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Etude du pouvoir antifongique d'une huile essentielle formulée de Juniperus
oxycedrus L. sur la fusariose vasculaire de palmier dattier .

RESUME

Ces derniéres décennies, les substances phytochimiques telles que les huiles
essentielles des plantes sont reconnues comme ayant une activité biologique
importante contre les champignons. Elles sont décrites également comme méthode
alternative aux produits chimiques de synthése.

L’objectif de ce présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des
substances naturelles a travers I'’étude des huiles essentielles ; cependant, il consiste
a estimer l'activité antifongique, dans les conditions de laboratoire, d’une huile
essentielle formulée de Juniperus oxycedrus L., issue de la région de Tagdemt
(Tiaret), a etage bioclimatique semi-aride sur l'agent causal de la fusariose
vasculaire du palmier dattier Fusarium oxysporum f.sp albedinis.

Comparativement aux témoins, les résultats obtenus ont montré que tous les
traitements du bioproduit formulé a base Juniperus oxycedrus L. ont eu un effet
inhibiteur de la croissance mycélienne. Cependant, la forte dose (D1 = 0,2g / 20ml)
se révéle la plus efficace avec un taux = 58% , suive de la moyenne dose (D2 =
0,14g / 20 ml) avec un taux de = 53% et enfin la plus faible dose (D3 = 0,08g / 20ml)
en affichant un taux d'inhibition de = 50%.

Par ailleurs, la reprise de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp
albedinis enregistrée apres deux jours d’incubation nous démontre que [I'huile
essentielle formulée de Juniperus oxycedrus a une action fongistatique et non
fongicide.

Mots clés : activité antifongique, formulation, Fusarium oxysporum f.sp albedinis
huile essentielle, Juniperus oxycedrus L.



Study of the antifungal power of an essential oil which consists of Juniperus
oxycedrus L. on vascular Fusarium wilt of date palm.

ABSTRACT

In the last decades, phytochemicals such as plant essential oils have been
recognized as having significant biological activity against fungi. They are also
described as an alternative method to synthetic chemicals.

The purpose of this present work is valorizing the natural substances through the
study of essential oils; however, it consists of estimating the antifungal activity, under
laboratory conditions, of an essential oil containing Juniperus oxycedrus L., from the
region of Tagdemt (Tiaret), with a semi-arid bioclimatic layer on the causal agent. of
Fusarium wilt of the date palm Fusarium oxysporum f.sp albedinis. According to
controls , the results obtained showed that all treatments of the Juniperus oxycedrus
L-based bioproduct had an inhibitory effect on mycelial growth. However, the high
dose (D1 = 0.2g / 20ml) is the most effective one with a rate = 58%, followed by the
average dose (D2 = 0.14g / 20ml) with a rate of = 53% and finally the lowest dose
(D3 =0.08g / 20ml) with an inhibition rate of = 50%.

Furthermore, the reprise of mycelial growth of Fusarium oxysporum f.sp albedinis
recorded after two days of incubation shows us that the essential oil which is
composed of Juniperus oxycedrus has a fungistatic and non-fungicidal action.

Key words: antifungal activity, formulation, Fusarium oxysporum f.sp albedinis
essential oil, Juniperus oxycedrus.L.
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Introduction

Introduction

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est l'une des plantes la plus
anciennement cultivée et la plus adaptée aux zones arides et semi-arides du globe.
Cet arbre constitue le pivot central autour duquel s’articule la vie dans les oasis
sahariennes ou il crée un milieu favorable aux activités des habitants des régions
désertiques et de leurs cheptels. Ecologiquement, il joue un réle important dans la
protection des oasis contre les influences désertiques comme, par exemple, le
rayonnement solaire intense, la sécheresse de lair, les vents chauds, ... etc. En
outre, il crée un microclimat favorable au développement de nombreuses
spéculations agricoles sous jacentes telles que les cultures céréaliéres,
maraichéres, fourragéres et arboricoles (ABED et al., 2006) .

Sur le plan économique, I'exploitation du palmier dattier constitue une entrée de
devises appreéciable pour les pays producteurs et également une source de revenus
non neégligeables pour les agriculteurs et les habitants des oasis. Par ailleurs, les
dattes constituent la base de I'alimentation de ces derniers.

La présence des agents phytopathogénes dans I'’environnement peuvent causer
des dommages sévéeres, qu’il s’'agisse des bactéries, champignons ou virus, les
dégats peuvent atteindre la destruction totale des cultures.

La culture du palmier dattier est cependant menacée par une maladie destructive
appelée communément “bayoud” dont I'agent causal est un champignon tellurique:
Fusarium oxysporum f. sp albedinis (Killian & Maire) W. L. Gordon.

Depuis son apparition au début du XIXEME sjacle, cette maladie a causé des pertes
considérables dans les oasis du sud marocain et du sud ouest algérien (DJERBI,
1988 ; SEDRA, 2003) ou elle a détruit environ 20 millions d’arbres (FREEMAN et
MAYMON, 2000).

Il est & remarquer que tous les cultivars Nord-Africains de haute qualité dattiere
comme, par exemple, Mejhoul, Bou Feggous, Deglet Nour, ... etc. sont sensibles a
cette maladie. C’est ainsi qu’au Maroc, la variété Mejhoul a subit des pertes
considérables a cause de sa grande sensibilité a I'égard du “bayoud”.

En Algérie, la variété Deglet Nour qui est destinée a I'exportation et qui est classée
comme l'un des meilleurs cultivars commerciaux a I'échelle mondiale est
actuellement menacée par le “bayoud”. Les riches palmeraies de I'est algérien ou la
variété Deglet Nour occupe 45% du verger phoenicicole (ABED et al., 2006) sont
actuellement menacées par le “bayoud”.




Introduction

Les stratégies de lutte utilisées contre les maladies vasculaires causées par les
pathogenes telluriques sont trés limitées ou quasi inexistantes (EL HASSNI et al.,
2007). En ce qui concerne la lutte contre le bayoud, plusieurs stratégies ont été
déployées. La lutte chimique par éradication du F.o.a. a I'aide de fumigants (bromure
de méthyle et chloropicrine) est efficace, cependant cette méthode ne peut étre
envisagée a cause du colt élevé des traitements, du risque de pollution de
I'environnement oasien et de la difficulté de détruire la totalité du parasite qui peut
vivre a une profondeur d’environ 1 métre dans le sol (SEDRA, 2003)

A cet égard, les chercheurs sont de plus en plus a la recherche d’alternatives moins
dangereuses, comme I'exemple des pesticides d’origine végétale plus respectueuse
de la santé des étres humains et de I'environnement. Ces biopesticides répondent
aux exigences économiques, toxicologiques et écologiques. Cette forme de
bioprotection consiste en ['utilisation d’extraits végétaux pouvant contrer la
croissance des agents phytopathogénes.

Des études dans ce sens ont abouti a des résultats satisfaisants (Ajouz, 2009 ;
Biabiany, 2012). L'utilisation des extraits de végétaux doués d’activités antifongiques
est actuellement parmi les voies intéressantes pour réduire les pertes dues aux
agents pathogenes et permet de remplacer les composés chimiques de synthese
(fongicides). En plus de la valorisation de la flore Algérienne, c’est dans ce contexte
gue nous avons entrepris notre étude afin de trouver des solutions permettant de
pallier a ce fléau.

Cependant, I'objectif du travail est d’estimer dans les conditions de laboratoire le
pouvoir antifongique d’'une huile essentielle formulée a base de Juniperus oxycedrus
L issue de la région de Tagdemt (Tiaret) sur la souche Fusarium oxysporum f.sp
albedinis en fonction du temps d’exposition, a savoir 2, 4 et 8 jours et de trois doses
appliguées D1, D2 et D3 se traduisant par le taux d’inhibition de la croissance
mycélienne du champignon.
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[.1. Le palmier dattier

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), est I'élément essentiel de I'écosystéme
oasien des régions sahariennes et pré-sahariennes. Sa distribution géographique est
assez large dans I'hémisphére Nord. Cette espéce fruitiére est connue pour sa
tolérance  aux conditions climatiques extrémes d’aridité et de continentalité
(Munier, 1973). Il permet la création d’'un milieu typique favorable a la pratique
d’autre cultures sous-jacentes (arboricoles, céréalieres, maraichéres) garantissant
ainsi une certaine autonomie économique du milieu oasien. En outre, les diverses
utilisations du palmier dattier et de ses produits dans la vie des habitants des oasis
montrent le role primordial qu'’il tient dans ces régions (Munier, 1973).

[.1.1. Importance de la culture du palmier dattier dans le monde et
en Algérie

La culture du palmier dattier représente une spéculation de subsistance
extrémement importante dans la plupart des régions désertiques. Indépendamment
de la valeur énergétique des dattes, plus de 130 usages de ces derniéres ont été i Le
nombre de palmiers dans le monde peut étre estimé a plus de 100 millions d’arbres
répartis essentiellement au Proche-Orient et en Afrique du Nord (FAO, 2007).
L'Algérie a un effectif de plus de 16 millions de palmiers, dont plus de 4 millions de la
variété Deglet Nour (Anonyme, 2006).

La production de dattes génere une importante activit¢ commerciale et constitue
une source de devises appréciables pour les pays producteurs. Cette production est
principalement localisée dans les régions arides du nord de I'Afrique (Egypte,
Algérie, Libye, Maroc, Tunisie, Soudan) et du sud-ouest de I'Asie (Iran, Arabie
Saoudite, Iraq, Pakistan, Emirats Arabes Unis, Oman, Yémen, Qatar, Bahrein,
Jordanie).Le rendement moyen mondial pour 'année 2004 était estimé a 5.353.090
tonnes et de 58,264 g/ha pour I'année 2005 provenant de 34 pays (FAO, 2004 ;
FAO, 2007).

Bien qu’une partie de la production mondiale de la datte soit autoconsommée, il
existe un grand marché d’exportation estimé a 512.829 tonnes, notant que la France
et I'Inde, sont les plus grands importateurs de dattes (FAO, 2004). Avec cette
production mondiale, le palmier dattier compte parmi les principales productions
fruitieres tropicales et subtropicales.

L’Algérie se place au sixieme rang des producteurs de dattes avec une production
de pres de 552 765 tonnes en 2008 (FAO,2010). Le nombre total des palmiers au
monde est d’environ 100 millions; en Algérie, le nombre est de 9 millions couvrant
une superficie de 87 000 ha (FAO, 2002).
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Parmi les variétés cultivées, c’est « Deglet Nour » qui est la plus appréciée tant sur
le marché national que pour I'exportation.
L’Algérie est également le deuxiéme producteur mondial de Deglet Nour. En Europe,
elle est au deuxieme rang des fournisseurs avec 9 800 tonnes (19% des dattes
importées en Europe) (FAO, 2000).

Pays Quantité de production (%)
(1000 tonnes)
Monde 5087 100%
Mediterranée 2075 41%
Egypte 1170 23%
Iran 997 20%
Arabie Saoudite 970 19%
Algérie 516 10%
Pakistan 497 10%
Soudan 328 6%
Libye 181 4%
Chine 130 3%
Tunisie 125 2%
Maroc 48 1%

Tableau 1 : Production mondiale des dattes (FAO, 2007).

[.1.2. Ecologie du palmier dattier

Le palmier dattier a I'inverse de certaines Arecaceae ne vit pas en région tropicale
humide, mais en région subtropicale seche, valable pour les palmeraies algériennes.
Il vit spontanément dans la plupart des régions du vieux monde ou la pluviométrie est
inférieure a 100 mm par an. Il a été introduit dans de nombreuses autres régions
notamment en Argentine, au Brésil, en Afriqgue du Sud, aux USA, etc. Malgré, cette
adaptation aux zones seches, le palmier ne peut vivre sans eau souterraine
disponible et/ou sous irrigation. Il est donc considéré comme une plante
phréatophyte et héliophile. Il peut encore vivre et étre productif en altitude, comme
dans les oasis du plateau du Tassili et du Tibesti qui atteignent 1000 a 1500 m
d’altitude (Munier, 1973).

