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Introduction

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est considérée depuis longtemps comme
étant une plante sauvage domestiquée, herbacée tubéreuse, elle est originaire de I’ Amérique
Latine. Sa production mondiale s’¢levait a 368,2 millions de tonnes en 2018 équivalent de
population mondiale de 7631,1millions (FAO, 2019).

En Algérie, la pomme de terre a probablement été la premiere fois au 16eme siécle par les

Andalous qui I’ont propagé sans pour autant qu’elle acqui¢re une grande importance dans
la consommation des habitants de 1’époque.

Depuis quelques années, plusieurs zones de production de pomme de terre en Algérie
sont régulierement touchées par une maladie causée par un champignon redoutable, c’est
I’alternariose. Cette dernicre a pris de 'ampleur a cause des changements climatiques
comprenant une alternance de périodes chaudes et séches avec des périodes plus humides
favorables au développement de la maladie aussi, 1’utilisation moins systématique depuis
quelques années du fongicide a base de mancozebe, molécule, efficace contre les maladies du
mildiou et de | alternariose sur pomme de terre. http://www syngenta. fr

Par son retrait mondial depuis janvier 2022, les producteurs se trouvaient contraints de
s’orienter vers de nouvelles solutions fongicides pour lutter contre ces maladies fongiques
notamment 1’alternariose, I1 est a noter que cette maladie peut engendrer des pertes de
rendement et une baisse de qualité de la récolte par défaut de calibre.Http://www syngenta. Fr

En effet, I’alternariose est considérée comme la deuxieéme maladie fongique la plus
importante apres le mildiou. Elle nécessite la vigilance des producteurs car il n’existe aucune
lutte curative pour controler le développement et I’extension de la maladie.

Cependant, I’application excessive de fongicides au cours des années précédentes a causé
une toxicité ainsi qu’une pollution résiduelle des nappes.

De méme, ce champignon pathogene au fil des campagnes agricoles a développé des
résistances aux fongicides.

Pour cela, la lutte contre les microorganismes ravageurs s’est orientée vers ’utilisation de
méthodes biologiques.

L’ Algérie posséde un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales qui sont
dotées de proprietes biologiques trés intéressantes pour des applications dans divers domaines
telles que les industries pharmaceutiques et la médecine (Hazzit et al., 2015 in Bernaoui et
Louetri, 2018). Parmi elles celles du genre Origanum qui est représenté par trois especes
botaniquestres répandues.

En effet, ’objectif de notre travail est comme suivi :
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Tester I’effet antifongique de cette plante sur le champignon phyto-pathogéne a intérét
¢conomique important et qui est I’agent causal des brulures alternariennes de la pomme de
terre a savoir Alternaria solani.

Ces travaux sont decrits dans le présent manuscrit qui est compose de trois parties :

» La premiére partie, consacrée a 1’étude bibliographique, avec une description
botanique de la pomme de terre ainsi que celle de I’ Alternariose et les différentes
méthodes de lutte. Aussi une description botanique générale de I’espece étudiée
Origanum floribundum.

> Au niveau du deuxiéme chapitre, nous présenterons le matériel et méthodes
utilises.

> Le troisieme chapitre sera consacré aux résultats obtenus, leurs interprétations et
une discussion.

Le manuscrit sera achevé par une conclusion avec les perspectives envisagees.



6\

Chapitre | : Synthese
Bibliographiques




Chapitre | : Synthése bibliographique

I. La pomme de terre
1. Généralité sur la pomme de terre :
La pomme de terre Solanum tuberosum L. appartient a la famille des Solanacées, c’est
une plante herbacée, annuelle, tubéreuse, a multiplication végétative, originaire des pays des
Andes (Arakawa et al, 1999).

i - [ %
g2

A

Y 5
= AN
8%

Figure 01 : Plante de la pomme de terre (SRPV Alger 2023).

2. Classification de la pomme de terre :

Elle appartient a la famille des Solanacées qui comprend 2000 espéces, dont la tomate,
poivron, l'aubergine, le tabac et le pétunia. Le genre Solanum est polymorphe et regroupe plus
de 1000 espéces qui sont surtout présentes dans les régions tropicales et subtropicales du
globe (Fernald1970 ; Spooner and Knapp 2013).

Position taxonomique (USDA, NRCS, 2010)
% Reégne : Plantes (régne végétal)
%+ Sous-regne : Trachéobiontes (plantes vasculaires)
%+ Super-embranchement : Spermatophytes (plantes a graines)
s+ Embranchement : Magnoliophytes (plantes a fleurs)
%+ Classe : Magnoliopsides (dicotylédones)
% Sous-classe : Asteridées

«* Ordre : Solanales

** Famille : Solanacées
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%+ Sous-famille : Solénoides
s Genre : Solanum L.

¢+ Section : Petota

% Sous-section : Potatoe

%+ Série : Tuberosa

** Espéce : Solanum tuberosum L

3. Morphologie :

Les différentes espéces et variétés de la pomme de terre ont des caractéristiques
botanique différentes. C’est pour cela qui il est important de bien connaitre les différentes
parties de la plante (ANONYME, 1999).

La plante de pomme de terre est constituée de deux parties :
> Partie aérienne : tige, feuilles, fleurs, fruits.
> Partie souterraine : racines, stolons, tubercules. (Figure 2)
1.1. Partie aérienne :

a. Tiges :

Selon KHEDIR et LETOUFA (2008), tiges aériennes (tige principale et
latérales), au nombre de 2 al10, parfois plus et ont un port plus au mois dresse et
une section irréguliere

b. Feuilles :

Les feuilles composées qu'elles portent permettent, par leurs différences d’aspect
et de coloration, de caracteriser les variétés. https://agronomie .info.

c. Fleurs:

Les fleurs, dont la couleur et le nombre caractérisent les variétés. Sont
généralement autogames, mais souvent stériles. https://agronomie .info.
d. Fruits :

Les fruits ou baies qu’elles produisent contiennent des graines dont 1’intérét est

nul en culture (SOLTNER, 1979).
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Les tubercules, |la
pomme de terre
consommeée
représententles
bouts renflés des
tiges souterraines
aussi appelées
stolons lieu de
stockage des
réserves. Leur
grosseur, leur
couleuret leur
forme sont trés
variables allantde
ronds au long et plus
ou moins aplatis
selon les variétés.

Hermaphrodites, elles
peuvent étre blanches ou
violettes selonles
variétés.

La partie aérienne de la
pomme de terre
contientde la solanine
comme toute les
solanacées qui peut étre
toxique sil'onen
consomme en exces.

Racines fasciculées

rp/i/cacnakye s bc/codcdicclancieg/amipdt Aaml

Figure 02 : Caractérisation morphologique de la pomme de terre .
1.2. Partie souterraine :

a. Racine :
Les racines, nombreuses et fines, fasciculées et peuvent pénétrer profondément
le sol, s’il est suffisamment meuble. (SOLTNER, 1979).

b. Stolons :
Les tiges souterraines ou rhizomes, ou stolons, sont courtes et leurs extrémités se
renflent en tubercules. (SOLTNER, 1979).

c. Tubercule :
Ces tubercules sont les organes de conservation qui permettent de classer la
pomme de terre parmi les plantes vivaces a multiplication végétative
(SOLTNER, 1979). Il peut étre de grosseur et de forme variable, allant de rond
oblongue a long et plus au moins aplati selon les variétés (ANONYME, 1999).

