque”

Tiges bien droites, adaptées a l'usage
des tiges comme brochettes

Rosmarinus officinalis Bennenden Blue

Romarin "Bennenden Blue"

Grandes fleurs bleu-ciel, feuilles
étroites et foncée.

Rosmarinus officinalis Blaulippe

Romarin "Blaulippe"

Buisson compact, fleurs bleu tirant sur
le violet. Sensible au froid.

Rosmarinus officinalis Blue Lagoon

Romarin "Blue Lagoon"

Buisson compact. Sa floraison le
couvre de petites fleurs bleues.

Rosmarinus officinalis
Corsican Blue

Romarin "Corsican Blue"

Rampant. Fleurs bleu soutenu

Rosmarinus officinalis Fota Blue

Romarin "Fota Blue"

Fleurs bleu foncé soutenu, feuillage
vert foncé.

Rosmarinus officinalis Gorizia

Romarin "Gorizia"

Grandes feuilles et grandes fleurs
bleues. Saveur légérement épicée
rappelant le gingembre.

Rosmarinus officinalis Haifa

Romarin "Haifa"

Rampant. Petit et fragile, adapté a la
culture en pot en intérieur.

Rosmarinus officinalis Jackmann's Blue

Romarin "Jackmann's Blue"

Fleurs bleu ciel, retombant.

Rosmarinus officinalis Miss Jessop's
Upright

Romarin "Miss Jessop's
Upright"

Croissance verticale. Variété utilisée
comme haie.

Rosmarinus officinalis Pinkie

Romarin "Pinkie"

Fleurs roses, feuilles courtes et ternes.

Rosmarinus officinalis Primley Blue

Romarin "Primley Blue"

/

Rosmarinus officinalis Prostratus

Romarin "Prostratus"

Feuilles brillantes. Croit en s'étalant,
adapté aux topiaires.

Rosmarinus officinalis Roseus

Romarin "Roseus"

Fleurs roses.

Rosmarinus officinalis Salem

Romarin "Salem

/

Rosmarinus officinalis Severn Sea

Romarin "Severn Sea"

Les branches sont retombantes. Fleurs
bleues tendant vers le violet

Rosmarinus officinalis Sudbury Blue

Romarin "Sudbury Blue"

Feuilles bleu-vert, fleurs bleues.

Rosmarinus officinalis Tarentinus

Romarin "Tarentinus"

Buissonnant. Fleurs bleu pale a
violettes

Rosmarinus officinalis Tuscan Blue

Romarin "Tuscan Blue"

Croissance rapide, peut atteindre 2
meétres dans de bonnes conditions.
Fleurs bleu foncé, feuilles bleu-vert
foncé et brillantes. Ardbme apprécié
pour la cuisine.

Rosmarinus officinalis Vicomte de
Noailles

Romarin "Vicomte de
Noailles

/

Rosmarinus officinalis f. Repandens

Romarin retombant

/

Rosmarinus officinalis Lavandulaceus

Romarin "Lavandulaceus"

Petite plante rampante, fleurs violettes.
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7. Intérét de la Plante

Le romarin est I'une des plantes utilisées pour I'huile essentielle, la production
comprend trois espéces ; I'espéce la plus productive, Rosmarinus officinalis L., il est
cultivé comme herbe et plante de jardin, et aussi pour son huile essentielle (Porte et
al., 2000). Il est utilisé principalement comme une herbe d'épice pour fins culinaires.
Le romarin est une source d'antioxydants, qui sont utilisés comme conservateurs
naturels dans l'industrie cosmétique (EI Omri et al., 2010; Raiciu et al., 2010;
Navarrete et al., 2011). Bendif et al., en 2017, ont montré que cette plante est
largement utilisée en médecine et dans la conservation des aliments. Aussi
Rahbardar et al., en 2017, ont signalés que le romarin est utilisé dans le monde
entier pour ses activités antimicrobiennes et anti oxydantes. Cette plante a aussi
d'autres effets bénéfiques de son activité anti-inflammatoire.

8. Composition chimique
8.1. Huile essentielle

Les huiles essentielles représentent 1 a 3% de la plante, sa composition ainsi
que la concentration en ses composés dépend fortement des chémotypes. En effet
ses principaux constituants peuvent étre du 1.8-cinéole (teneur peut variée entre 3 et
60% selon le chémotype ), I'a-pinéne (1 a 57% selon le chémotype), du camphre (1 a
57% selon le chémotype ), du bornéole(1 a 18% selon le chémotype), de I'acétate de
bornyl (1a21selon le chémotype), de la verbénone (0a 28% selon le chémotype), du
p-cyméne (0,5 a 10% selon le chémotype), ou du myrcéne (0,5 a 12% selon le
chémotype) ; ils peuvent étre accompagnés de B-caryophylléne, de limonéne, de
linalool, de B-pinéne, de sabinéne, de y- terpinéne , d’ a terpinéol et de terpinéol-4
(Teuscher et al., 2005).

8.2. Composés phénoliques

Ibanez et al. (2003) et Ramirez et al., (2004), ont montré que I'acide vanillique,
lacide caféique, et l'acide p_coumarique constituent les principaux acides
phénoliques du romarin. Certain auteurs ont montré la présence de composés
appartenant a la familles des flavonoides : genkwanine, cirsimaritine (lbanez et al .,
2000 ; Cavero et al., 2005) , ériocitrine, hesperédine, diosmine, lutéoline (okamura
et al.,1994 ; Del Bano et al., 2004), apigénine (Yang et al., 2008) .

9. Effet des stades phénologiques et climats sur le métabolisme de la plante

En raison de l'importance des huiles essentielles, de nombreuses études ont
été menées pour identifier la grande variété de composants, et comment la
composition des huiles varient en fonction de facteurs externes; ces facteurs
comprennent les conditions climatique et I'habitat, la plantation, les stades et les
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méthodes de récolte, et les conditions internes de la plante, telles que la génétique et
I'age des plantes(Viuda-Martos et al., 2007; Jamshidi et al., 2009; Gurusaravanan
et al., 2010; Derwich et al., 2011; Singh et Guleria, 2013). Ces études ont montré
les composants de I'huile essentielle et le rendement peuvent étre varié de plusieurs
facons. Cependant, il est possible que les conditions influent directement sur la
biosynthése des métabolites secondaires, ou que les changements dans d'autres
processus biologiques ont un effet indirect. Cette étude est nettement possible, car la
composition de I'huile peut étre influencée par une série de facteurs, notamment le
climat, la pollution et I'exposition aux ravageurs ou aux maladies (Figueiredo et al.,
2008). Tigrine — kordjani et al. (2007) et Zaouali et al. (2012) ont indiqués que le
contexte génétique et les conditions environnementales jouent un réle important
dans la variation de la composition chimique des populations de romarin.

