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I-1 Généralités sur les huiles essentielles
I-1-1 Notions de base sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants, appelées
également substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans
diverses parties des arbres, des plantes et des epices. Ainsi, elles sont sensibles a I'effet de la
chaleur (Evans, 1998).
Selon la 4°™ édition de la pharmacopée francaise (2000), les huiles essentielles sont des
produits de composition généralement assez complexe, contenant des principes volatiles.
Quant a l'extraction de ses composes volatils, il existe divers procédeés mais deux uniquement
sont utilisables, a savoir la distillation a la vapeur d'eau de plantes a essence ou de certains de
leurs organes, et par expression Pour ce dernier la pharmacopée précise que ce type de
procédé est réservé que pour les essences du genre citrus (Bruneton, 1999).
La norme Afnor NF T 75 - 006 (2000) définit les huiles essentielles comme étant « des
produits obtenus, soit a partir de matiéres naturelles végétales par entrainement a la vapeur
d'eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, et soit par distillation
seche. L'huile essentielle ainsi obtenue est séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques.».
Cette définition est restreinte, car elle exclut les produits obtenus par d'autres procédés
solvants, gaz sous pression, enfleurage. Les extraits obtenus par ces méthodes d'extraction
trouvent toutefois une place importante sur le marché de la pharmacie, des produits d'hygiéne
et de I'industrie agro-alimentaire. A cet effet, il serait intéressant de définir ci-apres les termes
les plus couramment usités dans ce domaine (Bruneton, 1999).
Les organes riches en huiles essentielles chez certaines plantes sont donnés dans le tableau

suivant. (Figure 1)



Fleurs : Oranger, Rosier, Lavande... | _
—>
Feuilles: eucalyptus, menthe,thym, -
Laurier sauge ...
—>
g Fruits: Fenouil, Anis, épicarpes des n
E W =
© Citrus... - B
- =
© . . c
. Tiges: Citronnelles.... e
S 8
[<B] wn
] o . o =)
a Rhysomes et racines: Gingembre, T
. Vétiver,Iris. .. [,
Graines: Noix de muscade, Coriande. ..
- —>
Bois et écorces: Cannelle, Bois de rose,

Santal...

Fig. 1: les Organes riches en huiles essentielles chez certaines plantes

I-1-2 Classification générale des huiles essentielles :



Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens, et grace a l'indice aromatique
obtenu par des aromatogrammes, les huiles essentielles sont classées en groupe. On peut citer
les huiles majeures, les huiles médiums et les huiles terrains (Chakou et Bassou, 2007).

I-1-3 Composition chimique :

La composition des huiles essentielles est determinée par la chromatographie gazeuse
(GC) et spectrométrie de masse (SM). Elles sont constituees principalement de deux groupes
de composes odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. 1l s'agit des:
terpénes (mono et sesquiterpénes), les composés aromatiques et des composés d'origines

diverses tels que les carbures, les acides, et les alcools (Kurkin, 2003).

I-1-3-1. Les terpénoides

Selon Teisseire (1991), le terme terpéne rappelle la toute premiere extraction de ce type
de composé dans l'essence de térébenthine. Dans le cas des huiles essentielles, seuls les
terpénes les plus volatils. C'est a dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas élevée sont
observés. lls répondent dans la plupart de cas a la formule générale (C5H8) n. Suivant les
valeurs de n, on a les hémiterpénes (n=1), les monoterpénes (n=2)(Figure 2) , les
sesquiterpenes (n=3), les triterpénes (n=6), les tétraterpenes (n=8) et les polyterpenes (Figure,
2). Les constituants des huiles essentielles sont tres variés. On y trouve en plus de terpénes,
des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des acides, des

cétones, des phénols, des oxydes et autres. .

Fig.2: Structures chimiques des monoterpénes

I-1-3-2. Les composés aromatiques :



Teisseire (1991) note que contrairement aux dérivés terpéniques, les composés
aromatiques sont moins fréquents dans les huiles essentielles. Trés souvent, il s'agit d'allyle et
de propénylphénol. Ces composés aromatiques constituent un ensemble important car ils sont
géneralement responsables des caracteres organoleptiques des huiles essentielles. On peut

citer en exemple I'eugénol qui est responsable de I'odeur du clou du girofle (Figure, 3).

CH, [=5 2} RO, CH O ET

Eugcnal trans-Sanethole Arasnllare

Fig. 3: Structures chimiques des composés aromatiques

I-1-3-3. Les composes d'origines diverses :

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro
distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés (Teisseire, 1991). On les alcools;
menthol, géraniol, linalol, et les aldéhydes; géranial, citronellal, les cétones; camphre,
pipéritone, les phénols; thymol, carvacrol, les esters; acétate de géranyle, les acides; acide
géranique, les Oxydes;1,8-cinéole, les phénylpropanoides; eugénol, les terpenes; le limonene,
para-cymene,.et d’autres composés tels que les éthers, les composés soufrés, les composés

azotés, et les sesquiterpene (Figure, 4).

Alcools Oxydes
Esters Cetones
Phenols Aldehydes
Ethers Terpenes

Fig. 4: Composés aliphatiques des huiles essentielles

I-1-3-4. Les chémotypes



La connaissance des chémotypes d'une huile essentielle et leur comportement est

fondamentale car elle permet d'envisager l'activité pharmacologique, de prévoir aussi la
pharmacocinétique et la biodisponibilité.
Pour une méme espéce botanique, la composition chimique de I'huile essentielle n'est pas
immuable. Les huiles essentielles sont élaborées par les plantes aromatiques au sein des
cellules sécrétrices. Leur élaboration est totalement tributaire du rayonnement solaire en
I'absence duquel le rendement en produits aromatiques et leur nature sont affectés. En sa
présence, et tout particulierement en fonction de la présence de tel ou tel rayonnement, les
types de composants pourront varier considérablement au sein d'une méme espece. Par
exemple, le basilic cultivé en pleine lumiere a Madagascar a un taux de chavicol de 57%.
Alors que la méme plante cultivée a I'abri de la lumiere contient 74% (Franchomme et Penoél,
1990). D’apres Azanlenko, (1995), cette variabilité peut étre influencée également par la
composition du sol et la situation géographique. Il est a noter que le Lippiamutiflora récoltée
au Togo a réveélé les chémotypes a citral, a thymol (acétate de thymyle), a para-cymeéne, et a 1
-8 cinéole.

I-2Méthodes d’extraction :

Différents méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales. En
général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel a traiter
(graines, feuilles, tiges, bourgeons, fruits), de la nature des composés a récupérer
(flavonoides, alcaloides, tanins), du rendement en huile et de la fragilité de certains huiles aux
températures élevées.

I- 2-1 Distillation :

Selon Piochou (2008), il existe 3 différents procédés utilisant le principe de la
distillation. On a I’hydrodistillation, I’hydrodiffusion et I’entrainement a la vapeur d’cau.
I- 2-2. Hydrodistillation

Il s’agit de la méthode la plus simple et la plus ancienne. La maticre végétale est
immergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sure une source de chaleur.
L’ensemble est ensuite porté a I’ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigerant et
I’huile essentielle se sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’huile
essentielle étant plus légeére que 1’eau, elle surnage au dessus de 1’hydrolysat (Figure 5).
Cependant, cette méthode possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop

puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatique (Lucchesi, 2004).



Hydrodistillation ou distillation simple

(1)- Chaufte-ballon.

(2)- Mélange.

(3)- Thermometre.

(4)- Réfrigérant oblique.

(5)-Arrivee et Sortie de I'eau.
N (6) ﬁprouvette,

\ (7)- Fleur de lavande.

(8)- Huile essentielle.