4. La pomme de terre en Algérie :

La pomme de terre est I’'un des produits les plus importants pour I’alimentation de la
population algérienne, elle occupe la deuxieme place apres le blé (KECHID, 2005) c’est 'un
des produits agricoles stratégiques pour 1’ Algérie, elle est I’une des principales cultures
destinées a la consommation domestique. La production a augmenté entre les années 2000 et
2019, passant approximativement de 10 millions a plus de 50 millions de quintaux. La
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production de la pomme de terre d’arriére-saison est assurée a mesure de 64,5 % par les

wilayas d’El Oued, Ain Defla, Bouira et Mascara. (PASA)

La production nationale durant la derniere décennie (2003-2014) a augmenter de 1879918
tonnes en 2003 a 4673516 tonnes en 2014 pour une augmentation de la surface cultivée de
88660 hectares en 2003 & 153313 hectares en 2014. L'accroissement du rendement est aussi
tres significatif, de 21,20 tonnes par hectares en 2003 a 30,48 tonnes par hectare en 2014, c'est

en dehors de la production de semences qui montre une nette augmentation durant cette

période (FAOSTAT, 2016).

Figure 03 : Culture de la pomme de terre.

Tableau 01 : Evolution de la pomme de terre en Algérie entre (2012-2021).

Année Quantité (Tonnes)
2012 4219476
2013 4886538
2014 4673515,5
2015 4539577
2016 4759676,63
2017 4606402,4
2018 4653322,15
2019 5020249
2020 4659482
2021 4360880

La wilaya d’El Oued représente 22% de la superficie consacrée a la pomme de terre.

Drailleurs, la production de la pomme de terre est extrémementconcentrée.

Synthése bibliographique
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En effet, la moitié de la surface agricole consacrée a la culture de la pomme de terre se
situent sur 7 wilayas : El oued, Mascara, Mostaganem, Tiaret, Bouira, Chlef et Ain Defla.
(Timacagro).

5. Valeur nutritive de la pomme de terre :

La pomme de terre renferme globalement 78 % d’eau pour 22% de matiére riche

(Bitam,1994). (Figure 3)
eau 72-75% amidon 16-20%

protéines 2-2,5%
fibres 1-1,8%

- N, acides gras 0,15%

Figure 04 : Composition chimique de la pomme de terre (Bitam, 1994).

Riche en glucides, en potassium, en magnésium aussi en fibres, la pomme de terre est
considérée comme un légume complet et participe a un bon équilibre alimentaire associe a un
régime varie. Elle contient une quantité impressionnante de vitamines et de minéraux ayant
des effets bénéfiques pour la sante. (FAO, 2008).

6. Cycle biologique de la pomme de terre :

Le cycle de développement de la pomme de terre varie de 85 a 165 jours selon que la
variété est précoce, semi-tardive ou tardive. Ce cycle comprend quatre phases différentes
(Perennec et Madec, 1980).

a. La phase du développement végétatif : cette phase s’étale sur 30 a 60 jours allant de
la plantation a I’initiation des tubercules selon la variété cultivée et les conditions de
I’environnement. Apres la plantation, un ceil germe puis donne des racines adventives
qui se développent rapidement. La plantule se nourrit du tubercule mére durant ce
stade.

b. La phase de tubérisation : elle s’étale sur deux semaines depuis ’initiation des
premiers tubercules jusqu’a I’initiation de tous les tubercules. Le développement

racinaire atteint son maximum.
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c. La phase de gonflement des tubercules : elle dure de 30 a 60 jours ; durant cette
phase, le développement végétatif atteint son maximum. On assiste a la floraison et
les tubercules accumulent la majorité des substances nutritives provenant de la
photosynthese (80% du poids final des tubercules est pratiquement atteint).

d. La phase de maturation des tubercules : représente les derniers 10 a 24 jours de
croissance. Elle se caractérise par la senescence de la plante, par la chute des feuilles

ainsi que I’affaiblissement du systéme racinaire. Les tubercules atteignent leur

maximum de développement.

50260] 60280]

Développement des feuilles

30a40j 70a90j

852130

0 jour

Jours (j) aprés émergence

Mtué des tubercules

Figure 05 : Cycle de croissance et de développement de la pomme de terre (Kotchi, 2004).
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7. Les Maladies de la pomme de terre :
Les maladies qui touche la pomme de terre :

Tableau 2 : les maladies les plus courantes des pommes de terre.

Maladies | Agent causal Symptomes

- Sur les feuilles face Supérieure :
des taches huileuses jaunatres a
vert clair qui brunissent et
séchent.

- Face inférieure : un duvet blanc.

Phytophtora |- Tiges : mémé symptoémes que

infestant face supérieure des feuilles.

- Tubercules : taches irrégulieres
gris plomb coloration brun rouille
des tissus, pourriture seche
évoluant parfois en pourriture
humide (bactériose).(INPV).

Mildiou

- Sur feuilles : La maladie
s’attaque en général au feuillage
de la pomme de terre apres la
floraison en commencant par les
étages foliaires inférieurs.

Elle peut provoquer une

-Alternaria sénescence précoce des plantes.
solani. Manifeste par des taches

-Alternaria nécrotiques brunes de taille

alternata variable, avec des anneaux
concentriques sur les taches
importantes.

- Sur tubercules : En cours de
stockage, des taches brunes
déprimées peuvent apparaitre sur
les tubercules.

Alterna
riose

-un enroulement et un jaunissement
du feuillage.
-un aspect chétif des plantes.
-une tubérisation groupée a la base
de la tige.
http://plantdepommedeterre.or
Rhizoctone g/index/rhizoctone-brun

solani -Sur plantule : En conditions froides
et humides : levées irrégulieres ou
tardives des plantes. Taches brunes
profondes sur germes, plantules et
radicelles, entrainant mort ou retard
de croissance.
-sur tubercule : petits amas noirs tres

Brun
Rhizoct
one
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dur en surface (sclérotes). Tubercules
filles petits, difformes, anguleux,
avec desquamation
https://www.agrifind.fr/alertes/pomm
e-de-terre/pomme-de-terre-
rhizoctone-brun/

La gale
argenté

e

Heminthospori

um solani

Ne provoque pas de symptomes en
végétation : Elle affecte uniquement
les tubercules et s‘exprime apres la
récolte.

-Sur tubercules :

e Zones claires, argentées, bien
visibles sur les variétés a
peau rouge.

e Ces zones s‘étendent et
développent de tres fines
ponctuations noires
(conidiophores) ; c'est la
fructification du champignon.

e Décollement de 1‘épiderme
qui favorise la déshydratation
et le flétrissement du
tubercule.

Les symptomes sont tres peu visibles
a la récolte. Ils se manifestent
pendant le stockage des que les
conditions sont favorables.

La

teigne

Phtorimaea
operculella

zeller

Cause d’importants dégéts sur la
pomme de terre aussi bien en plein
champ que dans les lieux de
stockage.

Ces dégats sont causés par les larves
par minage des feuilles et des
tubercules. (INPV).

Géle
commu
ne

Terptomycessc
abies

D’abord par la présence de Iésions
minuscules brun rougeétre au niveau
des lenticelles des jeunes tubercules.
Les l¢ésions s’agrandissent, virent au
foncé et forment des zones galeuses
circulaires, les unes isolées, les autres
réunies en de grandes plagues
subéreuses. Parfois ce sont des taches
superficielles rugueuses, parfois de
profondes et grosses crodtes.
https://agronomie.info/fr/galecommu
ne-de-pomme-de-terre/

10



https://www.agrifind.fr/alertes/pomme-de-terre/pomme-de-terre
https://www.agrifind.fr/alertes/pomme-de-terre/pomme-de-terre

Chapitre | :

Synthése bibliographique

Globodera

rostochiensis et

Nemato
de A

globodera
Kystes

pallida

Les premiers symptomes se
traduisent par des retards de
croissance et une végétation faible et
rabougrie qui se manifestent sous
forme de taches au milicu d’un
culture d’apparence normale.

