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Introduction

Introduction

Les légumineuses (Fabaceae) présentent la troisieme plus grande famille des
angiospermes en termes de nombre d'espéces apres Asteraceae et Orchidaceae (Nasim et
al., 2017). Les légumineuses sont des cultures vivrieres importantes fournissant des sources
hautement nutritives de protéines et des micronutriments qui peuvent grandement améliorer la
santé et les moyens de subsistance, en particulier dans les pays en développement (Yahara et
al., 2013).

La féeve (Vicia faba L.) est l'une des cultures importante dans le monde. L'Afrique du
Nord est I'une des régions les plus productrices de la féve dans le monde. Aujourd'hui, il
existe des regions méditerranéennes considérés comme l'origine de ce légume, sa culture
représente prés de 25% de la superficie totale cultivée (Saxena, 1991). La feve est une
Iégumineuse importante en raison de sa haute teneur en protéines et en amidon. Les féves
peuvent étre cultivées dans différentes conditions climatiques. En Algérie, la féve occupe la
premiére place parmi les [égumineuses parce qu'elle est consommée a une grande échelle et a

une haute valeur nutritionnelle.

Le pois (Pisum sativum L.) est un nutriment destiné pour I'alimentation humaine et
animale. Il est caractérisé par de nombreux types d’usages, entant que légume, fourrage,
conserve, usages non alimentaires ...etc. La production mondiale de pois protéagineux
vegétaux (verts) ne cesse de croitre, elle a atteint 15,5 millions de tonnes en 2013, le principal
producteur étant la Chine (FAO, 2015). An Algérie les conditions climatiques et du sol sont
tres favorables a sa culture, les wilayas productrices sont Macsar, Boumerdes, Biskra et

Tlemcen.

Malheureusement, les cultures des pois et des féves peuvent subir des ravages par une
large gamme d’agents pathogénes comprenant des champignons, des bactéries, des virus, des
insectes et des nématodes qui sont responsables de nombreuses maladies constituant un

danger réel a ces cultures.

L’utilisation de beaucoup de produits chimiques, bien qu’ils soient efficaces, ils sont
souvent nocifs a la santé et a ’environnement dont l'usage est de plus en plus restreint en
raison de leur grande toxicité (Bhattacharya et al.,, 2002). Pour faire face a cette
problématique, il devient de plus en plus indispensable de remplacer ces produits chimiques

par des produits qui respectent I’environnement (Schultz et Nicholas, 2000).



Introduction

Les huiles essentielles des plantes ont déja trouvé leur place en aromathérapie, en
pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la préservation des aliments. Leur utilisation
est liée soit a leurs larges spectres d’activités biologiques, soit & des ciblages tres spécifiques
(Cimanga et al., 2002).

Les produits extraits des plantes aromatiques sont tres utilisés a travers le monde dans

différents domaines surtout celui de la médecine traditionnelle.

L'objectif de ce travail vise a démontrer tout d’abord les agents pathogenes des deux

cultures (pois et feve).

Essayer de trouver des fongicides d’origine naturelle (surtout végétale) comme
substances naturelles alternatives des produits chimiques utilisées dans le domaine de la
phytopathologie.

Pour cela nous allons essayer d’évaluer I’activité inhibitrice des huiles essentielles de
Mentha spicata, Ocimum basilicum et Artemisia herba-alba sur le développement mycélien
des souches fongiques phytopathogénes isolées a partir des plantes infectées de la feve et du
pois.

Ce travail est organisé en trois parties
v Le partie | : une synthése bibliographique, qui rassemble des généralités sur la

feve et le pois et leurs importances avec les maladies qui touches ces

Iégumineuses, et sur les plantes medicinales utilisés.

v’ Partie 1l : une description des protocoles expérimentaux utilisés pour isoler,
identifier les champignons phytopathogenes, extraction des huiles essentielles et

les tests antifongiques.

v Partie Ill : est consacrée a la présentation des résultats obtenus et leurs

discussions.
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Chapitre 1 Généralités sur la feve et le pois, leurs importances et leurs maladies

1.1. Généralités sur les deux plantes

Les légumineuses (Leguminosae) ou Fabaceae en classification phylogénétique regroupe
parmi les plantes a fleurs, Cette famille est divisée en trois sous familles : Mimosoideae,

Caesalpinioideae, et Papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003).

La diversité de cette famille végétale qui comprend environ 20 000 espéces, offre des
possibilités énormes d’exploitation (Gepts et al., 2011). Les Papilionoideae regroupe les
espéces cultivées les plus importantes économiquement comme, le soja, le haricot, le pois, la
luzerne, 1’arachide, le pois chiche et la féeve (Lazrek-Ben-Friha, 2008). Selon Huignard et al.

(2011), la culture de la féve s’accommode a tous les types de sols.

1.2. Féve (Vicia faba)
1.2.1. Géneralités

La féve est de la famille Fabaceae (Reta Sanchez et al., 2008). Elle est classée parmi les
Légumineuses les plus anciennement cultivées, (Laumonnier, 1979). D’aprés (Mathon, 1985),
elle est originaire des régions méditerranéennes du moyen-Orient. A partir de son centre
d’origine, elle s’est propagée vers 1I’Europe, le long du Nil, jusqu’en Ethiopie et 1’Inde.

L’ Afghanistan et I’Ethiopie.
1.2.2. Intéréts culturaux de la féve
Vicia faba L. est d’une importance incontestable, elle a deux intéréts.
1.2.2.1. Intéréts agronomiques

Elle contribue a I’enrichissement des sols en éléments fertilisants (Khaldi et al., 2002).
Ou jouent un rdle non négligeable dans I’enrichissement de sol en azote (Rechef et al., 2005),
avec son systeme racinaire puissant et dense elle améliore la structure du sol (Hamadache ,
2003).