Fig. 5: Principe de la technique d’hydrodistilation

I- 2-3Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Lucchesi (2004) note que dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas
directement dans I’eau est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur
d’eau.la vapeur endommage la structure des cellules végétale et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant .cette méthode apporte une

amélioration de la quantité de I’HE en minimisant les altérations hydrolytiques (Figure, 6).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +
) huile essentielle
Chaleyr —— / / / { (

LVAVAVAVAVAR

Essencier

Fig. 6: Principe de la technique de distillation par entrainement a la vapeur d’eau



I- 2-4 Hydrodiffussion

L’hydrodiffusion est une forme de distillation a la vapeur, mais contrairement aux
autres systemes de distillation, la vapeur est introduite par le haut pour passer a travers la
matiere végétale, donc le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Le principe de
cette méthode réside dans 1’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange

(vapeur d’eau —huile essentielle) disperseé dans la matiére végétale (Lucchesi, 2004).

1: Foyer - 2 Chaudigre - 3 Waze & fleurs - & Vidange de condensation - 5:Col de cygne -
B: Réfrigérant avec serpentin - 7 Sortie d'eau chaude - 5 Arrivée d'eau froide - 9; Ezsencier
=ervant & la décantation de l'essence et de hydrolat

Fig. 7 : principe de la technique d’Hydrodiffussion

I-2-5Extraction a froid

Elle consiste le plus simple des procédés, mais elle ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches et libérer 1’essence. Le produit ainsi

obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).
I-2-6 Extraction par le 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 tres sensibles a l'action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité 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 végetale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un

solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer



I'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a la température ambiante des arémes vers le
corps gras et la digestion qui se pratique a chaud par immersion des organes végétaux dans le
corps gras (Brian, 1995).

I-3Activités biologiques des huiles essentielles
Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles sont dotées d'activités

biologiques intéressantes. On peut citer:

I-3-1 Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles possédent des propriétés antimicrobiennes intéressantes et luttent
contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique (De Billerbeck,
2007).Lactivité antifongique des huiles essentielles peut étre due a la présence des terpénes
qui causent la rupture des membranes fongiques et inhibent le développement des
champignons.
Les huiles essentielles permettent également la protection contre les champignons
phytopathogeénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires (Zambonelli
et al., 2004; Mangena et Muyima, 1999).

I-3-2 Activité antioxydante

L'activité antioxydante des huiles essentielles est attribuée a certains alcools, éthers,
cétones et aldéhydes monoterpéniques tels que le linalool, le 1,8-cinéole, le géranial, 9, le
néral, le citronellal, I'isomenthone, la menthone et quelques monoterpenes comme I'a-

terpinene et le &-terpinéne (Edris, 2003).

I-3-3 Activité antiviral

Les huiles essentielles riches en phénols ont montré une activité antivirale contre
certains virus notamment I'Herpes simplex (Girard, 2010).
I-3-4 Activité neurale

Les huiles essentielles possédent une action sédative et agissent sur le systeme nerveux
central en stimulant ou en inhibant le systéme sympathique ou parasympathique. Elles
permettent ainsi la régulation du systeme nerveux périphérique. (Girard, 2010).
Les huiles essentielles possédent également d'autres activités telles que I'activité désodorisante

dans la mesure ou certaines huiles essentielles peuvent étre utilisées pour lutter contre les



mauvaises odeurs. De trés nombreuses drogues a huile essentielle a savoir Mentha X citrata,
Lippiacitriodora, sont réputées et efficaces pour diminuer ou supprimer les spasmes gastro-
intestinaux (Bruneton, 1993).

I-4 Données sur Mentha piperita

I- 4-1 Présentation de Mentha piperita

Selon Paris et Moyse (1971), les menthes appartiennent au genre Mentha de la famille
des labiées. Ce genre comporte une vingtaine d'especes et un grand nombre de sous-espéces et
de variétés qui s'hybrident facilement entre elles, rendant la taxonomie du genre
particulierement difficile (Leung et Foster, 1996).appelé aussi menthe poivrée sont des herbes
vivaces stoloniferes des régions tempérées a savoir I’Europe et I’ Afrique du Nord. Ce sont des
plantes a tiges quadrangulaires a feuilles opposées. Ainsi, les inflorescences sont selon les
espéces en tétes arrondies, en épis serrées ou en pseudo-verticilles axillaires. Quant aux fleurs,

elles présentent une corolle subréguliére et quatre étamines presque égales (Figure, 8).

Fig. 8: Mentha peperita (Teuscher et al., 2005)



1-4-2 Classification botanique

La classification botanique est établie Cronquiste (1981)
Reégne: plantae

Embranchement: Spermaphytes

Classe: Magnoliopsida
Sous-classe : Métachlamides

Ordre : Tubiflorales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha
Espece : Menthapeperita.
I-4-3Répartition géographique

Mentha xpiperita s'est naturalisée dans de nombreux pays d'Europe : Royaume-Uni,
Danemark, Irlande, Belgique, Pays-Bas, Allemagne, Autriche, Pologne, Ukraine, Bulgarie,
ex-Yougoslavie, Grece, Italie, Roumanie, France, Portugal, Espagne...

Ainsi que dans les Acores, en Sibérie (Russie), Australie, Nouvelle-Zélande, et aussi en
Amérigue du Nord (Canada, Etats-Unis).

Les Etats-Unis sont les plus gros producteurs de menthe au niveau mondial. Mais il s'en
produit aussi en Chine, aux Indes, en Australie, dans quelques pays d'Europe (France, Italie)
et au Canada (Lachance, 2001).

En Afrique du Nord, I'espece est retrouvée dans beaucoup de jardins et en culture pour des
buts culinaires (Perrot, 1928).

I-4-4 Composition chimique de menthapepirita
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L'huile essentielle de la menthe verte est riche surtout en -L-carvone (teneur entre 40 a
80 %), l'acétate de dihydrocuminyle (10 a 12%. Ces deux constituants majeurs sont
responsables de I'odeur de la plante. On peut noter ainsi la présence du limonene (5 a 15%).
Ils sont accompagnés du dihydrocarvone, du dihydrocarveol, de I'acétate de carvyle et de a-
caryophyllene. Ainsi dans d'autre races chimiques, la carvone est accompagnée de 1,8 cinéol
(jusqu'a 20%), de pulégone (jusqu’a 50 %) ou de terpinéol-4 (jusqu'a 18%.(Avato et al.,1995).
I-4-5 I’utilisation et ’effet biologique des huiles essentielles de Menthapiperita

La menthe fait partie de la culture méditerranéenne depuis des millénaires.

Facilement reconnaissable grace a son parfum particulier, La menthe verte sert généralement
a la préparation du thé. Mais on trouve aussi son utilisation en phytothérapie, en
aromathérapie, en parfumerie et en cosmétologie (Baba Aissa, 1999).
De plus, la menthe a de nombreuses vertus medicinales. Elle est préconisée comme
antispasmodique, aphrodisiaque, analgésique elles permettent de calmer et d'apaiser les
douleurs et aromatisante. Des études pharmacologiques ont démontré que cette huile
essentielle est utilisée surtout pour les troubles digestifs, les spasmes, les inflammations , les
colites, les états nauséeux, et contre certains parasites. Elle présente un effet expectorant en
cas de bronchite ou de grippe. Il est a mentionner qu’elle est a la fois rafraichissant et
analgésique (Leung, 1996). Ils ont une activité cicatrisante. A cet effet, elle accélere et
favorise la cicatrisation de la peau.