En arrachent une plante. On constate
que les racines brunissent. Se
ramifient anormalement et prennert
un aspect buissonnant.

Les tubercules sont petits et peu
nombreux. La production devient
faible. Parfois inférieure au poids des
semences utilisées.(INPV).

Erwinia

La
jambe

noire

Les plantes infectées présentent des
tiges qui flétrissent avec une
coloration brun-noir de la partie
souterraine et jusqu’a quelques
centimétres au-dessus du sol sur la
tige. On peut aussi noter au champ
un flétrissement des feuilles des
pousses terminales qui vont dépérir
plus tard.
https://agrichem.dz/detailfleu/52

/la-jambe-noire/

Leptinotarsa

decemlineata

Les feuilles et les tiges sont dévorées.

https://www.lepotiron.fr/potiblog/nos

-fiches/legumes/la-pomme-de-

terre/maladies-et-ravageurs-de-la-

pomme-de-terre/.

I1. Alternariose :

1. Généralité :

L’Alternariose est une maladie fongique causée par un champignon : Alternaria solani,

cette maladie est la plus commune de la culture maraichére comme la pomme de terre, tomate,

aubergines, piments, le champignon peut apparaitre durant le cycle de la pomme de terre et

peut causer des dégats importants sur la tige la feuille et les fruits.

Il est important

d’intervenir trés tot et trés rapidement afin de circoncire la maladie et empécher son

développement.
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2. Exigences de croissance :

L’Alternaria se développe sur une variété de substrats. Il peut croitre a des températures
de 2°C a 32°C (croissance optimale entre 25 et 29°C). Le pH optimal est de 4,0 a 5,4.

C’est un champignon phyto-pathogene présent dans les régions tempérées et tropicales
des anciens et des nouveaux mondes, provoquant chez les plantes de la famille des
solanacées, notamment la tomate et la pomme de terre, mais aussi le piment et I’aubergine,
une maladie appelé " l'alternariose " ou" brulure alternarienne ".

La position taxonomique :
= Régne : fungi.
= Division : Ascomyocta.
= Sous division : pezizomyoctina.
= Classe : Dothideomyocetes.
= Ordre : pleosporales.
= Famille : pleosporaceae.
= Genre : Alternaria. (Nom binominal Alternaria Solani (Sorauer,
1896).

3. Cycle biologique :

L’alternariose est favorisée par un cycle infectieux similaire pour toutes les especes
d’Alternaria, responsable de cette maladic (FARRAR et al, 2004). Ce cycle est devisé en
plusieurs stades : conservation, péenétration et invasion, sporulation puis dissémination.

a. Conservation :

L’Alternaria peut se conserver dans les résidus de culture, les sols contaminent et les
tubercules infectes durant plusieurs années (CHRISTINE, 2000). Les Chlamydospores (spore
issues de multiplication asexuée chez de nombreux champignons) peuvent également servir
de structure de survie (BASU, 1974). Elle Serait aussi capable de se maintenir d’une saison a
I’autre sur d’autres solanacées comme la pomme de terre, I’aubergine, poivron (BLANCARD
et al, 2012).

b. Pénétration et invasion :

Une fois les spores d’Alternaria sont en contact avec les cellules végétales, elles sont
capables de germer et produisent un ou plusieurs tubes germinatifs, la pénétration dans les
tissus végétaux se fait soit directement a travers les stomates ou les blessures (AGRIOS,

2005) ou soit par pénétration enzymatique, cette stratégie est la plus évidente chez les

12
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Alternaria. La colonisation de I’hdte est facilitée par des enzymes (cellulase, pectine
galacturonase de méthyle). Le champignon envahit rapidement les tissus foliaires, les Iésions
deviennent visibles 2 a 3 jours apres I’infection, la production de spores se produit 3 a 5 jours
plus tard (BLANCARD et al, 2012).

c. Sporulation et dissémination :

Les conidies et les conidiophores sont produits dans des intervalles de températures
compris entre 8 et 28C°, en présence d’une humidité relative de 96 al100% (STRANDBERG,
1992).

Les spores sont disséminées par le vent, la pluie et les insectes ; les conidies produites
assurent des contaminations secondaires et par la suite plusieurs cycles parasitaires peuvent

avoir lieu dans la culture (BLANCARD et al, 2012). (Figure 6)
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Figure 06 : Cycle de I’alternariose (ANDRE,2016).

4. Symptdme de maladies Alternariose :

La maladie se reconnait facilement par les cercles concentriques rapprochés qui se
forment a l’intérieur des taches. Celles-ci se fondent parfois en grandes plages de tissus
nécrosés et provoquent un enroulement des feuilles qui rappelle celui de la brilure apicale. Le
temps chaud et humide aggrave la maladie qui peut entrainer la mort, la brulure précoce peut
affecter le feuillage, les tiges et dans des cas plus séveres, les fruits. C’est une maladie

fongique qui affecte les cultures des Solanacées dans le monde entier (BATISTA et al, 2006).
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> Sur feuille : Les premiers symptdmes apparaissent sur les feuilles de la base, puis ils
s’étendent au reste du feuillage. A la face supérieure des feuilles on observe des
taches dispersées, tres bien délimitées, brunes a brun-noir de type nécrotique avec un
contour anguleux, de quelques mm jusqu’a 2 cm de diamétre. Sur les plus grosses
taches, on voit a I’ceil nu des anneaux concentriques. Les plages desséchées peuvent
se déchirer, tomber et se rejoignant de proche en proche, provoquer le desséchement
et la mort de la feuille toute entiere (MICHEL, 1991). (Figure 7)

Figure 7 : Symptomes sue feuille (Exploitation privée a la commune de Ouled Moussa,

Wilaya de Boumerdes).

» Sur tige : Les tiges attaquées par 1’ Alternaria présentent des plages superficiellement
colorées en brun, qui s’agrandissent avec le développement de la maladie, puis le
desséchement de la tige peut entrainer sa mort ou celle de toute la plante (MICHEL,
1991). (Figure 08)

-
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Figure 8 : Symptdmes sur la tige (Zerigui et Mouzaoui, 2018).

——
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» Sur tubercule : En culture, les attaques sur tubercules sont trés peu courantes. Elles
résultent d’atteintes ayant eu lieu lors de la récolte ou de la mise en conservation,
lorsque des spores d’Alternaria entrent en contact avec la chair des tubercules mal
indurés et/ou blessés. Les symptomes sont des taches (jusqu’a quelques cm) en
dépression, de couleur brun — violet ou noir métallisé. Couleur brun — violet ou noir
métallisé. Sur les bords, la peau est quelque peu plissée ou soulevée. Le tissu atteint
est dur et sec, mais séparé du tissu sain par une zone humide et jaunatre (DANIEL,
2006). I1 n’y a pas de lien entre des attaques plus ou moins importantes du feuillage,
et des atteintes ultérieures des tubercules. La contamination des tubercules aura lieu
Surtout en cas d’induration insuffisante, de récolte par temps (trop) sec et lorsque les

Tubercules sont blessés (coupures, coups mécaniques) (DANIEL, 2006). (Figure :09)

Figure 9 : symptomes Sur tubercule (Exploitation privée a la commune de Ouled Moussa,

Wilaya de Boumerdes).
5. Méthode de lutte :

L’alternariose de la pomme de terre réduit considérablement les rendements a la fois
qualitatifs et quantitatifs. Afin du contrdler efficacement cette maladie, plusieurs procédés de
lutte sont appliqués. Il n’existe pas de lutte curative pour controler le développement et
I’extension de la maladie, ’ensemble de la « lutte » se basera sur la prophylaxie et les

mesures préventives :

Les mesures prophylactiques : Les bonnes pratiques culturales contribuent a minimiser

I’incidence et la propagation de la maladie, elles comprennent :

v L’utilisation des tubercules sains (le champignon peut étre transmis par les
semences).

v’ Eviter les stress nutritionnels qui provoquent une sénescence accélérée.