1.2.2.2. Intérét alimentaire

Les graines de la feve utilisée pour la consommation humaine et animale ; Elle
constitue un aliment nutritif tres important surtout pour les populations a faible en revenus,
qui ne peuvent pas toujours s’approvisionner en protéine d’origine animale. Vicia faba L. est
une source de fibres solubles et insolubles, de glucides complexes, de vitamines (B9 et C) et
de minéraux (en particulier le potassium, le phosphore, le calcium, le magnésium, le cuivre, le

fer et le zinc) et elle a une teneur en protéine trés élevée (Daoui, 2007).
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1.3. Pois

Le pois (Pisum sativum L.) est une plante annuelle de la famille des fabaceae.
(Pouvreau, 2004). Elle est I'une des cultures les plus anciennes au monde, comme il a d'abord
été cultive avec des céréales comme l'orge et le blé, Il y a 9000 ans (McPhee, 2003). C’est la
culture indigéne de la Syrie, Irak, Iran, Turquie, Jordanie, Ethiopie, Liban et a été cultivé en
Europe pendant plusieurs milliers d'années. Le pois est I'un des aliments les plus importantes

Iégumineuses dans le monde non seulement pour sa trés vieille histoire.

1.4. Les principales maladies de la feve et du pois
1.4.1. Maladie de la féve
1.4.1.1. Maladies virales
Les principales maladies virales de la féve d’aprés (Kumari et VanLeur, 2011) sont :
- Le virus des taches de la feve (broad bean stain virus : BBSV) .

- Le virus jaune nécrotique de la feve (faba bean necrotic yellow virus : FBNYV).

1.3.1.2. Les maladies parasitaires

a) L’orobanche

La féve peut étre parasitée principalement par 3 espéces d’orobanche: Orobanche

Crenata, Orobanche foetidaet , Phelipanche aegyptiaca (Pérez-deluque et al.,2010).
b) Les nématodes

Le nématode des tiges (Ditylenchus dipsaci) cause un gonflement et une distorsion au
niveau de la tige (Stoddard et al., 2010).

1.3.1.3. Maladies transmises par les insectes
a) Les pucerons

Les pucerons 1’une des causes indirectes de forts dégats occasionnés par les virus dont

ils sont vecteurs (Maatougui, 1996).

1.3.1.4. Les maladies fongiques

Chaux et Foury (1994) a resume les maladies fongiques et les symptdémes des féves
dans le tableaul.
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Tableau 1. Les maladies fongiques, agents causales et les symptémes des féves.

Maladies

Agent

causale

Symptomatologie

Mildion

Peronospora

viciae

Cette maladie se caractérise par 1’apparition sur la face
inférieure des feuilles d’un duvet cotonneux gris ressemblant
a une moisissure. Le duvet apparait sous forme de taches et
s’étend progressivement pour couvrir toute la face inférieure
des feuilles. Sur la face supérieure de ces feuilles, des taches

chlorotiques se forment.

Taches
brunes ou

(chocolat)

Botryotinia

fabae

Cette maladie se manifeste, au début, sous forme de points de
couleur brun rouge et de trés petites taches circulaires brun
clair entourées par une bordure rougeétre, principalement sur
feuilles et moins fréquemment sur tiges ; la maladie entre
les taches

dans une phase «agressive» dans laquelle

deviennent des lésions coalescentes évoluant ensuite en

pourriture brun fonce.

Alernariose

Alternaria

alternata

Cette maladie se manifeste par des taches foliaires brun gris
entourées par une bordure plus foncée et montrant a
I’intérieur des cercles concentriques. Lorsque 1’attaque est
forte, ces taches s’étendent sur les feuilles et deviennent

coalescentes.

Anthracnose

ou (bralure)

Cette maladie provoque sur les feuilles des taches plus ou
moins irrégulieres, d’abord de couleur brun foncé qui
tournent ensuite vers le gris clair au centre entouré d’une
marge plus foncée. Lorsque I’attaque est importante, les
taches deviennent coalescentes. Ces taches apparaissent aussi
sur tiges et gousses. Elles sont comparables a celles des

feuilles mais généralement elles se creusent dans le tissu. Les




Chapitre 1 Généralités sur la feve et le pois, leurs importances et leurs maladies

graines peuvent également étre atteintes.

Rouille Cette maladie se caractérise par la formation sur les feuilles,
de petites pustules légerement allongées ou le plus souvent
arrondies, d’abord ayant une couleur blanc rose, puis apres
éclatement de 1’épiderme de la plante hote, elles prennent une
couleur brun roux. Elles sont, soit irrégulierement dispersées,

soit formant des cercles concentriques.

1.3.2. Les principes maladies des pois

1.3.2.1. Maladies virales

Selon Brink et Belay (2006), jaunisse apicale du pois (Jaunisse apicale du pois : PTYV)
1.3.2.2. Maladies Bactériennes

Selon Brink et Belay (2006),

a) Graisse bactérienne du pois
Pseudomonas syringae pvpisi des taches huileuses sur les organes aériens, prennent une

couleur brun clair sur les feuilles et les gousses.

1.3.2.3. Maladies transmises par les insectes

a) La sitone du pois (Siton alineatus)
Selon Rachef et al. (2005), ce sont des petits insectes tres allongés de couleur grise.
1.3.2.4. Maladies fongiques

Brink et Belay (2006). En résumé les maladies et les symptdmes des pois dans le

tableau2.
Tableau 2. Les maladies fongiques et les symptdmes des pois.
Maladie et agent responsable Symptdmes et dégats
Champignons des organes aériens
Anthracnose Sur feuilles et gousses : taches nécrotiques brunes cernées d’un

-Ascochyta pisi anneau brun foncé a pourpre ; centre clair avec ou sans présence de
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-Ascochyta pinodes

-Ascochyta
pinodella

ponctuations noires.

— Sur feuilles, tiges et gousses : criblures en téte d’épingle,
noires ou brunes, cernées d’un halo clair Taches plus grandes a contour

irrégulier. Le plus agressif et le plus fréquent.

— Sur feuilles et gousses, ponctuations Marron clair, bien
délimitées. Sur jeunes plantes : nécrose du collet avec manchon brun

violacé a la base des tiges.

Pourriture Gris

Botrytis cinerea

Feutrage grisatre dense pouvant se développer sur tous les
organes aériens Desséchement, chute des boutons floraux pourriture et

chute des gousses.