-
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Figure 1: schéma du palmier dattier (Munier, 1973)

[.1.3. Répartition géographique de la culture du palmier dattier

Le palmier dattier était primitivement cultivé dans les zones arides et semi-arides
chaudes de I'ancien monde. Par la suite, il fut propagé en dehors de son aire
d’extension et de culture (Munier, 1973). Le patrimoine phoenicicole de I'Afrique du
Nord est estimé a 26% du total mondial.

En Algérie, le palmier dattier constitue la principale culture au Sahara algérien entre
25° et 35° latitude Nord (Figure 2). Il occupe toutes les régions situées au Sud de
I’Atlas saharien, depuis la frontiere marocaine a I'Ouest jusqu’a la frontiere
tuniso-libyenne a I'Est (Djerbi, 1988), sur une superficie de 154.372 ha (FAO, 2007).
Plus de 940 cultivars de dattiers sont inventoriés pour 16,5 millions de palmiers
dattier (Anonyme, 2006).
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Figure 2 : Régions phoenicicoles d’Algérie (Munier, 1981).
| : Palmeraie orientale ou zone Est. Il : Palmeraie occidentale
ou zone QOuest. lll : Palmeraie méridionale ou zone

[.1.4. Contraintes de la culture du palmier dattier

La culture du palmier dattier est confrontée a plusieurs contraintes abiotiques
(Sécheresse, stress salin) qui sont principalement dues au fait qu'il se développe
sous des conditions désertiques hostiles et biotiques correspondant aux ravageurs
du dattier. Ces derniers s'attaquent a la plante elle-méme et aux dattes sur pied, ou
méme entreposées qui engendrent souvent des pertes économiques importantes sur
la production de dattes ( Munier, 1973).

1.1.5. Ravageurs du palmier dattier
D’aprés (Munier, 1973), les principaux ravageurs du palmier dattier se résument en :

1.1.5.1. La Cochenille blanche (Parlatoria blanchardi Targ) : colonise les différentes
parties du palmier (palmes, hampes florales, fruits, ...) et forme un encrolGtement qui
peut recouvrir de grandes surfaces, empéchant la respiration et la photosynthese ; la
conséquence est un vieillissement rapide et une mort prématurée.

1.1.5.2. Le Ver de dattes (Ectomyelois ceratoniae Zeller) : qui infeste les dattes sur
pied en plein champ et la prolifération se poursuit ensuite en entrepdéts. Les chenilles
issues des ceufs pénétrent dans les fruits et donnent des dattes véreuses.

1.1.5.3. Le Boufaroua (Olygonychus afrasiaticus) : un acarien qui attaque surtout les
dattes, leur donne un aspect rugueux, recouvert de toile et une couleur rougeatre.
Les fruits deviennent impropres a la consommation (Munier, 1973).

.
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l.1.6. Maladies parasitaires

.1.6.1. Le “khamedj “ (Mauginiella scaetae) : ou pourriture de l'inflorescence est
une pourriture qui est due a un champignon. Cette maladie atteint les inflorescences
et peut causer beaucoup de dégats. On lutte contre cette maladie par des produits
cupriques (Abdellah, 1990).

1.1.6.2. La Maladie des feuilles cassantes: a laquelle se trouve confronter le
palmier dattier commence a prendre des proportions alarmantes. Cette maladie
dont la cause demeure encore indéterminée a été découverte en Tunisie

(Takrouni et al.,1988; Triki et al., 2003). Par la suite, elle a été signalée en
Algérie dans les régions d’Adrar et du M'zab (Djerbi, 1983). Récemment, sa
présence a été confirmée avec certitude dans la région de Biskra (Saadi et al., 2006).

1.1.6.3. La tracheomycose du palmier dattier ou el bayoud : est la principale
maladie cryptogamique qui attaque le palmier dattier. Elle est causée par Fusarium
oxysporum f.sp albendis (Foa) qui provoque des dégats importants dans les
palmeraies marocaines et algériennes (Djerbi, 1988;Fernandez et al.,1995).

[.2. La maladie du bayoud

Le bayoud vient du mot arabe « Bayadh » désignant la couleur blanche que prend
la palme atteinte (Ploetz, 2003). C’est une maladie trés destructrice des palmeraies
en Algérie et au Maroc. C’est un réel danger pour les autres régions phoenicicoles. |l
est spécifique du palmier dattier mais fait partie d’'un groupe de 80 maladies
semblables, les fusarioses vasculaires, provoquées par différentes souches de la
méme espéce de champignon du sol Fusarium oxysporum SCHLECHT.
(Louvet, 1991).

[.2.1. Origines et distribution géographique du Bayoud

Le Bayoud fut observé pour la premiéere fois vers 1870 dans la vallée du Draa au
nord de Zagora et il a ensuite progressé vers I'ouest et surtout vers I'est en suivant
les cordons des palmeraies (Pereau-Leroy, 1958) (Figure 5). En 1898, ce fléau
atteint les palmeraies de Figuig et Béni Ounif situées cote a cote des deux cotés de
la frontiere algéro-marocaine (Pereau-Leroy, 1958). Entre 1920 et 1950, la maladie a
contaminé les palmeraies du Sud algérien, puis durant la période 1960-1978, elle a
gagné des palmeraies du centre de Sud algérien, la région de Mzab et El Goléa
(Djerbi, 1982).
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Figure 3: Situation épidémiologique du « Bayoud » du palmier dattier
(Fernandez et al., 1995).

[.2.2. Biologie et pathogénicité du Fusarium oxysporum f.sp .
albedinis

Le cycle de vie de Fusarium oxysporum (figure 3) commence par une phase
saprophyte suite a sa survie sous forme de chlamydospore dans le sol. La
croissance saprophyte et I'activité des agents pathogenes varient en fonction des
conditions environnementales et des conditions des sols (Senthilkumar et al., 2011).
Les chlamydospores restent a I'état de dormance, retrouvés en faibles quantités
jusqu’a 1 m de profondeur (10-75 propagules par gramme de sol) avec une
répartition trés hétérogéne (Fernandez et al., 1995), et cela peut durer plusieurs
années, jusqu’a ce que leur germination est stimulée, dans les conditions
adéquates, en utilisant des nutriments qui sont secrétés par les racines; Le
développement du parasite a proximité des racines de palmier est une étape
nécessaire pour qu’il atteigne la surface racinaire. Le degré de compétition et plus
globalement d’antagonisme que subit le parasite au voisinage des racines est un
élément prépondérant ; Une fois a la surface racinaire, le pathogene se heurte
encore a une barriere microbiologique : la microflore du rhizosphére et de I'écorce.
Des facteurs internes a la plante peuvent également I'arréter (résistance génétique,
phénomene de prémunition), ensuite se fait la pénétration (Amir et Amir, 1988) .
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Certains travaux montrent qu’il existe a la surface des racines des lectines, de
glycoprotéines ou de glycolipides intervenant dans les phénomenes de
reconnaissance entre hote et parasite (Rahmania, 1988).Toutefois, il a été signalé
que toutes les variétés de palmier dattier portent au niveau des racines des
pneumatodes qui constituent la porte d’entrée du F.o.a. La structure de ces
pneumatodes varie en fonction des variétés ou il s’est avéré que le F.o.a les pénétre
plus facilement chez la variété sensible Deglet nour (Belarbi, 1988).

Lors de la pénétration, des hyphes spécialisés sont mis en place ; la surface des
hyphes émet des branches qui se caractérisent par leur diamétre réduit & comparé
avec le mycélium. La dégradation de la paroi cellulaire peut étre important pour le
pathogéne non seulement pour I'extension du processus de pénétration suivit de
la ramification a l'intérieur du tissu de la plante mais également pour la libération, a
partir des polysaccharides de la paroi, des éléments nutritifs nécessaires a la
croissance du champignon (Recorbet et al., 2003).

L’introduction du champignon F.o.a et sa production de toxines telles que I'acide
fusarique, acide succinique, 3-phenyl acide lactiques et leurs dérivés, les toxines
peptidiqgues et marasmines (El Hadrami, 2005) entrainent une fiévre, un déséquilibre
du métabolisme. Puis un grand développement du champignon se produit dans les
vaisseaux conducteurs de la séve, ou le champignon arrive a boucher les vaisseaux
du xyleme (Rahmania, 1988) : en libérant les conidies qui vont germer et former a
nouveau un mycélium sporulant, véhiculés vers le haut par la seve montante.
microconidies que macroconidies en sont responsables, cependant, la présence des
macroconidies est prépondérante dans les tissus de I'héte (Mace et al., 2012).
D’autre part une thyllose est manifestée suite a I'expansion vésiculaire des cellules
adjacentes du parenchymes jouant un réle important dans la résistance mécanique
(ElI Modafar, 2010), ce qui entraine d’avantage un ralentissement de la montée de la
séve (Rahmania, 1988) puis un arrét de l'alimentation en séve des palmes et le
bourgeon terminal est en final affecté (Sedra, 2011) ; ainsi tous les organites
cellulaires sont petits a petits dégradés, les mitochondries n’ont plus structure
normale, et les chloroplastes subissent une vacuolisation avec des dépots de lipides
et de ferritine, la membrane plasmidiale est toute a fait creuvée, et ceci se manifeste
au dernier stade de la maladie. Au stade ultime de la maladie, la cellule est
totalement vidée, il ne reste que la paroi pecto-cellulosique (Rahmania, 1988).

Le champignon qui se développe a partir du systeme vasculaire dans les cellules
du parenchyme adjacentes produisant d’importantes quantités de conidies et de
chlamydospores, ainsi ; Le pathogéne survie dans les débris de dattier infecté dans
le sol, sous toutes ses formes végétatives, mycélium et spores. La forme qui
demeure la plus fréquente est le chlamydospore (Agrios, 1997).

-
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Figure 4 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis, agent causal de la maladie du Bayoud.
(Modification apportée depuis Agrios, 2005 ; Sedra, 2006)
(Chl : chlamydospore. V : vaisseaux vasculaires. F. feuilles ou
fronde du dattier. Xyleme I. : Xyleme primaire)

(A) : infestation des racines par le champignon ; (B) : Pénétration et envahissement du
champignon des vaisseaux vasculaires de racines ; (C) : Mycélium et conidies dans les
vaisseaux du xyléme ; (D) : Apparition des symptémes caractéristiques de la maladie ;

(E) : Etat avancé de la maladie ou le champignon bouche les vaisseaux vasculaires de part
sa propagation et la formation de gommes (thyllose) ;

(F) : Palmier dattier a un état avancé de l'infection ; (G) : Mort du palmier dattier ;

(H) : détérioration des parties infectées de I'arbre et dissémination du champignon, dans le
sol; () : Cycle saprophyte du champignon dans le sol.