<

Limiter la conservation de I’inoculum en éliminant les débris de culture.

v' Le choix des variétés moins sensible.
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Moyens de lutte de Alternaria:

L’alternariose de la pomme de terre réduit considérablement les rendements a la fois
qualitatifs et quantitatifs. Afin du contréler efficacement cette maladie, plusieurs procédés de

luttes appliquées.

a) Lutte chimique : Elle consiste a I'application des fongicides homologués et appropriés
contre I'Alternariose Indiqués dans le tableau (Index des produits phytosanitaires a usage
agricole Edition 2017 Avec la nouvelle liste 2022) dés I'apparition des premiers symptdmes.
Les traitements doivent étre renouvelés apres des fortes pluies et des irrigations, car ces

derniers favorisent I'extension de la maladie.

b) Pratiques culturales : Les bonnes pratiques culturales contribuent a minimiser
I’incidence et la propagation de la Maladie de la brulure foliaire, elles comprennent
I’utilisation de semences propres et la rotation des cultures assez longues, de I'ordre de 3 4 4
années, faisant intervenir des ceéréales a petits grains comme le mais, qui sont souvent
envisagées dans les parcelles fortement affectées. Il convient aussi d’éliminer complétement
les débris de plantes a la fin de la saison de récolte pouvant servir d’hétes intermédiaires
(BLANCARD et al., 2012). Sachant aussi, les différentes techniques d’irrigation agissent
directement sur la survie et la dispersion de I’inoculum au sein des cultures, elle varie selon la
technique appliquée (déversement, irrigation a la raie, irrigation au goutte a goutte, aspersion).
Une bonne gestion de celle-ci constitue un moyen de lutte efficace contre Alternaria qui
persiste dans les débris secs de pomme de terre et de tomate et qui produit ses spores la nuit,

I’aspersion faite pendant le jour accroit fortement I’infection (LEPOIVRE, 2003).

c)Lutte biologique : L’utilisation des extraits de plantes et produits naturels est trés
encouragés, car ces produits sont sans danger pour la santé et ne causent pas de pollution
(MAMGAIN et al, 2013). Plusieurs travaux au laboratoire menés sur différents tissus
végetaux, tels que les racines, les feuilles, les graines et les fleurs possedent des propriétés
bactéricide, fongicide et insecticide (DAVICINO et al, 2007).

Dans les mémes registres, divers extraits de plantes, des huiles végétales (Acacia
concinna, Bassia latifolia, Azadirachta indica...) permettraient de limiter le développement de
ce parasite (BLANCARD et al, 2012). Aussi, les travaux de NIKUMBH et SALER (2011) qui
constituent a tester ’effet des extraits de plantes sur le pathogene de 1’oignon A. alternaria,

notamment I’extrait de feuilles d’Annona Squamosa, qui a inhibé la croissance du

16



Chapitre | : Synthése bibliographique

Champignon de 91,13% et 68,35% a concentrations de 50% et 100%, respectivement tandis
que les extraits de Withania somnifera L. ont inhibé de 54,09% et 36,60% par rapport aux
autres extraits de plantes, le mélange de trois extraits de plantes (Cassia, Argémone,
Parthenium) a donné de meilleurs résultats par rapport aux extraits de plantes testés
individuellement. Les propriétés antagonistes des Trichoderma spp. S’expliquent par la
compétition pour les éléments nutritifs, (1’antibiose ainsi que le parasitisme (YEDIDIA et al,
2000). Trichoderma spp. Est commercialisé pour lutte contre les agents de fonte de semis, il
occupe 50% des BCA (Biological controle agent) fongique mis sur le marché (VERMA et al,
2007).

Un autre exemple de travaux menés sur Bacillus spp. Autant qu’agents de lutte contre les
pathogenes des produits récoltés et stockés (SHARMA et al., 2009). Le premier travail sur le
contréle de la pourriture brune des fruits a noyau par Bacillus subtilis était initié par PUSEY
et WILSON (1984) ; depuis, beaucoup d’antagonistes ont été identifiés et utilisés pour le

Contrdle de I’alternariose sur différents fruits et l€égumes.

I11. Huile essentielle.

1. Définition d’une huile essentielle :

On appelle huile essentielle ou parfois « essence végétale » le liquide concentré et
hydrophobe des composés aromatiques (odoriférants) volatils d'une plante. 1l est obtenu par

extraction mécanique ou distillation a la vapeur d'eau ou distillation a sec.

Le terme « huile essentielle » est défini a la fois par I'Agence Nationale de Sécurité du
Médicament (ANSM) pour les usages pharmaceutiques et cosmétiques et par I'AFNOR/ISO

pour les usages aromatiques et alimentaires.

Définition ANSM (mai 2008) : « Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu & partir d’une matiére premicre végétale botaniquement définie, soit par
entralnement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse

par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition. »

Il est d'usage de faire la distinction entre les « huiles essentielles » issues de distillation de
végétaux sans autre modification, et les « essences », qui peuvent faire l'objet d'adjonctions

chimiques. L'obtention des huiles essentielles se fait soit par entrainement par la vapeur d'eau
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dans une opération de distillation, soit par distillation seche, soit par expression a froid
(zestes). (1999).

La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, parfois trés

faible, voire infime.
2. Composition chimique des huiles essentielle :

C'est un mélange de molécules variées, comprenant en particulier des terpenes
(hydrocarbures non aromatiques), c'est-a-dire dérivés de l'isoprene et non du benzéne, et des

composés oxygénés (alcools, aldéhydes, cétones).
3. Classification chimique des huiles essentielles :

Sont classées usuellement selon la nature chimique des principes actifs majeurs, plus
rarement sur le mode d'extraction (infra), ou les effets biologiques (infra : pharma/cosmeto ou
sanitaire.) On retient huit classes principales (les carbures sesquiterpeniques et terpéniques,
les alcools, les esters et alcools, les aldéhydes, les cétones, les phénols, les éthers et les

peroxydes). (Maloine, 1979), avec les composants importants suivants :

= Huiles essentielles riches en carbures terpéniques et ses qui terpéniques.

= Huiles essentielles riches en alcools.

= Huiles essentielles mélanges d'esters et d'alcools.

= Huiles essentielles riches en aldéhydes.

= Huiles essentielles riches en cétones.

= Huiles essentielles riches en phénols : HE de thym (thymol), HE de sarriette
(carvacrol), HE d'origan (thymol et carvacrol), HE de girofle (eugénol).

= Huiles essentielles riches en éthers.

= Huiles essentielles riches en peroxydes.

= Huiles essentielles sulfurées.