Pourriture Blanche

Sclerotinia

sclerotiorum

Pourriture blanche a la base des tiges ; présence de Sclerotinia

sclérotes noirs Flétrissement et destruction de la plante entiere.

Mildiou

Peronospora pisi

Les feuilles présentent alors des jaunissements sur la face
supérieure et d’un duvet gris violacé sur la surface inferieure Sur
gousse les symptdmes extérieurs sont peu perspectibles (taches vert
clair sans sporulation). Par contre a I’intérieur un mycélium blanc est

bien visible. A Ce stade les grains sont tachés ou absents

Oidium De petites taches blanches et poudreuses qui colonisent d’abord
Erysiphe les feuilles agées Un mycélium blanc et pulvérulent se développe
polygonif.sp pisi ensuite sur tous les organes aériens.

Rouille : Des pustules (sores) pulvérulents de couleur brun roux a noir
-Uromyc pisi apparaissent sur la face inferieure des feuilles et sur les tiges
-Uromyces

viciaecraccae

-Uromyces

viciaefabae
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Chapitre 2 La lutte biologique et les plantes médicinales utilisés

2.1. La lutte biologique

La lutte biologique vise a contrbler les interactions entre les agents pathogénes et les

facteurs biotiques ou abiotiques de I’environnement (Lepoivre ,1988).

Pour la lutte chimique en utilisant des fongicides, elle présente plusieurs
inconvénients tels que les problemes de pollution environnementale qui est aussi
considérée comme un probleme sérieux pour la sant¢ humaine. De plus,
I’utilisation de ces produits de synthése peut stimuler la biosynthese des

mycotoxines et entrainer le développement des souches (Ahandagbe et al,.2014).

La recherche d’autres méthodes en prenant en considération d’autres
crittres que [Defficacit¢ est devenue indispensable. La Iutte biologique par
I’utilisation de substances naturelles antibactériennes et antifongiques, peut
constituer une alternative aux produits chimiques. Parmi ces substances
naturelles, figurent les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques
(Maihebiau, 1994).

2.2. Huiles essentielles
2.2.1. Définitions

Plusieurs définitions des huiles essentielles sont disponibles. La définition donnée par
(Afnor, 2000), est la suivante : < les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir
d’une matiére premiére d’origine végeétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par

des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche >.

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés
également substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans
diverses parties des arbres, des plantes et des épices, elles sont volatiles et sensibles a I'effet

de la chaleur, elles ne contiennent pas de corps gras.
2.2.2. Fonctions Biologiques

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s'adapter a leur environnement et

assurer leur ultime defense, elles jouent plusieurs roles écologiques :
- Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance).

- Interaction plante animale, pour leur protection contre les prédateurs. (Fouché et al.,
2008)
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2.3. Les plantes utilisées
2.3.1. Mentha spicata (menthe verte)

C’est une plante herbacée vivace de la Famille Lamiacées. Tres odorante appelée en
kabyle Nana et en arabe Habaq elma. Elle ne dépasse pas un métre, elle est glabre et d’une
couleur vert sombre. La tige est droite de section quadrangulaire, de couleur verte et d’une

hauteur de 60 cm a100 cm (Quezel et Santa, 1962).
2.3.1. Utilisation

Mentha Spicata a été utilisée traditionnellement pendant des siecles Comme plante
médicinale pour : soigner les affections biliaires, la constipation et les maux de ventre, pour
combattre la fievre et les rhumatismes (Boukef, 1986). Les maladies gastro-intestinales et
respiratoires, et comme carminatif, antispasmodique, diurétique et agents sedatifs (Snoussi et
al., 2015).

2.3.2. Ocimum basilicum

Ocimum basilicum est une plante aromatique de la famille des Lamiacées. Elle est
utilisée dans plusieurs domaines : cuisine, médecine, horticulture, ... etc. Les parties les plus

utilisées sont les feuilles et les graines (Arabaci et Bayram, 2004).
2.3.1. Utilisation

Utilis¢ dans la médecine traditionnelle pour le traitement des crampes d’estomac, de
diarrhées et d’angine...etc. (Saliou, 2012). Les feuilles et les fleurs de I’Ocimum basilicum
sont utilisées dans la médecine populaire comme tonique et vermifuge, en outre, le thé de
cette plante est également décrit comme un traitement contre la dysenterie, la nausée et la
flatulence. Les huiles de cette plante est bénéfique pour le soulagement des spasmes rhinite, la
fatigue mentale, ainsi, comme un traitement de premiers soins pour les piqures de guépes et

morsures de serpent (Mueen et al., 2015).
2.3.3. Artemisia herba-alba

Artemisia herba-alba (Nom vernaculaire : armoise blanche en Frangais, Chih en arabe)
est une plante herbacée de la famille Asteraceae a tiges ligneuses et ramifiées vivace de 30-50
cm de long. Elle se distingue par une odeur caractéristique d’huile de thymol et un gotit amer

d’ou son caractére astringent (Nabli, 1989).
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2. 3.1. Utilisation

Plusieurs extraits et huiles essentielles montraient un certain nombre d'activités

biologiques telles que antihyperglycemique, antimicrobien, antioxydant et anti-inflammatoire.

En outre, quelques espéces du genre sont freqguemment utilisées pour le traitement de
certaines maladies telles que la malaria, I'hépatite, le cancer et les infections par des

champignons, des bactéries, et des virus (Yashphe et al., 1987).
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Chapitre 3 Matériel et méthodes

3.1. Matériel végétal

Nous avons utilisé Artemisia herba-alba (figure 1), Ocimum basilicum (figure 2) et
Mentha spicata (figure 3) pour extraire les huiles essentielles, et les tester sur quelques
champignons phytopathogenes de la feve et du pois. Les zones et les dates de récolte ainsi le
stade vegétatif de chaque plante sont présentés dans le tableau 3.

Figure 2. Ocimum basilicum

11
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Figure 3. Mentha spicata

Tableau 3. Les zones, les dates de récole et le stade végétatif des trois plantes.