[.2.3. Symptomes de la maladie

les symptédmes du bayoud causés par F.o.a sont en relation avec I'’envahissement
du bois ou « tranchées » (Messiaen et al.,1991). Cette maladie attaque les palmiers
a tous les stades de croissances, matures et moins jeunes, ainsi que leurs
ramifications basales (Djerbi, 1982; Sedra, 2006).
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[.2.3.1. Symptdémes externes
I1.3.1.1. Les symptdmes externes sur le feuillage

A. Les symptdomes typiques

Le premier symptome perceptible de la maladie, apparait sur une ou plusieurs
feuilles de la couronne moyenne (figure 5). La fronde affectée prend une teinte de
plomb (gris cendré), puis commence a se faner. Certaines épines situées sur un coté
de la fronde deviennent blanches, puis, Le flétrissement progresse vers le haut a
partir de la base jusqu'au sommet. De l'autre coté de la fronde, le flétrissement
progresse du sens inverse jusqu’a ce que la fronde soit entierement desséchée et
détruite. Ensuite, une strie brune apparait en longueur sur la face dorsal du rachis en
avancant de la base jusqu’a la pointe de la fronde, correspondant au passage du
mycélium dans les faisceaux vasculaires du rachis. Ce processus peut s’étendre sur
plusieurs jours. La méme succession de symptdmes commencent a apparaitre sur
les feuilles adjacentes ou opposées jusqu’au cceur. Le bourgeon terminal reste
dressé et vert, par la suite il sera atteint puis meurt, les frondes prennent un aspect
arqué qui ressemble a une plume humide, puis elles se pendent au long du tronc
(figure 9). Au niveau des rejets basaux, les symptomes.

Figure 5 : Premiers symptomes typiques du Bayoud (premiere
fronde de la couronne moyenne affectée) (Hakkou et al., 2012)

B. Les symptomes atypiques

Parfois, les symptébmes se développent différemment (figure 6). Il se peut, par
exemple, que la coloration brune apparaisse au milieu du rachis et que les folioles
se dessechent de I'apex vers la base, des deux cotés a la fois. D’autres variations
peuvent survenir aussi ; un jaunissement généralisé pourrait étre repéré
avant l'apparition des symptdomes typiques, principalement durant 'automne et

I'hiver. (Djerbi, 1982 ; Hakkou et al., 2012)
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Figure. 6 : Symptdmes atypiques du Bayoud (Sedra, 2006).
(A) et (B) : Fronde symptomatique, flétrissement et brunissement du rachis avec des feuilles
maintenues vertes. (C) : Apparition des premiers symptémes sur la partie haute du dattier
plutét que sur le centre .

[1.3.1.2. Les symptdmes externes sur les racines

Le systeme radiculaire présente quelques racines de couleur brun- rougeéatre,
accentuée avec des zones ou le tissu est en décomposition. Cette couleur est due a
la pénétration du champignon dans l'arbre. (Sedra, 2006 ; Boulenouar et al., 2009).
A noter que, les symptbmes sur pédoncules, fleurs ou fruits n'ont jamais été
signalés (Boulenouar et al.,2009).De plus, il faut rappeler qu’un dattier qui ne
présente pas de symptdmes n’est pas exempt d’une infection déja installée par F.o.a.

[1.3.2. Les symptomes internes

Les racines malades correspondent a plusieurs groupes de faisceau vasculaires
du stipe qui ont pris une coloration brun-rougeatre, de méme que le parenchyme et
le sclérenchyme environnants d'ailleurs (figure 7). Vers la base du stipe, les taches
sont larges et nombreuses. Au cours de leur ascension dans l'arbre, les faisceaux
vasculaires colorés (figure 7 et 8) se séparent et leurs chemins tortueux, a
I'intérieur des tissus sains, peuvent étre suivis.

Les frondes qui manifestent des symptébmes externes ont une couleur brun
rougeatre et des faisceaux vasculaires trés colorés quand on les coupe. Il y a
donc continuité des symptdmes vasculaires qui existent depuis les racines
jusqu'aux feuilles apicales du palmier. (Boulenouar et al., 2009).
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Figure 7 : Coupe transversale au niveau central d’un tronc d’un dattier
atteint du bayoud qui illustre la coloration rouge des tissus vasculaire
(Djerbi, 1982)

Figure 8 : Coupe transversale au niveau de I'apex du tronc d’un dattier atteint
du bayoud qui montre I'impact du F.o.a sur certains vaisseaux (Djerbi, 1982)

Figure 9 : Stade final de la maladie (Hakkou et al. 2012).
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La mort du palmier peut survenir de six mois jusqu’a quelques années aprés
I'apparition des premiers symptomes de la maladie (Sedra, 2006). L’évolution des
symptdomes dépend de la variété du dattier ainsi que des conditions de plantation
(Boulenouar et al., 2009).

[.3. L’agent causal Fusarium oxysporum f.sp albedinis

Fusarium spp. est un groupe de champignons filamenteux, imparfaits, considéré
comme l'un des genres les plus variés et adaptables dans le réegne des Eumycota
(Maheshwari et Dubey, 2008 ; Fourie et al., 2011). Les espéces de Fusarium sont des
agents pathogénes des plantes causant des maladies a coup économique important
(Fravel et al., 2003).

Les espéces de Fusarium sont souvent considérées comme des champignons

telluriques en raison de leur abondance dans le sol et leur association fréquente avec
les racines des plantes, soit comme des parasites ou saprophytes. Cependant,
beaucoup ont des moyens actifs ou passifs de dispersion dans l'atmosphere
(Nelson et al., 1994).

[.3.1. La position systématique

Selon (Nelson, 1983):
Classe :Deuteromycetes
Ordre : Moniliales
Famille :Tuberculariace

Genre : Fusarium
Espece : oxysporum

[.3.2. Les formes spéciales de Fusarium oxysporum f.sp albedinis

Le Fusarium oxysporum fait partie du groupe des champignons imparfaits chez
lesquels la phase sexuée n’existe pas ou, du moins, n'a jamais été observée. Ce
champignon ne se multiplie donc que par voie végétative ou par l'intermédiaire de
spores asexuées, conduisant a des descendances de types clonal
(Assigbetse, 1993). Cette espéce produit trois types de spores asexuées :

.
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Les microconidies sont sphériques ou allongées, Iégérement courbées, unicellulaires
généralement, hyalines, 3-15 x 3-5 um; elles sont produites par des microphialides,
enflées a la base et pointues a I'extrémité (Djerbi, 1983 ; IMI, 1994).

Les macroconidies falciformes, souvent triseptées, 20-35 x 3-5 um
(Djerbi, 1983 ; IMI, 1994). Elles sont allongées, plus ou moins arquées, amincies aux
deux extrémités, se présentent sous forme de fuseau cloisonné transversalement.
Elles sont produites par des conidiophores (monophialides) ramifiés en sporodochies
ou par le mycélium aérien. Dans les sporodochies, les macroconidies ont une forme
typigue et une taille uniforme. Sur le mycélium aérien, elles sont produites
indifferemment par des monophialides ou des polyphialides et sont alors de forme et
de taille trés variables (Assigbetse, 1993).

Les chlamydospores intercalaires ou terminales, sphériques, isolées ou en groupes
de 2-3 (Djerbi, 1983 ; IMI, 1994). Connues pour étre des structures de résistance
entourées d’'une paroi épaisse parfois ornementée. De forme ovale, elles résultent de
la condensation du contenu des hyphes ou des macroconidies (Nelson, 1981).

Les sclérotes rares, bleu sombre a noir, 1-2 mm de diamétre, soit distribués sur la
surface mycélienne, soit groupés.

18.2U SMEBN

Figure 10 : Organes de reproduction asexuée de Fusarium oxysporum
f .sp.albedinis au MEB in(Rahmania, 2000)

a : myceluim et microconidies b :microphialides c :micro et macroconidies
(Ma : macroconidies Mi : microconidies)

&
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1.3.3. Caractéres physiologique et morphologique du champignon

Ce champignon se développe bien sur un milieu gélosé a base de pomme de
terre - Potato Dextrose Agar - (P.D.A) (Bouhot et Billotte, 1964). La croissance
débute a 7°C et demeure faible jusqu'a 12°C, devient rapide entre 21°C — 27,5°C et
s’arréte a 37°C (Malengon, 1947). L’'optimum de croissance du champignon in vitro
est obtenu a 28°C et la meilleure germination de microconidies est a 27°C
(Bounaga, 1975).

Cet auteur montre que la croissance est faible entre les pH 8,5 — 9,7 et rapide pour
les pH 5 a 6. Les sources de carbone les mieux métabolisées par ce champignon
sont : la pectine, le mannose et le glucose. Les sources d’azote organique sont les
mieux utilisées que l'azote minéral (Arib,1998). Son mycélium aérien est
généralement blanchatre ou rosatre.

Il peut prendre d’autres pigmentations  (violette, mauve, orange ou beige) qui sont
dues a la formation d’'une multitude de spores en surface par des orages fructiferes
(sporodochies, pionnotes), ainsi qu’aux variations de la lumiére et du milieu de
culture (Messaoudi et al., 1989).

[.3.4. Les moyens de lutte
Différentes méthodes ont été préconisées en vue de lutter contre le Bayoud.
1.3.4.1. Mesures prophylactiques

Les mesures prophylactiques restent une nécessité absolue pour préserver les
palmeraies de I'Est Algérien et celles de Tunisie (Bounaga et Djerbi, 1990).Les
moyens de lutte contre le bayoud lorsqu’un palmier est atteint sont :

e L’archage du palmier
e Le bruler sur place
e Le nettoyage des débris végétaux.

Cependant aprés l'arrachage, la plupart des racines restent dans le sol, ce qui
constitue une source de contamination. En plus, le Fusarium oxysporum sp. albedinis
peut se conserver longtemps dans le sol ou dans les fragments de palmiers infectés
sous forme de chlamydospores. Par conséquent le traitement chimique est
recommandé pour éradiquer le F.o.a dans le sol et dans le reste des racines
infectées (Djerbi, 1990).

1.3.4.2. La lutte chimique

Confronté a une maladie vasculaire, on songe souvent a l'utilisation de produits
cryptogamiques a action endothérapique ou systémique [Des produits a action

.
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systémique « substance pouvant circuler dans les vaisseaux des plantes et y inhiber
le parasite déja présent » ont été recommandés (bénomyl, thiophanates) et ont
donné quelques résultats au cours d’expériences limitées contre I'agent du Bayoud
in vitro (Saaidi et Rodet, 1974 ; Surico, 1974 ; El Hadrami et al., 2005 ) et méme en
palmeraie (Selvaraj, 1978 ; Fredericks et Denbrader, 1988). Mais leur utilisation
pratique n’est guére envisageable)] ; les raisons pour lesquelles nous pensons qu’il y
a actuellement peu d’espoir dans cette voie pour lutter contre le Bayoud ont été
données par plusieurs auteurs qui relévent la difficulté de lutter contre le FOA.
cependant, Louvet et Toutain,(1973) estiment qu’il est impossible de protéger
pendant toute leur vie I'ensemble de Il'appareil végétatif du palmier ce qui
nécessiterait des applications répétées, étant donné la biodégradabilité des
fongicides et le codt tres élevé des fongicides sont souvent toxiques et qui peuvent
migrer a différents niveaux de la plante ou étre entrainés dans les nappes
phréatiques.(Saaidi, 1979). Aussi, le traitement des fusarioses a I'aide de fongicides
induit souvent I'apparition de souches parasites résistantes (Tramier et Bettachini,
1977).

1.3.4.3. La lutte génétique

Elle consiste en la sélection de variétés résistantes. Bien que prometteuse, cette
méthode s’est heurtée a plusieurs inconvénients tels que la rareté des variétés
résistantes, la lenteur de croissance du Palmier qui necessite au moins 10 ans pour
s’assurer de la résistance d’'une variété. (Saaidi et al., 1986)

[.3.4.4. La lutte biologique :

A- Utilisation de microorganismes antagonistes

La recherche de microorganismes du sol, antagonistes de F.o.a, utilisé pour le
contréle biologique de la maladie du Bayoud a fait I'objet de plusieurs études.