Note : La plupart des huiles essentielles sont constituées dans leur grande majorité d'un
mélange assez complexe de monoterpénes, de sesquiterpénes, d'alcools, d'esters, d'aldéhydes,

d'oxydes, etc.
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4. Les propriétes des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont de nombreuses propriétés médicinales en commun, elles sont
efficaces pour de nombreux germes et virus ainsi que les mycoses. Chaque huile essentielle a
sa spécificité thérapeutique, il est nécessaire de suivre les conseils de la fiche technique du
fabricant ou de lire de la bibliographie trés spécialisé, de préférence écrit par des médecins ou
des pharmaciens. (Https://fr.labo-hevea.com/donnloads/-E_ffr.pdf).

5. ROole physiologique des huiles essentielles :

Les plantes aromatiques produisent des huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante reste inconnu (RAI
et al, 2003). Certains auteurs pensent que la plante utilise 1’huile pour repousser ou attirer les
insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considérent 1’huile
comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent I’humidité des
plantes dans les climats désertiques (BELAICHE, 1979). Certaines huiles essentielles servent
a la défense des plantes contre les herbivores, insectes et micro-organismes (CAPO et al,
1990).

Huile essentielle d’Origan- Origanum floribundum Munby :

6. Historique :

Il existe plusieurs versions sur les origines étymologiques du mot Origanum. la premiére
viendrait du grec ‘ori-ganumai’ = qui se plait dans la montagne, ou ‘’ori-ganos’’ =¢clat de la

montagne (Dubois et al, 2006).

Le mot désigne également une plante d’un parfum pénétrant. L’origan est 1'une des

plantes majeures de ’antiquité (Ier siecle ap. J.C.).

L’origan était considéré comme panacée (Guerin, 1835 in Sari, 2018), puisqu’on
I'utilisait comme anti-infectieux, bactéricide, antitussif, expectorant, carminatif et

emmenagogue.

L’origan est utilisé depuis trés longtemps pour soigner les infections respiratoires (en
inhalation) mais aussi diverses maladies de la peau (avec ou sans infection). Tisanes et

inhalations, compresses, huile et décoction servaient a I’extérieur comme a I’intérieur du
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corps. En cosmétique, 1’origan est utilisé industriellement pour la parfumerie (Sens-olive,

1979 in Sari, 2018).

En outre, I’origan était déja connu de I’Egypte des pharaons pour ses vertus antiseptiques.
Les médecins Chinois utiliserent pendant des siécles 1’origan pour soigner divers maux
(Boullard, 2001).

Au moyen age, les pelerins mettaient de 1’origan dans leurs chaussures pour Soulager
leurs pieds, tout comme les centurions romains qui connaissaient déja les propriétés

antiseptiques et anti-inflammatoires de cette plante (Lemhadri et zeggwagh, 2004).
7. Description botanique :

Le genre Origanum est constitué de plantes herbacées ou semi-ligneuses. 1l mesure de 25
a 85 cm de haut. L’Origan a un aspect sec, d’un vert rougeatre et totalement recouvert d’un

duvet. (Figure 10)

Sommité
non
fleurie Sommité fleurie
Tige
rougeatre
Pédoncules
Feuilles a floraux
nervation
(a) Rameau de la plante (b) Rameau fleuri Origanum floribundum

FigurelO : Aspect morphologique d’Origanum floribundum (a et b). (Original, 2009).
Atteignent des profondeurs variables, en fonction du sol. Les tiges sont dressées
rameuses, a section carré a arrétes saillantes, de teinte rougeatre et couvertes d’un léger duvet.
Les feuilles sont petites, ovales, opposées pointues a I’extrémité, vertes sur les deux

faces, les feuilles inférieures sont pétiolées et les feuilles supérieures sont presque sessiles.
Les étamines sont en nombre de 4, elles sont exsertes, droites, écartes et divergentes. Les

deux étamines inférieures sont un peu plus longues. L’ovaire est supérieur, bi-carpellaire et
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divisé en 2 loges comportant chacune 2 ovules. La floraison s’effectue entre juin et aoft, cette
fleur produite a maturité 4 graines. Les sommités fleuries sont parsemées de petites glandes
contiennent les huiles essentielles qui donnent a la plante son aréme et sa saveur le fruit est
constitué de 4 peaux libres et lisses de teinte sombre contenues dans. Le calice devenu
coriace.

e Variabilités les botanistes sont identifiés dans le genre Origanum, 03 groupes, 10
sections. 43 especes, 06 sous-especes et 18 hybrides.

e FEcophysiologie 1’Origan pousse dans les lieux secs et ensoleillés y compris en
montagne, jusqu’a 1500-2000 m d’altitude, I’origan préfere les terrains fertiles et
les meubles a tendance calcifiée riches en richesse et en froid.

8. Classification :
Du point de vue phylogénétique, cette espéce appartient au clade des Euagiospermes
triaperturées, clade des Eudicotylédones, clade des Astéridées, I’ordre des Lamiales et la

famille des Lamiaceae (APG 111 ,2009).
En Algérie, il existe 3 especes d’origan :

» Origanum majorana L ;
» Origanum glandulosum Desf ;
» Origanum floribundum Munby (Quezel et Santa, 1963).

Figurell : Origanum floribundum (Originale, 2022).
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9. Répartition géographique d’Origan en Algérie :

Les feuilles fraiches et les sommités fleurées de « Origanum floribundum Munby » ont
été récoltées en avril 2023 dans leur habitat naturel, respectivement dans la région d’El-
Hamdania (Parc National de chréa-Blida-). Parc National de Chréa (PNC) : Créé en 1983 et
classé en Réserve de Biosphere en 2002, par le programme MAB de 'UNESCO, le PNC est
un parc de montagne constituant un carrefour régional et un climat barriére du Nord contre les
influences Sud de 1 « Algérie. L’objet de sa création est la préservation de ces sites
remarquables et de leurs ressources biologiques contre toute atteinte et dégradation (source :
PNC, 2013). Le parc comprend trois secteurs qui sont : Chréa, Hammam Melouane et EI-
Hamdania (figure 12).

_
Sectour de chréa 9772ha
Secteur hamdanta 8828ha
Secteur hamam melouan o |
R000ha ) Cheta
(YT
v |
‘.. ..... '
¢ Hamam |
|
L meloan

[ Hamdania
\

Figure 12 : Présentation des secteurs du parc National de Chréa (Anonyme, 2012 in
Bakalem, 2014).

10. Composition chimique d’Origan :

Origanum floribundum est composée a mono terpénoides, ses qui terpénoides , le
Carvacrol était le composant principal et les huiles essentielles.(Haloui, M., Louedec,
L.,Michel, J.B, Lyoussi, B., 2000). L’origan renferme une essence de couleur jaune a brun

foncé, d’odeur phénolique
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11. Propriétés de I’Origan :

En Algérie, communément appelé « zadter », I’origan est une plante essentiellement
Médicinale qui jouit d’une grande ferveur populaire (Baba, 1990). Elle est utilisée comme
tisane par la population locale pour guérir plusieurs maladies telles que : rhumatismes, toux,
rhume et troubles digestifs (Erdogan et Belhattab, 2010). Cette plante possede plusieurs
activités tel que :

Activité antibactérienne et antifongique (Kintzios ,2002)
Activité antioxydant ( Kintzios ,2002)

Activité antispasmodique et urolithique (Kintzios, 2002)
Activité anti-inflammatoire (Ocana-Fuentes et al. ,2010)
Activité antiparasitaire (Kintzios, 2002)

Activité nématicide (Oka et al., 2000

YV V. V V V V

12. Les principales utilisations de ’Origan :

Utilisation comme épice : Différentes parties de la plante (feuilles, sommités fleuries,
tiges...etc.) sont actuellement employées en industrie en tant qu’épices, elle est considérée

comme ¢€tant I'une des épices les plus répandues dans la région Méditerranéenne (Carmo et al,

1989 ; Baser et al., 1993).
13. Utilisation en médecine traditionnelle :

L’HE d’origan possede un effet antiseptique, elle provoque la menstruation, apaise les
nerfs, soulage les maux de téte et de dents. Elle aide aussi a lutter contre les insomnies.
L’origan est aussi un anti-inflammatoire, antispasmodique, expectorant, diurétique et
Sudorifique. C’est un bon stimulant de I’appareil digestif, il est particuliérement utile dans

diverses affections des voies respiratoires (bronchiques et trachéo-bronchites). Il calme la

toux En favorisant I’expectoration (Chikhoune,2007).
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Conclusion

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés a I’étude de I’activité antifongique
d’une huile essentielle faisant partie de I'une des familles les plus importantes de la flore

algérienne a savoir I’origan Origanum floribundum.

