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Résumé

L’activité antifongique des huiles essentielles de quatre plantes médicinales Algérienne qui
appartiennent a la famille des Lamiaceae (Mentha pulegium, Mentha spicata, Mentha
piperita et Origanum vulgare) a été évaluée in vitro sur un champignon phyto pathogene
parasite de tomate; le Fusarium Oxysporum f.sp.lycopersici.Trois concentrations pour
chaque huile essentielle ont été testées (50, 100 et 200 ul/ml). Les résultats de I’activité
antifongique montrent que 1’origan (O.vulgare) a montré un grand pouvoir inhibiteur de la
croissance mycélienne du champignon (Fusarium Oxysporum f.sp.lycopersici) avec un
pourcentage d’inhibition de 100% pour les trois concentrations suivi par 1’huile essentielle de
(M.spicata) puis I’huile essentielle de (M.pulegium). M.piperita a montré un pouvoir un peu
plus faible par rapport autres huiles essentielles testées. Selon leurs activités sur le Fusarium
Oxysporum f.sp.lycopersici, ces huiles ont été classées dans 1’ordre décroissant suivant :
Origanum vulgare>Mentha spicata>Mentha pulegium>Mentha piperita.

Mot clés: M.pulegium, M. spicata, M.piperita et O.vulgare, Fusarium
Oxysporumf.sp.lycopersici, huile essentielle, activité antifongique.

Abstract

The antifungal activity of the essential oils of four Algerian medicinal plants belonging to the
Lamiaceae family (Mentha pulegium, Mentha spicata, Mentha piperita and Origanum
vulgare) was evaluated in vitro on a phytopathogenic fungus parasitic of tomato; Fusarium
Oxysporum f.sp.lycopersici. Three concentrations for each essential oil were tested (50, 100
and 200 pl / ml).The results of the antifungal activity show that oregano (O. vulgare) showed
a great inhibitory power of the mycelial growth of the fungus (Fusarium
Oxysporumf.sp.lycopersici) with a percentage of inhibition of 100% for the three
concentrations. followed by essential oil of (M.spicata) then essential oil of (M.pulegium). M.
piperita showed slightly lower potency compared to other essential oils tested. According to
their activities on Fusarium Oxysporum f.sp.lycopersici, these oils have been classified in the
following descending order: O.vulgare>M. spicata>M.pulegium>M.piperita.

Keywords: M. pulegium, M. spicata, M. piperita and O. vulgare, Fusarium Oxysporum
f.sp.lycopersici, essential oil, antifungal activity.
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Introduction

La fusariose Vasculaire de la tomate ou la flétrissure fusarienne est une maladie dévastatrice
pour les cultures de tomate due a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), elle est
favorisée par les changements climatiques dont les conséquences sont 1’augmentation de la
température et ’humidité durant de longues périodes de I’année, ces facteurs accélerent la

croissance de 1’agent causal de cette maladie (Blancard, 2009; Srinivas et al., 2019).

Pour lutter contre cette maladie, diverses stratégies ont été adoptées, dont la lutte chimique
consistant a utiliser des fongicides chimiques de synthése. Cependant, 1’utilisation de ces
produits chimiques présente certains inconvénients, dont leur codt, les pollutions de
I’environnement et des aliments et ses conséquences sur la vie humaine, et ’apparition de
souches plus résistantes de ce agents pathogénes (Abdel-Kader et al., 2012; Weller et al.,
2002). Actuellement, des études ont souligné la possibilité d’utiliser des ressources d’origine

végétale pour contréler la Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse naturelle tres importante dont
la valorisation demande une parfaite connaissance de ses propriétés. Les propriétés médicales
des plantes médicinales dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a
différentes classes chimiques. Ces propriétés, dues souvent a la fraction d’huile essentielle
(HE), peuvent étre mises a profit pour traiter les infections fongiques. L’usage des huiles
essentielles comme traitement ou reméde ne fut jamais abandonné malgré la découverte de
processus de synthése organique et la naissance de 1’industrie pharmaceutique. Elles sont
considérées comme un Véritable réservoir de molécules de base qui sont irremplacables (EI
Mansouri & Moutaj, 2013).

Des efforts considérables sont orientés vers 1’exploration des extraits des plantes comme
sources alternatives ou complémentaires aux fongicides synthétiques. Les extraits de plantes
ont I’avantage d’étre non seulement disponibles a moindre colit pour les agriculteurs, mais
aussi non toxiques et facilement biodégradables et donc sains pour 1’environnement (Gaston

et al., 2014).

La protection des cultures joue un réle essentiel pour assurer la sécurité et la salubrité des

aliments. Les scientifiques sont donc a la recherche de nouveaux produits d’origine naturelle,
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présentant moins de danger pour la santé, palliant aux effets secondaires des fongicides tels

les métabolites secondaires des plantes médicinales et présentant une activité antibactérienne.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales Algérienne, il vise
a étudier et évaluer I’activité antifongique des huiles essentielles de quatre plantes
médicinales et aromatiques de la famille des Lamiaceae : Origanum vulgare L ,Mentha
pulegium, Mentha piperita, Mentha spicata. Dans cette étude un seul champignon phyto

pathogene a été évalué : le Fusarium. oxysporum f. sp. lycopersici.
Notre étude est constituée de trois parties essentielles :

Le premier chapitre est consacré pour la synthése bibliographique regroupant des généralités
sur les plantes médicinales a étudier, des generalités sur les huiles essentielles et une

description générale du champignon a étudier : le fusarium. oxysporum f. sp. lycopersici.

Le deuxieme chapitre est dédié a la présentation du matériel et des protocoles expérimentaux
suivis pour évaluer 1’activité antifongique des huiles essentielles en question. Ce modeste

travail a été réalisé au moment du (Covid-19), seul le test préliminaire a été réalisé.

Le dernier chapitre illustre les résultats obtenus ainsi que leurs discussions et une conclusion

qui résume 1’ensemble des travaux effectués, les résultats et les perspectives.

Page 2



Chapitre I : Synthése bibliographique



Chapitre 1 Synthése bibliographigue

I.1. Généralité sur les lamiacées

La famille des lamiacées (Lamiaceae) connue également sous le nom des Labiées, du latin
Labium signifiant levre, en référence a la forme caractéristique de ses fleurs (Senejoux,
2011), est I’'une des principales familles des plantes a fleurs connues pour leurs propriétés
médicinales, aromatiques ou culinaires (Li et al., 2017). Cette famille comprend environ 258

genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites (Botineau, 2010).

Les lamiacées sont le plus souvent des plantes herbacées ou légerement ligneuses, annuelles
ou vivaces aromatiques, des arbustes ou sous-arbrisseaux et rarement des arbres ou des lianes
(Martin, 2013).

Les plantes constituant cette famille ont fait 1’objet d’intenses investigations, dans le but
d’isoler et de distinguer les différents types. Ces études ont permis d’isoler un grand nombre
de métabolites secondaires principalement les huiles essentielles, les composés phénoliques,
les flavonoides, les iridiodes glycosylées et les terpénoides qui sont responsables de 1’odeur

aromatique de ces plantes (Mamadalieva et al., 2017).

Dans notre étude, nous nous somme intéressé a certaines plantes algériennes de la famille des
Lamiacées a utilisations médicinales et culinaires qui sont: Mentha spicata, Mentha x
piperita, Mentha pulegium (plantes du genre Mentha) et Origanum vulgare (plante du genre

origanum).

I.1.1. Descriptions des plantes étudiées :
1.1.1.1. Menthe Pouliot (Mentha pulegium)

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des herbacées vivaces, indigénes et trés odorantes
appartenant a la famille des Lamiacées (Jahandiez et al., 1931). Sur le plan des principes
chimiques, la plupart des especes de menthe doivent leur odeur et activité a leurs huiles

essentielles ou essences de menthe (Benayad, 2008).