De nombreux agent de biocontréle ont été identifiés dont des actinomycetes
(Sabaou, 1977 ; Badji et al.,, 2005), des bactéries (Bacillus spp.,Pseudomonas,
Serratia spp ; (EI Hassni et al., 2007), des champignons (Penicillium spp ;
Trichoderma spp dont Trichoderma harzianum; Candida, Ulocladium atrum ;...)

(ElI Hassni et al., 2007 ; Ghomari, 2009 ; Souna et al., 2012), ou des especes
saprophytes de Fusarium (El Modafar, 2010), présentant soit une antibiose, soit une
compétition microbienne, soit un parasitisme vis-a-vis de ce champignon
pytopathogene, ou bien une induction de la résistance de la plante héte (Dihazi et
al., 2012).

Malgré I'apparence séduisante de l'utilisation de I'antagonisme microbien pour la
lutte biologique contre la fusariose, ce procédé se réveéle trés difficile a mettre en
pratique particulierement lorsqu’il s’agit d’'un « arbre » comme le palmier dattier (Amir

.
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et Amir, 1988). Le transfert in situ n'a vu le jour jusqu’a présent en application pour
le Bayoud (Dihazi et al., 2012). Toutefois, il est peut-étre possible d’aboutir
rapidement a des applications restreintes dans le cas par exemple du repeuplement
en microflore de foyers éradiqués chimiquement (Amir et Amir, 1988). De plus, il est
porté a la connaissance de savoir le mode d’action et les doses d’application
(Alabouvette et al., 2009).

B- induction de la résistance de la plante hote

L’induction de la résistance de la plante consiste a stimuler ses systémes de
défense en réponse a un stress d’origine biotique ou abiotique.

Les organismes impliqués dans ce biocontréle comprennent des individus non
pathogenes, avirulants, ou hypo agressifs des populations d’espéces pathogénes ;
Ou des individus de populations de microorganismes antagonistes (Alabouvette et
al., 2009). L'utilisation de la mycorhization du Palmier Dattier par des champignons
symbiotiques représente une autre approche de biocontrdle. Elle semble jouer un
rble dans la résistance de certaines cultivars vis-a-vis du bayoud; la variété
takerboucht semble la plus dépendante de la mycorhisation (Bouhired, 1988). De
plus, Jaiti et al. (2007) ont testé et approuvé I'effet de la colonisation des racines par
Rhizobium arbuscularmycorrhizal par induction des réactions de défense du dattier
contre F.o.a.

Une approche nouvelle d’induction de la résistance fait intervenir des éliciteurs.
abiotiques impliqguant des macromolécules telles que les oligosaccharides, les
glycoprotéines et peptides ou de petites molécules comme I'acide arachidonique,
jasmonique (Jaiti et al ., 2007) ou salicylique (El Hassni et al., 2004). Ces éliciteurs
induisent des réponses structurales et/ou biochimiques dans I'h6te entrainant
'accumulation de protéines antimicrobiennes ainsi que l'inhibition de la lignification
de la paroi cellulaire ; alors que les éliciteurs biotiques peuvent impliquer du
chitosan par exemple (El Hassni et al., 2004).
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[I.1. Importance des biopesticides

Pour lutter contre des agents ravageurs, les rendements agricoles ont toujours été
accompagnés par l'utilisation intensive de produits phytosanitaires, organiques de
synthése ou pesticides (De Kouassi, 2001). Cependant, l'utilisation de la lutte
chimique souléve des questions par rapport au respect de I'environnement, de la
santé des consommateurs, de la préservation de la valeur agronomique des sols et
de la qualité des produits issus de I'agriculture (Thakore, 2006).

La prise de conscience, des conséquences négatives de lintensification de
I'agriculture par rapport a la biodiversité et la santé, ainsi que celle liée a l'inefficacité
des produits employés et les résistances développées par les agents pathogenes, a
conduit a l'ouverture de débats sur les enjeux de [I'agriculture de demain
particulierement par tous les intervenants du secteur agro-alimentaire qui
reconnaissent I'urgence de minimiser les dangers occasionnés par l'utilisation des
produits chimiques, par la mise au point d’alternatives innovantes regroupées sous le
vocable générique de biopesticides (Van Lenteren, 2000).

Thakore, (2006), définit les biopesticides comme des produits phytosanitaires dont
le principe actif est un organisme vivant ou I'un de ses dérivés. Ils peuvent donc étre
constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-organismes
pathogenes (bactéries, levures, mycoplasmes, champignons, virus) exercant une
activité protectrice sur les plantes vis-a-vis d"agents phytopathogenes, mais aussi de
substances d’origine naturelle telles que des extraits végétaux (nicotine et autres
alcaloides, pyréthres, huiles et les phéromones. Ils sont appelés éliciteurs ou
stimulateurs des défenses naturelles (SDN).

Le méme auteur estime que les biopesticides sont plus écologiques que les
produits chimiques et présentent une spécificité accrue vis-a-vis des agents
pathogenes contre lesquels ils sont dirigés ; ils sont moins dommageables pour les
organismes non ciblés de la microflore endogéne qui exerce une action bénéfique
sur les plantes et sont efficaces en faibles quantités.

Cependant, le marché des biopesticides reste encore limité a cause de certaines
contraintes liees a l'effet protecteur parfois insuffisant par rapport aux produits
chimiques (Shishkoff et McGrath, 2002) qui dépend surtout des conditions du milieu
(la température, le sol, 'humidité, la plante héte, le pH, etc...) (Larkin et Fravel,
2002), des codts et délais tres élevés pour I'enregistrement et du conditionnement et
de l'optimisation des formulations par I'addition d’adjuvants, tels que des réducteurs
de tension artificielle (Collins et Jacobsen, 2003).

.
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Malgré ces contraintes, cette nouvelle dynamique du secteur agroalimentaire n’a
pas échappé a lindustrie phytochimique qui se préoccupe beaucoup plus
gu’auparavant de mettre au point des produits de lutte plus sécuritaires, comme des
molécules d’origine naturelle (huile de Neem), des biopesticides (formulés a base de
microorganismes) et des produits €liciteurs de résistance (SDN) (Klarzynski et Fritig,
2001).

D’apres Benhamou, (2009), la méthode qui met en oceuvre lutilisation des
biopesticides d’origine végétale est considérée aujourd’hui comme méthode
substitutive, c'est-a-dire gu’elle est considérée comme complémentaire a la lutte
chimique qui emploie des pesticides organiques de synthese. Elle est en pleine
essor car elle est respectueuse de I'environnement, de la santé humaine et comporte
de grandes promesses d'avenir en terme d'impact socio-économique et de transfert
technologique.

[1.2. Les huiles essentielles
[1.2.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont un mélange de constituants volatils lipophiles, elles sont
obtenues a partir de diverses parties des plantes, telles que les graines, les
bourgeons, les feuilles, les racines, les fruits, les rhizomes, les écorces et les fleurs
(Sadgrove et Jones,2015). Les huiles essentielles sont solubles dans l'alcool, I'éther
et les huiles fixes, mais insolubles dans I'eau. Ces huiles volatiles sont généralement
liquides et incolores a température ambiante (Dhifi et al., 2016). Elles sont largement
utilisées dans l'industrie pharmaceutique et cosmétique, la parfumerie, et aussi
I'aromathérapie. Elles ont d'innombrables activités biologiques, y compris antivirales,
antibactériennes, Antiparasitaires, anti-inflammatoire, insecticides, antifongiques,
anticarcinogenes, antioxydants et antimutagenes (Hassan et al., 2016).

[1.2.2. Intéréts des huiles essentielles

Les principaux domaines qu’offrent les huiles essentielles sont la pharmacie, la
parfumerie, la cosmétique, la savonnerie et l'industrie agro-alimentaire (gateaux,
biscuits, soupe, sauce, chewing gum, chocolats, bonbons...). Elles sont utilisées
aussi dans la fabrication des adhésifs (colle, scotch), et dans I'industrie automobile
dans la préparation des sprays insecticides (Chaiyasit et al., 2006).

Les huiles essentielles ou certains de leurs constituants sont efficaces contre une
grande variété d'organismes tels les acariens (Rim et Jee, 2006), les larves et les
insectes (Burfield et Reekie, 2005), les bactéries (Baser et al., 2006), les virus
(Duschatzky et al., 2005), les champignons (Pawar et Thaker, 2006).

-
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Le pouvoir antifongique d’'un grand nombre de composeés terpéniques volatils a été
testé contre une large gamme de champignons : Candida (C. albicans), Aspergillus
(A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Pénicillium chrysogenum (Kalemba et Kunicka,
2003).

Les scientifiques (Pattnaik et al.,1997) ont également testé des constituants des
huiles essentielles pour leur activité antifongique contre douze champignons dont
trois de type levure et neuf filamenteuses. Enfin, les huiles essentielles contribuent a
I'équilibre des écosystémes, attirent les abeilles et des insectes responsables de la
pollinisation, protegent les végétaux contre les herbivores. Elles pourraient avoir un
réle mobilisateur d’énergie lumineuse, de régulateur thermique au profit de la
plante et de supports de communication par des transferts de messages biologiques
sélectifs (Croteau et Hooper, 1978).

[1.2.3. Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles

BN

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante généralement
incolores ou faiblement colorées lorsqu’elles sont fraichement extraites, a I'exception
des essences renfermant de I'azuléne qui sont bleues (ex: Matricaria chamomilla L.)
Elles se caractérisent par une odeur aromatique et une volatilité trés remarquable et
sont tres réfringentes. Elles ont généralement une densité inférieure a celle de I'eau
(0.85 a 0.95%) et sont entrainables a la vapeur deau. Seules deux huiles
essentielles ont une densité supérieure a celle de l'eau (ex :Cinnamomum
zeylanicum L. Eugenia cariophylata L.). Elles possedent un indice de réfraction
souvent élevé et sont douées de pouvoir rotatoire (Paris et Hurabeille, 1981 ;
Duraffourd et al., 2002 ).

Valnet, (1984), stipule que les huiles essentielles s’oxydent facilement et donnent
des produits résinifiés par fixation de I'oxygéne de I'air sous I'action de la lumiére en
Iméme temps que leur odeur se modifie, leur point d’ébullition augmente, leur
solubilité diminue. Aussi, devrait-on conserver les huiles essentielles dans des
flacons bien bouchés, a I'abri de la lumiére et a une température de I'ordre de 4°C.

[1.2.4. Répartition et localisation des huiles essentielles dans la
plante

Parmi les especes végétales 800.000 a 1.500.000 selon les botanistes, 10 %
seulement sont dites aromatiques. Les huiles essentielles n'existent quasiment que
chez les végétaux supérieurs, elles sont presque exclusivement de I'embranchement
des Spermaphytes, les genres qui sont capables de les élaborer sont rassemblés
dans un nombre restreint de familles comme les : Lamiaceae, Lauraceae

-
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Asteraceae, Rutaceae, Myrtaceae, Poaceae, Cupressaceae, Piperaceae (Bruneton,
1999).

Elles sont localisées dans le cytoplasme de certaines cellules végétales, a savoir

les poils sécréteurs, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices internes et les
poches sécrétrices (Dhifi et al., 2016).
Sur le site de stockage, les gouttelettes d'huile essentielle sont entourées de
membranes spéciales constituées d'esters d'acides gras hydroxylés hautement
polymérisés, associés a des groupements peroxydes. En raison de leur caractere
lipophile et donc de leur perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces
membranes limitent fortement I'évaporation des kifles essentielles ainsi que leur
oxydation a l'air (Bruneton, 1993 ; Teuscher et al., 2005).

Cuticule Celiutes

Figure 11 : Diversite des structures de secretion des huiles essentielles
(Fahn,1988)

A : poils sécréteurs ; B : cellules épidermiques ; C: cellules sécrétrices internes D : poches
sécrétrices.