L’évaluation de I’activité antifongique in vitro de cette huile contre une espéce de
champignon phyto-pathogéne Alternaria solani aprés 1’avoir extrait par hydro distillation, a
éte realisé en utilisant deux méthodes a savoir confrontation directe et par diffusion des huiles

a travers I’utilisation des disques.

Les résultats obtenus ont montré que I’huile a présenté une activité antifongique

satisfaisante contre le cryptogame uniquement par la méthode de diffusion.

En effet des zones d’inhibition remarquables de croissance ont été notées autour des
disques imbibés par I’huile d’origan pour la souche testée et cela méme a des forte

concentrations 75 % et 100%.
A I’issue de la présente étude, il serait intéressant de compléter ce travail par :

» Une recherche similaire, sur ’activité antibactérienne des huiles essentielles ainsi
que D’activité antifongique sur d’autres champignons phyto-pathogénes des
cultures & intérét Economique important.

» Tester d’autres types d’huiles essentielles ou extraits d’autres plantes afin
d’identifier leurs pouvoir antimicrobien ou méme insecticide en vue de leur
utilisation comme moyens de lutte biologique, dans le domaine de Ila
phytopharmacie afin de réduire I’emploi des pesticides et minimiser leurs effets

néfastes sur I’environnement et sur la santé humaine surtout.
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Objectif :

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de protection végétale, au niveau de
I’institut national de protection des végétaux d’El-Harrach a Alger (INPV). Le but vise a
déterminer I’effet antagoniste des extraits huileux d’origan sur Alternaria sp, agent causal de

I’ Alternariose de pomme de terre.

I. Matériel :
1. Matériel non biologique : (Annexes).
2. Matériel biologique :
2.1. Souche fongique (Alternaria solani) :

Alternaria solani champignon phyto-pathogéne utilisé dans notre expérimentation a
été¢ isolé a partir de plants de pomme de terre malades collectés a partir d’une
exploitation agricole située au niveau de la commune de Ouled Moussa wilaya
Boumerdes.

L’isolement et 1’identification ont été réalisés au niveau du laboratoire mycologie
de la station régionale de la protection des végétaux d’Alger.

¢ Présentation géographique de la région étudiée :

Cette étude est réalisée dans la région de Ouled Moussa, la commune de la wilaya
de Boumerdes dans la daira de Khemis EI Khechna en Algérie. Dont les coordonnées
géographiques sont 36° 40’ 59" nord, 3° 22’ 05" est La commune se situe au sud de la

wilaya de d’Alger et Elle dépend de la daira de Khemis el Khechna.

Khemis El ,
Ouled ﬁeda-:lj Boudouaou
Khechna
Khemis El
Boudouaou
Khechna
Khemis El
Larbatache El Kharmouba
Khechna
Communes limitrophes de Ouled Moussa Localisation de Ouled Moussa (wikipedia)

Figurel3 : Présentation géographique d’Ouled Moussa.
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Flgure14 Zone de prelevement des échantillons.
2.2. Matériel végétal (Huile essentielle d’Origanum floribundum) :

Le matériel végétal utilisé est la plante d’Origanum floribundum, collecté au niveau de la
région du parc nationale de Chréa, (Wilaya de Blida), les échantillons des plantes récoltés ont
été transportés dans des sachets en papier puis, mis a sécher a 1’air libre et a ’abri de la

lumiere pendant Imois pour servir a I’extraction de I’huile essentielle.

e Présentation géographique de la région étudiée :

Les échantillons proviennent du foret du parc national du chréa, un parc
montagneux, situé en plein cceur du massif blidéen (partie de 1'Atlas tellien). Connu
surtout pour sa station de ski a Chréa, il abrite aussi de vastes foréts de cedres
centenaires ainsi que les gorges de la Chiffa et le lac de Dhaya a Tamesguida. Dont les

coordonnées géographiques sont N 36° 24' 00", 2° 52" 00" E

FW? Hammam

\/_/ Mélouane

Bouarfa

Légende

Limite de wilaya
Limite Parc National de Chréa

Figurel5 : Zone de prélévement d’Origanum floribundum.
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I1. Méthodes :

1. Extraction d’huile essentielle d’origan :
1.1.Séchage du matériel végétal :
Les feuilles et les sommités fleuries d’origan ont été séchées a une température ambiante
dans un endroit aéré et ombragé pendant 40 jours, dans des étageres recouvertes du papier-

peint. Afin d’éviter tout dépo6t de moisissures (figure 16)

Figurel6 : Séchage du mateériel végétal.

1.2.Broyage des plantes :

Aprés le séchage, le matériel est broyé avec un mixeur électrique (figure 17).

Figure 17 : Mixage de la masse végétale.

1.3.Passage des échantillonne :
La poudre obtenue est pesée a I’aide d’une balance de précision, chaque 50g sont mis

dans des sachets en plastique et étiqueté.
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1.4 Extraction de I’huile essentielle (Hydro distillation par CI venger) :

Cette technique consiste a placer 50 g de matériel végétal sec dans un ballon a fond rond
contenant 200 ml d’eau distillée puis porter a ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon. Au bout
d’une demi-heure de chauffage régulier, 1’évaporation commence. Les vapeurs chargées
d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement
ou aura lieu la condensation. L appareil est dans (figure 18).

Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau
distillée.

L’huile essentielle de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surface de cette
dernieére.

L’huile ainsi obtenue est récupérée, les vapeurs seront chargées d’eau et de 1’huile.

Apres condensation, le liquide ainsi obtenue ou le distillat s’écoule goutte a goutte et
recueilli dans un flacon collecteur, situé a I’extrémité inférieure du tube réfrigérant.

L’extraction dure environ deux heures, jusqu’a ce que les gouttes condensées ne
contiennent plus d’huile a leur surface. Par la suite, I’huile essentielle a été séparée par
décantation puis récupérée dans des Eppendorfs préalablement stérilisés a 120 °C a
I’autoclave, et enfin couvris les Eppendorfs avec un papier aluminium et conservée a une

température base (4- 5 °C).

E
Figure 18 : Technique d’hydro distillation par cl venger.

La distillation est répétée plusieurs fois et le volume global du distillat est estimé en (ml).
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Dans ce travail, nous avons répété l'extraction cinq fois afin d'obtenir 1,5 ml d'huile d’origan
pour l'expérience.

it/

1/ Préparation des ingrédients ~ 2/Mélange le tout 3/Séparation d’hydrolat

e

5/Aspect de ’huile 4/Récupération d’huile
Figure 19 : Etapes d’extraction d’huile essentielle.