10. Domaine d’utilisation de la plante

Le Romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle. Dans la médecine
traditionnelle ses parties ariennes sont utilisées par voie orale pour soulager la
colique rénale, les dysménorrhées et comme antispasmodique. Il est considérée utile
pour contrOler I'érosion du sol (Heinrich et al., 2006). L'huile du romain a été
largement répandue pendant des siécles, comme un des ingrédients en produits de
beauté, savons, aussi bien pour I'assaisonnement et la conservation des produits
alimentaires (Arnold et al., 1997).

Il. Présentation des huiles essentielles
1. Généralité

L’huile essentielle, essence ou également appelé huile volatile, est I'ensemble
d'extraits volatils de composition complexe obtenu des plantes aromatiques. D'aprés
'Association Francaise de Normalisation (AFNOR, 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit a partir de matiéres premieres
naturelles par distillation a I'eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus
par des procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des
procédés physiques.

Plusieurs définitions disponibles d’une huile essentielle convergent sur le fait que les
huiles essentielles, sont appelées aussi « essences ». Les huiles essentielles sont
des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires volatiles, isolés des
plantes par hydro distillation ou par expression mécanique (Delarras C. 2007).
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2. Localisation

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la

plante et se forment dans le cytoplasme de certaines cellules végétales spécialisées
(Chaker, 2010).
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes, par exemple,
dans les sommités fleuries (Menthe, Lavande), les feuilles (Eucalyptus, Laurier), les
rhizomes (Gingembre), les fruits (Agrumes, Badiane, Anis), les écorces (Cannelle) et
les graines (Muscades) (Bouamer et al., 2005).

3. Role des huiles essentielles chez les plantes

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a leur
environnement et assurer leur ultime défense, elles jouent plusieurs réles
écologique : Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la
croissance), Interaction plante animale, pour leur protection contre les prédateurs
(Fouché et al., 2008).

4. Extraction

Différentes méthodes sont mises en oceuvre pour l'extraction de essences
végetales. En général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du
matériel végétal a traiter (graines, feuilles), de la nature des composes (par exemple,
les I'huile essentielles, huiles lourdes). Le rendement en huile et la fragilité de
certains constituants des huiles aux températures éléves ; Les principales méthodes
d’extraction sont : Distillation a vapeur saturée, Entrainement a la vapeur d'eau,
Hydro diffusion, Expression a froid, Extraction par solvants, Hydro distillation,
Extraction par les corps gras, Extraction par micro- ondes. Les étapes de I'extraction
des huiles essentielles d’'origine végétale restent identiques quel que soit le type
d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier temps d’extraire de la matiere
végétale les molécules aromatiques constituant I'huile essentielle, puis dans un
second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation (Lucchesi, 2005).

5. Hydro distillation

Le principe de I'hydro distillation correspond a une distillation hétérogene. Le
procédé consiste a immerger la matiére premiére végétale dans un bain d'eau.
L'ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique
(Meyer-Warnod, 1984).

La température d’ébullition du mélange est atteinte lorsque la somme des tensions
de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression d’évaporation. Elle est
donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures. Ainsi le
mélange (eau + huile essentielle) distille a une température inférieure a 100°C a
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pression atmosphérique (AFNOR, 1992). Par contre, les températures d’ébullition
des composés aromatiques sont la plupart trés élevés (Lucchesi, 2005). La durée
d’'une hydro distillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures (Raul et Ochoa, 2005).

Les principales raisons de cette préférence sont liées a la facilité de mise en ceuvre
du procédé, son sélectivité et donc la qualité des produits obtenus. Cependant
'hydro distillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop
puissant engendre une détérioration de certains végétaux et la dégradation de
certaines molécules aromatiques. C’est ainsi que pour certains végétaux fragiles,
comme par exemple les pétales de fleurs, une technique d’extraction plus appropriée
est utilisée. Il s’agit de la (distillation dite séche). Cette technique ancestrale, utilisée
autrefois par les alchimistes arabes (Lucchesi et Chemat, 2004).

6. Constituants d’une I’huile essentielle

La composition des huiles essentielles est trés complexe, ce sont des mélanges
fortement variables et analysables, ces constituants appartiennent, de fagon quasi
exclusive, a deux groupes caractérisés par les origines biogénétiques distinctes : le
groupe des terpénoides (les composeés terpéniques) et le groupe des composeés
aromatiques dérivés du phenylpropane, elles peuvent également renfermer divers
produits issus du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non
volatils (Benayad, 2008 ; Guinoisseau, 2010).

7. Mode d’action des huiles essentielles

Les études sur les mécanismes d’action de cette activité sont en nombre
négligeable. En effet, certains chercheurs ont montré que la puissance de I'action
des HE varie selon leurs constituants majoritaires, et que le mode d’action est
principalement lie¢ au profil chimique des constituants de chaque HE, qui est
largement diversifié (Cox et al., 2000 ; Buochberg et al.,1976 ; Harkenthal et al.,
1999 ; Kandil et al., 1994).

Quelques investigations sur le mécanisme d’action antimicrobienne des HE ou de
leurs constituants ont été menées par différents auteurs. Franchomme (1981),
suggeére que les HE hydroxylées créent des perturbations enzymatiques et prennent
pour cibles les enveloppes protectrices, le mésosome et le cytoplasme. Boochird et
Flegel (1982), ont suggéré que les HE auraient des cibles qui dépendent de la
concentration en HE qui est la paroi cellulaire, la membrane cytoplasmique et le
cytoplasme.

10
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8. Activités biologiques des Huiles essentielles
8.1. Activité antibactérienne des huiles essentielles

De nombreuses huiles ont été définies comme antibactériennes (Burt, 2004).

Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette
activité est par ailleurs variable d’'une huile essentielle a l'autre et d’'une souche
bactérienne a l'autre (Kalemba, 2003).
Les bactéries qui sont résistantes a certains antibiotiques, peuvent étre parfois
inhibées par les huiles essentielles. Selon Caillet (2007), I'action antibactérienne des
H.E. se déroule en trois phases: (i) Attaque de la paroi bactérienne par I'H.E,
provoquant une augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants
cellulaires, (ii) Acidification de lintérieur de la cellule, bloquant la production de
I'énergie cellulaire et la synthése des composants de structure, (iii) Destruction du
matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

8.2. Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été
mis en évidence par de nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes
(Ouraini et al., 2005) et contre les dermaphytes et les champignons pathogénes et
opportunistes tels que Candida albicans (levure), Cryptococcus neoformans et
Aspergillus fumigatus (Teixeiraduarte et al., 2005). Des travaux similaires ont été
réalisés par Mohammedi (2006) sur I'huile essentielle de Cistus ladaniferus contre
sept moisissures: Rhizopus, Mucor, Alternaria, Fusarium, Pencillium, Trichoderma et
Aspergillus; ont démontré que les huiles essentielles de thym, de Romarin, de la
sarriette et du clou de girofle présentent une activité antifongique in vitro contre
Aspergillus flavus.

8.3. Activité insecticide des huiles essentielles

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation
a été bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées, de nombreux
travaux ont porté sur I'amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent
de renforcer et de rentabiliser leur activité insecticide (Isman, 2005). Certaines
observations ont montré que l'extrait brut éthanolique (Tierto-Nieber et al. 1992),
hexanique (Nuto, 1995) ou a I'éther de pétrole (Gakuru et Foua-Bi, 1996) de
matériel végétal possede une toxicité effective vis-a-vis des ravageurs de stocks.
D'autres résultats indiquent que les huiles essentielles extraites de plantes odorantes
ont une activité insecticide indéniable vis-a-vis de Callosobruchus maculatus F.
(Glitho et al., 1997; Gakuru et Foua-Bi, 1995).
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lll. Synthése sur les engrais organiques
1. Généralité sur le compost

Compost est un engrais organique qu’on peut faire a la ferme a peu de frais. Il
est du matériel organique décomposé, comme des restes de plantes et/ou du fumier
animal (Inckel et al., 2005). «Produit d’'un processus aérobie géré avec soin et par
lequel des microorganismes digerent des matieres non synthétiques. Les matieres
organiques servant a la fabrication du compost doivent étre gérées de fagon a
atteindre certaines températures assez longtemps pour stabiliser efficacement les
nutriments et tuer les agents pathogénes de 'humain» (Fig. 02) (Anonyme, 2006).

Figure 2 : Compost en phase de maturation (originale, 2018)
1.1. Les extraits de compost (EC)

Un EC est un mélange de compost etd’eau (1:5a 1 : 10 (volume : volume) qui
macere de 1 heure (h) a 2 semaines avant d’étre filtré et appliqué sur les cultures. La
solubilisation des éléments nutritifs du compost est I'objectif principal de la production
de 'EC (Diver, 2002). L’EC difféere du «thé de compost» (Brinton et al., 1996) par
'absence de fermentation induite par I'ajout d’'une source de carbone soluble
(Scheuerell et Mahaffee, 2002).

1.2. Intérét comme biofertilisant

En agriculture, les EC sont surtout appliqués sur les feuilles des plantes. Les
EC pourraient donc agir comme un fertilisant foliaire. Il est intéressant d’avoir recours
a la fertilisation foliaire pour corriger rapidement une carence en cours de croissance

(Duval, 1991 ; Estevez, 2006).
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1.3. Capacité de stimulation des défenses naturelle des plantes

L’application de compost dans le sol ne permet pas seulement de protéger les
plantes contre les maladies telluriques, mais peut également permettre de renforcer
I'état sanitaire global des plantes. Par exemple, Zhang et al. (1997) ont montré que
des plantes d’Arabidopsis croissant dans un substrat contenant du compost étaient
nettement moins attaquées par Pseudomonas syringae que des plantes cultivées
dans de la tourbe.

2. Généralité sur le vermicompostage

Le terme vermicompostage ou lombricompostage se référe a I”utilisation de vers de
terre pour composter les résidus organiques .les vers de terre peuvent consommer
pratiguement tous les types de matiére organique (généralement des déchets) et
peuvent absorber l'équivalent de leurs propre poids par jour .les excréments
(turricules) des vers de terre sont riches en nitrates et en forme disponible de
phosphore, potassium, calcium et magnésium (Misra et al., 2005). Le vermicompost
est une composition organique qui est Iégére, inodore et exempte de graines de
mauvaises herbes (Huerta-Cepas et al., 2010).

a

Figure 3 : vermicomposteur a compartiments verticales(originale,2018)
(a) Vermicomposteur a quatre compartiments (b) Bac de déchets frais (avec carton pour maintenir

I’lhumidité) (c) Bac percé de petits trous permettant aux vers de se déplacer du bac de nourriture (au
dessus) au bac de vermicompost — bac de terreau mur-(au dessous)

2.1. Composition de vermicompost

Il est affirmé par Edwards (1999) que le lombricompost est 1000 fois plus actif que le
compost classique sur le plan de I'activité microbienne. Atiyeh et al. (2000) ont
découvert que le compost a une teneur plus élevée en ammonium, alors que le
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lombricompost est plus riche en nitrates, forme d’azote la plus assimilable par les
végétaux.

Visvanathan et al. (2005) signalent que seulement 5 a 10% du matériel digéré est
absorbé par le corps du lombric. Le reste est excrété sous la forme d’un fin mucus lié
des agrégats granulaires, riches en NPK (nitrates, phosphates et potassium),
micronutriments et de microorganismes bénéfiques pour le sol. Il s’agit de
microorganismes beaucoup plus aptes a transformer les éléments nutritifs et a les
rendre plus facilement assimilables par les végétaux que ceux que I'on trouve dans
les engrais conventionnels (Edwards ,1999). De plus, le lombricompost présente des
niveaux de contamination en microorganismes pathogénes bien plus faibles que le
compost conventionnel (Santos oliveira et al., 1976)

2.2. Intéréts comme bio fertilisant et inducteur du systéme de défense
chez les plantes

L’utilisation de différentes doses de bio fertilisant entre autre le lombricompost,
permet de mieux comprendre le role de cette substance naturelle sur la performance
de la production de la phytomasse et dans l'induction de la résistance contre les
ennemis naturels en particulier. Des études ont également montré que le traitement
foliaire des plantes avec du vermicompost était associé au développement de
certaines réponses défensives dans les tissus des plante hbtes (Pajot, 2010).