La menthe entre dans l'aromatisation de certains produits, dont les dentifrices, les
chewing- gums, les confiseries en générale et les boissons rafraichissantes ...etc. Néanmaoins,
la menthe présente dans certains cas des effets indésirables. Aussi, elle est généralement
déconseillée aux femmes enceintes. Mais, elle est par contre recommandée en cas de retard
menstruel. (Cretti, 1981).

Elle a aussi des propriétés stomachiques qui permettent de faciliter le travail digestif et la
digestion, ainsi pour lutter contre certains troubles digestifs. Elles servent aussi de calmant
nerveux qui a une action bénéfique et apaisante sur le systéme nerveux, et son action
stimulante et excitante leur donne un effet vertus aphrodisiaques. Ainsi, elles permettent
d'éliminer les gaz stagnants dans les intestins, par son effet carminatif. Ces huiles sont ainsi
considérées comme des anti catarrhales et expectorantes. Donc, elles peuvent réduire les
écoulements mucolytiques et facilitent leur expulsion. Elles agissent aussi sur les voies
biliaires en les dégageant et en augmentant leur sécrétion grasse a ses propriétés cholago
gueset cholérétiques. On peut noter qu’elles sont tres appreciées pour faciliter les menstrues

par leurs propriétés emménagogues. On peut également citer parmi les vertus de I'huile



essentielle de la menthe, qu'elle est fébrifugeet permet donc de lutter contre la fievre. Cette
huile est également considérée comme un excellent stimulant qui favorise I'activité
physiologique du corps. Il faut prendre en considération que cette substance naturelle possede

des propriétés anti-infectieuses. (Leung, 1996).

I-5 Données sur Thymus nimudicus
I-5-1 présentationdes huiles essentielles de Thymus numidicus

Le nom du thym (en anglais thyme) vient du grec thumos, qui signifie odeur. Plante
sacrée, trés recherchée dans I'antiquité, le thym était un symbole de force chez les romains ; il
était brlé au cours des sacrifices et utilisé comme encens dans les temples grecs. Le thym est
originaire du bassin méditerranéen, il existe plusieurs espéces de ce genre dans le monde, et
sur celles qui sont actuellement connues (Figure9). L'espéce Thymus vulgaris est toutefois la
plus répandue. Au Maghreb, on dénombre autres teles que ; Thymus numidicus, Thymus
pallescens, Thymus ciliatus, etc. (Richard, 1992)

Fig.9 Thymus numidicus (Teuscher et al., 2005).

I-5-2Classification
Thymus numidicus se class comme suit selon (Moraleset al.,1997) :

Régne: Plantae

Embranchement: Spermaphytes

Sous embranchement: Angiospermes

Classe: Dicotylédones



Sous class :Dialypétales

Ordre: Tubiflorales
Sous/ordre :Verbéninées
Famille: Lamiacées
Sous/famille : Stachynoidea
Genre : Thymus

Espece: Thymus numidicus.
I-5-3Répartition géographique

Le thym est une plante qui est trés répandue dans le bassin méditerranéen Maghreb,
France, Espagne, Italie. On le trouve aussi dans les montagnes d'Arabie du Sud-ouest et dans
la péninsule de Sinai en Egypte. Le thym pousse également en Sibérie et en Europe du Nord
(Jalas, 1991).

Le thym est une plante répandue en Algérie, les différentes especes qui y existent sont
réparties le long du territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois
a I'Oranais (Kaboucheet al.,2005).

I-5-4Composition chimique des extraits de Thymus numidicus

Plante sacrée dans le teneur de 1,5 a 4% diverses compositions ont été décrites. Ainsi,
le thymol semble étre le composé majeur de I’huile essentielle de plusieurs especes de thym.
Parmi les autres composés on a le carvacrol (teneur jusqu'a 85 %), le p-cymene (jusqu'a 45
%), le linalol, I'a-terpinéol, le camphre, le mélange thymol (jusqu'a 65 %) + carvacrol (5 a 10
%), le mélange thymol (environ 35 %) + a-terpinéol (environ 18 %) + p-cymene (environ 18
%), le mélange géraniol + acétate de géranyle (jusqu'a 90 %), le mélange linalol + acétate de
linalyle (jusqu'a 95 %), le meélange a-terpinéol + acétate d'aterpényle (jusqua 96 %), le

mélange hydrate de trans-sabinene (jusqu'a 56 %) + terpinéol-4 (jusqu'a 43 %), le mélange



1,8-cinéole + camphre ainsi que le mélange trans-thujanol + terpinénol-4 (Teuscher
etal.,2005)

I-5-5 Utilisation des huiles essentielles de thymus numidicus

En raison de sa saveur aromatique, le thym provoque une stimulation réflexe des
sécrétions salivaires, gastriques et biliaires. Il est ainsi utilisé pour ses propriétés régulatrices
de I'appétit et comme stimulant digestif.
Des extraits de thym ainsi que son huile essentielle sont fortement antimicrobiens. Tous les
chimiotypes sont actifs, mais I'activité bactéricide est plus marquée pour les types a thymol et
a carvacrol (Teuscher et al.,2005)

L'huile essentielle de thym connait un grand succés a travers le monde, car elle est
depuis longtemps utilisée et connue pour ses nombreuses vertus curatives. De nos jours,
I'aromathérapie a permis de découvrir un plus grand nombre d'applications de I'huile
essentielle du thym. C’est un produit naturel antiseptique et antibactérienne multi-usage trés
puissant (Frankel et al. ,1995). Il est méme considéré I’un des meilleurs produits naturels

existants. Elle agit trés efficacement contre les infections respiratoires et sur un large spectre

d'infections grasse a son effet anti-infectieux (Bazylko et Strzelecka et al., 2007). Elle a
également une activité antimicrobienne, anticancéreuse (Percival et al. ,2005), antioxydant
(Rolland et al. ,2004) elle a méme une activité antifongique, et antiparasitaire (Frankel et al.
,1995). Elle posséde aussi une action stimulante sur le systéme immunitaire. Elle est
également apéritive en stimulant I'appétit. Elle facilite la digestion. Elle est aussi carminative
en éliminant les gaz intestinaux et limitant leur production. Ainsi, ses propriétés cholagogues
facilitent I'évacuation de la bile vers l'intestin, et elle stimule la régénération hépatique. 1l faut
noter qu’elle contribue a activer la circulation sanguine. Ces substances naturelles facilitent le
traitement des infections urinaires par les vertus urétoniques. L huile essentielle de thym est
également posséde une activité antidiabétiques et une activiteé cardiovasculaire (Renault et al.,
1955). Enfin, elle permet de lutter contre la mauvaise haleine et contre les fatigues

généralisées



I-6 I’oidium
I-6-1Définition

Les champignons responsables des maladies désignées sous le nom d' “oidiums"
appartiennent a I'ordre des Erysiphales(famille des Erysiphaceae) au sein des ascomycetes.
Ce sont principalement des pathogenes obligatoires disposant d'une multiplication végétative
rapide et s'attaquant a la plupart des plantes cultivées et sauvages (Bolay, 2005).
Erysiphegraminisforme des plages de mycélium superficiel blanc puis gris sur les feuilles, les
graines et les épis d'orge. Les feuilles restent vertes et actives pendant un certain temps apres
I'infection, puis les zones infectées meurent progressivement. Les conidies sont formées en
grand nombre et se présentent sous forme de poudre blanche a la surface du mycélium. Elles
sont disperseées par le vent a des distances considérables et infectent les feuilles saines.
L'Oidium est donc favorisé par l'alternance de conditions humides et séches (Anonyme
,1997).
I-6-2 Description de I'anamorphe

Erysiphenecatorest un ectoparasite, dont le mycélium filamenteux et cloisonné se
développe uniquement a la surface des organes de I'hote. Il est amphigene sur feuilles se

développant indifféremment sur les deux faces du limbe et s’observe sur l'ensemble des

parties herbacées de la courgette (Figure 9).