Espéce Date de récolte Stade végétatif Site de récolte

Plante avec feuilles

Artemisia herba-alba 13 mars 2019 Ain zaatot a Biskra
vertes sans fleures

Plante avec feuilles | Zeribet Hamed a

Mentha spicata 3 mars 2019 )
vertes et fleures Biskra

Plante avec feuilles

Ocimum basilicum 4 mars 2019
vertes sans fleures

3.2. Préparation du matériel végétal et extraction des huiles essentielles
3.2.1. Séchage

Le séchage des plantes se fait a 1'air libre, a I’ombre dans un endroit sec et aéré, a l'abri

de la chaleur et de la lumiére.

3.2.2. Extraction

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation suivant la
méthode d’entrainement a la vapeur d’eau on utilisant un appareil de type Clivenger (fig. 4)

on a effectué 1’extraction sans prétraitement, la distillation s'opere sur les feuilles (et fleures)

seches.

12
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3.2.2.1. Conditions opératoires d'hydrodistillation

L'étude est réalisée dans sa totalité a I'échelle du laboratoire sur un montage de type «
Clevenger » (fig. 4). Ce montage se compose de quatre parties principales :

- Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiére végétale et I'eau.

- La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la phase

vapeur.
- Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs.

- L’ampoule a décantation, ou I’huile se récupére en deux phases, I'un est la phase

organique (huile essentielle) et I’autre la phase aqueuse (hydrolat).

Le milieu réactionnel constitué par la matiere végétale et I'eau de robinet est porté a
I'ébullition grace a un chauffe-ballon. Une fois, 1’ébullition s’effectue les cellules éclatent et
se commencent a dégager leurs contenus en huiles essentielles, qui par la suite transportent
avec le vapeur d’eau jusqu'a le réfrigérant, et aprés la condensation dans ce dernier 1’huile se

rassemble dans une ampoule a décantation.

Figure 4. Montage de type Clevenger
3.2.2.2. Détermination des rendements en huiles essentielles

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel vegetal utilisé pour cent. Aprés récupération des huiles
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essentielles (Afnor, 2000), le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la

formule suivante :
RHE% = (mh / mv) x100
RHE = rendement en huile essentielle en %.
mh =masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (Q).
mv = masse d'essai du matériel végétal en gramme (g) (Selvakumar et al., 2012).

3.3. Les champignons phytopathogenes
3.3.1. Echantillonnage

Dans le cadre des prospections pour la réalisation de ce mémoire, des sorties ont été
réalisées au mois de février 2019. Des champs de culture de la féve et du pois (fig.5) situés a
la région de Zeribet Hamed (Wilaya Biskra), ont été explorés afin de repérer les éléments
infectés par des champignons et récupérer des échantillons des plantes (feves et pois)

infestées.

Les échantillons des plantes (feve et pois) infestés par les champignons (& partir des
parcelles cultivées Zeribet Hamed a Biskra, durant le mois de février 2019) sont représentés

en tableau 4.

A : le pois B: Lafeve

Figure 5. Les 2 plantes infectées, A (le pois) et B (la féve).
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Tableau 4. Echantillons et région des plantes (feve et pois) infestés par les

champignons.

Région Echantillon
gousse

Feéves

Zeribet Feuilles

Hamed a Biskra

Gousse
Pois

Feuilles

3.3.2. Culture des champignons
On a utilise le milieu PDA (potato- dextrose —agar).
3.3.2.1. Stérilisation des échantillons infectés
Les échantillons que ce soit de la féve ou le pois (feuille, gousse, graine) sont :
v Rincés les échantillons par 1’eau de robinet.
v Désinfectées par I’eau javéle dilue 2% pendant 1min.

v' Rincées 2 a 3 fois par I’eau distillée stérile, puis elles sont mises en papier

absorbant stérile devant le bec Bunsen (zone stérile).

v’ Laissés sécher, découper les régions altérées.
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3.3.2.2. Isolement sur milieu PDA

Couler le milieu PDA et Sabouraud, dans les boites de Pétri. Lorsque le milieu est
solidifié, les piéces altérées sont levées aseptiquement par une pince stérile a chaque fois
passé sur la flamme du bec Bunsen et répartis a raison de 5 pieces par boite avec quatre
répetitions. On ferme les boites aseptiquement en utilisant le para film. Les boites sont
incubées a une température de 25°C, avec un suivi de croissance toutes les 24 h pendant 3
jours (Zehhar et al., 2006).

3.4. Purification des colonies fongiques

Les isolats obtenus sont purifiés par un repiquage successif, qui consiste a transférer
aseptiquement le microorganisme sur un milieu stérile pour I’isoler ou le maintenir en culture
pure, il convient de prélever avec une anse stérile quelques spores ou un fragment mycélien et

le transférer dans un milieu neuf (Botton et al., 1999).
3.5. Identification des isolats fongiques
L’identification des champignons est effectuée par deux techniques classiques :
e Une étude macroscopique
e Une étude microscopique.
3.5.1. Etude Macroscopique

-Cette étude est basée sur I’observation des colonies a I’ceil nu et a la loupe binoculaire.

L’observation des caractéres porte sur :

- L’aspect de la colonie (couleur de la surface et du revers de la boite, texture de la

surface des colonies, topographie...). Présence ou absence de gouttelettes sur le mycélium
- Production de pigment diffusible

.- Vitesse de croissance (diameétre de la colonie a 7 jours : rapide > 3 cm ; modérée :

entre 1 et 3 cm et lente < 1 cm) (Cahagnier, 1998) et (Guillaume, 2006).
4.5.2. Etude Microscopique

L’identification des champignons nécessite 1’observation au microscope optique est
basée sur les criteres d’identification microscopique réalisés par Botton (1990) et quand
c’est possible a identifier. Pour cela, et a ’aide d’une anse de platine stérile on préleve

superficiellement un fragment de la culture que 1’on dépose sur une lame. Le frottis ainsi
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préparé est ensuite coloré par le lactophénol ou I’acide lactique. Ensuite la lame est
recouverte d’une lamelle, puis observée au microscope optique a un grossissement G X 40.