Mentha pulegium est appelée localement « Fliou » (Lemordant et al., 1977), et également
appelée pouliot, pouliot royal, herbe aux puces, chasse puce, herbe de Saint Laurent ou
frétille. Le nom « Pouliot» vient du latin pulegium, qui dérive de pulex et qui signifie puce.
Cette menthe a été utilisée pour chasser les puces et les poux depuis des temps tres anciens
(Gilly, 2005).
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Chapitre I Synthése bibliographique

La menthe pouliot, initialement originaire du bassin méditerranéen, s’est répondue en Europe

de I’ouest, du sud et centrale, en Amérique, aux canaries, et a I’ouest de I’ Asie.

En Algérie, Mentha pulegium est trés abondante et pousse spontanément (Quezel & Santa,
1963). Elle pousse dans les zones humides et généralement marécageuses et elle est plus
abondante dans les paturages de montagnes (Chalchat & Pasquier, 1998).

Pour sa production a I’échelle commerciale, les Etats-Unis, Le Maroc et I’Espagne constituent

les trois pays dominant le marché mondial (Mkaddem et al., 2007).

La menthe pouliot est une plante de 10 a 30 cm de hauteur, a inflorescence formée de
nombreux verticillés denses, feuillés et distants (Quezel & Santa, 1963). Sa saveur est
fortement aromatique et son odeur est intense. Les tiges a section carrée, sont plus ou moins
dressées, verdatres ou grisatres, tres ramifiées. Les feuilles, opposees et petites, sont ovales ou

oblongues presque entieres (Iégerement dentelées ou crénelées) et munies d'un court pétiole.

Les fleurs de cette menthe apparaissent en été, de mai a fin septembre, sont rose lilas, parfois

blanches, et sont groupées a l'aisselle des feuilles en glomérules largement espacés le long de
la tige. (Quezel & Santa, 1963) (Fig.01).

(a) (b)
Figure 01: (a): La plante de Mentha pulegium, (b): La fleur de Mentha pulegium

D’aprés Quezel & Santa, (1963) et Guignard, (2004), la systématique de Mentha pulegium

est la suivante :

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
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Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Mentha
Espece : Mentha pulegium (L.)
Utilisation de la menthe pouliot (Mentha pulegium) en médecine traditionnelle

La menthe pouliot figure parmi les plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle. C’est
une plante dotée de propriétés antispasmodiques et toniques. A faible dose, elle stimule le
systeme nerveux et a forte dose elle devient convulsivante. Les parties aériennes fleuries de
cette plante sont traditionnellement utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes,
expectorantes, carminatives et antispasmodiques dans le traitement du rhume, la bronchite, la
tuberculose, la sinusite, le choléra, les intoxications alimentaires, les flatulences et les
coliques intestinales (Ali-Delille, 2013; Zargari, 1990). La menthe pouliot est utilisée en
infusion pour apaiser les démangeaisons et la sensation de picotement, les inflammations

cutanées, tel I’eczéma, et le rhumatisme et la goutte (Benazzouz & Hamdane, 2012).

Parallélement, aux vertus citées précédemment, la menthe pouliot est couramment utilisée

comme condiments culinaires.

1.1.1.2. Menthe verte (Mentha spicata L)

Menthe spicata L, appelée aussi menthe verte, menthe douce, menthe chewing-gum, menthe
des jardins, menthe romaine, menthe sauvage. D’aprés les données morphologiques,
cytologiques et biochimiques (Harley & Brighton, 1977; Schirhof, 1929), M. spicata L. a
¢té décrite comme étant I’hybride fertile issu du croisement M. suaveolens Ehrh. x M.

longifolia (L.) Huds., deux espéces diploides étroitement apparentées et interfertiles.

Menthe verte est cultivée exclusivement aux USA, en Angleterre, en Hollande ainsi qu’en

Afrique du nord (Algérie, Maroc...), dans beaucoup de jardins et en culture industrielle. La
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menthe verte supporte les endroits ombragés, elle n'est pas tres exigeante pour la qualité du
sol (Teuscher et al., 2005). La plante était déja connue des Egyptiens. Il a été retrouvé des
fragments de plante séchée dans des tombeaux remontant aux Xllle et XVIlle siécles av. J.-C.,

elle était utilisée pour la conservation des momies (Bourgeois, 2009).

Cette menthe est vivace, a tiges dressées, fermes, a feuilles lancéolées. Les fleurs sont roses
pales ou blanches, rassemblées en glomérules disposés eux-mémes en épis terminaux
(Morton, 1956) (Fig.02).
La classification admise actuellement est d’aprés Quezel & Santa, (1963) :
Regne : Plantes.
Sous Régne : Cormophytes.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones
Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha spicata

(@) (b)
Figure 02: (a): La feuille de Mentha spicata L, (b): La fleur de Mentha spicata L

Utilisation de la menthe verte (Mentha spicata L) en médecine traditionnelle

La menthe verte est utilisée en médecine traditionnelle pour soigner les maux de 1’estomac,
les douleurs biliaires (Baba Aissa, 1999). Elle est utilisée contre les diarrhées résultantes d’un

refroidissement et contre les infections du foie (Teuscher et al., 2005).
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En Tunisie, les feuilles sont appréciées pour leur capacité a soigner les gingivites et les
odontalgies (Hans, 2007).

La menthe verte a divers effets thérapeutiques bénéfiques, tels que la prévention des nausees
et des vomissements induits par la chimiothérapie (CINV), le traitement des troubles du
systeme respiratoire et digestif, de I'hypertension, de I'anxiété et méme de soulager la douleur
menstruelle (Taleb Toudert, 2015).

1.1.1.3. Menthe poivrée (Mentha piperita L.)

La menthe poivree a été decrite pour la premiere fois en 1753 par Carolus Linnaeus a partir de
spécimens recueillis en Angleterre; il I'a traité comme une espéce, mais il est maintenant
universellement accepté d'étre un hybride (Khansari et al., 2004). Elle résulte d'une
hybridation entre la menthe aquatique (Mentha aquatica) et la menthe verte (Mentha spicata
(iscan et al., 2002).

Mentha piperita L. est cultivée en Europe centrale et de Sud, Amérique du Nord et du Sud,
Asie, Afrique du Nord, presque dans le monde entier. Elle se trouve a 1’état sauvage dans
toute I’ Australie, I’Amérique du nord et en Europe (Charles, 2012).

La plante est une menthe vivace a tiges dressées, tétragones, rameuses au sommet. Les
feuilles sont d’un vert intense. Elles sont ovales, oblongues ou lancéolées. Les fleurs sont d’un
rose violace, en glomérules plus ou moins nombreux, disposés eux-mémes en épis terminaux,
cylindriques-oblongs. Le calice est glabre ainsi que la corolle et les étamines sont saillantes
(Timbal-Lagrave & Loret, 1860) (Fig.03).

(a) (b)
Figure 03: (a): La feuille de Mentha piperita, (b): la fleur de Mentha piperita.
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D’aprés Quezel & santa, (1963), la systématique de M.piperita est la suivant :
Regne : Plante
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Mentha

Espéce: Mentha piperita

Utilisation de la menthe poivrée (Mentha piperita) en médecine traditionnelle

Gréace aux nombreuses propriétés la menthe poivrée reste I’espéce la plus utilisée en thérapie
traditionnelle. Les feuilles sont utilisée comme antiseptique, antivirale, antispasmodiques,
carminatives, cholérétiques, antibactérienne et antioxydants. D’autres utilisations pour
soulager les maux de téte liés a une mauvaise digestion, contre les courbatures et contre les
parasites de la peau (acné dermatites, démangeaisons cutanées) sont associées aux feuilles
(Toroglu, 2011).