2.3. Capacité a stimuler la croissance des végétaux

De nombreux travaux ceux d’Atiyeh et al. (2002), ont pu démontrer que le
vermicompost stimule la croissance des plantes, qu’ils soient utilisés comme
amendements ou qu’ils entrent dans les milieux d’horticulture hors sol. Les
lombricomposts ont améliorés la germination, la croissance et le développement des
semis a plusieurs reprises, et accru la productivité des plantes .De plus Arancon
(2004), précise qu'un apport bénéfique de lombricompost est obtenu a des
proportions de 10a 40% du substrat de culture. Il est a noter qu’au-dessus de 40%,
'apport de lombricompost n’est plus bénéfique et qu’il peut méme se traduire par une
baisse de la croissance ou du rendement. L'application du vermicompost a eu
comme conséquence une augmentation significative et cohérente de la croissance
de plantes en plein champs et en cultures protégées (Edward et al., 2004).

2.4. Effet du vermicompost sur la fertilité de sol

Selon Lim et al. (2015), le lombricompost peut améliorer la fertilité physique,
chimique et biologique du sol. En outre, le vermicompost posséde également une
texture plus fine et faible teneur en métaux lourds par rapport a la le compost, ce qui
le rend approprié pour étre utilisé comme engrais de culture. (Wu et al., 2014 ; Lim
et al., 2016).
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes
1. Objectifs du travail

Notre étude a pour objectif d’étudier les potentialités antifongiques des huiles
essentielles du romarin Rosmarinus officinalis L. issue de différentes régies
organiques (thé de compost et de vermicompost).

2. Situation géographique de la région d’étude

La région d’étude fait partie de la plaine de la Mitidja. C’est la plus vaste plaine
sublittoral de I'Algérie, elle s’étend sur une longueur de 100Km, et une largeur de 5 a
20 km, sa superficie est de 140 000 hectares. Elle est limitée au nord par la ride de
sahel, qui Iisole de la mer méditerranéenne, au nord-ouest par djbel Chenoua, et la
retombe de la chaine de ben Mraade, avec le djbel Zaccor formant ainsi la plaine. Au
sud par l'atlas mitidjien, constitué de chainons de Zaccor (800m), et I'atlas blidienne
proprement dit avec 160m au pic de Mouzaya et 1692m au djbel de Guerroumen. A
I'est ce sont les hauteurs et les collines de basses Kabylie qui forment la plaine. La
plaine ne s’ouvre directement sur la mer que sur quelques kilométres séparent I'oued
Reghaia et I'oued Boudouaou, elle constitue une vaste caréne dissymétrique sur
fond incliné Loucif et Bonafonte (1977) (Fig. 04).
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Figure 4 : Limites géographiques de la Mitidja (Loucif et Bonafonte ,1977)
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3. Caractéristiques climatiques

Le diagramme ombrothermique de BAGNOULS et GAUSSEN et le
climagramme pluviométrique ’EMBERGER dégagent certaines caractéristiques de
climat de la région d’étude. Le diagramme Ombrothermique établie pour la période
(1995 a 2013) se caractérise par deux périodes fondamentales : 'une humide de
sept mois s’étalant de janvier a avril puis de octobre a décembre, I'autre séche d’un
intervalle de cinqg mois de mai a septembre. Sur le plan thermique, Les mois les plus
froids sont janvier et février avec des températures moyennes minimales respectives
de 4,49 °C et 4,48 °C, et une température moyenne maximale de 20,31 °C et 22,56 °
C, tandis que les mois les plus chauds sont juillet et aolt avec des températures
moyennes maximales respectives de 37,2°C et 37,00°C et de 20,54°C suivie de
22.01°C comme température moyenne minimales. En Mitidja, les précipitations sont
caractérisées par une grande variabilité en fonction des années, et aussi en fonction
des mois de la méme année. Dans un intervalle de plus de 380 mm et moins de
787,88 mm et ont lieu durant I'hiver et le printemps, le mois le plus humide est
décembre et le plus sec est juillet (Aroun, 2015).

4. Site d’étude

La conduite des différents régimes de nutrition organique et la cueillette du
matériel végétal a été réalisée au niveau de la station expérimental de la faculté des
Science de la Nature et de la Vie de I'Université de Blida 1 (Fig. 05). Cette derniére
se situe au piedmont de I'atlas blidienne, elle est limitée a I'est par la commune de
Soumaa, a l'ouest par la commune d’Ouled Yaich, au nord par la commune de
Guerouaou, au sud par le mont de Chrea.
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Figure 5 : Image satellite de la station expérimentale de I'université de Blida1
(google map ,2018)
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5. Matériel d’étude
5.1. Matériel végétale

Les échantillons ont été récoltés au niveau du département des Sciences
Agronomiques de I'Université Saad DAHLEB (Blida 1), ils ont été séchés a l'air libre
et a 'ombre pendant quelques jours, seule la partie aérienne (feuilles, fleurs et
jeunes tiges) qui a été collectée aprés chaque pulvérisation (pendant 10 jours) avec
'eau et des traitements a base de compost et de vermicompost.

Figure 6 : Peuplement de romarin du site d’étude (Originale, 2018)

5.2. Matériel fongique

L’activité antifongique des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L.
étudiées a été réalisée au niveau de Laboratoire de physiologie végétale,
Département des Biotechnologie, Faculté des Sciences de lanature et de la Vie,
Université de Blida 1. La souche utilisée fait partie du genre Fusarium. Il s’agit de
Fusarium oxysporum fsp lycopersisi. Selon Lansing et al., (2003), Moretti (2009) et
Lepoivre (2003), le champignon attaque principalement la plante au début de la
floraison. La plante attaquée présente des symptomes de flétrissement et de
jaunissement partiel, puis total du feuillage.