L’observation des caractéres porte sur :
Hyphes : septés ou non, c'est-a-dire cloisonnés ou non
Conidiophores : absents, simples, ramifies
Cellules conidiogenes : annellide, phialide...

Conidies : uni- ou pluricellulaires, solitaires, en amas ou en chaines, forme (ronde,

ovale, en massue.)
3 .6. Tests antifongiques

Les méthodes du laboratoire qui permettent d’estimer les propriétés d’un produit in
vitro sont nombreuses, mais reposent toutes sur le méme principe, celui de confronter la
substance antimicrobienne (fongicide, bactéricide, insecticide,....) et [’agent pathogene

(champignons, bactéries, insectes,...) sur un support artificiel.
3.6.1. Méthode de contact direct

La méthodologie qu’on a suivi pour 1’évaluation de I’effet antifongique de 1’huile
essentielle extraite des feuilles Mentha spicata, Ocimum basilicum, Artemisia herba-alba,
est la méthode de contact direct qui permet la mise en évidence de 1’activité antifongique

(fongistatique ou fongicide) des trois extraits selon Tantaoui et al. ( 1992).
3.6.1.1. Principe de la méthode

L’huile essentielle a tester est incorporée a des concentrations variables dans le milieu

de culture gélosé. Apres solidification, le milieu est ensemencé et incubé

3.6.2. Protocole expérimental
3.6.2.1. Préparation des milieux de cultures contenant différentes concentrations

d’huiles essentielles

Dans des tube & hémolyse, a I’aide des micropipettes nous ajoutons des volumes des
concentrations 1/400 et 1/2000 d’huiles essentielles aux milieux PD (un bouillon) pour
préparer un volume de 2 ml ; puis agités. Chaque suspension a été ajouté immédiatement a
des flacons contenant 198 ml de PDA (stérile et + 60 C °); agité bien pour assurer une

répartition homogéne de 1’huile essentielle.

Ces concentrations sont préparées de la fagon suivante :
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- Milieu 1(Témoin) : 100 ml PDA + sans huile essentielle.
- Milieu 2: 198 ml PDA + 500ul HE + 20ml PD.

- Milieu 3: 198 ml PDA + 100ul HE + 20ml PD.

3.6.2.2. Ensemencement et incubation

Le mélange de chaque milieu, est coulé a raison de 5,5 ml dans des boites de Pétri de
60mm de diamétre. A 1’aide d’un pipete pasteure stérile, nous découpons un fragment de
culture fongique d’environ 0,6 cm de diamétre a partir d’un tapis mycélien jeun, est dépose au
centre de la boite de pétri. Nous opérons de la méme facon pour chaque champignon et
chaque concentration d’huile essentielle, les boites de Pétri sont ensuite fermées

hermétiquement par le para film et incubées a 25°C, pendant 7 jours.

3.6.3. Paramétres étudiés

3.6.3.1. Evaluation de la croissance mycélienne

Dans cette étude, on a tenté de comparer I’influence, des trois huiles essentielles
appartenant a des familles de plantes différentes, sur la croissance mycélienne. Dans le but
d’estimer 1’évolution de la croissance mycélienne qui est effectuée quotidiennement, par la
mesure du diametre de la colonie mycélienne du champignon. Cette lecture est toujours
réalisée en comparaison avec celles des témoins, qui sont démarrés dans les mémes conditions
et le méme jour du test. Toute pousse méme légere de chaque champignon sera considérée
comme action négative c'est-a-dire que I’huile essentielle en question n’est pas inhibitrice vis-

a-vis de la croissance fongique.

3.6.3.2. Taux d’inhibition (T1%)
D’aprés Doumbouya et al. (2012) les taux d’inhibition de la croissance par rapport au témoin,

sont ensuite calculés selon la formule suivante :
T1(%)=100 x (dC-dE)/dC
TI(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
dC = Diametre de colonies dans les boites — ddi (mm).
dE = Diamétre de colonies dans les boites contenant I’extrait de plante — ddi (mm).

ddi = Diamétre de disc initiale.
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Chapitre 4 Résultats et discussion

4.1. Résultats

4.1.1. Parametres organoleptiques des huiles essentielles

Les parametres organoleptiques des huiles essentielles obtenues par hydro distillation

des trois plantes portant sur leur aspect, la couleur, I'odeur sont résumés dans le (tab.5).

Tableau5. Caracteéristiques organoleptiques des huiles essentielles des trois plantes.

Origine d’huile
) Couleur Odeur Aspect
essentielle
) ) Forte odeur S
Mentha spicata Jaune claire ] Liquide limpide
(agréable)
) N ) Forte odeur S
Ocimum basilicum Jaune foncé ] Liquide limpide
(agréable)
o ) Forte odeur S
Artemisia herba-alba Jaune claire ) Liquide limpide
(agréable)

4.1.2. Rendements des huiles extraites (tab. 6)

Tableau 6. Rendements calculés pour les trois huiles essentielles.

. Quantité de la Quantité d'huile Rendement
Espeéces _ _
biomasse (en g) essentielle (en g) (%)
Ocimum basilicum 303,8 6 1,97
Mentha spicata 293,7 2,8 0,93
Artemisia herba-alba 542.,8 1,5 0,27

4.1.3. L’isolement des champignons

Les champignons pathogénes isolés a partir d’échantillons infectées des parties
aeriennes de la féve et de pois ont montré une heterogénéité, plusieurs colonies de différents
caracteres culturaux ont été obtenues apres culture sur PDA (7 jours a 28 °C) (figure 6). Les

champignons recherchés (cibles) sont obtenus a partir de ces cultures.
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A : Pois B : Féve
Figure 6. Des colonies des champignons obtenues sur PDA (7jours a 28 °C) isolées a
partir de A (pois) et B (feve) les champignons isolés.
4.1.4. Purification et identification

L’étape précédente nous a permet d’obtenir une boite de pétri qui contient des groupes
trés variés en microorganismes isolés. C’est pour ce la vient 1’étape de la purification pour
assurer I’homogénéité de la culture. On a arrivé a purifié trois champignons cibles Botrytis

cinerea, Erysiphe pisi et Aschochyta pisi (figure 7), pour faire le test biologique.
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Macroscopique Microscopique

Figure7. Les caractéres culturaux (macroscopiques) et (microscopiques) des
champignons. A : Botrytis cinerea , B : Erysiphe pisi, C : Aschochyta pisi
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4.1.5. Les tests de I’activité antifongique

4.1.5.1. Les diamétres des colonies dans les boites témoins et les boites traitées

Les résultats sont présentés selon deux périodes, les premiers jours du développement
des moisissures (apres 4 jours) et la fin de la période d’incubation (aprés 11 jours).