[1.2.5. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels trés complexes de différentes
constituants chimiques qui peuvent étre regroupés en deux grands groupes
chimiques en fonction de leurs origines biogénétiques bien distinctes le groupe des
terpénoides et celui des composés aromatiques (Pichersky et al., 2006).

a. Les terpénoides

Les terpénoides sont en général tres nettement dominants dans les huiles
essentielles et les plus rencontrés sont les monoterpénes (C10) et les
sesquiterpénes (C15). Leurs structures sont obtenues a partir de la combinaison de
deux ou trois unités isopréne(C5H8) (Figure 12) (Bakkali et al., 2008).
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Figure 12 : Structure chimique de l'isopréne (Bakkali et al., 2008).
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b. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
terpénoide (ex: Eugénol). Ce sont trés souvent des allyles et des propénylphénols,
parfois des aldéhydes. On peut également rencontrer dans les huiles essentielles
des composés en(C6-C1) comme la vanilline (Figure 5) (Betts, 2001).

O OCHg,
OH OH

Vanilline Eugénol

Figure 13 : Structure chimique de quelques composées aromatique
(Bakkali et al., 2008).

[1.2.6. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le procede d’obtention des HE intervient d’'une facon déterminante sur sa
composition chimique (Garnero, 1977). Différentes méthodes sont mises en ceuvre
pour I'extraction des essences végétales, cette diversité est due a la variété des
matieres premieres et a la sensibilité considérable de certains de leurs constituants.

[1.2.6.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I'action d’'un courant
de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composeés volatils
sont condensées puis décantées. L’injection de vapeur se fait a la base de I'alambic
(Richard et Peyron, 1992).
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11.2.6.2. Extraction par hydro distillation d’huile essentielle

Ce mode d’extraction a été propose par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus
utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état pur mais aussi de fournir
de meilleurs rendements. Le principe consiste a immerger directement la matiére
végétale a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porte a ébullition, les
vapeurs hétérogeénes vont se condenser sur une surface froide et 'HE sera alors
séparée par différence de densité (Bruneton, 1993).

Fau - ':\ ~ Clevenger
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3\ i
Systeme d'eau el
pour refroidissement

Huile essentielle  « . . pw =

Vapeur contenant
%K I'huile essentielle

Matiére végétale - -

+Eau
Chauffe ballon

© @

Figure 14 : Schéma du principe de I’hydro distillation (Samadi, 2017)

[1.2.6.3. Expression a froid

L’expression a froid est réservée a I'extraction des composes volatils dans les
péricarpes. Il s’agit d’'un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes
riches en cellules sécrétrices (Basil et al., 1998).

[1.2.7. Intérét de la formulation

L’intérét porté aux matiéres actives des produits phytosanitaires fait parfois oublier
gu’elles ne sont que rarement administrées seules. Il est nécessaire de les associer
a des composés appelés formulants ou adjuvants sans activité biologique propre,
mais sans lesquels nombre d’entre elles n'auraient qu’'une efficacité nulle ou
insuffisante.

Lorsque l'adjonction se fait lors de la préparation industrielle, on parle de
formulant, mais lorsque elle se fait lors de I'application du produit, on parle d’adjuvant
(Gauvrit et Cabanne, 1993).

S
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Selon Gauvrit et Cabanne (1993), les buts poursuivis d’'une formulation sont
principalement d’assurer :
e Les stabilités chimique et physique du produit
o L’efficacité biologique et son innocuité a I'égard des cultures
e Les sécurités de l'utilisateur et de 'environnement.

Actuellement, I'utilisation en formulation phytosanitaire de produits végétaux ou de
dérivés simples est sortie des études de laboratoire et 'on commence a les trouver
comme constituants de préparations commerciales.

Le succes qui se dessine tient a plusieurs raisons :

e Des études approfondies de mise au point ont abouti a donner aux dérivés de
produits végétaux des fonctionnalités similaires a celles des produits d’origine
chimique, et ce pour un prix qui s’en rapproche.

e |ls permettent des réductions importantes des doses de pesticides appliqués
avec un bénéfice économique pour [lutilisateur ainsi qu’'un bénéfice
environnemental.

e Les produits dérivées du végétal sont dans leur majorité facilement
biodégradés, une qualité que n'ont pas beaucoup de produits d’origine
chimique.

e Leur impact sur I'environnement est faible et souvent indétectable (Gauvrit et
Cabanne, 1993).

[1.3. Juniperus oxycedrus L. : plante a huiles essentielles

[1.3.1. Répartition de I’espece Juniperus oxycedrus L.

Juniperus oxycedrus est une espece typique de la région méditerranéenne, sa
répartition s’étend dans I'Afrique du nord (Maroc, Algérie et la Tunisie). |l se trouve
aussi en Espagne, en France, en ltalie, en Portugal, en Turquie, dans la péninsule
Balkanique, et aussi dans I'Est du Caucase et au Nord de I'lran. C’est une espéce qui
se développe sur des pentes seches, mais elle est rare sur les dunes de sable. Elle
apprécie les lieux arides, rocailleux, sur calcaire ou sur sols acides, ou il est
fréiguemment associé au chéne vert et au chéne kermes (Farjon, 2005) in (Brus et
al, 2011).

-
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New World species
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Figure 15: Répartition du genre Juniperus dans le monde (Mao et al., 2010) in
(Bouadam-Farhi, 2013).

[1.3.2. Taxonomie et description botanique de Juniperus oxycedrus
L.

L’espéce Juniperus oxycedrus appartient a la section Juniperus, la classification de
I'espéce dans le monde végétal est mentionnée dans le tableau 02.

C'est un arbre ou arbuste, dioique de 8 a 12 m de hauteur, avec branches étalées,
a feuilles persistantes, verticillées en aiguille ou en écaille 8-25 mm de longueur et
1-1,5 mm de largeur. Les cones femelles de 8-10 mm d'épaisseur contenant trois
graines par cbne, présentent une couleur orange a brune rougeatre a sa maturité
(Schulz et al., 2003). Les cdones males sont petits terminaux ou axillaires, ils sont
subglobuleuses de 1 mm de diameétre. (Figure 16) (Miara et al., 2013).

Tableau 02: Classification botanique de Juniperus oxycedrus L. (Klimko et al., 2007).

Reégne: Plantes

Embranchement: Spermaphytes

Sous-embranchement: | Gymnospermes

Classe: Coniféres
Ordre: Coniférales
Famille : Cupressacées
Genre : Juniperius
Espéce : Juniperius
oxvcedrus

Figure 16 : Juniperus oxycedrus (Dupont et Guignard, 2007).
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11.3.3- Métabolites secondaires de Juniperus oxycedrus L.
11.3.3.1- Composes phénoliques

L’étude réalisée par Lesjak et al., en 2014 sur les feuilles et les cones femelles de
Juniperus oxycedrus L. subsp. Macrocarpa, récoltée dans la République de Croatie,
leur a permis de distinguer différentes composées comme la rutine, la catéchine, la
quercitrine, I'épicatéchine et I'amentoflavone.

Chaouche et al., (2014) rapportent que I'écorce de racine de Juniperus oxycedrus
L. récoltée en Algérie est une source riche en composés phénoliques tels que les
oligoméres de la proanthocyanidine, I'hexose de la quercétine, la quercitrine et le
glucoside de la dysamnetine qui sont considérés comme des antioxydants naturel
précieux.

En 2013, Taviano et al., ont comparé la composition chimique des baies mdres de
Juniperus oxycedrus L. subsp. Oxycedrus et J. oxycedrus L. subsp. Macrocarpa,
recueillis dans différentes régions de Turquie. lls ont trouvé que la teneur totale en
composés phénoliques était environ trois fois plus élevée chez subsp.macrocarpa
(17,89 = 0,23 mg/g d'extrait) que chez subsp. oxycedrus (5,14 = 0,06 mg/g d'extrait).
L'analyse HPLC a révelé une présence de sept composés phénoliques comme la
rutine, I’hypolaetin-7-pentoside, I'apigenine, le cupressoflavone, I'amentoflavone, le
biflavone, le metil-biflavone

Nous avons synthétisé et reporté dans le tableau 1l les différentes études
antérieures réalisées sur la composition chimique des huiles essentielles de
différentes parties de Juniperus oxycedrus (feuilles, baies, bois et rameaux) dans
différents pays.

-
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Tableau 03 : Principaux composants dominants dans les huiles essentielles de
Juniperus oxycedrus rapporté dans différents travaux (Taviano et al., 2013).

Pavs Partie de la plante | Composition en huiles Auteurs

essentielles

Maroc Fameaux a-pinene (32,13 %) (Mansoun et al_, 2010)
Limoneéne (7 .32%)

Feuilles Oxyde de manoyle
(32,8%) Oxyde
decaryvophylléne{11.9%)

Myrcene (44.6%).
Pinene (19,9%%)
Germacréne D (15,5%) (Alan et al.. 2016)

Baies

Turguie Oxyde de caryophylléne
Fameaux {16.8%)

o -Pinene (31.25%) (Derwich et Chahbir,
Sabmen.ﬂe(ﬁ_;’l"»’h] 201 1)
Maroc Fenilles Limonéne {5.02%)

Algéne transpinocarveol (7,0%)
(Dyelfa) ] cis-verbenol (6.3%%) A
Feuilles manovle Oxyde (6.0%). (Dop et al.. 2006)

bois G-Cadinene (14.5% )
) cis-thujopséne (9,2%)
Liban o -anmmroléne (4.9%%)

baies o -Pinene (27 4%) (Loizzo et al., 2007)

p -Myrcene (18.9%)
o —Phellandrene(7.1%)

o -Pinene (53 2%) (Llorens-Molina et al..
& -3-Carene (3.6%) 2016)

Espagne Feuilles Limonéne (3.1%)
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Chapitre 1l : Matériel et méthodes.

L’'objectif de notre travail est d’évaluer dans les conditions de laboratoire, I'activité
antifongique d’une huile essentielle formulée de Juniperus oxycedrus L. collectée de
la zone géographique de Tagdemt (Tiaret) sur I'agent causal de bayoud du palmier
dattier : Fusarium oxysporum f.sp albedinis.

[ll.1. Situation géographique de région de récolte de la plante

La région de collecte de la plante Juniperus oxycedrus L. est Tagdemt, localisée a
'ouest du pays, cette derniére est rattachée a la circonscription administrative de
Mechraa safa. Elle est délimitée au Nord par la commune Guertoufa 6,9 km, au Sud
par la commune de Mellakou 9,2 km, a I'Est par la wilaya de Tiaret 10,5 km et a
I’Ouest par la commune de Mechraa Safa 16,7 km.

Les coordonnées géographiques de Tagdemt (Tiaret) sont : latitude 35°20'7" Nord et
longitude 1°13'38" Est. L’altitude par rapport au niveau de la mer est de 852 m
(Fig.17).
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Figure 17 : Région de récolte de Juniperus oxycedrus L.
(Google earth, 2019).
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[ll.2. Synthese climatique

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen ainsi que le climagramme
d’Emberger, permettent de dégager les caractéristiques climatiques de la région
d’étude.

[11.2.1. Diagramme ombrothermique

Le diagramme de Bagnouls et Gaussen (1957) considére qu’'un mois sec est celui
ou le total moyen des précipitations exprimé en mm est inférieur ou égal au double
de la température moyenne (P = 2 T). Cette relation permet d’établir un graphique
sur lequel les précipitations sont portées a I'échelle double des températures. La
période séche se situe entre les deux intersections des deux courbes. Ces
paramétres bioclimatiques sont des facteurs distinctifs du climat et qui sont
déterminants dans la vie des étres vivants. Ils conditionnent en effet le cycle de
développement et la croissance des espéces ainsi que leur répartition geographique.
Les données proviennent de I'Office National de Météorologie (O.N.M) pour la
période 2008 a 2018 et 'année d’étude 2018.