5.3. Milieu de culture
Dans notre travail nous avons utilisé comme milieux de culture le PDA (Potato
Dextrose Agar, 200g : 20g :15g :1L :pH 5+0,2). Le PDA est le milieu de culture utilisé

pour l'entretien des souches fongiques et la réalisation des tests antifongiques
(Davet et Rouxel, 1997).
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6. Méthode d’extraction et de caractérisation des huiles essentielles
6.1. Extraction de I’huile essentielle hydrodistillation

L’extraction de I'huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis
a été réalisée par hydrodistillation de type Clevenger (Fig. 7). Il est constitué d’un
chauffe ballon, un ballon de 1L, une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) et un collecteur en verre qui regoit les extraits de la distillation. L’huile
essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre brun
fermé hermétiquement a 4°C et a 'ombre. Le principe de cette méthode est basé sur
un entrainement des constituants volatiles de I'huile essentielle par la vapeur d’eau.
Cette derniere chargée des produits volatils est condensée dans un réfrigérant pour
donner de I'huile essentielles aprés décantation

Figure 7: Dispositif d’hydrodistillation type Clevenger (originale, 2018)

50g des échantillons séchés de Rosmarinus officinalis sont mises dans un ballon,
additionné de 600 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition, apres
'apparition de la premiére goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la
vapeur, I'huile essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite
condensée en passant par un condensateur, fixé par un support approprié en
position verticale pour faciliter1'écoulement du distillat. Le temps de cette extraction
est d’environ deux heures et demi. Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule
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a décanter. Le mélange est laissé au repos quelques minutes, ce qui résulte
I'apparition de deux phases, l'une est organique (huile essentielle) et l'autre est
aqueuse. En fin, le distillat est recueilli dans un tube a essai et I'huile essentielle des
fleurs de Rosmarinus officinalis sera par la suite récupérée dans un flacon approprie.

6.2. Analyse des huiles essentielles par CG/MS

L’analyse chromatographique de l'huile essentielle a été effectuée a I'aide
d’'un chromatographe de type Thermo Electron: Trace GC Ultra équipé d’une colonne
capillaire HP-5 (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0, 2 5mm, épaisseur
du film : 0,25 pm). L'appareil est équipé d'un injecteur PVT (Température de
Vaporisation Programmée) de type split—splitless. Le mode d’injection est split. Le
volume injecté est de 1pl. La programmation de température va de 50 a 300°C avec
un gradient de 3°C/min. La spectrométrie de masse est réalisée avec un
chromatographe en phase gazeuse de type Thermo Electron Trace MS system. La
fragmentation est effectuée par impact électronique d’intensité 70eV. La colonne
capillaire est de type HP-5MS (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0,25
mm, épaisseur du film : 0,25um). La température de la colonne est programmée de
50a300°C a raison de 3°C/min. Le gaz vecteur hélium a un débit de 1,0 ml/min.
L’injection est faite en mode split (rapport de fuite : 1/70, débit ml/min). L’appareil est
relié a un systeme informatique gérant la bibliotheque de spectres de masse du
National Institute of Standards and Technology (NIST 98). Les composés de I'huile
essentielle sont identifiés par les spectres de masse. L’identification des composants
individuels est fondée sur la comparaison des indices de rétention (Ir) calculés, avec
ceux de composés authentiques ou des données de la littérature (National Institute
of Standards and Technology, 2008), et des bibliotheques commerciales, et par
I'analyse de chaque spectre de masse des composeés constitutifs.

7. Calcul du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport
entre la masse d'huile essentielle obtenue apres l'extraction (MH) et la masse de la
matiére végétale utilisée (MV). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est
exprimé par la formule suivante (Boussaada et Chemli, 2007) :

RHE% = (MH /MV) x100
Avec :
RHE : Rendement en huile essentielle en %.
MH : Masse d’huile essentielle en gramme.
MV : Masse de la matiére végétale séche utilisée en gramme
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8. Méthodes d’évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles

Pour mettre en évidence I'activité antifongique de Rosmarinus officinalis L. nous
avons utilisé la méthode de diffusion par disques.

8.1. Préparation du milieu de culture

Le PDA est stérilisé a l'autoclave pendant 20min a 120°c, ensuite couler
aseptiqguement dans les boites de pétrie a 4mm d’hauteur et laisser refroidir et se
solidifier (Harrar, 2012).

8.2. Préparation des dilutions

La formulation consiste a additionner a I'huile essentielle un adjuvant afin de
faciliter sa conservation et d’homogénéiser son étalement et son absorption par le
substrat. Nous avons préparé la formulation a partir de 'HE de Romarin, comme
suit : les huiles essentielles ont été mélangées avec le DMSO. Le témoin est réalisé
dans méme condition sans HE. Un gradient de dilution a été retenu 3200ul/ml, 1600
pi/ml, 800 pl/ml, 400 pl/ml et 200 ul/ml selon le protocole établi par Kucukbay et al.
(2011)

8.3. Préparation des disques

Les disques sont préparées a partir du papier wattman de 6 mm de diameétre,
ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 20 minutes a
120°C, puis stockés a une température ambiante.

8.4. Ré-isolement des souches microbiennes

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

8.5. Préparation des disques mycéliens
Apreés incubation des disques mycéliens de 8mm de diamétre issu d’une culture
agée de 7 jours de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ont été prélevé avec un

emporte-piece et inoculés au centre de chaque boite de pétri précédemment coulé
avec 15ml de PDA (1disque/boite).
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8.6. Application des disques

Les disques sont disposés sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince
stérilisée au bec bun zen, et a I'aide d'une micropipette on imbibe chaque disque par
10 pl de dilution préconisée (Fig. 08).

Figure 8 : Disposition des disques sur la gélose (originale, 2018)

8.7. Incubation

Les boites sont fermées avec le parafilm et incubées a température ambiante
pendant 20 min, ensuite dans une étuve a 25°c pendant 7jours. Apres diffusion de
I'HE durant 1 heure les boites ont été incubées a I'obscurité a une température de 27
C°, durant 7 jours.

9. Expression des résultats

L’activité antifongique a été évaluée en mesurant le diametre de la zone
d’inhibition, déterminée par les différentes concentrations. La Cinétique de la
croissance mycélienne correspond aux variations dans le temps, du diamétre du
champignon avec différentes concentrations. La cinétique de croissance mycélienne
a été évaluée toutes les 24 heures en mesurant la moyenne de cinqg diamétres
perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle. Cette lecture est toujours
réalisée en comparaison avec les cultures témoins dans les mémes conditions et en
utilisant le logiciel Digimizer avec un support pour respecter le méme pixel. La
croissance mycélienne a été évaluée a la fin de I'expérience, a savoir au bout de
168h (7 jours) d’incubation, en mesurant la moyenne de cinq diamétres sans prendre
en compte le diamétre du disque. Cette lecture est toujours réalisée en comparaison
avec les cultures témoins ayant démarré le méme jour et dans les mémes conditions.
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10. Analyse statistique des données

Les résultats sont rapportés comme valeurs de trois répétitions (moyennes *
SE) sur la base d'un C.V. <15%. L'analyse de la variance (type GLM et type ANOVA)
suivie du test de post-Hoc a été utilisée pour établir I'effet de I'activité antifongique
des dilutions et des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis issues des
différentes régies de nutrition organique, les différences ont été considérés comme
significatives a p <0,05. Les données ont été déroulées par le logiciel XLSTAT ver. 9,
et par le logiciel SYSTAT ver. 12.
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Chapitre 3 : Résultats

Les résultats relatifs a I'effet de différentes régies de nutrition organique sur la
composition chimique et I'activité antifongique de I'huile essentielle du romarin sont
exposeés dans ce chapitre.