Mentha piperita soulage les symptdmes du rhume et de la toux et elle traite I’inflammation
des voies respiratoires et de la muqueuse buccale, les douleurs rhumatismales musculaires, et

névralgiques (Hammami & Abdesselem, 2005).

La menthe poivrée posséde des propriétés diurétiques et la capacité a faire tomber la fievre,
elle est trés recommandée contre 1I’ensemble des maladies d’origine infectieuses (Capecka et
al., 2005).

La menthe poivrée peut servir a aromatiser les salades de fruits, les potages froids, les yaourts
et les produits laitiers (Couplan, 2012).

1.1.1.4. Origan (Origanum vulgare L.)

Communément appelée en Algérie Zaater, au Maroc Setter. Son nom vernaculaire en frangais

est : origan, Marjolaine sauvage, Marjolaine batarde, Marjolaine Vivace.
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Le terme origan provient du latin origanum, lui-méme issu de grec origanon. Le terme
francais apparait au Xll1éme siécle. En le décomposant étymologiquement, on trouve oros, la

montagne et ganos, éclat, aspect riant, d’ou la signification « qui se plait sur la montagne ».

En effet, ’origan ornait les montagnes méditerranéennes en abondance et assurait leur beauté.
(Dubois et al., 1993) Origanum vulgare L. (origan) étant 1’espéce la plus répandue et la plus
connue de la famille des Lamiacées, riche en huiles essentielles et substances ameres

L’espéce d’Origanum vulgare est largement distribuée en Euro-Asie et en Afrique du Nord.
L’aire géographique s’étend jusqu’aux Agores, iles Canaries, Bretagne, Scandinavie et Chine
et Taiwan (Fisher et al., 2002). L’origan est une herbacée vivace de 30 a 60 cm de hauteur,
au feuillage et aux fleurs trés odorants quand on les froisse. Elle est ainsi reconnaissable a son
odeur et a sa saveur phénolée et épicée (Arvy & Gallouin, 2015; Teuscher et al., 2005). Les
tiges dressées, souvent rougeatres et velues, portent les feuilles ovales opposées et espacées.
Les fleurs blanches ou rose sont groupées en inflorescences. La floraison se prolonge de mai a
octobre (Figueredo, 2007; Baba; Teuscher et al., 2005) (Fig.04).

() (b)

Figure 04: (a): La plante Origanum vulgare, (b): La fleur de ’Origanum Vulgare
D’apreés Machu, (2008), la systématique d’Origanum vulgare est la suivante :
Regne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
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Ordre : Labiées
Famille : Labiateae
Genre : Origanum
Espéce : Origanum vulgare
Utilisation de I’Origan (Origanum vulgare L.) en médecine traditionnelle

L’origan est employé depuis 1’ Antiquité, ainsi les Grecs en faisaient un trés grand usage,
dans le dictionnaire de Trévoux (1704-1771) au XVIllle siécle, 1’origan est décrit comme une
plante appropriée pour soigner les « obstructions du poumon, la rate, la toux et l’ictére

(jaunisse) ».

D’autres vertus sont associée a 1’origan ainsi, il sert a guérir d’autres maladies telles que : le
rhumatismes, toux, rhume et troubles digestifs (Orhan et al., 2010) ; la coqueluche, la fievre
et la bronchite (Bekhechi et al., 2008), aussi des effets apéritifs, stomachiques, expectorants,
parasiticides et antalgiques (Saimi, 2014), pour le traitement des symptémes de maux de

gorge (par infusion ou inhalation).

Additivement, on lui associe le traitement de la tuberculose, des troubles circulatoires
(Hmamouchi, 1997).

L’origan est tres utilisé dans la cuisine portugaise et la cuisine italienne. Il est trés apprécié

dans les sauces tomates et se marie tres bien avec le basilic, le thym, etc.

1.1.2. Travaux antérieurs des plantes étudiées

A nos jours plusieurs études ont été réalisées sur les menthes et 1’origan pour connaitre la

composition chimiques et les propriétés physico-chimiques de I’essence extraite.

Bien entendu pour une méme plante, la composition chimique et l'utilisation de ses huiles
essentielles sont trés différentes. De plus, la provenance, l'espéce exacte et la variété
permettent de distinguer des qualités différentes au sein d'une méme espéce. La composition
chimique des huiles essentielles varie considérablement selon la partie distillée. Une méme
plante élabore des huiles essentielles de composition différente en fonction de son origine

(pays, climat, altitude, sol...) (Jacques & Paltz, 1999).
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1.1.2.1. La menthe pouliot (Mentha pulegium L)

L’analyse chimique par GC/MS de I’huile essentielle de la menthe pouliot de la région de
Reguiba, EI-Oued) de sud-est d’Algérie a montré que cette huile essentielle est constituée
principalement de Pulegone (46.31%) suivi par Piperitenone (23.3%), Menthone (6.2%) et
Limonene (4.7%). Dans la méme étude, il a été montré que I’huile essentielle de M. pulegium
L a une activité antioxydante et I’IC50 était de 157 pl/ml (Ouakouak et al., 2015) dans lequel

I’IC50 représente la demi (50%) concentration inhibitrice d’une substance.

L’étude réalisée par (Abdelli et al., 2016) sur la composition chimique de 1’huile essentielle
de M. pulegium L a montré que pulegone (70,66%) et néo-menthol (11,21%) étaient les
principaux composés. I’huile essentielle a montré une bonne activité antimicrobienne contre
11 bactéries (3 Gram+ et 8 Gram-) et deux levures. Dans cette étude, ’activité insecticide
contre le ravageur alimentaire Sitophilus granarius (L.) a été testée. L huile essentielle de M.
pulegium L a montré une efficacité élevée (100% de mortalité) et une dose létale de (DL50 =
9,11+ 2,531/ ml).

Une autre étude récente réalisée par (Baali et al., 2019) a montré que I’huile essentielle de
M.pulegium L a une bonne activité antimicrobienne sur les souches: Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. Par contre une activité

antioxydante modérée a été observée.

L'évaluation du pouvoir antioxydant a révélé des valeurs d’IC50 allant de 2,61 a 91,25 mg /
ml par la méthode du DPPH, tandis que les valeurs par la méthode de FRAP variaient de 0,97
a 8,17 umol d'équivalents Trolox (TX) / g d'échantillon. Il a été démontré qu’en présence de 1
mg / mL d’HE, les taux d'inhibition de la tyrosinase variaient de 11,35% a 39,65% et les taux
d'inhibition de I'AChE variaient de 40,57% a 73,60% et les pourcentages d'inhibition du
BuChE variaient de 6,47% a 72,03 (Cheraif et al., 2020).

1.1.2.2. La menthe poivrée (Mentha Piperita L.)

La Menthe Poivrée (Mentha Piperita L.) est en effet une source de plusieurs composés
bioactifs (Francgois, 2012). La réalisation des extraits avec différentes parties de la menthe
poivrée ont montré la diversité et la richesse en plusieurs constituants tel que : flavonoides
(lutéolme, menthoside), tocophérols, azulénes, l'acide rosmarinique, des terpenes, des

caroténoides, des tanins et huile essentielle (Charles, 2012).
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(Goud et al., 2015) ont réalis¢ une étude sur la composition chimique, [’activité
antimicrobienne et antioxydante de I’huile essentielle de Mentha Piperita L du sud Algerien.
Dans cette étude, il a été montré que principaux composés de cette huile essentielle étaient
Carvone (51.04%), Limonene (36.37%) and B-Pinene (1.66%).