Fig. 10: Feuilles de courgette contaminée par 1’oidium

Les hyphes mycéliens sont hyalins, septés, mononuclés et alternent dans la formation
d’appressoria ou 1’élaboration d’un conidiophore (Leinhoset al., 1997). Les nombreuses

ramifications d’hyphes aboutissent a la formation d’un réseau mycélien dense, dont



I’apparence de poussiere grisatre est a I’origine de la dénomination anglosaxone de « Mildiou
poudreux » (Powderymildew) (Figure 9). Le parasitisme s'accomplit par I'élaboration d'un
appressorium, du latin "apprimere" qui signifie "presser contre". C’est un organe lobé, isolé
ou par paire, spécialisé dans la perforation de la cuticule afin d'installer un haustorium dans
les cellules épidermiques. Ce sucoir de type globulaire assure la nutrition du champignon au

détriment de la cellule infectée (Heintz et Blaich, 1990).
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Fig 11:Anamorphe d'E. necatord'aprésBolay (2005).
A. conidiophoresde type pseudoidium avec une cellulebasale flexueuse a torsadée,

B .appressoria lobés, C. conidies.

I-6-3 LE DEVLOPMENT ET LE CYCLE DE L’OIDIUM :

Le développement d'E. necatorralentit proportionnellement a I'écart de ces optima
climatiques, pour atteindre des limites létales a 4°C et a 35°C. Les pluies fines sont favorables
au champignon en augmentant I'numidité relative de l'air. Tandis que les fortes précipitations
lessivent les colonies établies. En outre, I'eau libre réduit le taux de germination par
éclatement des conidies, et inhibe la formation d'appressoria (Corio-Costet, 2007).

Un mouvement foliaire d a une vitesse de vent supérieure a 3 m s-1 et I'impact de gouttes de
pluie permet la dispersion des conidies (Willocquetetal., 1998). Ainsi, Gadoury (1987), dans
le cadre de la protection phytosanitaire, les pulverisateurs atteignent des vitesses de pulsion
d'air largement supérieure a cette valeur et peuvent participer activement a la dissémination
du pathogene. La spécificité de biotrophie rend les oidiums capables de survivre lors de
périodes d'activité restreinte, ou les tissus de I'h6te ne sont pas disponibles. Selon Sall et
Wrysinski (1982) et Pearson et Gartel (1984), les cleistotheces sont des structures résistantes,

adaptées aux basses temperatures. Cependant, E. necatorest également capable de passer



I'niver dans des bourgeons dormants sous forme mycélienne. Aprés éclosion, les bourgeons
infectés expriment des symptdmes sous forme de "drapeaux"”, constituant I'inoculum primaire
d'initiation de I'épidémiologie (Bélanger etal., 2002). Selon Rugneretal., (2002), les jeunes
pousses présentent de larges plages de mycélium et provoquent des malformations foliaires,
dont les bordures sont recourbées vers le haut. Corio-Costet (2007) montre que I'observation
de I'une ou l'autre forme d'hivernage semble étre liée aux régions viticoles, aux cépages et aux

modes de conduite (Figure 12).
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Fig. 12 : L'optimum pour la germination des conidies et pour la croissance du mycélium
s'observent a 25°C (Delp, 1954) et 85% HR (Carroll et Wilcox, 2003).



I-6-4Lutte contre Oidium :

Historiquement, le soufre est le premier fongicide agissant contre I'Oidium, par son role
compétitif de I'oxygéne dans la chaine respiratoire mitochondriale (Tweedy et Turner,
1966). Son mode d'action multi-sites, son faible codt et son efficacité font que le soufre
est encore largement employé sous différentes formes; soufre mouillable ou sous forme de
poudrage dans les plans de traitement. Le milieu du XXe siecle a vu I'apparition du premier
fongicide organique de contact anti-oidium inhibant la phosphorylation oxydative
mitochondriale (Dinocap). Ainsi, les benzimidazoles et les triazoles/pyrimidines sont
respectivement des inhibiteurs de la biosynthése de la B-tubuline et de la C14 déméthylase,
enzyme de la biosynthese des stérols. L'utilisation de ces premiéres fongicides systémiques a
conduit a l'apparition de phénomenes de résistance dans les populations fongiques. Plus
récemment, d'autres fongicides ont été développés tels que les inhibiteurs du cytochrome b
mitochondrial (Quinone outsidelnhibitors, QOI).
Devant I'apparition généralisée de résistance a certains fongicides unisites
, de nouvelles molécules dites "naturelles” sont arrivees sur le marché comme inducteur de
défense de la plante (Stifénia®, Bion®, Milsana®)(Steva et Clerjeau, 1990; Pezet et Bolay,
1992; Gubleret al., 1996; Erickson et Wilcox, 1997, Savocchiaet al., 2004).
Les lactoferrines et la production de radicaux libres apres exposition de lait a la lumiére
naturelle ont un effet toxique sur les structures fongiques d'E. necator(Crisp, 2006).
L'application de I'huile végetale a également montré une efficacité contre I'Oidium (Martin et
al., 2005). Mais, elle reste tributaire des conditions météorologiques pour éviter toute
phytotoxicité (Sall, 1980; Chellemi et Marois, 1991; Gubleret al.,1999).
La lutte contre I'Oidium par l'application de modeéle de prévision des risques cherche a
intégrer de nombreux parametres déterminants, afin de mieux positionner les fongicides en
fonction de la pression de la maladie. Si les premiers modeles se basaient essentiellement sur
les parametres climatiques de nouveaux modeles tentent d'intégrer le développement du
pathogene en parallele a la croissance de I'n6te et a la sensibilité de ses organes (Calonnecet
al., 2005 et 2008).



Chapitre 11 :Matériels et méthodes

L’objectif visé a travers cette étude est I'utilisation des plantes pouvant servir de pesticides
biologiques, afin de limiter I'utilisation de produits chimique classiques.
L’¢étude consiste a tester 1’efficacité des huiles essentielles du thym et de la menthe

contre 1’Oidium.

Il Matériel et méthodes
Il -1 Matériel
Le matériel utilisé pour le présent travail comporte un matériel biologique constitué
par le végétal et le champignon ainsi qu’un matériel non biologique comprenant la verrerie,

les équipements, les appareils et les produits chimiques (Annexe.1).

Il -1-1 Matériel biologique
Pour le présent travail, on a récupéré des feuilles fraiches infestées a partir d’une
culture de courgette sous serres en période de récolte durant le mois de févier 2017 a
Boudouaou El Bahri (Figure, 12).
La récolte des feuilles est réalisée manuellement le matin a 10h. Ces feuilles sont mis par la

suite dans des sacs en papier propres et conservé par la suite a 4°C (Figure, 13).
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Fig.13 : Localisation du lieu de récolte Boudouaou El Bahri



Fig. 14: Feuille de courgette récoltée touchée par I’Oidium

Fig. 15: Menthe poivre récoltée a Larbaa  Fig. 16: Thym de numidie récoltée a Chréa



Mentha piperita a eté récolté en début de la floraison entre la fin du mois de Mars et le début
du mois d’Avril 2016 dans la région de Larbaa (Blida) II est a noter que la partie aérienne est

plus exactement les sommités fleuries qui a fait I’objet de cette étude. (figure.15).

Le matériel végétal utilisé lors de notre étude est représenté par les parties aériennes fraiches;
tiges et feuilles de Thymus numidicus, qui ont été récoltées a Chréa (Blida) pendant le mois
d’Avril 2016.(figure.16).