Les figure8 et9 (histogrammes) regroupe le dispositif expérimental global (I’effet des
trois huiles avec deux dilutions sur les trois moisissures. Les tableaux (7, 8) et (9,10)

représentent chaque dilution a part a la période correspondante.

a. L effet des huiles essentielles sur les moisissures aprés 4 jours
Tableau7.Photos des boites des 3 espéces fongiques sur PDA apres 4 jours de croissance en
absence (témoin) et en présence des huiles essentielles de Mentha spicata , Ocimum basilicum
et Artemisia herba-alba & 1/2000

Les especes fongiques

Botrytis cinerea Erysiphe pisi Aschochyta pisi

A

Témoin

Artemisia herba-alba
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Mentha spicata

Ocimum basilium

Tableau 8. Photos des boites de 3 espéces fongiques sur PDA aprés 4 jours de

croissance en absence (témoin) et en présence des huiles essentielles de Mentha spicata

,Ocimum basilicum et Artemisia herba-alba a 1/400.

Les especes fongiques

Témoin

Botrytis cinerea

Erysiphe pisi

Aschochyta pisi
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Artemisia herba-alba

Mentha spicata

Ocimum basilium

Les diameétres de croissance mycélienne des différentes moisissures sont représentés
dans les histogrammes (figure 8 et 9). Il faut noter que le diamétre initial du disque déposé
dans chaque boite de Pétri est 0,6 cm, donc si le diametre augmente au de la de cette valeur on
considére qu’il y’a une croissance, sinon le diametre = 0,6 indique I’absence totale de

croissance.
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4 éme jours m D 1/2000
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Concentration des huillse essencielles testées

Figure 8. Effet des huiles essentielle d'Ocimum basilicum, Mentha spicata et

Artemisia herba-alba sur les souches testées apres 4 jours.

La figure 8 et les tableaux (7,8) montre que la concentration 1/2000 des huiles

essentielles inhibe seulement 1’espéce Erysiphe pisi (1’inhibition est totale diamétre = 0,6), par

rapport au témoin (diamétre > 1,2 cm) on remarque que les diamétres de croissance des deux

autres espéces fongiques (Aschochyta pisi et Botrytis cinerea) sont inférieurs a 1,1 cm. A la

concentration élevée (1/400) les trois espéces fongiques sont inhibées totalement.
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b. L’effet des huiles essentielles sur les moisissures apres 11 jours

Tableau9. Photos des boites de 3 especes fongiques sur PDA aprés 11 jours de croissance en
absence (témoin) et en présence des huiles essentielles de Mentha spicata, Ocimum basilicum
et Artemisia herba-alba a 1/2000.

Les especes fongiques

Botrytis cinerea Aschochyta pisi

Erysiphe pisi

-

Témoin

Artemisia herba-alba

Mentha spicata

27



Chapitre 4

Résultats et discussion

Ocimum basilium

Tableaul0. Photos des boites des 3 espéces fongiques sur PDA apres 11 jours de
croissance en absence (témoin) et en présence des huiles essentielles de Mentha spicata,
Osimum basilicum et Artemisia herba-alba a 1/400.

Les especes fongiques

Témoin

Artemisia herba-alba

Botrytis cinerea Erysiphe pisi Aschochyta pisi

=

28



Chapitre 4

Résultats et discussion

Mentha spicata

Ocimum basilium

29




Chapitre 4 Résultats et discussion

11 jours

mD1:2000 mD1:400

diamétre de croissence mycélienne (cm)

2| o @ 2| © | @8 2| o @ 2| © | @
o| 2| o o | 2| a o| 2| o o | 2| a
1] 5] L (1] ] L 1] 5] L (1] ] L
4 [ Rl +— [ - +— < = +— e <
£ % |2 2| 5|2 £ % |2 2| 5|2
[&} 2} w (8] (%] Y (&} 2} w (8] (%] Y
o = > o = > o = > o = >
g g8 |5 g8 |glgE g g

[@} (@} (@} (@}

< m < m < m < | m
Témoin Ocimum basilicum| Mentha spicata Artemisia
herba-alba

concentration des huile essentielle testés

Figure 9. Effet de huiles essentielles d'Ocimum basilicum, Mentha spicata et Artemisia

herba-alba .

D’aprés la figure 9 et les tableaux (9 et 10) on remarque que la concentration élevée
(1/400) des huiles des trois plantes inhibe totalement les trois espéces fongiques. La
concentration faible (1/2000) inhibe seulement d’une fagon totale I’espéce Erysiphe pisi
(diametre = 0,6), par rapport au témoin, ou les diamétres de croissance dépassent 3,2 cm, les
diametres de croissance des deux autres espéces fongiques (Aschochyta pisi et Botrytis

cinerea) ne dépassent pas (2,9 cm) ce qui explique I’effet inhibiteur des huiles.
4.1.5.2. Les taux calculés d’inhibition des moisissures

Dans cette partie, les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes pour 2, 3, 4, 8

et 11 jours des tests a I’exception des weekends.
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Figure 10. L'effet des huiles essentielles des trois plantes sur la croissance de

différentes moisissures apres 2 jours d’incubation.