Les résultats ont montré également un grand potentiel d’activité antimicrobienne contre des
souches bactériennes a trés haut degré de sensibilité. De plus, I'huile essentielle a été testée
pour son activité antioxydante en utilisant la méthode de (DPPH) et la méthode de (FRAP).
Le résultat a montré un niveau considérable d'activités antioxydante de I'huile essentielle
étudiée avec les deux méthodes utilisees (IC50 = 32,94 pg/ mL et 48,76 pg/ mL)

respectivement.

L’étude la plus récente qui a été réalisée sur I’huile essentielle de M. Piperita L est celle de
(Kehili et al.,, 2020). Trois activités biologiques ont été évaluées: I’activité anti-
inflammatoire, 1’activité anti-cicatrisante et 1’activité anti-nociceptif in vitro et in vivo. Les
résultats de cette étude confirment les propriétés anti-inflammatoires, cicatrisantes et

analgésiques de I’huile essentielle de M. Piperita L.

1.1.2.3. La menthe verte (Mentha spicata L.)

L’étude réalisée par (Boukhebti et al., 2011) sur I’huile essentielle de Mentha spicata L. de la
région Amoucha, wilaya of Sétif (Nord-est d’Algéric) a montré que cette derniére est
constituée principalement de la carvone (59,40 %), les autres composants présents dans des
teneurs appréciables étaient: limonene (6,12%), 1,8-cinéol, germacréne-D (04,66%), B-
caryophylléne (2,969%), B-bourbonéne (2,796%), a-terpinéol (1,986) %), Terpinéne-4-ol
(1,120%). De plus, I’étude de 1’activité antibactérienne a montré que I’huile essentielle de M.

spicata L. a un faible effet inhibiteur sur les souches testées.

L’huile essentielle de M. spicata L. a été révélée comme un inhibiteur de la croissance de la
souche Candida albicans avec un diamétre d’inhibition allant de 14,3 £ 1,5a 44,3 + 1,1 mm
dans 1’étude effectuée par (Brahmi et al., 2016). L’activité antioxydante a été également
étudiée et une activité modérée a été révélée. Dans la méme étude, 1’activité insecticide et
répulsive a 2 uL / mL de I’huile essentielle de M. spicata L. a montré des effets modérés sur le

Rhyzopertha dominica F., le principal ravageur de blé (Brahmi et al., 2016).
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1.1.2.4. Origan (Origanum vulgare)

Plusieurs études ont été réalisées sur la composition chimique et 1’activité antibactérienne de

I’huile essentielle d’Origanum vulgare, nous citons quelques études les plus récentes :

(Amrouni et al., 2014) ont étudié la composition chimique de 1’huile essentielle d ‘Origanum
vulgare issu de Guelma (Djebel Houara). lls ont identifié le carvacrol comme composant
principal avec un taux de 33,85% suivi de thymol (23,64%), et de para-cymene (20,85%).
L’huile essentielle d d ’Origanum vulgare issu de Guelma inhibe la prolifération de la bactérie

Pseudomonas aeruginosa.

Une étude phytochimique a été réalisé en 2015 par (Bendifallah et al., 2015) sur /’Origanum
vulgare de la région de Boumerdes a montré la présence des tanins, des anthocyanes, des

saponosides et des flavonoides.

L’analyse chimique de I’HE d’O.vulgare dans la région de Nechmaya (Guelma), a permis
d’obtenir des teneurs élevées en para-cymene (25,615%), thymol (23,129%) et carvacrol
(20,321%) (Bouhaddouda et al., 2016).

(Boughendjioua & Seridi, 2017) ont étudié la composition chimique et Dactivité
antibactérienne de I’huile essentielle de 1’Origanum vulgare poussant a I'état sauvage a
Skikda (Nord-est d’Algérie). L’analyse chimique par GC/MS a montré que 1’huile essentielle
est constituée principalement de p-Cymene (24.01 %), Thyme (23.49 %) et Carvacrol (21,31
%). Les souches bactériennes testées (B. amyloliquefaciens FZB42, B. amyloliquefaciens
S499, B. subtilis ATCC 21332, B. licheniformis ATCC 14580, B. pumilus) ont montré une

forte sensibilité a I’huile essentielle d’O.vulgare.

1.2. Généralités sur les huiles essentielles

Le terme huiles essentielles (HE) dérive de « quinta essentia », un nom donné par le médecin
suisse Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la fragrance et la

quintessence de la plante (Hart et al., 2008).

Selon (AFNOR, 2000), les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir d’une matiére
premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir

de I’épicarpe des citrus, soit par distillation a sec.
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Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances organiques aromatiques
liquides qu’on trouve naturellement dans diverse partie des vegétaux. Elles sont concentrées,

volatiles, non huileuses et sensibles a la décomposition sous 1’effet de la chaleur.

Ces essences végétales sont largement distribuées dans le régne végétal et n’existent que chez
les végétaux superieurs. Elles se trouvent dans tous les organes de la plante : racines, fruits,

graines, fleurs, feuilles, écorces, bois... etc (Bernard et al., 1988).

1.2.1. Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles forment un groupe trés homogéne (Bruneton, 1999). Les principales

caractéristiques sont :

- Liquides a température ambiante.

- Volatiles et trés rarement colorées.

- Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.

- Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé,
cependant une teneur €levée en dérivés oxygénés produira I’effet inverse.

- Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans I’eau.

- Tres altérables, sensibles a ’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant licu a
la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la

lumiére et de ’air.

1.2.2. Les différentes méthodes d’extraction

a. L’hydrodistillation

Cette méthode consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est
porté a I’ébullition, la chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules volatiles
contenues dans les cellules vegétales (Bruneton, 1999). L’H.E forme avec la vapeur d’eau,
un mélange azéotropique. Puis, les vapeurs sont condensées au moyen d’un réfrigérant. Dans
un autre récipient de collecte, I’huile essentielle se sépare de I’eau par différence de densité.

L’H.E étant plus légere que 1’eau, elle surnage au-dessus de 1’hydrolysat (Lucchesi, 2005).
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b. Entrainement a la vapeur d'eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans l'eau. Il est
placé sur une grille perforée a travers de laquelle passe la vapeur d'eau. La vapeur
endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette methode apporte une amélioration de la qualité de
I'nuile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel vegétal ne baignant

pas directement dans I'eau bouillante (Franchomme et al., 1990).

c. Extraction par solvants

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en essence

relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation.

Le principe consiste a séparer I’'H.E de la plante a I’aide d’un solvant dans lequel ’'H.E se
solubilise. Le solvant sera par la suite ¢éliminé afin d’isoler complétement I’H.E désirée

(Grosjean, 1993).

d. Extraction a froid

Le principe de la méthode est tres simple: les zestes des agrumes sont dilacérés et le contenu
des poches sécrétrices qui ont été rompues est récupéré par procédé physique. Le procédé
classique consiste a exercer, sous un courant d’eau, une action abrasive sur la surface du fruit.
Apres élimination des déchets solides, 1’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par
centrifugation. D’autres machines rompent les poches par dépression et recueillent
directement I’huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a 1’action de 1’eau

(Bruneton, 1993).

e. Extraction par les corps gras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la
température. Elle met a profit la liposoluble des composants odorants des végétaux dans les
corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer
en essence vegeétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite epuisee par un
solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer

I'enfleurage ou la saturation se faite par diffusion a la température ambiante des ardbmes vers
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le corps gras et la digestion qui se pratique & chaud, par immersion des organes végetaux dans
le corps gras (Lawrence, 1995).

f. Extraction par CO2 supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le CO2
supercritique. Au-dela du point critique (P = 73,8 bars et T = 31,1 °C), le CO2 posséde des
propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui confere un bon
pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression (Pellerin, 1991). Ce procédé consiste a faire éclater les poches a
essences des végétaux et ainsi entrainer les substances aromatiques en faisant passer un

courant de CO2 a haute pression dans la masse végétale (Franchomme et al., 2001).