1. Estimation du rendement en huiles essentielles

Le pourcentage des rendements en huile essentielle du Romarin de différentes
régies est représenté dans la Figure 09. L’analyse de la variance exprime un écart
trés significatif en rendement des huiles essentielles des déférentes régies (Test On-
way ANOVA, F=5986, p=2,6><10'19). La comparaison par paires nous a permis
d’annoncer une graduation négative en rendement selon un gradient de conduite
nutritionnelle ; vermicompost (A), compost (B), non irrigué (C) et irrigué a l'eau
courante (D).
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2 B 0,269£0,018
E 0,25 0,23810,016 D C
o
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» 0.2
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Figure 9: Effet des différentes régies sur le rendement en huiles essentielles

2. Caractérisation chimique des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis
issues de différentes régies de nutrition organique

Les résultats d’analyse de la CG/SM font ressortir une richesse en molécules
au profit de I'huile essentielle de Romarin issus de lirrigation a I'eau courante (14
molécules) et par rapport a I'huile essentielle de Romarin non irriguée (13
molécules), I'huile essentielle de Romarin issus de la régie en vermicompost (11
molécules) et a l'huile essentielle issus de la régie en compost (12 molécules)
(Fig. 10).
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Figure 10: Composition des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis selon
les types de régies
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Les principaux composés chimiques qui constituent la fraction majoritaire de I'huile
essentielle de Romarin issus de régie de vermicompost (Fig.08 A) sont,
caryophyllene (24,78%), Acetic acid, geraniol ester (12,26%), Germacrene D-4-ol
(10,89%), alors que la fraction minoritaire represente la Caryophyllene oxide
(4,78%), Nerol acetate (4,15%), Phenol, 4-ethenyl-2-methoxy (2,13%), Anthranilic
acid, 1,5-dimethyl-1-vinyl-4-hexenylester (1,93%), z-trans-Nerolidol (1,12%), o-
Menth-8-ene, 4-isopropylidene-1-vinyl (0,98%),a-cadinol (0,69%), p-Menth-1-en-8-ol
(0,63%), o-Menth-2-ene, 4-isopropylidene-1-vinyl- (0,08%).

Concernant l'huile essentielle de la régie en compost (Fig.08 B) , les fraction
majoritaire sont : Caryophyllene oxide (12,16%), a-cadinol (11,78%), Germacrene D-
4-ol (9,75%), 5-Caranol, (1S,3R,5S,6R)-(-)- (9,54%), a.-Muurolene (7,68%),
caryophyllene (7,64%), alors que la fraction minoritaire chez les HE_de régie en
compost contient Borneol, acetate, (1S,2R,4S)-(-)- (3,78%), Acetic acid, geraniol
esterb (3,69%), p-Mentha-1,4(8)-dien-3-one(1,78%), Longipinocarveol, trans-
(0,98%), Benzene, 4-allyl-1,2-dimethoxy- (0,07%).

Les principaux composés chimiques qui constituent la fraction majoritaire de I'huile
essentielle du Romarin issus de [lirrigation a l'eau courante (Fig.08 C) est la
Verbenone (16,73%), Germacrene D-4-ol (9,75%), caryophyllene (8,61%), alors que
la fraction minoritaire est la Caryophyllene oxide (4,31%), Ledene oxide-(ll) (4,12%),
endo-Borneol (2,78%), Cadina-11(10), 4-diene (2,46%), Acetic acid, geraniol ester
(2,45%), Acetonephenone, 3-hydroxy (1,45%), Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl) (1,14
%), Phenyl-1,2-diamine, N,4,5-trimethyl- (1,02%), 1,4,7,-cycloundecatriene, 1,5,9,9-
tetramethyl-, Z,Z,Z- (0,78%), a-cadinol (0,45%), ¢-Terpinen (0,12%).

Concernant la fraction majoritaire de I'huile essentielle de Romarin issus de régie
non irrigué (Fig. 08 D) signale ¢-Terpinen (22,15%), Germacrene D-4-ol (9,14%), ¢ -
Himachalene (6,87%), caryophyllene (6,78%), alors que la fraction minoritaire chez
les HE_NIRRI, il s’agit de la o-Menth-2-ene, 4 isopropylidene-1-vinyl- (4,54%), 4-allyl-
1,2-dimethoxy- (4,13%), Caryophyllene oxide (4,11%), Epizonarene (2,47%),
Anthranilic acid, 1,5-dimethyl-1-vinyl-4-hexenylester (1,12%), Acetic acid, geraniol
ester (0,89%), Benzene, p-Menth-1-en-8-ol (0,69%), a-cadinol (0,14%), Phenol, 4-
ethenyl-2-methoxy (0,12%).

Le Caryophyllene oxide, a-cadinol, Germacrene D-4-ol, caryophyllene et Acetic acid,
geraniol ester étant des molécules communes pour les quatre huiles essentielles du
Romarin étudiées. En revanche, le Caryophyllene oxide et a-cadinol sont
caractéristiques de 'huile essentielle du Romarin issu de la régie en compost alors
que Béta Germacrene D-4-ol, caryophyllene et Acetic acid, geraniol caractérisent
I'huile essentielle du Romarin issu de la régie vermicompost (Fig. 11).
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Figure 11 : Composés communs des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis issues des différents types de régies

Les deux principaux composeés specifique de I'huile essentielle du Romarin issu de la
régie non irrigué sont : ¢ -Himachalene (6,87%), Epizonarene (2,47%). concernant
les huit composants Verbenone (16,73%), Ledene oxide-(ll) (4,12%), endo-Borneol
(2,78%), Cadina-11(10),4-diene (2,46%), Acetonephenone, 3-hydroxy (1,45%),
Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl) (1,14 %), Phenyl-1,2-diamine, N,4,5-trimethyl-
(1,02%), 1,4,7,-cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl-, Z,Z,Z- (0,78%) sont issu de
la régie en irrigué a I'eau courante. Ainsi que les cinq, 5-Caranol, (1S, 3R, 5S, 6R)
(9,54%), a.-Muurolene (7,68%), acetate, (1S,2R,4S)-(-)- (3,78%), Longipinocarveol,
trans- (0,98%) sont spécifiques de I'huile essentielle de la régie en compost. Enfin,
dans la régie en vermicompost deux composants qui sont spécifique z-trans-
Nerolidol (1,12%) et o-Menth-8-ene, 4-isopropylidene-1-vinyl (0,98%) (Fig.12).
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Figure 12: Composés spécifiques des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis issues des différents types de régies
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3. Variation de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici sous I'effet des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis issues
de différentes régies de nutrition organique.