Le diagramme ombrothermique de I'année 2018 pour la région de Tagdemt (Tiaret),
montre I'existence d’'une période humide et séche (Fig.18). La premiere période
humide s’étale de janvier jusqu’au mois d’avril et la deuxiéme période humide s’étale
du mois d’octobre au mois de décembre. La période séche s’étale le mi d’avril au mi
octobre et elle est |égerement interrompue au mi juin mais elle atteint son sommet au
mois de juillet.

P(mmj T(°C)
120 60

_ I:I Période humide

100 50

— Période seche

a0

60

—e—pluviométrie (mm)

40

+ Srat o
20 —a—temperature (°“C)

Mois (2018)

Figure 18 : Diagramme Ombrothermique de larégion de Tagdemt (Tiaret)
(Année 2018).
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[11.2.2. Climagramme d’Emberger

Le quotient pluviométrique permettant de distinguer les différentes nuances du climat
méditerranéen a été défini par Emberger en 1952. Il est déterminé a partir de la
formule suivante :

Q2=2000P/M?- m?
P : Précipitation annuelle en mm
M : Température maximale du mois le plus chaud °C.
m : Température minimale du mois le plus froid °C.

Quant au scientifigue Stewart (1963) il a élaboré une formule pour le climat
meéditerranéen, soit
Q2 = 3,43 (P/IM-m)
3,43 est une constante,
Q : Le quotient pluviométrique d’Emberger,
P : Pluviométrie annuelle moyenne en mm,
M : Moyenne maximale du mois le plus chaud en °C,
m : Moyenne minimale du mois le plus froid en °C.

En portant les valeurs de Q2=40,28 et m=0,12°C sur le climagramme d’Emberger,
nous constatons que la région de Tagdemt (Tiaret) est classée dans I'étage
bioclimatique semi-aride, a hiver frais (Fig.19 . Son quotient pluviométriqgue
Q2= 40.28, placé en ordonnés, et la température moyenne minimale du mois le plus
froid (m=0,12°C) durant les dix années (2008 -2018), placée en abscisses.
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Figure 19 : Climagramme pluviométrique d’Emberger pour la région de
Tagdemt (2008-2018)
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[11.3. Matériel et activité biologique
[11.3.1. Matériel végétal et extraction par hydrodistillation

Les baies de Juniperus oxycedrus L. ont été collectées de région du Tagdemt au
mois de février, en début de matinée, afin que le matériel végétal soit le plus frais
possible. L’identification botanique de la plante a été effectuée au laboratoire de
botanique du département école nationale supérieure d’agronomie a El Harrach,
Alger. Les Baies ont été lavées au I'’eau de robinet pour éliminer les impuretés ; puis
séchées a température ambiante et a I'abri de la lumiére et de ’humidité.

Figure 20 : Baies de Juniperus oxycedrus L. (Original, 2019)

Cependant, les baies séchées sont broyées a l'aide d’'un broyeur électrique type
Moulinex 1100W 2L. Le broyat ainsi obtenu est conservé dans un flacon en verre a
fin de I'utiliser pour I'extraction d’huiles essentielles.

Figure 21 : Broyat des baies de Juniperus oxycedrus L.
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L’extraction des huiles essentielles de Juniperus oxycedrus L. est effectuée par
hydro distillation avec un appareil de type Clevenger a été réalisée au mois d’Avril
2019 au niveau du laboratoire de phytopharmacie du département des
biotechnologies de I'Université de Blida 1 (Fig. 22).

Une quantité de 200g de broyat de Juniperus oxycedrus L. est transvasée dans un
ballon auquel un volume de 600 ml d’eau distillée est ajouté. Le mélange est porté a
ébullition durant deux heures. Les cellules du végétal éclatent et libérent des
molécules chimiques odorantes qui sont entrainées par la vapeur d’eau. Celles-ci se
condensent dans un réfrigérant et le mélange eau-huile est recueilli dans une
burette. La décantation se fait dans une ampoule a décanter dans laquelle le
mélange se sépare en deux phases non miscibles par la différence de leur densité
(phase aqueuse inférieure, hydrolat et phase huileuse supérieure).

L’huile essentielle est récupérée et conservée au réfrigérateur dans des tubes en
verre opagues a une température comprise entre 0° et 6°C. Les baies séchés
broyées permettront aprés hydrodistillation de calculer leurs rendements en huiles
essentielles.

Juniperus oxycedrus L. |« _

’ -
- ~
s’ -~

A
Tagdemt (Tiaret)

1]
I

k2
Extraction par

hydrodistillation type
Clévenger

L}
[
|
[
A 4

Baies broyées

¥

L"huille essentielle de
Tagdemt

Figure 22 : Schéma récapitulatif de I’extraction des huiles essentielles de
Juniperus oxycedrus L.
1-Chauffe ballon , 2-Ballon de 1L, 3-Matériel végétal , 4-Réfrigérant ,5-Entrée d’eau, 6-Sortie
d’eau, 7-Ampoule a décanter , 8-support .
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[11.3.1.2. Formulation du bioproduit

Du fait de la non miscibilité de I'huile essentielle a I'eau, une formulation a été
préconisée dans ce sens selon le protocole élaboré par Moussaoui et al., (2014). La
mise en émulsion a été faite en ajoutant des bio-adjuvants a 10% de matiere active
(huile essentielle de Juniperus oxycedrus L.) permettant ainsi sa dilution dans I'eau
distillée et l'obtention d’'un bioproduit formulé homogéne, stable, efficace et
facilement utilisable.

[11.3.2. Matériel fongique et activité antifongique

[11.3.2.1.Préparation du milieu de culture microbiologique Potato
dextrose agar (PDA)

L’évaluation de I'activité antifongique a nécessité la préparation du milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) (Singh et al., 2006). Pour cela, 200 g de pomme de terre ont
été épluchés, découpés en quatre morceaux et mis dans une fiole dans laquelle 600
ml d’eau distillée y ont été ajoutés, puis mises sur une plaque chauffante jusqu'a
ébullition afin d’obtenir du jus de pomme de terre.

A I'aide d’une balance, 30 gr d’agar et 40 gr de glucose sous forme de poudre ont
été pesés. Ce mélange « glucose-agar » a été versé dans une autre fiole dans
laquelle 400 ml du jus de pomme de terre et 600 ml d’eau distillée y ont été aussi
ajoutés. La fiole contenant le mélange « glucose-agar-jus de PDT-eau distillée » a
été mise dans un agitateur pendant quinze minutes.

La solution obtenue a été versée dans des bouteilles en verre stériles et fermées
hermétiquement. Ces derniéres ont été mises dans un autoclave a 180° C pendant
20 mn. Le milieu de PDA ainsi obtenu, a été coulé dans des boites de Pétri vierges
en vue de leur utilisation pour les tests.

E
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Figure 23 : Etapes de préparation du milieu de culture PDA
a: Préparation du milieu de culture (PDA) b : Milieu PDA stériles.

[11.3.2.2. Matériel fongique

Les boites de Pétri contenant les souches fongiques de Fusarium oxysporum f.sp
albedinis ont été prélevées des rachis de fusariose vasculaire de palmier dattier de
la région Grara(Ghardaia) au mois de juin 2019.

Ce travail d'isolement, de purification et identification a eu lieu au niveau du

laboratoire de phytopathologie en collaboration avec son équipe au sein de la
faculté SNV de l'université de Blidal.

Figure 24 : Etapes d’isolement de Fusarium oxysporum f. sp albedinis.
a : Rachis de palmier dattier contaminé par el bayoud. b : Coupe transversale de la partie
rhizosphére du rachis c : Rincage des échantillons d : dép6t des échantillons sur le
milieu de culture PDA.

E
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L’inoculation des boites de Pétri, contenant le milieu PDA solide et sous hotte, a
proximité d’un bec Benzene a été faite par le dépbt d’un disque de 8mm de diameétre
de la souche fongique de Fusarium oxysporum f.sp albedinis au centre de chaque
boite. Ces derniéres ont été placées dans un incubateur & 27°C pendant 7 jours
jusqu’a ce que la croissance mycélienne atteigne les bords des boites de Pétri.

Figure 25 : Souche de Fusarium oxysporum f.sp .albedinis aprés repiquage
(original 2019)

[11.3.2.3. Préparation des dilutions pour les tests de I'activité
antifongique

La dose D1 =0,1g/20ml, D2=0,07g/20ml et D3=0,04g/20ml d’huile essentielles de
Juniperus oxycedrus L.

Des dilutions de 0,2g, 0,14g et 0,08g des huiles essentielles formulées, ont été
préparées avec un ajout de 20g d’eau distillée dans chaque tube (Fig.26). Des

dilutions ont été effectuées pour le témoin positif.




CHAPITRE 1l Matériel et méthodes

Ajout de I'eau
distillée dans
chaque tube

Y ' \\, jusqu'a 20ml

Huile essentielle

formulée a 10 %
du principe actif

Q
p

D1 D2 D3
0,08g

Figure 26 : Préparation des dilutions pour les tests d’activité antifongique.

[11.3.2.4. Activité antifongique

L’activité antifongique vis-a-vis des souches de Fusarium oxysporum f.sp albedinis
a été évaluée par la réalisation des tests d’activité volatils (Sharma et al., 2006).

Cette méthode des tests d’activité volatils consiste a déposer au centre des boites de
pétri B (fig. 19) contenant le milieu de culture PDA, un disque mycélien de la boite de
Pétri (A), prélevé a I'aide d’'un emporte-piece de 5mm de diametre.

Figure 27: Dép6t du disque mycélien au centre de la boite de pétri
contenant le milieu de culture PDA (Original, 2019)

E
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Quatre disques de papier Wattman N°40 de 6mm de diametre, stérilisés dans un
four pasteur pendant 30 min a 180°, imbibés jusqu’a saturation d’huile essentielle
formulée de Juniperus oxycedrus L. (Fig. 28), sont déposés dans chaque boite de
pétri (Fig. 29). Toutes les boites de Pétri sont ensuite fermées avec du para film. Des
boites de Pétri contenant respectivement de I'eau distillée formulée (témoins positifs)

et de I'eau distillée (témoins négatifs) ont été retenues pour les tests de contréles
antifongiques.

Figure 28 : Disque imbibé d’huile essentielle formulée jusqu'a saturation
(Original, 2019)

Figure 29 : Dépo6t des disques imbibés d’huile essentielle formulée dans la boite de
pétri contenant le milieu de culture PDA (Original, 2019)

E



CHAPITRE 1l Matériel et méthodes

Tous les tests biologiques ont été répétés cing fois pour les doses D1(0,2g/20ml),
D2(0,14g/20ml), et D3 (0,08g/20ml) des huiles essentielles formulées de Juniperus
oxycedrus L. de la région Tagdemt (Tiaret) ainsi que pour les témoins positifs et
négatifs (Fig. 30 ).

Ensuite, toutes les boites de Pétri ont été incubées a 27°C, condition favorable au
développement mycélien. Apres incubation, la croissance mycélienne a été évaluée
deux jours, quatre jours et huit jours aprés traitements avec prise des mesures des
deux diametres perpendiculaires de la zone de croissance.

A Tl'aide du logiciel Digimizer, nous avons procédé a la lecture de la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp albedinis aux différentes doses d’huiles
essentielles formulées de Juniperus oxycedrus L.de la région (Tagdemt) et des
témoins positifs et négatifs.