1.2.3. Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent un large spectre d'activités biologiques. Ces derniéres sont
en relation avec sa composition chimique les effets synergiques entre ses composants
(Lahlou, 2004).

a. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles riches en composés phénoliques (thymol, carvacrol, I’eugénol)
possedent une forte activité antibactérienne contre large spectre des bactéries, y compris sur
les bactéries résistantes aux multi résistantes aux antibiotiques. Ces propriétés sont utiles

pour les infections chez les humains (Lawrence, 1995).
On distingue deux catégories d’effets des huiles essentielles sur les bactéries :

1. Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité létale.

La modification de la permeéabilité des membranes est accompagnée par la perte d’osmose

chimique ensuite la mort des bactéries.

2. Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance.
e Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne.
e Inhibition de la synthese protéique.

e Inhibition de la synthése des acides nucléiques (ADN, ARN).
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Les huiles essentielles agissent en altérant la structure et la fonctionnalité de la membrane
plasmique des bactéries. Les germes les plus sensibles par ordre décroissent sont les
champignons et les levures, puis les bactéries Gram+ et enfin les bactéries Gram — (présence

de la paroi).

b. Activité antifongique

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques
appartiennent a la famille des Lamiaceés : thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge,
etc... Ces huiles essentielles pourraient étre employées comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires
(Lis-Balchin, 2002).

L’activité fongistatique des composés aromatiques est généralement liée a la présence de
certaines fonctions chimiques. L’activité antifongique décroit selon le type de fonction
chimique : Phénols> Alcools> Aldéhydes» Cétones> Ethers» Hydrocarbures (Vokou et al.,
1988).

c. Activité antivirale

Il semble plus complexe de déterminer les mécanismes d’action d’antivirale des HES puisque
les virus ont besoin d’une cellule hote pour se multiplie mais de nombreuses familles
chimiques ont montré des activités antivirales in vitro telle que les phénols monoterpéniques

ou aromatiques et les alcools monoterpéniques.

(Kubiga et al., 2014) ont également suggéré que I’HE d’Ocinum basilicum (basilic) ainsi que
différentes molécules retrouvées dans les HE (camphre, thymol et 1,8-cinéole) pouvaient

avoir une activité antivirale a I’encontre du virus de la diarrhée bovine.
d. Activité antioxydante

Le stress oxydatif ou I’hyperproduction des radicaux libres est a la base la cause de plusieurs
maladies appelées neuro dégénératives, comme la maladie d’Alzheimer, Parkinson et le

vieillissement cérébral, maladies cardiovasculaire tel que 1’athérosclérose, diabéte et cancer.

Les antioxydants sont des composés capables d’entrer en compétition et réagir avec les
radicaux libres et les rendent inoffensifs, ce qui retard ou empéche I’oxydation des substances
biologiques. Ce sont des éléments protecteurs qui agissent comme « capteur de radicaux

libres ».
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Les huiles essentielles de cannelle, thym, origan clou de girofle, basilic, persil et muscade
possedent de puissants composes antioxydants et certaines huiles essentielles sont plus
efficaces que quelques antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2010).

Le thymol et le carvacrol sont les composés les plus actifs. Leur activité est en relation avec
leur structure phénolique car les composeés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et
jouent ainsi un réle important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les
peroxydes (Braga et al., 2006). L’activité antioxydante est également attribuée a certains
alcools, éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques: le linalool, le 1,8-cinéole, le
géranial/néral, le citronellal, l'isomenthone, la menthone et quelques monoterpénes:

aterpinéne et y-terpinene (Edris, 2007).

e. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles est due a leurs capacités a se lier avec les
radicaux libres, ou bien aux interactions des signaux de la cascade biochimique incluant les
cytokines, les facteurs de transcription, et les génes d’expression pro-inflammatoire (Miguel,
2010).

Actuellement, les huiles essentielles sont utilisées au milieu clinique pour soigner des
maladies inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (Maruyama et
al., 2005). Plusieurs études ont en mis évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile
essentielle de Melaleuca Alternifolia et de son composé principal, 1'a-terpinéol (Caldefie-
Chézet et al., 2006; Hart et al., 2000). Les composés actifs agissent en empéchant la

libération d'histamine ou en réduisant la production de médiateurs de I'inflammation.

f. Des propriétés pharmacologiques

La nature chimique des constituants d’huile essentielle confére un champ d’activité tres large,

ces substances sont d’un grand intérét pour le domaine médical et pharmaceutique.

L’industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles sous un nombre grandissant de
formes (complexes a vaporiser, pastilles, gélules, sirops, dentifrices, etc ...). Ces préparations
contenant des huiles essentielles répondent a la réglementation des médicaments a base de

plante.
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1.3. Généralité sur Fusarium Oxysporum

Le genre Fusarium est connu pour son rdle important en phytopathologie, il regroupe un
grand nombre d’espéces (Messiaen, 1981). Les champignons appartenant au genre Fusarium
sont les plus fréquents et les plus dommageables pour les cultures (Messiaen et al., 1991;
Nelson et al., 1983).

Les espéces de Fusarium Oxysporum se caractérisent par une large gamme de plante hotes.
Elles envahissent le systeme vasculaire de ces plantes et représentent une spécificité

parasitaire ¢’est-a-dire que I’espéce ne peut attaquer qu’un hote déterminé (Ozenda, 1990).

Le Fusarium Oxysporum est retrouvé dans tous les types de sols, c’est un champignon
filamenteux qui appartient a la famille des tuberculiacées (classe des hyphomycetes) (Hussain
et al., 2010). Ce champignon survit dans le sol en forme de chlamydospores dormantes et
immobiles jusqu'a la stimulation de la germination par des substrats organiques ou par des
exsudats racinaires. Suite a la germination, il y a formation d'un mycélium et si les conditions
sont favorables, le thalle produit des conidies (Agrios, 2005).

Il est capable de provoquer des maladies sur de nombreuses espéces végétales cultivées,
d’intérét économique. Certaines souches sont dites pathogenes et causent des fusarioses
(trachéomycose, nécrose, fonte de semis) sur des plantes hotes (Armstrong et al., 1981).
D’autres souches sont dites non pathogenes car leur pathogénicité n’a encore été observée
chez aucune espece végétale.

Le Fusarium Oxysporum regroupe une diversité de formes plus ou moins spécialisées. Cette
forme spéciale présente une virulence particuliére pour telle ou telle plante (Dommergues &
Mangenot, 1970). Les formes spécialisées s’attaquent a la plus part des plantes mono et
dictylédones (EI Modafar, 1993).

Certaines formes spéciales ne présentent pas de problémes agronomiques, c’est le cas de la
forme lycopersici. Pour cette forme, la plupart des variétés de tomate cultivées sont résistante.
De nombreux pays, notamment en Afrique du nord comme 1’Algérie, la culture de la tomate
prend la premiéere place maraichére et représente un des légume- fruits les plus populaires et

les plus recherchés d’ou son importance économique.

Par contre, il existe toujours des problémes causés par Fusarium Oxysporum f.sp lycopersici
abrégée (FOL) qui provoque la flétrissure fusarienne sur la culture de la tomate dans de

nombreux pays du bassin meéditerranéen, celle-ci est connue depuis bien longtemps comme
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une maladie principale des grandes cultures soit en premier stade de leur germination soit plus
tard (Messiaen et al., 1991). Cette maladie (Fusariose vasculaire) se déclare subitement et

provoque un flétrissement brutal chez les plantes atteintes.