Pour détermination du Rendement d’extraction :

Le Rendement des extraits a été calculé par la formule suivant (Toubal et al, 2019) :

Avec : R%=(M-M) /M1*100

e R% : Taux de la matiére extrait

e M : masse du ballon aprés 1’extraction.
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e MO : masse du ballon (avant I’extraction).
e MT : masse total de la poudre végétale utilisée dans 1’extraction.

2. Propriéteé organoleptique :

La caractérisation des propriétés organoleptiques de I’HE est réalisée par une étude
sensorielle (Yaacoub et Tlidjane, 2018), en notant : L’odeur : est un sens trés sensible qui
caractérise les substances naturelles typiques desplantes. La couleur : dépend des composes
qui la constituent. Certains solvants ont le pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui
intensifie la couleur d’une huile donnée. L’aspect : dépend des produits qui la constituent, qui
peuvent nous apparaitre sous forme solide, liquide ou bien solide- liquide.

3. Technique d’isolement classique du champignon :

Afin d’¢tudier I’effet antagoniste des huiles essentiels d’origan, il est nécessaire, d’une part,
d’isoler de I’agent pathogene responsable de 1’ Alternariose a partir des feuilles et/ou collet des
plants de pomme de terre infestés. Les échantillons de pomme de terre sont prélevés a partir
du champ de Ouled Moussa. L’échantillonnage est effectué¢ en mois de Juin.

s A partir des Feuilles : L’isolement est réalisé a partir de fragments des feuilles

présentant les symptomes caractéristiques de D’alternariose. Cinq feuilles malades

présentent les symptdmes de cette maladie.

Figure 20 : les feuilles infestées isolées.

A partir du collet : L’isolement est réalisé a partir de petits fragments a la base de la
tige au niveau du collet, présentant les symptomes caractéristiques de 1’ Alternariose.
Trois collets infestés présentent les symptdémes de cette maladie. Les manipulations
respectent des conditions aseptiques, les fragments des feuilles et des collets malades
sont découpés séparément en petits fragments a I’aide d’un scalpel stérile. Par la suite,
ils sont désinfectés par trempage dans 2% d’eau javellisée stérile pendant 5 minutes,
puis rincés dans 03 bains successifs d’eau distillée stérile, pendant 5 minutes pour
chaque bain, puis séchés sur papier buvard stérilisé. La désinfection est effectuée pour

éliminer les microflores exogenes. Ces fragments sont déposés dans des boite de pétri,
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contenant le milieu de culture PDA (en annexe) qui sont mises a incuber sous une

température de 25c° pondant 4 a 7 jours (Figure 21). L’isolement a eu lieu le

dimanche 18 Juin 2023, & 10 :00.

Figure 21 : L’isole;nent a partir du collet.

Par la suite, les échantillons sont placés dans de I’eau distillée pendant Sminutes et
répétons le processus deux fois au bout de la troisieme fois nous les mettons dans du clore 20
puis les laissons sécher sur du papier Watman L’incubation est réalisée a une température

25C°, pendant a 3-5 jours. Placez ensuite les échantillons sur le milieu PDA

Figures22 : Les étapes d'isolement classique des plants de la pomme de terre.
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4. Repiquage et purification :

La purification est réalisée par transfert des colonies développées dans des boites de Pétri
contenant du PDA (Chaque colonie est récupérée dans une boite) pour qu’il y est production

des spores (Botton et al, 1990). L’incubation est réalisée a une température entre 20 et 25C°

pendant a 3-5 jours (Figure 23).

Apres 2 jours

Figures23 : Les étapes de repiquage et purification de la souche d’Alternaria solani. N

5. Identification des champignons :

Figures 24 : Les étapes d’identification.

v’ ldentification macroscopiques : Pour [I’observation macroscopique des

moisissures, il est nécessaire de caractérise ces isolats sur milieu PDA par :
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e [L’aspect des colonies : qui représente un critére clef d’identification. Les
champignons filamenteux forment des colonies duveteuses, laineuses,
cotonneuses, veloutées, poudreuses ou granuleuses.

e La couleur des colonies : c’est un ¢lément trés important d’identification.
La couleur la plus fréquente est vert bouteille. (Botton et al., 1990).

v' Identification microscopiques : L’examen microscopique d’une colonie
fongique se fait apres réalisation d’un examen étalement entre lame, scotch.
Généralement, un examen a I’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence la
plupart et des éléments importants (Chabasse, 2002).

I11. Effet Antifongique d’huile essentielle d’origan sur /’Alternaria solani :

- Activité antifongique : L’activité antifongique a été réalisée in vitro sur le champignon
phyto-pathogéne causale : Alternaria solani. Aprés isolement et identification, deux
méthodes différentes ont été¢ appliquées pour évaluer le potentiel antifongique de I’huile
essentielle I’origan contre cette maladie et le pouvoir de son inhibition.

- Méthode d’évaluation de I’activité antifongique : Préparation des dilutions de I’huile,
n’étant pas miscible a I’eau elle flotte au-dessus du milieu de culture. Pour y remédier nous
avons utilisé un émulsifiant : le Tween 20.

Les huiles essentielles ont été diluées en 3 séries allant de D1 = 100%, D2 = 75%, D3 =

50% et D4 = 25% dans de ’eau distillé stérile avec le tween 20 a 2% (voir annexe 5)

Figure 25 : Préparation des dilutions de I’huile essentielle.

1. Méthode de diffusion :

1.1.Méthode de diffusion en milieu géloseé :

Pour évaluer I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle HE, nous avons adopté la
méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose : appelée
aromatogramme.
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a)

b)

d)

e)

Principe : Le principe consiste a estimer I’inhibition de la croissance des
microorganismes (des champignons). Soumis au contact de 1’huile essentielle et ceci
par méthode de diffusion en milieu gélosé. Ce test est effectué par dépét des disques
en papier buvard stériles de 6 mm imprégnés d’une quantité de 25 pl de I'huile
essentielle sur un milieu gélosé préalablement ensemenceé par étalement pour les
bactérie et repiquage pour les champignons.

Préparation des disques : Les disques sont préparés a partir du papier wattman N3 de
6 mm de diamétre, ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a 1’autoclave
20 minutes a 120°C, puis stockés a une température ambiante (le tube a essai est
hermétiquement ferme).

Repiquage des cultures (souches) : Repiquage du cryptogame par transplantation
successive des disques mycéliens de chaque isolat dans des boites de Pétri contenants
du PDA.

Dépdt de disques : Des disques absorbants stériles d’environ 6 mm de diamétre sont
imprégnés d’HE puis déposés a I’aide d’une pince stérile dans les boites de Pétri a
raison de 3 disques par boite (considérer comme répétition) (figure 26) le témoin
correspond aux disques impregnés par le tween 20 a 2%.

Les boites de Pétri sont ensuite fermées a 1’aide d’un para film et incubées a
température ambiante pendant 30 minutes. Suite a cela elles sont placées dans une
étuve entre 23-25°C pendant 7 jours.

Lecture : La lecture de I’activité antifongique de ’HE est évaluée par rapport a la

croissance radiale exprimée en pourcentage d’inhibition du mycélium par des

composes volatiles, en utilisant la formule de Hmouni et al, (2003).

Figure 26 : Etape de Méthode de diffusion par disque.
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Disque de papier -
mbibé d huile Tapis bacterien
essentielle
*) —
[ncubation a 37°C
Inoculum ]
i pendant 24 heures

bacterien

Boite df Pétri Diamétre

avec gelose dinkibition

nutritrve

Figure 27 : Principe de la méthode de diffusion par disque.
Taux d’inhibition

Le taux d’inhibition a été calculé selon la formule de Hmouni et al, (2003) :

I (%) = [(A-B) / A] x 100

I : taux d’inhibition du champignon test¢.
A : diamétre moyen de la croissance mycélienne estimée du champignon chez le témoin.