3.1. Estimation de la croissance temporelle

Selon la figure (13 A) I'évolution temporelle de la croissance mycélienne de
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici sous l'effet de I'huile essentielle issue de la
régie en compost montre un effet fongicide plus important selon les fortes
concentrations obéissant a un gradient positive (D1>D2> D3).

La comparaison des croissances mycéliennes sous l'effet des fortes doses annonce
une similarité d’effet entre la régie non irrigué et la régie irrigué a I'eau courante
selon I'ordre de concentration des dilutions utilisées (D1>D2>D3>D4) (Fig. 13. E et
G). En revanche, sous l'effet de I'huile essentielle de la régie en vermicompost,
I'activité antifongique présente une croissance myceélienne plus importante selon les
fortes et les faibles concentrations obéissant toujours a un gradient positif
(D1>D2>D3>D4>D5) (Fig. 13. C).

L’efficacité de I'huile essentielle de romarin issu de différents traitements (régie en
compost, vermicompost, irrigué a I'eau courante et non irrigué) apparait dées le
premier jour d’incubation du champignon pour 'ensemble des traitements. Tandis
que la croissance s’accentue depuis le 2°™ jour jusqu’au 5°™ jour. Finalement, cette
croissance évolue d’'une maniére graduelle jusqu’au 7°™° jour (Fig. 13. A, C, E, et G).

La présentation graphique en BoxPlot des données expérimentales est avancée
dans le but d’apprécier la variation des croissances mycéliennes de Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici sous l'effet des différentes doses des huiles essentielles
du Romarin (Fig. 13. B, D, F et H). Les BoxPlot observées sous l'effet de I'huile
essentielle issu de la régie en vermicompost annoncent une plus grande efficacité en
terme d’inhibition de croissance mycélienne (D1:Q¢=2,87, Q»=2,18, Q3=0,20), (D2:
Q1=3,28 Q»=2,45, Q3=0,29), (D3=3,22, Q2=2,47, Q3=0,32), (D4: Q1=3,24 Q,=2,76,
Q3=0,48), (D5=3,35, Q,=2,79, Q3=0,52) (Fig. 13D). Alors que, les boites graphiques
en BoxPlot montrent une similarité dans les taux de croissance mycélienne de la
régie en irrigué a lI'eau courante (D1:Q4=3,07, Q2=2,52, Q3=0,29), (D2: Q4=3,35,
Q2=2,79, Q3=0,35), (D3=3,37, Q2=2,81, Q3=0,45), (D4: Q1=3,47 Q»=2,84, Q3=0,48);
par rapport a la régie non irrigué (D1:Q41=3,07, Q2=2,55, Q3=0,25), (D2: Q4=3,18,
Q2=2,66, Q3=0,43), (D3=3,22, Q»=2,88, Q3=0,45), (D4: Q1=3,38, Q2=2,94, Q3=0,48)
(Fig. 13 F et H). En revanche, les boites graphiques en BoxPlot montrent que les
taux de croissance se détachent clairement sous I'effet de I'huile essentielle de la
régie en compost (D1:Q1=2,77 Q2=2,23, Q3=0,29), (D2: Q1=2,93 Q2=2,51, Q3=0,31),
(D3=3,20 Q2=2,95, Q3=0,38) (Fig.13B).
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Figure 13: Variation de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp.
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3.2. Etude comparée de la croissance mycélienne sous l'effet des

différentes régies

Une analyse type G.L.M a été utilisée pour chaque facteur étudié. Les résultats
graphiques sont consignés dans la figure (Fig. 14).

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le temps d'incubation enregistre
un effet trés significative sur la croissance mycélienne pour le traitement compost

(p<0,0001) (Fig. 14. A, B et C). Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey,

désigné par la régie compost présente 7 groupes homogenes relatifs aux paliers
temporels d'activité antifongique. Alors que facteur dose indique la présence de trois
groupes homogéne A, B et C (Fig. 14C).
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Figure 14: Estimation de la croissance mycélienne sous I'effet de la régie compost

Le méme test indique pour la régie en vermicompost, la présence de 5 groupes
homogeénes relatifs aux paliers temporels d'activité fongicide. Aussi, facteur dose
indique la présence de quatre palier A, AB, B et C (Fig. 15C).
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Par ailleurs, nous remarquons que le temps d'incubation enregistre un effet tres
significative sur la croissance mycélienne sous l'effet de I'huile de la régie irriguée a
'eau courante (p<0,0001) (Fig.16B). Le test de comparaison multiple Post-Hoc de
Tukey, désigné par la régie irrigué a I'eau courante présente 2 groupes homogénes
A et B relatifs aux paliers des deux facteurs temporels et doses d'activité
antifongique (Fig. 16 A et C).
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Figure 16 : Estimation de la croissance mycélienne sous I’effet de la régie
irrigué a I'’eau courante
Enfin, pour la régie non irrigué le méme test indique la présence de 4 groupes
homogenes « A, B, C et D» relatifs aux paliers temporels d'activité fongicide. Bien
que le facteur dose désigne la présence de quatre paliers A, AB, B et C (Fig. 17C).
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Chapitre 4 : Discussion

Les conditions environnementales le climat, la température, le stade végétatif et
les conduites culturales peuvent influencer le métaboliste secondaire des plantes.
Les régies de nutritions organiques engagées dans la présente étude nous ont
permis de dégager les hypothéses suivantes :