FOL est capable d’envahir I’ensemble du systéme vasculaire de la plante provoquant ainsi

son obstruction et par la suite I’affaiblissement de la plante, puis sa mort (DUVAL, 1991).

Le champignon monte par les tissus ligneux et émet des toxines qui provoquant le
jaunissement, la flétrissure, le brunissement des vaisseaux et enfin la mort de la plante héte
(Fig.04) (Blancard, 2009; Messiaen, 1981) (Fig.05).

(©

Figure 05: Effet du FOL sur les plantes (a): Flétrissement et jaunissement des feuilles,
(b) desséchement et mort de feuilles des, (c) : brunissement de la tige (Si Ahmed, 2010).

1.3.1. Position systématique

Fusarium oxysporum est considéré comme Ascomycete proche du groupe télémorphique
Gibberella que Nectria ((Pietro et al., 2003) et ayant plusieurs forma spéciales.

Régne : Fungi.
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Division : Ascomycota.
Classe : Hymenoascomycetes.
Ordre : Hypocreales.
Famille : Nectriaceae.
Genre : Fusarium.
Espéce : Fusarium Oxysporum.

Forme spécialisée : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
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I1.1. Matériel

a. Souche fongiques
Une seule espece de champignon responsable des pourritures grises et flétrissement a été
utilisée dans les expérimentations pour les dégats considérables qu’elle cause aux cultures
sous serre de la tomate, c’est la souche Fusarium Oxysporum.f.sp.lycopersici (Fig.06). Cette
derniére mise a notre disposition par le laboratoire de Mycologie, Centre National de
Recherche en Biotechnologie, Constantine (CRBT). La souche est régulierement entretenue

par repiquage sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar).

Figure 06 : Fusarium oxysporum vue macroscopique

b. Les huiles essentielles testées

Nous avons sélectionné quatre huiles essentielles de quatre plantes médicinales qui
appartiennent a la famille des lamiacées (Lamiaceae) (Annexe 01):

- Huile essentielle de la menthe verte (Mentha spicata L).
- Huile essentielle de la menthe poivrée (Mentha x piperita L.)
- Huile essentielle de la menthe Pouliot (Mentha pulegium)

- Huile essentielle de I’origan (Origanum vulgare L.).

c. Milieu de culture utilisé

Pour toutes les expériences réalisées (tests préliminaires), un seul milieu de culture a été

utilisé c’est le milieu PDA (Potato Dextrose Agar).

d. Matériel non biologique
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Le matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est constitué de verrerie,

d’équipements, d’appareils.
11.2. Méthodes

11.2.1. L’extraction des huiles essentielles

L’Extraction des huiles essentielles de quatre plantes médicinales sélectionnées a été réalisée
en collaboration avec le professeur LAMOURI. L’extraction a été effectuée par la méthode
d'entrainement a la vapeur d’eau. Les parties aériennes (feuille, tiges, fleures) des plantes ont

été utilisées pour I’obtention des huiles essentielles.

Cette méthode consiste a récupérer 1’huile essentielle contenue dans les cellules végétales au
moyen de la vapeur d’eau. La matiére premicre aromatique naturelle est mise dans un alambic
dans lequel est injectée de la vapeur d’eau formée par une chaudiére ou un générateur. La
vapeur chargée d’huile essentielle est condensée par refroidissement dans un condenseur
avant d’étre récupérée dans un essencier. L’hydrolat et I’huile essentielle, de densités

différentes, se séparent naturellement dans I’essencier.

11.2.2. Préparation de milieu de culture PDA (Potato, Dextrose, Agar)

Le milieu de culture PDA a été préparé dans des erlenmeyer de 100 ml (Annexe 02), pour le

préparer il faut :

v' 20g de pomme de terre.
v’ 2g de dextrose.

v’ 2g d’agar.

v' L’eau distillée.

Préparation :

1. Lavez, peser, éplucher et decouper 20g de pomme de terre en petits morceaux. Les
faire bouillir pendant environ 15 a 20 minutes dans 100 ml d'eau distillée jusqu'a ce
qu'elles ramollissent. Récupérer le bouillon dans des erlenmeyer de 100ml apres
filtration, et ajouter de I'eau au bouillon pour obtenir exactement 200ml.

2. Ajouter a la préparation 2g du dextrose et dans 1I’erlenmeyer, rajouter un agitateur
magnétique et déposer le tout sur un agitateur magnétique chauffant afin d’assurer une

bonne homogénéisation.
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3. Ensuite, ajouter 2g d’agar, en veillant a I'exactitude des quantités, faute de quoi le
mélange deviendrait trop mou ou trop dur. Chauffer doucement jusqu'a ce que l'agar
ait fondu.

4. A l’aide d’une baguette magnétique retirer I’agitateur, Fermer les erlenmeyer a l'aide
d'un bouchon de coton et le recouvrir par une double couche d’aluminium.

5. Stériliser le milieu de culture a 1’autoclave a une température de 121°C pendant 20

min.

11.2.3. Evaluation de I’Activité antifongique des huiles essentielles sur le champignon

Fusarium Oxysporum.f.sp.lycopersici (FOL)

L’activité antifongique des quatre huiles essentielles a été évaluée selon la méthode de (Song
et al., 2004).

Dans cette étude, nous avons effectué uniquement un test préliminaire pour les quatre huiles
essentielles en raison des conditions sanitaires (Covid-19) (Annexe 03). Nous n’avons pas pu

déterminer les concentrations minimales inhibitrices pour chaque huile essentielle.

L’objectif de ce test préliminaire est de tester 3 différentes concentrations déterminées au
hasard avec des intervalles plus au moins grand dans le but de trouver les concentrations a

tester qui sont proches de la concentration qui inhibe 50% de la prolifération fongique.
11.2.3.1. Préparation des concentrations des huiles essentielles a tester (les dilutions)

Pour les huiles essentielles de quatre différentes espéces de plante étudiées, trois
concentrations ont été testées (50, 100, 200 pl /ml), pour chaque concentration, 4 répétitions
ont été effectuées. Concernant I’huile essentielle d’origan, cinq autres concentrations ont été
testées (40, 20, 10, 5, 2.5 ul /ml).

Pour cela, trois erlenmeyers de 100 ml contenant le milieu de culture PDA ont été préparés
(chague concentration nécessite 100 ml du milieu de culture PDA). Les dilutions des huiles
essentielles ont été réalisées par le DMSO. Par exemple : pour préparer une concentration de
50 pl /ml, prenez 50 ul de I’huile essentielle et ajustez par le DMSO pour avoir un volume
final de 1ml, c’est-a-dire, rajouter 950ul de DMSO.

Un volume de 1 ml de la solution DMSO contenant la concentration de ’huile essentielle a

tester a été ajouté a 100ml du milieu PDA.
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Pour chaque concentration 4 boites de Petri (25 ml de PDA par boite) ont été préparés dans

les conditions aseptiques.
11.2.3.2. Préparation de I’inoculum

L’isolat de Fusarium Oxysporum.f.spe.lycopercis (FOL) est cultivé sur le milieu PDA sept
jours a I’obscurité et a 25°C afin de favoriser la croissance mycélienne. Un disque de 5 mm de
diamétre a été prélevé sur la culture fongique de FOL a été déposé de maniére aseptique au
centre de la boite pétri contenant le milieu de culture PDA et la concentration de 1’huile

essentielle a tester (Annexe 04).

Le témoin positif (+) contient uniquement le DMSO dans le milieu de culture. Par contre, le

témoin négatif (-) contient le milieu PDA sans aucun produit (Annexe 05).