Les résultats des tests antifongiques aux doses D1, D2 et D3 d’huiles essentielles
formulées de Juniperus oxycedrus L. de la région Tagdemt (Tiaret) ont été
confrontés avec ceux des doses D1, D2 et D3 appliquées sur boites de pétri des
témoins positifs et négatifs.

HEF région de Tagdemt Témoin + - - Témoin -

D1= 0,2g : D1+ =0,2g Eau distillée
D2= 0,14g . D2+ =0.14g stérile
D3= 0,08g D3+ =0.08g

Figure 30 : Tests antifongiques des doses d’huiles essentielles
de Juniperus oxycedrus L. sur Fusarium oxysporum f.sp albedinis.
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Huile essential de Juniperus oxycedrus L.

Formulée a 10% du principe actif.

1

Tagdemt (Tiaret)

1

Test de I’activité antifongique de
HEF Juniperus oxycedrus.

v

4 D1 =0.2g/20m| A

D2 =0,149/20m|

D3 =0,08g/20m|
\_ J

l

e Croissance mycélienne.

e Vitesse maximale inhibitrice.

e Influence de larégion, doses et ladurée
d’exposition sur I’activité anti-fongique.

Figure 31 : Schéma directeur de I’étude.

l1l.4. Exploitation des données

[11.4.1.1 Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle (R) est le rapport entre le poids de [I'huile

essentielle (P) et le poids de la plante traitée (P) (Carré, 1953) il est exprimé en
pourcentage et calculé par la formule suivante

R% = (P’/P) X 100

40
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R% : Rendement de I'huile
P’ : Poids de I'huile en (g)
P : Poids de la plante en (g)

[11.4.1.2. Détermination de I'indice antifongique (taux d’inhibition %)

Apres incubation et tenant compte du test de contrdle (témoin positif), le calcul de
l'indice antifongique a été déterminé selon la formule de Chang et al., (1999).
IA = (1-Da/Db ) X 100
Da: diameétre de la zone de croissance de l'essai.
Db: diametre de la zone de croissance du test de contrble (témoin positif).

[11.4.1.3. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne

La vitesse de la croissance myceélienne de chaque concentration est déterminée par
la formule :

VC= [Di/Te1]+[(D2-D1)/Tez]+[(D3-D2)/Tes]+....4[Dn-Dn-1)/Ten]

VC : vitesse de la croissance mycélienne
D: diametre de la zone de croissance de chaque jour.
Te: temps d’incubation

[11.4.2. Analyses statistiques des données

Le but est de savoir si la moyenne d’une variable quantitative varie
significativement selon les conditions suivantes : régions géographiques, composition
en chémotype du bioproduit, effet direct du bioproduit, forme biologique, doses. La
croissance mycélienne a été calculée a l'aide du logiciel Digimizer version 4.1
(Copyright @ 2005-2012 MedCalc Software bvba). Les tests statistiques ont été
déroulés par le logiciel PAST version 3.1 (Hammer et al., 2001). Le seuil de 5% a été
retenu pour tous les tests. Dans la mesure ou plusieurs facteurs sont en jeu, il peut
arriver que toutes les interactions entre facteurs ne soient pas pertinentes a tester.
Nous avons alors utilisé le modéle linéaire global (G.L.M.).




g‘:'i" T

Résultats et discussion



CHAPITRE IV Résultats

Chapitre IV : Résultats

Les résultats de notre travail d’évaluation de l'activité antifongique de huile
essentielle formulée de Juniperus oxycedrus L. de la zone géographique Tagdemt
(Tiaret), extraite par hydrodistillation sur champignon Fusarium oxysporum f.sp
albedinis, menées conditions de laboratoire sont présentés dans cette partie.

IV.1. Rendement d’extraction

I'huile essentielle formulée de Juniperus oxycedrus L. est d’une couleur transparente
avec une odeur piquante. Les résultats relatifs au rendement moyen en huile
essentielle de juniperus oxycedrus s'est révélé fort intéressant avec un taux de
3,66%. (Tableau 04)

Tableau 04 : Rendement en huile essentielle de Juniperus oxycedrus L. de la
région de Tagdemt (Tiaret)

2019 | broyées | Typeclevenger |2 heures 200 g 3,66%

Origine Dates | Organe Méthode Durée Matiere | Rendement
de d’extraction d’extraction | végétale
récolte

Tagdemt | Février Baies Hydrodistillation

IV.2. Evaluation de I’activité antifongique

L’activité antifongique du bioproduit formulée a base d'huile essentielle de Juniperus
oxycedrus L a été évaluée in vitro sur la souche fongique Fusarium oxysporum f.sp
albedinis a différents temps apres traitements (2 jours, 4jours et 8 jours) et a
différentes doses (D1= 0.2g/20ml, D2= 0.149/20ml, D3= 0.08g/20ml).
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IV .2.1. Effets comparés des doses sur la croissance mycélienne de
Fusarium oxysporum f.sp albedinis
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Figure 32 : Effets comparés des doses sur la croissance mycélienne de
Fusarium oxysporum f.sp albedinis dans le temps.
(A) : effet de la D1 (B): effet de la D2 (C): effet de la D3.

Les résultats comparatifs de l'effet des différentes doses sur la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp albedinis dans le temps ont montré selon:

La figure (A) qui affiche une nette différence de croissance mycélienne a partir du
2¢me jour et cela pour tous les traitements. En effet; on enregistre que la (D1) a un
effet répressif par rapport a la (D1+) sur la croissance du Foa et cela jusqu'au 4éme
jour apres traitement qui se traduit par un gain égal a 71.62% alors qu'a la fin du
suivi, on note la valeur de 1.961cm pour D1 et de 3.118cm pour (D1+) ce qui donne
un gain de réduction de croissance de 37.10%.

La figure (B), qui montre qu'a partir du 2™ jour aprés traitement; la croissance
mycélienne sous l'effet de la (D2) et (D2+) est inferieure a celle du témoin négatif (T).
Au-dela du 4°e jour, I'effet des traitements se distinguent et montre une réduction
de la croissance mycélienne de la (D2) avec valeur de 2.720 cm au 8°™ jour par

&
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rapport a la dose (D2+) qui affiche une valeur de 3.392cm , ce qui se résume en un
gain de réduction de croissance de I'ordre de 19.81%.

La figure (C), on constate que les trois traitements évoluent d'une maniére similaire
sous l'effet du bioproduit & la dose ( D3 = 0.08g/20ml) en affichant une croissance
progressive a partir du 2 ®™® jour jusqu'a la fin du suivi ce qui nous amene a dire que
cette dose a un effet négligeable sur la croissance mycélienne par rapport au témoin
positif (D3+) et le témoin négatif (T-).

IV .2.2.Test de WILCOXON des doses étudiées sur la croissance
mycélienne

Le concept du test de Wilcoxon est la comparaison par paire entre les facteurs
étudiés.

d’'un point de vue statistique ; il indique un seuil qui ne dépasse pas 5%,la
comparaison par paire de I'effet des déférents doses sur la croissance mycélienne de
la souche testée, montre aucune différance significative engendré par la dose (D1)
et (D1+) (p=0.28505 >5%). En comparant aussi le Témoin négatif (T-)avec la dose
(D1) ce test ne révéle pas une difference significative (p=0.1881>5%), ainsi le
méme résultat obtenu entre la dose (D1+) et le témoin négatif (T-) (p=0.10881> 5%).
on remarque aussi que (D2, D2+) engendrent des différences non significatives de
(p=0.59298. >5%). et entre (D2) , témoin négatif (T-) (p=0.10881> 5%) méme pour
(D2+) et Témoin négatif (T-) (p=0.28505>5%). Méme pour les paires (D3) et
(D3+)avec une valeur de (p=0.10881>5%). et la dose (D3+), témoin négatif (T-)
(p=0.28505> 5%). (D3), témoin négatif(T-) ( p=0.10881> 5%).

[ [ o1 Tremoin: JTemoin-] oar [ 51 [ obir |
M: 4 4 4
Mean: 0.623613 1.5555 1.5555 1.217 0.62613 1.217
Median: 0.39143 1.2952 1.2952 0.87479 0.39143 0.87479
WILCOXOMN 0.10881 0.10821 D.28505
Monte Carl 0. 25002 0.25176 0.459138

o2 Temoin_- Temoin_- 2+ o2 D2+
M: 4 4 4
Mean: 1.1575 1.5555 1.5555 1.3217 1.1575 1.3217
Median: 0.95449 1.2952 1.2952 0.94735 0.95449 0.94735
WILCOXOMN 0.102881 0.283505 0.59293
Monte Carl 0.2 5002 0. 50094 0. 75037
M: 4 4 4
Mean: 1.2679 1.5555 1.5555 1.4073 1.2679 1.4073
Median: 1.0585 1.2952 1.2952 1.2832 1.0585 1.2832
WILCOXOMN 0.10281 0.28505 0.10381
Monte Carl 0.2 5002 0. 50094 i0.24955

Tableau 05 : Les résultats comparatives de test de WILCOXON.




IV .3. Comparaison de la vitesse de croissance mycélienne des
doses dans le temps

D'apres I'histogramme de (la figure 33) relatif & la vitesse de la croissance
mycélienne de la souche fongique Foa sous l'effet temporel des différentes
doses, on constate que pour la plus forte dose (D1) ,la valeur de la vitesse de
croissance est estimée a 1.967 cm/jours alors qu'elle est de 3.263 cm/jours pour
son témoin (D1+) ce qui correspond a un écart de 1.296cm/jours. concernant la
dose (D2) ,la vitesse de la croissance mycélienne est de 2.863 cm/jours alors
gu'elle est de 3.515 cml/jours pour (D2+) avec un écart de 0.670cm/jours .
guant a la dose (D3) la vitesse de la croissance mycélienne est estimée a 3.130
cm/jours par rapport au témoin positif (D3+) en affichant un écart de 0.670
cm/jours . Toutefois, la vitesse la plus rapide est enregistrée par le témoin négatif
(T-) avec la valeur de 3.852 cm/jours.

Ces resultats nous confirment que l'activité antifongique est assurée par la
présence de la matiere active dans la bioformulation testée.

4.500
.852

4.000 3.813 3.85 mD1
3.500 E D1+
3.000
2.500 M ecrt
2.000 mD2
1.500

| ]
1.000 b2+
0.500 W ecrt
0.000 uD3

m D3+

Figure 33 : Histogramme relatif a la vitesse de croissance mycélienne pour
les différentes appliquées d’huile essentielle formulée de Juniperus
oxycedrus L.
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I\V.4. Effets comparés des taux d’inhibition des doses de I’huile
essentielle formulée dans le temps

L’analyse de la variance type GLM se résume dans tableau ci-dessus qui désigne
qgue la nature biologique des matiéres actives ne présente pas un effet significatif
pour le facteur dose avec une probabilité (F-ratio=1.246;p=0.353;p>0,01) Par
ailleurs, le facteur temps révele une différence hautement significative sur les taux
d’inhibition de la croissance mycélienne avec une probabilité (F-ratio=132.382; p=0;
p<0,01) (Tableau 06).

Selon, les résultats graphiques de (la figure 34) ,on constate que tous les
traitements du bioproduit formulé a base Juniperus oxycedrus L , ont eu un effet
inhibiteur de la croissance mycélienne. Cependant, la dose (D1) se révele la plus
efficace avec un taux = 58%, suive de la (D2) avec un taux de = 53% et enfin la (D3)
plus faible dose, en affichant un taux d'inhibition de = 50%.