Il -2 Méthode
Pour réalisé cette étude en a fait appelle a un protocole bien précis dont ses étape et sont
cheminement et présenté dans la figure suivante (figure 16)

Extraction des huiles essentielles

Feuilles menthe et de thym

Extraction par hydrodistillation

Hiiilac

Conservation
Isolement de I’oidium

Préparation du milieu de culture

Prélévement d’échantillon (feuilles de plante de
courgette touché par 1’Oidium)

Isolement de 1’oidium sur milieu de culture

Incubation 7jours

Sotiche nure
Confrontation

Préparation du milieu de culture
mélanaée avec les huiles

Refroidissement

Disque de I’oidium

Incubation25°C pendant 7jours avec lecture chaque
24h

Fig.17: Schéma de protocole expérimental de I’évaluation de I’activité anti fongique de

Thymus numidicuset de Menthapeperita



I1-2-1.Principe de I’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation (M.O.C. SN.
001)

Les huiles essentielles utilisées ont a été extraite au niveau du laboratoire des
substances naturelles au Centre de Recherche et de Développement du Groupe SAIDAL a
I’échelle laboratoire par le procédé de I’hydrodistillation. Cette technique est basée sur
I’immersion d’un échantillon solide (végétal) dans ’eau portée a ébullition, la vapeur saturée
d’huiles essentielles traverse un serpentin ou elle se condense pour donner le distillat qui est

compose de 1’eau florale et de I’huile essentielle (Figure, 15).

Fig. 18: Dispositif de I’hydrodistillation a 1’échelle du laboratoire (SAIDAL, 2016).
-Appareil Clevenger-
11.2.1.2. Mode opératoire
Dans un ballon d’une capacité de 2 litres, on introduit 100 g de matiére végétale

découpée. Puis, on ajoute un volume d’eau qui correspond a 2/3 de la capacité du ballon.



Ensuite, on adapte le ballon a I’appareil de condensation et on alimente le réfrigérant en eau.
Ainsi, le ballon et son contenu sont mis sur un chauffe-ballon.

Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans le ballon sont dirigées
vers le col de cygne (le coude) qui relie le ballon au réfrigérant. Enfin le distillat est réecupéré
dans un erlenmeyer recouvert d’un papier aluminium pour le protéger de la lumiére. On le
conserve au réfrigérateur. L’extraction des huiles essentielles dure 2 heures.
I1.2.1.3.Décantation de I’huile essentielle (M.O.C. SN. 005)

Le distillat récupéré comporte deux phases, une phase majoritaire qui contient
les constituants hydrosolubles, sur laquelle surnagent quelques gouttes d’huile essentielle
représentant la deuxiéme phase.

L’huile essenticlle est séparée de 1’eau par une série d’extraction liquide-liquide, avec le
solvant organique (Ether diéthylique).

L’opération de décantation a été effectuée a 1’aide d’une ampoule a décanter, dans laquelle on
verse le mélange des deux phases. Par la suite, on laisse le mélange hétérogéne décanter
jusqu’a I’obtention de deux phases distincte ; la phase supérieure dite organique comporte
I’huile essentielle et la phase inférieure qui correspond a la phase aqueuse.

A la fin, on filtre la phase organique a 1’aide d’un papier filtre qui contient le sel de sulfate de
sodium anhydre, et ce afin de piéger les molécules d’eau restante.

La phase organique est récupérée dans un tube, qu’on laisse a I’air libre pendant 24 a 48 h
pour I’évaporation compléte du solvant.

L’huile essentielle est conservée dans des flacons bruns hermétiquement fermés.

11.2.1.4Rendement d’extraction:

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport de la masse de

I’huile essentielle sur la masse végétale seche, exprimées dans les mémes unités de masse.



Le rendement est donné par la relation suivante :

R (%) =mHE cum/m M V.

MM Vs=m M Ve (1-TH)

R : Rendement.
m HE cum : masse de I’huile cumulée.
mM Vs : masse de la matiére végétale séche.
mM VE : masse de la matiere végetale fraiche.
TH : taux d’humidité.
Pour calculer le rendement, on doit déterminer le parametre suivant:
[1.2.1.5 Détermination du taux d’humidité
Pour déterminer ce facteur, on utilise 1’appareil de Dean et Stark.

Dans un ballon de 1 litre on introduit environs 10g de matiére végétale. On verse ensuite 100
ml du toluéne dans le ballon que nous surmontons d’un réfrigérant muni d’un récipient
gradué. Ensuite on porte a reflux jusqu’au moment ou le niveau d’eau soit constant. A la fin
de I’opération, On augmente le chauffage dans le but de récupérer toutes les gouttes d’eau

disposées sur les parois du réfrigerant.

Apres refroidissement le volume d’eau est noté et le taux d’humidité est calculé a partir de la

formule suivante.

TH =V/m MVex 100



TH: taux d’humidité
V:volume d’eau
m MVE : masse de la matiére fraiche

I1-3 Identification de champignons

L’observation in situ de la morphologie des chaines de spores et celles du mycélium est
référée aux travaux de Barnett et al., (1999) et Guillaume (2006). Elle se fait soit par un
montage entre lame et lamelle et I’ajout d’une goutte de bleu de méthyléne ou d’une goutte
d’eau stérile, soit par prélevement de champignon a 1’aide du scotch et les mettre sur une

lame contenant une goutte de bleu méthylene.

[1-3-1L’Isolement de I’oidium :
I1-3-2Préparation du milieu
Le milieu choisi est le milieu Malt préparé comme suivant selon Rapily :
Me¢élanger 20 g du malt avec 10 g d’agar etl000 ml d’eau distillé et on le mets dans
I’autoclave pendant 20 min a 120°C. Le milieu de culture est versé dans des boites Pétri a

raison de 20ml par boite. Ces boites sont laissées refroidir sur la paillasse (Figure 19).



[& Enregistrement capture d'écran

Fig. 19 :Milieu de culture malt

[1.3-3 Isolement de I’Oidium sur le milieu de culture
Dans une hotte et a 1’aide d’un ciseau stérile, on coupe aseptiquement des petit
morceaux de feuilles de courgette touchées par 1’Oidium et on les mets dans des boite Pétri a

I’aide d’une pince stérile. Une incubation pendant 7jrs a 25°C doit étre assurée (Figure 20)



Fig.20: Isolement de 1’Oidium sur milieu de culture
11.3.4 Purification :
L’Oidium est un champignon qui pousse a 1’extérieure de la feuille. Donc, on a jugé
utile dans un premier temps de procéder a la purification pour 1’obtention d’une souche pure.

Pour cela, on a réalisé un repiquage (Figure 21)

Fig. 21: Présence de différentes souches fongiques



Apres identification de 1’Oidium par microscope photonique entre lame et lamelle a partir du
premier repiquage, on a fait un second repiquage. Ainsi, on prend une petite partie dans la
quelle on a identifie le champignon en question, et on la dépose au centre de la boite
contenant le milieu Malt. Cette technique est répétée dans plusieurs boites (Figure, 20)

Le résultat du 2°™ repiquage et donné dans la figure suivante (Figure, 21)

E R

Fig. 22: La culture pure de I’Oidium aprés le repiquage

11.4.. Etape de confrontation

L’objectif de cette étude est de tester des huiles de la Menthe et du Thym in vitro sur la
croissance mycélienne et sur la formation des organes reproducteurs du genre Oidium isolé a
partir des feuilles de courgette infectées.