1. Effet de nutrition organique sur le métabolisme secondaire des plantes

Les études ont montrés que les différant traitements ont un effet sur le
développement de la plante, et la régie en vermicompost présente un rendement
intéressant, il apparait aussi que l'effet de I'huile essentielle de cette régie est plus
important que celui de compost et de I'eau. Ces variation en huile essentielle sont
dues a l'enrichissement de la plante par des nutritions donc elle a activé son
métabolisme et ce dernier nous présente un métabolite secondaire complétement
différent. Les résultats obtenus nous permettent d’avancer I'hypothése de potentialité
des engrais sur le métabolite primaire. L’hypothése avancée, rejoint I'étude de
plusieurs recherches et parmi eux les résultats d’Awono et al. (2002) montrent que
I'application des fumures organiques s'est traduite a des doses relativement élevées,
par une augmentation sensible du rendement. En revanche, d’autres travaux
d’Atiyeh et al. (2002) ont pu démontrer que le vermicompost stimule le métabolisme
basal de la plante. La variation du rendement en huile essentielle peut étre due a des
facteurs génétiques, des stades de développement, de l'origine végétale, des
méthodes de récolte, de séchage et de stockage et des méthodes culturales (Burt,
2004). La nutrition organique pourraient affecter de fagon significative les
rendements en huile essentielle des plantes médicinales et aromatiques, et par
conséquent, les accumulations préférentielles en stade de floraison Sangwan et al.,
(2001), alors que d’autre rapports, restituent que le plus faible rendement en huile
essentielles été marqué en stade végétative. Les variations de la composition
chimique des huiles essentielles de Cytisus triflorus L’'Her ont été rénovées de fagon
spectaculaire sous l'effet d’'une nutrition inorganique (NPK), dont on peut concevoir
que ces variations étaient accompagnées aux modifications du métabolisme
secondaire. L’hypothése avancée corroborait avec une étude ou il a été signalé que
I'effet de différentes régies sur I'huile essentielle et sa composition peut étre di a son
influence des éléments nutritifs sur l'activité enzymatique et le métabolisme de la
production d'huile essentielle (Telci et al., 2006).

2. Effet des composées de I’huile essentielles sur I’activité antifongique

Les études ont montrés que les fortes concentrations des huiles essentielles
ont un effet trés apparent sur la croissance mycélienne et dans totalité des essais les
doses D1 a D3 sévere les plus performantes. Les résultats obtenus nous permettent
d’avancer I'hypothése de l'efficacité de I'huile essentielle a forte dose peuvent
contenir de fortes taux de composés majoritaire et par conséquent leurs activités
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biologiques se trouvent améliorées. L’hypothése avancée, rejoint I'étude de plusieurs
recherches qui signale que la concentration des huiles essentielle influence I'activité
inhibitrice, plus la concentration de I'extrait augmente plus les diamétres d’inhibitions
sont importants, cet état de fait a été constaté par Karagoz et al. (2010). De plus,
des études réalisées par Burt (2004), ont également montré que pour 'obtention
d'un deffet antibactérien significatif, il est recommandé de préconiser des
concentrations élevées de l'ordre de (5 — 20pl/g). D’autres études ont confirmés
aussi que la différence dans les activités antibactériennes des huiles essentielles
peut étre liée a la concentration et a la nature et le contenu (Oussalah et al., 2007).

Egalement, les résultats signalent que le pourcentage de composées majoritaires et
ses groupes fonctionnels augmentent avec 'augmentation de la concentration ce qui
induit un effet fongique trés important. Les résultats obtenus nous permettent
d’avancer I'hypothése que la présence des composés majoritaires exerce une
efficacité sur la croissance mycélienne. L’hypothése avancée, rejoint I'étude de
Pattnaik et al. (1997), I'activité antifongique d’une HE est a mettre en évidence avec
sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés maijoritaires
(alcools, phénols, composés terpénique et cétoniques) et les possibles effets
synergiques entre les composants.
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Conclusion et perspective

Au terme de ce travail consacré essentiellement a la caractérisation et a I'évaluation
de l'activité biologique des huiles essentielles de Romarin issus de différents régies
de nutrition organique, il nous a paru intéressant de relater les principaux résultats
auxquels nous avons aboutis.

Les résultats d’analyse font ressortir une richesse en molécules au profit de I'huile
essentielle de Romarin issus de l’irrigation a I'eau courante (14 molécules) et par
rapport a I'huile essentielle de Romarin non irriguée (13 molécules), et par rapport a
I'huile essentielle de Romarin issus de régie en compost (11 molécules) et a I'huile
essentielle issus de régie en vermicompost (12 molécules).

Sur le plan phytochimique, les résultats montrent une composition en huile
essentielle riche en fraction majoritaire notamment : caryophyllene (24,78%), Acetic
acid, geraniol ester (12,26%), Germacrene D-4-ol (10,89%) pour la régie de
vermicompost, Caryophyllene oxide (12,16%), a-cadinol (11,78%), Germacrene D-4-
ol (9,75%), 5-Caranol, (1S,3R,5S,6R)-(-)- (9,54%), a.-Muurolene (7,68%),
caryophyllene (7,64%) pour la régie en compost, Verbenone(16,73%), Germacrene
D-4-ol (9,75%), caryophyllene (8,61%) pour la régie irrigation a I'eau courante et ¢-
Terpinen (22,15%), Germacrene D-4-ol (9,14%), ¢ -Himachalene (6,87%),
caryophyllene (6,78%) pour régie non irrigué.

Les résultats obtenus nous montrent que les fortes concentrations des huiles
essentielles (D1 a D3) ont un effet trés significatif sur la croissance de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici mycélienne. L’activité antifongique des quatre huiles
essentielles a été suivie par la méthode directe d'aromatogramme. L’huile essentielle
de Romarin montre une bonne activité inhibitrice vis-a-vis le champignon utilisé.
Cette activité varie d’'une régie a une autre et différe selon les concentrations.

Toutefois, ces résultats restent préliminaires et afin de les approfondir, d’autres
approches et études sont souhaitables a réaliser, il serait intéressant de : (i) De
continuer ces travaux notamment sur d’autres champignons et d’autres bactéries, (ii)
Comparer l'efficacité des huiles essentielles issu d’'une méme plante entre deux
régions différents, (iii) Etudier d’autres propriétés biologiques de notre plante, a
savoir les proprietés anti-inflammatoires, antibactérienne, antiparasitaires et
insecticides, (iv) Cibler les molécules principales responsables de ces effets
antimicrobiens.
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