Apreés 1 jour d’incubation, on n’observe aucune inhibition totale aux 2 concentrations
testées, 1’activité inhibitrice la plus haute dans ce cas est de (25%) des 3 espéces fongiques ; la
plus faible valeur est égal a (12,5%), elle est notée pour les deux espéces fongiques
(Aschochyta pisi et Botrytis cinerea) a la dilution 1/2000 de I’huile essentielle de Ocimum

basilicum.
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Figure 11. L'effet des huiles essentielles des trois plantes sur la croissance de différentes

moisissures aprés 3 jours d'incubation.

Apres 3 jours d’incubation des souches, on remarque que le taux d’inhibition de

Aschochyta pisi par les 3 huiles essentielles a la concentration élevée atteint la valeur de

(40%), cette valeur est la plus haute, la plus basse valeur d’inhibition de cette moisissure

(10%) est obtenue par I’huile essentielle d’Ocimum basilicum a la dilution 1/2000. A la

concentration (1/2000) aussi I’effet le plus fiable est noté sur Botrytis cinerea et aucune

activité (0%) n’est observée pour les 3 huiles essentielles.
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Figure 12. L'effet des huiles essentielles des trois plantes sur la croissance de

différentes moisissures apres 4 jours d'incubation.

Vers le quatriéme jour d’incubation, selon la figure 12, I’effet inhibiteur des huiles

essentielles (aux deux dilutions) s’observe pour les trois espéces fongiques a des taux

différents. Pour les 2 dilutions le taux d’inhibition des 3 huiles sur Erysiphe pisi affichent la

plus haute valeur (53,85%) et la plus basse valeur est celle de Botrytis cinerea (8,33%) traité

par 1’huile de Mentha spicata a la dilution 1/2000. Pour la dilution 1/400, la valeur la plus

basse est notée pour Aschocyita pisi (15,38%) traité par I’huile d’Ocimum basilicum et

Artemisia herba-alba.
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Figure 13. L'effet des huiles essentielles des trois plantes sur la croissance de

différentes moisissures apres 8 jours d'incubation.

Une activité inhibitrice fongicide totale (100%) de I’huile essentielle &’Ocimum

basilicum est remarquée a la concentration faible (1/2000) pour I’espece d’Aschochyta pisi.

Pour la dilution 1/400 en remarque que le taux d’inhibition est presque le méme (75 a 76%)

pour toutes les espéces traitées par les 3 huiles.
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Figure 14. L'effet huiles essentielles des trois plantes sur la croissance de différentes

moisissures aprés 11 jours d'incubation.

A la fin des tests et aprés 11 jours d’incubation (figure.11), pour la concentration1/2000
le taux d’inhibition de la croissance d’Aschochyta pisi par huile d’Oscimum basilicum est
totale, la valeur d’inhibition la plus basse pour cette huile essentielle est de (3,57%), elle est
notée sur I’espéce Botrytis cinerea. Les valeurs d’inhibition des deux especes fongiques
(Aschochyta pisi et Botrytis cinerea) sont aussi faibles lorsqu’elles sont traitées par les huiles
essentielles des deux autres plantes (Artemisia herba-alba et Mentha spicata) (13 a 30 %).
Pour la dilution 1/400 en observe que les 3 huiles possédent un effet inhibiteur important

(78,57 a 81,25) sur les trois moisissures.
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4.2. Discussion

Dans ce travail nous avons testé I’effet antifongique des huiles essentielles de trois
plantes sur quelques champignons phytopathogénes. Les plantes choisies sont trés répondues

en Afrique de Nord et surtout en Algérie.

L’extraction des huiles par la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau a mis en
évidence des rendements variés, le rendement le plus élevé est celui d’Ocimum bacilicum
(1,97%) suivi par Mentha spicata (0,93%) et enfin Artemisia herba-alba (0,27%). La grande
variabilité des rendements en huiles essentielles pourrait, selon Kolai et al. (2012) et
Bendjelloul (2018), s’expliqué par divers facteurs ; conditions climatiques, période de récolte,

nature de 1’espéce qui peut varier d’une région a une autre et les conditions opératoires.

Pour les isolats fongiques, trois souches parmi celles isolées des échantillons de plantes
de la feve et du pois cultivées dans la région de Zeribet Hamed (wilaya de Biskra) ont été

retenus car ils présentent un caractére pathogene important.

Concernant le pouvoir antifongique, nous avons testé a différentes concentrations les
huiles essentielles d’Artemisia herba-alba, d’Ocimum basilicum et de Mentha spicata vis-a-
vis de trois champignons phytopathogenes du pois et de la feve (Erysiphe pisi, Aschochyta

pisi et Botrytis cinerea).

A la limite de nos connaissances, aucune étude a traité I’effet des huiles essentielles de
ces trois plante sur ces moisissures. Cependant d’autres plantes ont été utilisé et d’autres

champignons ont été testés également (Bessedik, 2015).

Les résultats que nous avons trouvé montrent que le champignon Erysiphe pisi est le
plus sensible a I’effet des huiles, il a été inhibé totalement (100%) méme a la concentration la
plus faible. Ce champignon, d’aprés Since et al. (1995), est sensible aussi a 1’alcool, cet
auteur a testé 1’effet de 1’alcool diluée par rapport a 1’eau (eau, eau + éthanol) sur Erysiphe

Pisi et il a trouvé une inhibition importante (élevée) a une concentration élevée.

La deuxieme espéce fongique (Botrytis cinerea) a été également sensible a la
concentration élevée des huiles essentielles mais I’inhibition n’a été pas totale dans les tests
avec la concentration faible. Daferera et al. (2009) a testé I’effet de 1’huile essentielle de
Syzygium aromaticum, de Cinnamomum verum et de Cymbopogon citratus sur cette
moisissure, il a trouvé que I’huile de cannelle et celle de la citronnelle présentaient une forte
inhibition sur Botrytis cinerea, I’huile de Syzygium aromaticum a présenté un effet inhibiteur

plus faible.
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La croissance radiale de Botrytis cinerea a été aussi vérifiée par Daferera et al. (2003).
Elle est totalement inhibée par les huiles de Lavandula angustifolia et de Rosmarinus
officinalis a une concentration élevée (1000 mg/ml) et par I'huile de Pennyoyal a une

concentration faible (400 mg/ml).