Aprés 6 jours d’inoculation a 25 °C dans une étuve ; la croissance mycélienne de FOL est
mesurée a I’échelle millimétrique et les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition

de la croissance de FOL pour chaque huile essentielle.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne a été calculé pour comparer

I’efficacité des huiles essentielles en utilisant la formule suivante.
| =(C-T)/C X 100
Ou:
| : le taux d’inhibition du champignon testé.
C : le diamétre moyen de la croissance de champignon sur le milieu témoin (-).
T : diamétre moyen de la croissance du champignon en présence de I’huile essentielle.

Le diametre de disque déposé a I’origine est de 5 mm. La croissance est mesurée a partir du

diamétre initial du champignon déposé 5mm.

Un diametre de zéro indique qu’aucune croissance n’est perceptible (100% d’inhibition).
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I111.1. Résultats

L’activité antifongique des huiles essentielles (menthe verte, menthe poivrée, menthe pouliot
et ’origan) a été évaluée in vitro vis-a-vis de F. Oxysporum.f.sp.lycopersici, elle est exprimee

par le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (% I).

Les résultats obtenus sont des résultats d’un test préliminaire comme expliqué auparavant, a
chaque concentration testée, le pourcentage d’inhibition a été calculé (Annexe 07). Les

résultats sont présentés sous forme des histogrammes.

a. La menthe verte

Menthe verte

100 —
90 —
80 —
70 —
60 —— —
50 +—— 100 ———
4318 e 82.03 o M

20— —

%d'inhibition

50 100 200
concentration en huile essentielle (ul/ml)

Figure 07 : Les pourcentages d’inhibitions de la croissance mycélienne par I’huile

essentielle de la menthe verte

Le test préliminaire de I’activité antifongique réalisé contre le champignon phytopathogéne F.
Oxysporum.f.sp.lycopersici a montré qu’a une concentration de 50ul/ml, I’huile essentielle de
la menthe verte inhibe 66,99% de la prolifération mycélienne du champignon testé. Au-dela
de cette concentration, 1’huile essentielle inhibe fortement, voire a 100% la prolifération du

champignon F. Oxysporum.f.sp.lycopersici (Annexe 09).

Ce resultat montre que la concentration minimale inhibitrice de ce champignon par 1’huile

essentielle de la menthe verte est inférieure a 50ul/ml.
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b. Menthe poivrée

Menthe poivrée

100

875
60.35 MP1
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%d'inhibition

20 3164
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Concentration en huile essentielle

Figure 08 : Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne par I’huile

essentielle de la menthe poivrée

Aprés une incubation de 6 jours, I’huile essentielle de la menthe poivrée a inhibé la croissance du
champignon F. Oxysporum.f.sp.lycopersici. A 100 pl/ml, nous avons obtenu une inhibition de
la croissance mycelienne de 60.35% et une inhibition de 31,64% a 50 pl/ml. Ce test
préliminaire nous a montré que la concentration de I’huile essentielle de la menthe poivrée qui

pourra inhibé 50% de la prolifération mycélienne se situe entre (50 pl/ml et 100 pl/ml)

(Annexe 10).

c. Menthe pouliot

Menthe pouliot
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c
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Figure 09 : Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne par I’huile essentielle de la

Menthe pouliot
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L’étude de I’activité antifongique contre le champignon (FOL) de I’huile essentielle de la
plante menthe pouliot a montré que a une concentration de 200ul/ml, I’huile essentielle a
inhibé presque la totalité de la croissance mycélienne (96,48%), a 50ul/ml, la croissance du
champignon (FOL) est inhibée a 40,23%. Cela signifie que I’IC50 de cette huile essentielle

est situé entre la concentration 50ul/ml et la concentration 100 pl/ml dont I’inhibition est de

76,30% (Annexe 11).

d. Origan
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Figure 10 : Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne par I’huile essentielle de

I’origan des deux tests préliminaires

Dans le cas de I’huile essentielle de 1’origan, nous avons effectué deux tests préliminaires:

Pour le premier test, trois concentrations ont été testées (50, 100, 200 pl/ml), 100 %

d’inhibition de la croissance mycélienne a été obtenu sur les trois concentrations (Annexe

08).

D’autres concentrations inférieures a 50 pl/ml ont été testées, des pourcentages d’inhibition inférieure
a 100% ont été obtenus avec les concentrations de 2,5 ul/ml et 5 pl/ml, les valeurs d’inhibition

étaient: 77,77 et 84,6%, respectivement (Annexe 13).
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Figure 11 : Histogramme comparatif de I’activité antifongique des huiles essentielles
étudiees (M, MP1, MP2, ORI)

En comparant les résultats de 1’activité antifongiques des quatre huiles essentielles étudiées, la
meilleure activité a été obtenue avec I’huile essentielle de 1’origan a des concentrations tres
faibles suivi par I’huile essentielle de la menthe verte (M) et la menthe pouliot (MP2). L’huile
essentielle de la menthe poivrée (MP1) a montré I’activité la plus faible par rapport aux autres

huiles essentielle.
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I11.2. Discussion

Les résultats de notre présente étude ont mis en évidence une forte activité fongique des huiles
essentielles testées (Mentha pulegium, Mentha spicata, Mentha piperita, Origanum vulgare)
contre la souche fongique phytopathogene, le Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici . Ces
plantes étudiées sont d’origine Algérienne, connues pour leur usage thérapeutique en

médecine traditionnelle.

Selon les resultats obtenus on note que, 1’huile essentielle d’Origanum vulgare exhibe un fort
pouvoir antifongique sur la souche FOL avec un taux d’inhibition (1= 100%) dans les trois
concentrations (50, 100 et 200 upl/ml). Cette méme valeur du pourcentage d’inhibition est
enregistrée pour I’HE de la menthe verte a une concentration de 200 ul/ml. Nous remarquons
que le Fusarium oxysporum est extrémement sensible avec un diametre de la zone
d’inhibition de 0 mm. Cela traduit par la détérioration de la paroi et la membrane
cytoplasmique de la cellule fongique ce qui permet le passage de I’huile essentielle et fragilisé

la structure cellulaire.

Le taux d’inhibition maximal est observé chez l'origan par lequel la croissance des
champignons a été complétement inhibée. Par la méme, les trois menthes ont montré un effet
efficace vis-a-vis du FOL a des concentrations de (200 ul/ml pour la menthe pouliot, 200
pl/ml pour la menthe poivrée et 100 pl/ml pour la menthe verte) mais avec des pourcentages
d’inhibition de 96,48%, 87.50% et 82.03% respectivement. A une concentration de 50 pl/ml
les deux huiles essentielles « la menthe pouliot et la menthe poivrée » ont réduit Iégerement
la croissance de la souche fongique, le taux d’inhibition était inférieur a 50 % (1=40.23%,
1=31,64% respectivement). On remarque que I'huile essentielle de la menthe verte est plus
efficace que I'huile essentielle de la menthe poivrée. Le FOL a été moins sensible aux extraits
avec un maximum d’inhibition de 76.30%, 66.99% et 60.35% pour M. pulegium (100 pl/ml),
M. spicata (50 pl/ml) et M. piperita (100 pl/ml) respectivement. L’étude de (EI bakkali,
2016) est similaire a notre étude, il a testé I’effet de Mentha pulegium sur des souches de
Fusarium colmorum et Fusarium graminearum, il a trouvé des taux d’inhibition allant de
38% pour la dose d’HE la plus faible jusqu’a 77% a la concentration la plus élevée. De plus, il
a été constaté que 500 ul /I d'huile de menthe et sa vapeur volatile a 25 ° C pourraient inhiber
de maniere significative la germination des conidies et I'apparition de maladies in vivo
(Xueuan et al., 2018).