Les bio-essais sont effectués au laboratoire de mycologie de la station régionale d’Alger de

I’Institut National de la Protection des Végétaux

Extrait des huiles

—Q/

Ajouté le disque mycélien

Incubation a

-/

25°c; 7jour

T

Boite pétri contenant le milieu malt+ extrait

Fig.23 : Méthode de contact directe (EI Hassani et al., 2007)



11.4.1. Préparation des milieux de culture avec les extraits des huiles essentielles

Cette étape consiste a liquéfie le milieu gélosé Malt dans un autoclave pendant 20min.
Puis on coule aseptiquement les milieux en surfusion dans des boite de Pétri a raison de 20ml
par boite de Pétri. Avent que le milieu soit solidifier en lui rajoute a chaque fois une dose de
I’huile essentielle. Le tableau suivant montre les doses utilisées.

Tableau 1: les doses utilisées.

Les huiles essentielles | Les doses utilisées

400micro

Thymus numidicus 700micro

Imililitre

400micro

Menthapeprita 700microlitre

Imililitre

Ce traitement a été réalisé a travers trois répétitions. Ainsi, des boites témoins ont été mises a

notre disposition (Figure, 24).

Fig. 24: Les boites de traitement

11.4.2 Préparation des disques mycéliens
Apres I’obtention d’une culture pure a 1’aide d’une pipette Pasteur, on a fait des disques

mycéliens d’environ 5 mm de diametre (Figure, 25)



Fig. 25: boite de pétri des disques mycéliens préparé

11.4-3 Dép6t des disques dans les boite de Pétri contant milieu malt et les extraits

Une fois le milieu de culture qui contient les huiles essentielles est solidifié, on préleve
aseptiquement a 1’aide d’un pipete stérile un disque. Puis, on le dispose sur la gélose
préalablement préparée. Enfin les boite de Pétri sont ensuite fermeés et laisses diffuser sur la

paillasse.

11.4-4 Incubation
L’incubation a été faite par le dépot au centre de la boite d’une pré-culture de 7 jours a
25°C et on surveille le développent de I’Oidium (Figure 26)
11.4-5 Lecture
La lecture des résultats se fait par la mesure de diametre de la croissance mycélienne
autour de chaque disque a I’aide d’une régle graduée en centimetre.
Le résultat des étapes précédentes est donné dans le tableau suivant

Tableau 2 : des résultats des premiéres étapes du travail.



Boite de Pétri
contenant  la
dose de 1ml de
Thymus

numidicus et de

Mentha piprita

Boite de Pétri
contenant  la
dose de 700
microlitre  de
Thymus

numidicus et de

Mentha peprita

Boite de Pétri
contenant la
dose de
400microlitre

de Thymus
numidicus et de
Mentha peprita

Les 2 boites
témoin (aucun

traitement)

I1.5Evaluation de I’activité antifongique des huiles de la Menthe et du Thym




L’effet antifongique des extraits testés vis-a-vis de 1’Oidium sp est déterminé par la
mesure du taux de la croissance apres incubation & 25 C° pendant 7 jours en utilisant la
formule d’Ebbot (Motiéjunaité et Peiculyté, 2004).

T= (DK-D0)/DK x100

DK : Diametre de la colonie fongique du témoin en (cm);
DO : Diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait en (cm);

T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.

L’extrait est qualifie de Tres actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75% et
100 %, la souche fongique est dite sensible. Il est actif lorsqu’il posséde une inhibition
comprise entre 50 %et 75%, la souche fongique est dite sensible. Il est considéré
moyennement actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 25% et 50%, la souche
fongique est dite limite. En fin, il est peu ou pas actif lorsqu’il posséde une inhibition
comprise entre 0% et 25%, la souche fongique est dite peu sensible ou résistante.

(Motiejunaité et Peiculyté, 2004).

11.5-2 Vitesse de croissance :

Pour calculer la vitesse de croissance de 1’Oidium, on a utilisé la loi suivante

V=D/T

V = la vitesse de croissance en cm /jour



T = le temps de croissance en jour

D = le diametre de croissance en cm



Chapitre 111 :résultats et discussion

111 -1 Résultats
111 -1-1Extraction et rendement en huile essentielles des feuilles de la menthe
poivrée et du thym de numidie

111 -1-2 Calcul du rendement du taux d’humidité :

Le rendement en huile essentielle est exprimé par la quantité d’huile en millilitre

obtenus pour 10g de matiére végeétale séche.

Apreés avoir suivi toutes les étapes décrites dans le protocole expérimental, on est parvenu aux

résultats suivants.

Les résultats portant sur le rendement et du taux d’humidité de la menthe poivrée sont

présentés dans le tableau suivant.

Tableau 3: Les résultats du rendement et du taux d’humiditéde la menthe poivrée.

Taux d’humidité Le rendement

75,92% 2,02%

Un tableau comparatif des résultats du présent travail avec ceux de la norme (A.F.N.O.R.),

c’est le tableau 6.

Tableau 4: Comparaison du résultat du rendement de la Menthe poivrée en huile

essentielle avec ceux de la référence A.F.N.O.R.

Rendement en huile essentielle de la | Rendement en huile essentielle de la
Menthe poivreée de la région de Larbaa Menthe poivree de la norme A.F.N.O.R.

2,02% 2%




Les résultats de la présente étude montrent que le rendement en huile essentielle des sommites
fleuries de la Menthe poivrée est relativement fort, il est de 2,02%. On constate que le
rendement obtenu a partir de la Menthe poivrée de la région de Larbaa est trés proche de celui
cité dans la référence A.F.N.O.R. (1996).

Le rendement en huile essentielle de la Menthe poivrée varie en fonction de la période de
récolte et aussi selon le pays. En effet, on note que le rendement en huile essentielle de la
Menthe poivrée croissant a Larbaa récoltée au stade floraison (partie aérienne) est trés proche
de celui trouvé en Norveége qui est de I’ordre de 2,49% selon ROHLOFF et al., (2005). Ainsi,
la valeur du rendement en huile essentielle obtenu lors de la présente étude est trés proche a
celle notée par BEHIDJ-BENYOUNES et al., (2013). Mais il est plus élevé que celui de la
Menthe poivrée de Pologne soit 0,58% en Aout 2006 et 0,62% en Juillet 2007. D’apres
DAMABRAUSKIENE et al., (2008), il est aussi plus élevé que celui de 1’Ukraine avec
0,41% en Aout 2006 et 0,43% en Juillet 2007.

Cette étude montre clairement que seule une récolte de la Menthe poivré en plein floraison

permet de garantir un bon rendement.
111 -1-3 Calcul du rendement en huile essentielle deThymus numidicus
Le rendement en huiles essentielles de Thymus numidicus, est de 1,2%.

La valeur du rendement en huile essentielle obtenue lors de ce travail est proche a celle
trouvée par BEHIDJ-BENYOUNES et al., (2015). Cependant, HUDAIB et al., (2002), ont
trouvé que le rendement différe d’une période a une autre. Le meilleur rendement (1,2%) est
obtenu avec la plante cueillie au mois de juillet, ’age et le cycle végétal d’une espece donné

influe sur le rendement.

111-1-4 Le taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les analyses de cet échantillon ont révélé que le taux
d’humidité est important (= 49,89%). Cela signifie approximativement que la moitié¢ du poids
de la plante fraiche est constitué par 1’eau (Figure 26).

Par contre, chez Thymus fontanesii 1’organisme végétale comprend en poids

approximativement des proportions équivalentes de matiére seche et I’eau (Mebarki, 2010).
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Fig. 26 : Teneur en humidité de T. numidicus

I11-1-5 Evaluation de D’activité antifongique des extraits végétaux du Thym et de la

Menthe poivreée

Les huiles essentielles du Thym et de la Menthe poivrée possedent des propriétés

antifongiques plus ou moins prononcées qui est révélee par la présence ou I’absence de la

croissance mycélienne.