Les résultats du test GLM, enregistre une déférence significative existe au facteur
temps. Néanmoins, on remarque dans (la figure 34) que les traitements ont un effet
répresseur sur la croissance mycélienne pendant les deux premiers jours apres
traitement qui se traduit par un taux d'inhibition plus de 80%.en effet ,a partir du 4 €M
jour, on constate une réduction progressive du taux d'inhibition se rétrograde, et cela
jusqu'a la fin de suivi .Ce qui nous permet de dire que I'huile essentielle formulée de
Juniperus oxycedrus L. & une action fongistatique et non fongicide.

Analysis of variance

Source Type lll SS df Mean Squares F-ratio p-value
TEMPS$ 17,602.41 3 5,867.47 132.382 0
DOSE$ 110.44 2 55.22 1.246 0.353

Tableau 06 : Modéle GLM appliqué a I’effet des doses dans le temps.
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Figure 34 : Effets comparés du taux d’inhibition des doses (D1; D2 et D3)
sur Fusarium oxysporum f.sp albedinis .
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Figure 35 : test de I’activité antifongique de la dose D1 (0.29)
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Figure. test de I’activité antifongique de la dose D2 (0.14g)
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Chapitre V : Discussion.

Cette partie traite les principaux résultats de I'estimation temporelle de I'activité
antifongique de l'huile essentielle formulée de Juniperus oxycedrus L. issue de la
région (Tagdemt), sur la souche fongique Fusarium oxysporum f.sp albedinis.

V.1. Rendement de I’extraction en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de Juniperus oxycedrus s’est révélé fort
intéressant avec un taux de 3,66%, obtenu a partir de la matiére végétale séche
broyée des baies de cette plante issue de la région Tagdemt.

Cependant ce rendement est supérieur a celui (Bouyahyaoui ,2017) qui a
enregistré un taux de 2,5% d’huile essentielle pour la méme quantité de matiére
seche (200 g) de baies de Juniperus phoenicea. Cette déférence de rendement
pourrait étre reliée a la différence d’altitude entre les deux sites de collecte, En effet
Tagdemt est située a 852m d’altitude, alors qu’Ain safra est a 1480 m d’altitude.

Par alilleurs, le rendement en huiles essentielles est sous l'influence de facteurs
divers, entre autres, l'ensoleillement, la nature et les composants du sol, la
température, l'altitude, le climat, la région de culture et la composition génétique des
individus (Achak, 2006 ; Massei et al., 2006). De méme, Mata et al. (2007) stipulent
gue l'espéce végétale, la durée d’extraction, la granulométrie de la matiére et I'état
de la matiere végétale peuvent influencer le rendement en huile essentielle

V.2. Estimation de [Ilactivité antifongique de I’huile essentielle
formulée de juniperus oxycedrus sur fusarium oxysporum f.sp
albedinis

Les résultats de lactivité antifongique de lhuile essentielle formulée de juniperus
oxycedrus L. sur Fusarium oxysporum f.sp albedinis, révélent qu’'a partir du 2™ jour
apres traitement, bien que les doses soient de faible concentration, on note une nette
différence de croissance mycélienne et cela pour tous les traitements par rapport a
celles des témoins. Cependant, de nombreuses études prouvent que les huiles

essentielles possédent une activité antifongique contre un certain hombre de mycétes
(Bonnemain et al., 2003).

L'activité fongistatique de I'huile essentielle de Juniperus oxycedrus L. sur Fusarium
oxysporum f.sp albedinis dans le temps confirmée par les résultats de cette étude qui
ont montré une reprise de la croissance mycélienne apres le deuxiéme jour de
traitement qui pourrait étre expliquée par la présence des composés phénoliques
connus pour leur volatilité ce qui confére a I'huile essentielle une courte rémanence
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ainsi qua la capacité du Foa a développer une résistance contre de nombreux
agents antimicrobiens,

En effet, plusieurs études sur la composition chimique des métabolites secondaires
de juniperus oxycedrus L. ,ont montré des teneurs importantes en composés
phénoliques. Chaouche et al., (2014) rapportent que I'écorce de racine de Juniperus
oxycedrus L. récoltée en Algérie est une source riche en composés phénoliques tels
gue les oligomeres de la proanthocyanidine, I'nexose de la quercétine, la quercitrine
et le glucoside de la dysamnetine qui sont considérés comme des antioxydants
naturels précieux alors que selon (Taviano et al., 2013), les huiles essentielles des
baies de Juniperus oxycedrus L. de Turquie sont essentiellement composées de
myrcéne 44.6% ,pinéne 19.9% et germacréne D 15.5% et celles du Liban sont
composées de a-pinéne 27.4% , B-myrcéne 18.9% , a-phellandrene 7.1%.

Selon les données bibliographiques,l’activit¢ antimicrobienne des huiles
essentielles de J. phoenicea et J. oxycedrus de I'Algérie pourrait étre associée a la
guantité des terpénes et de leurs composés majoritaires (par exemple a-pinene,
myrcene, B-pinéne, linalol, myrcéne, [B-phellandrene et germacrene D).Ces
composeés possedent une forte activité antimicrobienne (Deba et al., 2008 ; Derwich
et al., 2010 ; Mansouri et al., 2010 ; Mazari et al., 2010 ; Devendra, 2011 ; Ramdani
et al.,, 2013), en attaquant a la membrane plasmatique, ce qui provoque une
augmentation de la perméabilité et la perte de constituants cellulaires (Jacob et al.,
1979 ; Knobloch et al., 1989 ; Denyer et Hugo, 1991; Sikkema et al., 1994).

De plus, I'effet antifongique de cette huile essentielle est confirmée par les résultats
obtenus qui concordent avec ceux de Singh et al., (1980) qui rapportent que les
huiles essentielles sont souvent reconnues comme de bons composés fongitoxiques.

Au 4°7e jour aprés traitement, on constate une précocité de reprise de la croissance
mycélienne pour la dose (D3) par rapport a celle de la dose (D2) se traduisant par
une réduction de croissance de I'ordre de 19.81% , et de la dose forte (D1) avec une
réduction de croissance de 'ordre de 37.10% , qui s’est révélée qu’aprés huit jours
d’exposition de la souche fongique formulée de Juniperus oxycedrus L. ,présente
une nature fongistatique vis-a-vis de la souche sur Fusarium oxysporum f.sp
albedinis qui serait probablement due a la nature de I'huile essentielle et ses
composants qui ont une durée d'action restreinte.

Ces mémes résultats confirment I'effet toxique de I'huile essentielle formulée de
Juniperus oxycedrus L. par rapport aux témoins positifs (sans matiére active) et
négatif (eau distillée qui ont revélé une vitesse de croissance mycélienne sous I'effet
des doses (avec matiere active) plus réduite a celle des témoins positifs (sans
matiere active) qui reste elle méme inférieure a celle du témoin négatif qui enregistre
la plus grande vitesse de la croissance mycélienne. Ces résultats nous confirment
gue l'activité antifongique est assurée par la présence de la matiére active dans la
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bioformulation testée. Selon Bouhache et al., (2015), les effets secondaires négatifs
des adjuvants peuvent étre négligeables ou éphémeéres par contre d’autres, selon la
dose utilisée, peuvent avoir des effets stimulateurs ou inhibiteurs de la croissance et
du processus des systemes biologiques.

Quant a I'effet dose, les résultats ont montré que tous les traitements du bioproduit
formulé ont eu un effet sur la croissance mycélienne. Cependant, la forte dose (D1)
se révele la plus efficace avec un taux = 58% ; suive de la (D2) avec un taux de =
53% et enfin la faible dose (D3) en affichant un taux d'inhibition de = 50%. Nos
résultats corroborent avec ceux de Mazari,(2009) qui a travaillé sur des espéces de
genévrier (Juniperus phoenicea L., Juniperus oxycedrus L) de la région de Tlemcen
et qui a enregistré un taux d'inhibition de 51,42 pour les tests réalisés avec I'huile
essentielle de J. oxycedrus et un taux de 46,71% celle de J. phoenicea.

La forte dose (D1) a révéle le taux d'inhibition le plus important ce qui nous amene
a dire que le taux d’inhibition est relatif a la dose .En effet plus la dose augmente
plus l'efficacité augmente. Nos résultats concordent avec ceux de (Benamarouche.,
2010) qui ont montré que la concentration pure présente le pourcentage d’inhibition
le plus important alors que les autres concentrations ont montré une activité
modérée. De méme, Camara et al.,(2010) ont comparé I'activité antifongique de deux
huiles essentielles issues de Melaleuca quinquenervia L. et Eucalyptus platyphylla F.
Muell sur Deightoniella torulosa et ont constaté que des huiles a différentes
concentrations se sont montrées toxiques sur le champignon en réduisant
considérablement sa croissance mycélienne et en inhibant la production de spores
respectivement aux doses de 7pl/ml et 10ul/ml.

De ce fait, les composés secondaires des plantes, entre autres, les huiles
essentielles, possédent plusieurs modes d‘action sur les différentes souches
fongiques mais d‘une maniére générale, leur action se déroule en trois phases :
I‘attaque de la paroi par l‘extrait végétal, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires, I‘acidification de l‘intérieur de la
cellule bloquant la production de I‘énergie cellulaire et la synthése des composants
structuraux et enfin, la destruction du matériel génétique conduisant a la mort du
champignon (Hammer et al ., 2001).
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera), occupe une place de choix dans le
commerce international ; elle génere des revenus importants pour les pays
producteurs. La pression parasitaire exercée sur les palmeraies peut se traduire par
des pertes importantes. L’un des parasites du palmier est un champignon imparfait
(Fusarium oxysporum f.sp albedinis) responsable de la maladie vasculaire appelée
Bayoud. Cette maladie est aujourd’hui parmi les pressions parasitaires affectant cette
culture.

La recherche de moyens de lutte contre la maladie du Bayoud (ou fusariose
vasculaire du palmier dattier) n’a abouti jusqu’a ce jour a aucun traitement efficace, la
lutte chimique en particulier s’étant révélée inadéquate. Le recours aux substances
naturelles suscite donc un intérét croissant dans la recherche.

Au terme de ce travail, les résultats aux quels nous sommes parvenus confirment
gue l'huile essentielle formulée de Juniperus oxycedrus L. a manifesté un pouvoir
antifongique sur la souche testée Fusarium oxysporum f.sp.albedinis présentant ainsi
des potentialités phytosanitaires intéressantes vouées a une lutte biologique plus
efficace et respectueuse a I'environnement de phéniciculture.

La variation temporelle de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp
albedinis enregistrée durant les deux premiers jours apres traitement par un taux
d’inhibition de la forte dose D1 58% suivie de la moyenne dose D2 avec un taux
d'inhibition de 53% et enfin de la faible dose D3 affichant un taux de 50% permet de
dire qu’il y a une relation étroite entre la dose et la toxicité du bioproduit formulé a
base d’huile essentielle de genévrier. En effet plus la dose augmente, plus I'effet
fongitoxique est important.

La réduction progressive du taux d'inhibition traduit par la reprise de la croissance
mycélienne du Foa démontre que [I'huile essentielle formulée de Juniperus
oxycedrusL. a une action fongistatique et non fongicide.

Enfin, ces résultats prometteurs nous incitent a prendre soin des foréts en général;
et le genévrier en particulier en préservant cette essence forestiere.

Dans cette perspective, Il serait intéressant dans les études futures de faire la
caractérisation des molécules de I'huile essentielle de Juniperus oxycedrus L. , et
d’étudier son activité sur les sclérotes de Fusarium oxysporum f.sp albedinis pour
éviter cette forme de conservation de ce champignon et de rechercher des moyens
d’optimisation du rendement de I'huile essentielle de cette plante et d’étudier les
parametres bioclimatiques influencant sa qualité phytochimique.
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De méme, il serait donc souhaitable d’envisager d’autres études approfondies pour
mettre en évidence les effets biologiques et les vertus médicinales de cette plante et
de ses huiles essentielles.
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