La concentration des huiles essentielles influence I’activité inhibitrice, plus la concentration

de I’extrait augmente plus les diametres d’inhibitions sont importants, et cela a été constaté
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par (Emiroglu et al., 2010). Un des facteurs intervenant sur I’intensit¢ de [’action
antifongique de I’HE est la dose appliquée : ceci a été généralement observé in vitro

(Castillejos et al., 2006; Do Amaral et al., 2005; Evans & Martin, 2000)

L inhibition de la croissance des filaments pour la souche testée est due a I’empéchement de
la germination des conidies par les composés volatils des huiles essentielles utilisés. La
germination des conidies est la premiere étape essentielle dans la séquence d'opérations
menant a I'établissement d'un tube germinatif et d'un hyphe, par la suite. Le processus
commence par ['hydratation suivie de 1’action des enzymes lytiques. Ceci décompose la paroi
cellulaire des conidies épaissie pour permettre I'apparition du tube digestif initial. Une fois
que cet événement a lieu, il y a un équilibre entre les systemes lytiques et synthétiques
d'enzymes nécessaires pour la prolongation normale des hyphes. Un déséquilibre dans I'un ou
I'autre systéme d'enzymes mene a l'inhibition et/ou a I’empéchement de croissance (McEwan,
1994).

Il a été rapporté dans la littérature que I'activité inhibitrice d'une huile essentielle résulte d'une
interaction complexe entre ses différents constituants. En effet, ceux-ci peuvent produire des
effets additifs, synergiques ou antagonistes, méme pour ceux qui sont présents a de faibles

concentrations (Xianfei et al., 2007).

L’ huile essentielle d’O.vulgare a été relativement plus active que celles des autres plantes
étudiées contre la souche fongique testée (FOL). En effet, les composés majoritaires : le
thymol et le carvacrol, sont souvent responsables de 1’activité antifongique de cet extrait
(Giordani et al., 2008). Des etudes antérieures ont démontré la capacité de I'huile essentielle
des différentes especes d'origan a retarder et inhiber la croissance de diverses souches
fongiques d’origine alimentaire (Paster et al., 1995; Rahbar et al., 2012). Une autre étude a
montré que cette derniere exerce une activité inhibitrice importante vis-a-vis des champignons
Alternaria Aterna, Penicellium roqueforti, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus, Fusarium semitectum, Fusarium oxysporum, et Mucor racemosus (Korukluoglu
et al., 2009).

Les travaux réalisés par (Bouchra et al., 2003) et (Hajlaoui et al., 2009) ont également
montré ’effet antifongique de la menthe pouliot vis-a-vis plusieurs espéces fongiques
(Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum et

Trichoderma sp).
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D’autres études ont démontré le pouvoir antifongique des huile essentielles : M. spicata
(Benomari et al., 2018), O. vulgare (Abbaszadeh et al., 2014), M.pulegium (Abdelli et al.,
2016), M. poivrée (Mimica-Duki¢ et al., 2003).

Les variations de I’activité antifongique observées entre les HE évaluées sont liées a plusieurs
parametres dont la nature et la concentration de I’HE, la méthode d’évaluation utilisée ainsi
que de la souche microbienne utilisee. De nombreux facteurs écologiques tels que la
température, 1’humidité relative, 1’insolation et la nature du sol peuvent influencer la

composition chimique des huiles essentielles (Oliveira et al., 2005).

D’une maniére comparative, les huiles essentielles des quatre plantes étudiées ont toutes un
effet inhibiteur sur la croissance de la souche testée (Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici).
Il semblerait possible que la nature antifongique des huiles essentielles étudiées pourrait étre
attribuée a la présence de composés phénoliques tels que le para-cymeéne, le thymol, le
carvacrol et le gamma-terpinéne pour O.vulgare et pipéritone pour M. pulegium (Didry et al.,
1993; Kirmmer et al., 1995; Knowles et al., 2005), le carvone, le linalol, le dihydrocarvone et
le limonéne pour la M. spicata et le menthol, le menthone pour la M. piperita (Chowdhury et
al., 2007).
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Conclusion

Parmi les lourdes contraintes qui pésent sur I’agriculture affectant sa productivité on distingue
les maladies provoquées par les bactéries, champignons et virus ; regroupeés sous le terme de
phytopathologie, d’ou la nécessité d’un le développement de méthodes de lutte efficace, pour
venir en appoint dans cette lutte et par conséquent limiter les dégats occasionnés et par

ricochet minimiser les pertes qui ils occasionnent.

Les pays du bassin méditerranéen plus particulierement 1’ Algérie, ou la culture de la tomate
occupe une place économique trés importante, sont confrontés a une recrudescence de

fusariose vasculaire de la tomate causee par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité antifongique
des huiles essentielles de quatre plantes médicinales Algériennes sous le nom de «Mentha
pulegium, Mentha spicata, Mentha piperita, Origanum vulgare», vis-a-vis le Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici.

L’activité antifongique a ét¢ exprimée par le diametre d’inhibition. Les résultats obtenus ont
montré une inhibition trés forte pour I'huile essentielle de I'origan vis- a-vis du champignon
étudié, méme pour les autres huiles essentielles, elles possédent des pouvoirs antifongiques

contre le FOL avec des zones d'inhibition intéressantes.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés biologiques qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir

en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture.

Toutefois, ces résultats restent préliminaires et afin de les approfondir, d’autres approches et

études sont souhaitables a réaliser, il serait intéressant de :

- Evaluer Iactivité antifongique d’une maniére approfondie.

- Drétablir des synergies de différents composés de diverses plantes en plus et d’évaluer
d’autres activités de ces huiles essentielles telles que I’activité anti- inflammatoire,
antimicrobienne, anticancéreuses, antiparasitaires et insecticides.

- Evaluer Iactivité antifongique in vivo.
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Annexes

Annexe 01 :

t

Annexe 02 :

Figure 01 : Les 4 huiles essentielles utilisées
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Figure 02 : Les étapes de la préparation de milieu de culture PDA

Annexe 03 :

Figure 03: Preparatlon de test prellmlnalre sous la hotte a flux Iamlnalre
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Annexe 04 :

Figure 04: Repiquage des champignons
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Annexe 05 :

Annexe 06 :

Annexe 07 : Le pourcentage d’inhibition des 4 plantes

(b)
Figure 05 : (a) : Témoin négatif ; (b) : Témoin positif

Figure 06 : Témoin positif contaminé

[ 1] M. verte MP1 MP2 Ori
50 pl/mi I=66.99% I=31.64% I=40.23% I=100%
100 pl/ml I=82.03% I=60.35% I=76.30% I=100%
200 pl/ml I=100% I=87.50% I=96.48% I=100%
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Annexe 08 :

Ori (50 pl/ml) Ori (100 pl/ml)

Ori (200 ul/ml)

Figure 08 : Les résultats de I’origan

Annexe 09 :

M (50 pl/ml) M (200 pl/ml)
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M (200 pl/ml)

Figure 09 : Les résultats de la menthe verte

Annexe 10 :

MP1 (50 pl/ml) MP1 (100 pl/ml)

MP1 (200 pl/ml)

Figure 10 : Les résultats de la menthe poivrée
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Annexe 11 :

MP2 (50 pl/ml) MP2 (100 pl/ml)

MP2 (200 pul/ml)

Figure 11 : les résultats de la menthe pouliot

Annexe 12 :

Figure 12 : Une boite pétri contaminé de la menthe pouliot a concentration 100 pl/ml
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Annexe 13 :

Résultat de I’origan (40 pl/ml)

Figure 13: les résultats de 2éme test de I’origan

Page 47