Le pouvoir d’inhibition de croissance exercé par les extraits du Thym et de la Menthe poivrée

a différentes concentration sur la souche fongique; 1’Oidiumest présenté dans le tableau 4

Les résultats de la mesure du diametre (en centimetre) de la croissance mycélienne du

champignon sont présentés dans les tableaux suivants

Tableau 5: Evaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle de Thymus numidicus

vis-a-vis de 1’Oidium en fonction de temps et de la concentration des extraits végétaux

Jour 1¢r 28me 3éme 4éme Geme geme 78me
Témoin 1 2,4 3 4,2 6,0 6,7 8,5
1,2 2,4 3,3 4,5 5,6 6,8 85
concentration | 0,5 0,8 2,1 2,6 4,2 5 5,2
1000ul 0,5 1,1 2 2,5 3,9 4,7 5,2
0,7 1,3 2,5 3 3,5 4,7 5,3




concentration | 0,5 1,2 2,2 2,5 3,9 5 5,4
700ul 0,5 1,2 2,5 2,9 3,7 4.8 5,4
0,5 1,4 2,5 3 4 5 5,4
concentration | 0,5 1,3 2,4 3 3,5 5 54
400ul 0,5 1 2 2,6 3,7 5 5,2
0,5 1,1 2 2,8 3,5 5 5,2

Tableau 6:Evaluation d’activité antifongique de I’huile essenticlle de Menthapeperita vis-a-

vis de 1I’Oidium en fonction de temps et de la concentration des extraits végétaux

Jour 1er 2¢me 3eme 4eme Geme geme 7¢me
Témoin 1 2,4 3 4,2 6 6,7 8,5
1,2 2.4 3,3 4,5 5,6 6,8 8,5
0,5 1 1,8 2,5 3,6 4,6 5
concentration | 0,5 1,1 2 2,5 4 5 55
1000ul 0,5 0,5 1,5 2,3 3,9 4,3 4,8
0,5 1,4 2,4 2,9 4 49 )
concentration | 0,5 1,2 2,4 3,1 4,3 5 5,4
700ul 0,5 0,9 1,8 2,2 3,9 5 5,3
0,5 2 34 39 5 5,2 54
concentration | 0,5 1,3 2,4 3,2 4.6 5,4 5,2
400ul 0,5 1,5 2,5 3,1 4,3 5 51

La sensibilit¢ de 1’0Oidium aux huiles est déterminée selon le diamétre de croissance

mycélienne pendant 7 jours par rapport au témoin.

Les résultats apres un jour d’incubation par le traitement du Thym sont montrés dans la figure

suivante.



Figure. 27a J Figure. 27b J Figure. 27c J

Fig. 27 a: La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Thymus numidicus (400ul)
Fig. 27b : La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Thymus numidicus (700ul)

Fig. 27c : La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Thymus numidicus (1000ul)

Figure. 28d J Figure. 28e J Figure. 28f J

Fig. 28d: La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de I’extrait de Menthapeperita (400ul)
Fig. 28e: La sensibilité de 1’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Menthapeperita (700ul)

Fig. 28f: La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de I’extrait de Menthapeperita (1000ul)




Fig. 29: Témoin aprés un jour d’incubation

L’observation des résultats du 3™ jour sont présente dans la figure suivante.

Fig.30: Témoin de troisiéme jour d’incubation

Figure .31A J Figure. 31B J Figure. 31C J

Fig31A : La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de I’extrait de Thymus numidicus (400ul)



Fig. 31B : La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de I’extrait de Thymus numidicus (700ul)

Fig. 31C : La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Thymus numidicus (1000ul)

Figure. 32D J Figure. 32E J Figure. 32F J

Fig.32D : La sensibilité de I’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Menthapeperita(400ul)
Fig. 32E : La sensibilité de 1’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Menthapeperita(700ul)

Fig. 32F : La sensibilité de ’Oidium vis-a-vis de 1’extrait de Menthapeperita(1000ul)




Les résultats aprés 7 jours d’incubation par le traitement de la Menthe et du Thym sont

donnés dans le tableau suivant.

Tableau 7:Les résultats aprés 7 jours d’incubation par le traitement de la Menthe et du Thym

Témoin

Menthe 1000
Thym 1000

Témoin

Menthe 700ul

Thym 700ul

Témoin

Menthe 400ul

Thym 400ul

Témoin (let
2)

i
1-6Calcul
du taux
d’inhibitio
n de la
croissance

mycelienne

Le tableau
suivant
présente la
moyenne du
diamétre de
croissance
des colonies

le 7°™ jour

Le tableau8

Moyenne
du diamétre
de



croissance des colonies le 7°™ jour

Diamétre de la colonie le 7°™ | Diamétre de colonie le
jour (Thym de numidie) 7¢™¢jour (Menthe poivrée)

Témoin 8,5cm 8,5cm

Concentration 5,23 cm 5,1cm

1000ul

Concentration 5,4cm 5,2cm

700ul

Concentration 5,26cm 5,23cm

400ul

Les résultats d’évolution de diamétre et représenté dans le graphe suivant (Figure33)




H Diamétre de la colonie le
7éme jour Thym de
numidie (cm)

B Diametre de colonie le
7éme jour Menthe poivré
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Fig. 33: le diamétre des colonies du thym de numidie et de la menthe poivrée le 7°™jour
11 -1-6-1 Taux d’inhibition de la croissance du champignon dans les boites
contenant le Thym tableau 9 :
La dose 1000ul 700ul 400ul
Le taux d’inhibition | 38% 36% 38%
11 -1-6-2Taux d’inhibition de la croissance du champignon dans les boites
contenant la menthe tableau 10 :
La dose 1000ul 700ul 400ul
Le taux d’inhibition | 40% 38% 38%

111 -1-7 Vitesse de croissance




Tableau 11 : Calcul de la vitesse de croissance chez les boites contenant le thym

La dose

1000ul

700ul

400ul

Vitesse

de croissance

0,74Cml/jour

0,77cm / jour

0,75 cm / jour

Tableau 12 : Calcul de la vitesse de croissance chez les boites contenant la menthe

La dose

1000ul

700ul

400ul

Vitesse

de croissance

0,72Cml/jour

0,74cm / jour

0,75 cm/ jour

111 2- Discution




D’apres les résultats obtenus sur 1’effet des huiles essentielles de Menthapeprita et de Thymus
numudicus, on constate que ses deux huiles empéchent partiellement la croissance

mycélienne.

La mise en évidence de cet effet apparié dans le diametre et la duré de croissance de 1I’Oidium

dans les boite qui contient des différente dose des huiles

L’inhibition de la croissance mycélienne et en fonction de la dose de I’extrait en huile

essentielles. Ainsi, plus la dose est forte plus la croissance est limitée.

Les trois doses de la menthe ont montré une diminution de la croissance mycélienne pour les
doses 1000, 700 et 400ul. La croissance mycelienne a atteint un diametre qui varie entre 5cm

et 5,23 cm. Il est a noter que le diamétre du mycélium du témoin est de 8,5 cm.

Les résultats de la présente étude ressemblent a ceux de Gulluse et al. (2007). lls confirment
que I’huile obtenue a partir de Menthalongifolia possede un grand effet antifongique.

L'huile de la Menthe pouliot (Menthapulegium) dont le composé majoritaire est la R (+)
pulégone (82%) est dotée d'un fort pouvoir antifongique (Belghaziet al.,2002).

Une étude portant sur les effets antifongiques de 1’huile essentielle du thym de numidieet plus
particulierement sur les conseéquences de cette huile sur 'ultra structure du champignon a été
faite par Rasooliet al.,(2006). Barralet al.,(2007) ont montré que ces substances naturelles
provoquent des dommages irréversibles sur la membrane cellulaire ainsi que sur les organites
du champignon. Selon Caillet et Lacroix (2007), ces molécules inhibent la germination des

spores, et I'élongation du mycélium

Les trois doses du thym de numidieont montré une diminution de la croissance mycélienne
pour les doses 1000, 700 et 400ul. La croissance du mycélium a atteint un diameétre qui varié
entre 5cm et 5,4 cm. Il est a mentionner que le diamétre du mycélium du témoin est de 8,5

cm.