Adebayo et al. (2013) a teste également I’effet de I'huile de Pennyoyal et a trouvé une
inhibition plus élevée sur Botrytis cinerea a des concentrations plus faibles (150 et 200
pa/ml).

Vu I’importance de Botrytis cinerea en phytopathologie, elle a fait 1’objet de plusieurs
d’autres études. Soylu et al. (2010) a testé I’effet de I’huile essentielles de d'origan,
Rosmarinus officinalis et de Lavandula angustifolia sur Botrytis cinerea. Les huiles
essentielles de romarin ont présenté une inhibition importante (élevées) a une concentration
de 25,6 pg/ml.

Bendjelloul (2018) a testé 1’effet des huiles essentielles de Mentha pulegium, de
Rosmarinus officinalis et de lavande sur cette moisissure. Les huiles essentielles de romarin et
de Lavandula angustifolia ont donné une inhibition importante a la faible concentration
(0.016 mg/pl).

Hmiri et al. (2011) ont testé I’effet de 1’huile essentielle de Tanacetum annuum et de
Mentha pulegium. L’huile de Mentha pulegium ont complétement inhibé la croissance de
Botrytis cierea, et ’huile de Tanacetum annuum n’ont pas affecté la croissance de Botrytis

cierea.

La derniére espece de moisissure phytopathogéne que nous avons testé (Aschochyta
pisi) a montré une certaine résistance a 1’effet des huiles a la concentration faible (1/2000).
Shafique et al. (2011) a testé I’effet des solutions aqueuses et méthanoliques des extraits de
fleurs de T. erectus sur Aschochyta pisi, ils ont trouvé une inhibition élevée a une

concentration de (73%).
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Conclusion

Ce travail, a été réalisé dans le cadre de la recherche des produits naturels qui peuvent
remplacer les produits chimiques utilisés dans le domaine de la phytopathologie pour le
traitement des maladies fongiques. Les substances chimiques sont connues d’avoir des effets

néfastes sur I’environnement et la santé de I’homme.

En premier temps, on a isolé et identifié des souches fongiques, distribuées d’une fagon
irréguliere sur les plants de pois et de la féeve. Trois souches (Aschochyta pisi, Erysiphe pisi et
Botrytis cinerea) parmi celles isolées des échantillons de ces plantes cultivées dans la région
de Zeribet Hamed (Biskra) ont été retenus, elles présentent un caractére pathogéne important

et causent d’important dégats aux cultures.

L’extraction des huiles a été réalisée par la méthode d’hydrodistillation, Les plantes
utilisées (Ocimum basilicum, Mentha spicata et Artemisia herba-alba) ont donné des
rendements divers en huiles essentielles qui sont 1,97%, 0,93% et 0,27% respectivemen.

Les huiles essentielles montrent aussi des effets antifongiques différents. Les trois huiles
essentielles testées ont montré une inhibition totale des trois souches fongiques, ceci est noté

seulement a la concentration élevée.

L’huile essentielles d’Ocimum basilicum a montré 1’effet inhibiteur le plus remarquable,
cet effet est totale a la concentration 1/400. Les huiles essentielles des deux autres plantes
(Artemisia herba-alba et Mentha spicata), a la méme concentration, n’ont pas donnée une

inhibition totale des trois moisissures.

D’aprés ce résultat, I’huile essentielle d’Ocimum basilicum peut étre utilisée comme
alternative pour lutter contre les ravageurs des cultures du pois et de la féve surtout le

champignon problématique (Erysiphe pisi).

Comme Suite a notre travail, Il est recommandé de tester ces huiles essentielles surtout
celle d’Ocimum bacilicum sur d’autres espéces phytopathogénes et d’autres agents

microbiens.

La connaissance de la composition chimique de ces extraits de plantes est d’intérét

majeurs.
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Vu la toxicité qui peuvent étre présentée par quelque substances chimiques qui entrent
dans la composition de ces huiles essentielles, des tests de la toxicité de ces substances

doivent obligatoirement effectués sur des animaux de laboratoire.
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Résumé

L’objectif de notre étude est d’utiliser les huiles essentielles d'Ocimum basilicum, Artemisia herba-alba et
Mentha spicata, comme des bio fongicides vis-a-vis des souches fongiques isolées et identifiées a partir des
plantes du pois et de la féve. Les trois especes isolées sont Aschochyta pisi, Erysiphe pisi et Botrytis cinerea. La
méthode d’extraction nous a permis d’obtenir un rendement, dont le plus élevé est celui d’Ocimum basilicum
(1,17%) suivi par Mentha spicata (0,23%) puis Artemisia herba-alba. L’efficacité de chaque huile essentielle est
estimée, a différentes concentrations 1/400 et 1/2000, par la détermination du taux d’inhibition de la croissance
des champignons testés. En effet, I’huile essentielle d’Ocimum basilicum manifeste ’effet le plus élevé suivi par

Mentha spicata puis Artemisia herba-alba.

Mots clés : Huiles essentielles, Ocimum basilicum, Mentha spicata et Artemisia herba-alba,

phytopathogéne, activité antifongique.

Abstract

The objective of our study is to use the essential oils of Ocimum basilicum, ArtemisiaArtemisia herba-
alba and Mentha spicata, as bio fungicides against fungal strains isolated and identified from pea and bean
plants. The different isolated species belong to the genera Aschochyta pisi, Erysiphe pisi, Botrytis cinerea. The
extraction method allowed us to obtain a yield, the highest of which is that of Ocimum basilicum (1.17%)
followed by Mentha spicata (0.23%) and then Artemisia herba-alba. The effectiveness of each essential oil for
different concentrations 1/400 and 1/2000, is estimated by determining the growth inhibition rate of the fungi
tested. Indeed, the essential oil of Ocimum basilicum has a good antifungal effect because it showed a minimum

inhibitory concentration, then Mentha spicata, then Artemisia herba-alba.

Key words: essential oils, Ocimum basilicum, mentha spicata and Artemisia herba-alba, fungal strain of

pea and bean plants, antifungal activity.