L’analyse de la variance du diametre de croissance montre que la dose a un réle dans la
prolongation du temps de croissance normale du mycélium. Lorsque les boites contiennent
différentes doses de I’huile, la croissance est plus lente contrairement aux boites renfermant

aucune dose d’huile.



A partir des résultats obtenus, on note que les deux huiles ont le méme effet sur la croissance
de I’oidium pour la dose 400 ul. Alors que le thym exerce une activité un peu plus forte que
celui de la menthe poivrée pour les doses de 1000ul et 700 ul

En calculant le taux d’inhibition de croissance mycélienne, on a trouvé qu’il diminue en
fonction de doses. A 1’absence des huiles le taux est nul.Par contre, le taux d’inhibition de
croissance en presence de la Menthe poivrée a 1000, 700 et 400ul est respectivement de 39%,
de 36%, et de 38%

Le taux d’inhibition de croissance en présence du Thym de numidie a 1000, 700 et 400ul est
respectivement de 40%, de 38%, et de 38%.

Il est @ mentionner que la vitesse de croissance mycélienne en absence des huiles est plus
importante que la vitesse de croissance lors de 1’application d’une petite en huiles, car a ce
niveau on observe une diminution de la vitesse.Aussi, plus la dose est importante plus la
vitesse de croissance diminue.Ainsi, la vitesse de croissance est de 1,21 cm/jour est

enregistrée a 0%, et ceci en absences des huiles

Par rapport aux concentrations; 1000, 700 et 400ul de la menthe poivrée la vitesse de
croissance est respectivement de 0,72cm/j, 0,74 cm/j, et 0,75 cm/j

Les doses de 1000, 700 et 400ul du thym de numidie la vitesse de croissance est
respectivement de 0,74cm/j, 0,77 cm/j, et 0,75 cm/j.

L’huile essentielle du Thym a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis 1’Oidium.
Ainsi, la vitesse de croissance, et le diamétre diminue chaque fois que la dose augmente. Il est
de méme pour I’huile essentielle de la menthe. Cette molécule bioactive a une activité
inhibitrice sur I’Oidium. Il faut noter que la vitesse de croissance, et le diamétre diminue avec

I’augmentation de la dose.

Donc ces deux huiles n’empéchent pas le champignon de pousser. Mais, elles retardent

seulement sa croissance selon nos résultats obtenu de notre recherche

En général, la variabilité des résultats est probablement due a I’influence de plusieurs facteurs
tels que la méthodologie appliquée, les microorganismes testés et les huiles essentielles
utilisées (Pattnaik et al., 1996).



D’apres Chebli et al.,(2003) et De Vilela et al.,(2009),lapulégone et le 1,8-cinéole purs
provoquent une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des concentrations plus élevées

que les huiles essentielles dans leur totalité.

Ainsi l'activité de 1’huile essentielle est le résultat de ses composés majoritaires et aussi de

I'effet synergique des composés minoritaires (Chebli et al., 2003; Ouraini et al., 2007).

En se basant sur les résultats de la présente étude, on déduit la présence d’une activité
antifongique observée chez les huile essentielles du thym provient soit de ’efficacité des ses
composants, ou bien du resultat de synergie entre les différents constituants des huiles
(Mustapha et al., 2008).



Conclusion :

Ce travail traite I’effet antifongique des huiles essentielles de Menthapeperitaet de Thymus
numidicus vis-a-vis de I’Oidium. Ce champignon est trés répandu sur une large gamme de
cultures notamment le maraichage. C’est pour cette raison qu’on apensé a substituer des
fongicides de synthése par de nouveaux produits d’origine biologique afin de minimiser la

contamination du sol, de I’air, et de I’eau par les substances toxiques d’origine chimique.

L’extraction des huiles essentielles faite par I’hydro distillation a donné un rendement

de 2,02% pour Mentha peperita, et un rendement de 1,2 % pour Thymus numidicus

L’évaluation de I’effet antifongique de ses deux huiles testées sur I’Oidium a été realisée par
la méthode de contact direct.

Cette activité a montré qu’ils les ont un effet ralentisseur de croissance de ce champignon car
avec une dose de 1000 Ul le diamétre de croissance et de 5,1 pour la menthe et de 5,23 pour le
thym. Ainsi, il est a noter que plus que la dose est importante plus le diamétre de croissance

est petit.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape
dans la recherche de substances d’origine naturelle biologiquement active. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mis en

évidence.
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Annexe :

Matériel non biologique

Tableau 14 : matériel non biologique utilisée au laboratoire

Milieu de culture Appareillage et petit verreries
matériel
Milieu Malt Balance analytique Bécher
Pince stériles Boite de Pétri Stérile
Spatule Flacons

Etuve Bec benzéne




Résumé

L’objectif de cette étude est 1’utilisation de 1’huile essenticlle de Menthapeperita et de Thymus
nomidicus comme des biofongicides vis-a-vis d’une souche fongique isolée et identifiée a
partir des feuilles de la culture de la courgette & Boudouaou—El Bahri. L’espéce isolée
appartient au genre oidium. La méthode d’extraction est I’hydraudistilation qui nous a permi
d’avoir des rendements en huile essentielle respectivement de 2,02% pour Menthapeperita et
de 1,2 % pour Thymus numidicus.

L’étude de I’activité antifongique des deux huiles testées a été réalisée par la méthode de
contact direct.

L’efficacité¢ de chaque huile essentielle pour les différentes concentrations; 5%, 3,5%, et 2%
est estimée par la détermination du taux d’inhibition de la croissance des champignons
étudiés.

La dose minimale de 400ul pour les deux huiles a donné un diamétre des colonies de 5cm
chacune. Alors que le diameétre de croissance mécyliene est de 5,1 pour la menthe poivré, et
de 5,23 pour le Thymus numidicus pour une dose de 1000 ul. Alors que pour le témoin ce
diamétre a atteint le diametre de 8,5 cm

En effet, I’huile essentielle deMenthapeperita manifeste un bon effet antifongique par rapport

a I’effet de thymus qui apparié dans le taux de croissance.

Mots clés: huile essentielle, Thymus numidicus, Menthapeperita, oidium, activité

antifongique, courgette.



Summary

The objective of this study is the use of the essential oil of Mentha peperita and Thymus
nomidicus as biofungicides with respect to a fungal strain isolated and identified from the
leaves of the zucchini crop in Boudouaou -El Bahri. The isolated species belongs to the genus
Oidium. The extraction method is the hydraudistilation which allowed us to have yields of
essential oil of 2.02% for Mentha peperita and 1.2% for Thymus numidicus, respectively.
The study of the antifungal activity of the two oils tested was carried out by the direct contact
method.

The effectiveness of each essential oil for different concentrations; 5%, 3.5%, and 2% is
estimated by determining the growth inhibition rate of the fungi studied.

The minimum dose of 400ul for both oils gave a colony diameter of 5cm each. While the
mechyline growth diameter is 5.1 for peppermint, and 5.23 for Thymus numidicus for a dose
of 1000 pl. While for the control this diameter reached the diameter of 8.5 cm

Indeed, the essential oil of Mentha peperita shows a good antifungal effect compared to the

effect of Thymus that matched the growth rate.

Key words: essential oil, Thymus numidicus, Mentha peperita, oidium, antifungal activity,

zucchini.
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