B : Diametre moyen de la croissance mycélienne estimée du champignon en présence de

I’extrait.

La lecture des résultats de 1’activité antifongique se fait par la mesure du diamétre de la
zone d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’un pied a coulisse ou une régle en (mm).
Ils sont symbolisés par des signes comme des croix X, d’apres la sensibilité des souches vis a

vis de I’huile (Tableau n° 04)

Le diameétre des zones d’inhibition (ZI), nous permet d’estimer la résistance ou la
sensibilité des différents germes testés par ’HE, pour classer les germes nous avons utilisé les
normes établies par le classement des bactéries et des champignons se fait dans 1’une des

catégories : sensible ou résistante. (Tableau 03).
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Tableau 3 : Diamétres d’inhibition et leurs degrés de sensibilité.

o . ) Souche
Le dégrée de la Souche Souche sensible | Souche sensible i
. . extrémement
résistance résistante (-) | (+) (++) )
sensible (+++)

Diametre de la
D <5mm 6mm <D< 1lmm | 12mm <D<16mm D>17 mm
zone d’inhibition

Diamétre de la zone d’inhibition, degré de résistance.
1.2. Méthode de micro atmosphere :

La méthode de la micro atmosphere a été réalisée selon Ben jilali et al., (1984), et Landry
et al., (2021), afin d’évaluer la fraction volatile des HE de d’Origanum vulgar L. contre la

souche d’Alternaria solani .

Cette technique consiste a cultiver les micro-organismes dans des boites de Pétri sur un
milieu gélosé, ces dernieres seront incubées en position inversée apres avoir dépos¢ ’HE sur

un papier filtre au milieu du couvercle de la boite.

L’huile s’évapore dans I’atmosphére de la boite et la phase volatile peut exercer son effet
inhibiteur sur les micro-organismes inoculés comme le montre (la Figure 28).

zone d'inhubition  disque mycélien
boite de pétri

/ milieu sabouraud

B e et n - .

LN LR ARNNRRRNANA \\\ chloromphénicol
. Ahaiasay by any ‘MT“"L;_-A;.-.L“ RSN NN l

couvercle de la

, /L-T: —— boite pétri

croissance . L ,
microbletine disque imbibé d'HE

Figure 28 : Principe de la méthode de diffusion par micro atmosphere (Amara et al.
,2017).

Cette méthode a été utilisée pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices et
fongicides de la phase volatile de I'HE étudi¢e (CMI et CMF exprimées en pl/ml d’air) ainsi
que les pourcentages d’inhibition.

Des boites de Pétri de diametre 90 mm sont préparées immédiatement en les remplissant

de 20 ml de PDA permettent d’obtenir 80 ml d’air dans chaque boite.
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L’inoculation est effectuée en surface, sous forme de dépdt du disque mycélien (6 mm)
de souches de moisissures préalablement cultivées sur le méme milieu a 25°C pendant 7j, au
centre de la boite.

Des papiers buvards de 6 mm de diametre sont placés au fond du couvercle de chaque
boite de Pétri et imprégnés de différentes doses d’HE de 25%, 50%, 75% d’un volume de
Sul/disque. Les boites sont immédiatement scellées avec du para-film pour éviter
I’évaporation des HE, puis incubées a 23 £ 2 ° C pendant 7 jours, pour chaque bio-essali, trois
répeétitions ont été effectuées.

La croissance mycélienne a été suivie en mesurant la moyenne de deux diameétres
perpendiculaires passant par le centre de chaque boite.

La fongitoxicité exprimée en termes de pourcentage d’inhibition de la croissance du

mycélium, a été calculée selon la formule suivante (Laghchimi et al., 2014) :

1% = (Dt —Di)/Dt x 100

Ou:
Dt : est le diamétre de la culture de champignons (en mm) dans une boite de pétri Sans huile
(témoin).

Di : est le diamétre de la culture de mémes champignons dans un milieu en présence de I’'HE.

A
I".’
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X
\

Figure 29 : L’étape de méthode de diffusion par micro atmosphere.
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1.3.Méthode directe :

L’essai antifongique a été utilisé selon la méthode de contact direct sur milieu PDA, ou
est versé 1ml de chaque dose. Chaque contenu de boite est homogénéisé instantanément par

agitation manuelle.

Un disque mycélien de diametre de 6mm prélevé de la culture jeune du mycete a été

inoculé et incubé a 25°C.

La lecture s’effectue chaque 24h durant une période de 7 jours pour observer le

développement mycélien par mesure du diameétre de la zone de sa croissance.

Parallelement, nous avons déterminé le diamétre de la zone de croissance de ces mémes

souches fongiques en absence d’extrait (El-Haci et al., 2012) (Figure30).

Figure 30 : L’étape de méthode directe.

1.4 Méthode de calcul :

Analyse de la variance. Analyse statistiques : Nous avons utilisé une analyse de la
variance pour les tests statistiques. Consiste a étudier la comparaison de moyennes, a partir de
la variabilité d’échantillon. L'analyse de la variance ANOVA (Comparaisons deux a deux de
Tukey) a été utilisée pour I'analyse des résultats il permet suivant le niveau de la signification.
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Annexe 1 : Préparation de milieu PDA

Cuire 200 g de pomme de terre pellées
lavées et coupées en morceaux pendant 30

Milieu PDA
(Pomme de terre Filtrer puis ajuster la solution obtenue par
glucosée et gelosee) I’eau distillée a un volume de 1 litre.

Ajouter :

20g Gélose (Agar Agar)

20g de glucose

Stériliser le milieu a 121 °C a I’autoclave
pendant 20 min

Apres refroidissement du milieu a une
température ambiante verser le contenu
dans des boites de pétri.
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Annexe 2 : Produit et appareillages utilisés.




Annexe

Autoclave.

Papier aluminium.
Flacon.

Papier filtre (Wattman).
Boites de pétri.
Micropipette.

Tubes a essai.

Etuve.

Balance.

Bec bunzen.

La souche Alternarioe.
Une pipette pasteur.
Eau distillée.

Agar agar.

Glucose.

Milieu de PDA.

Lame.
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Annexes 3 :FONGICIDES RECOMMANDES CONTRE L’ALTERNARIOSE EN Algérie :
« source : INDEX AGRICOLE PHYTOSANITAIRE EDDITION 2017+ liste additive en

2021 »
Nom commercial Matiére active Concentration Dose
ARDAVO CHLOROTHALONIL 720 G/L 1,2-5L/Ha
FAMOXADONE+CYMO
TOS NANIL 22,5%+30% 400 g/ha
CHLORHYDRATE DE
BYSPORE PROPAMOCARBE 722 G/ 31/ha
DIMETHOMORPHE +
CABRIO DUO PYRACLOSTROBINE 72 g/l + 409/1 2.5 1/ha
CYMIDONE 50 WP PROCYMIDONE 50% 50 a 100 g/hl
CYMIDONE 50 WP PROCYMIDONE 50% 50 a 100 g/hl
OXYCHLORURE DE
COPERMAC CUIVRE 85% 0,3-0,4 Kg/h
CYZOKI CYAZOFAMIDE 200 g/l 0,45-0,5 I/ha
DEXTEESUS 50% FENHEXAMIDE 50% 100 ml/hl
FLUDNIL FLUDIOXONIL 2,5% 250 a 500 g/ha
FOLIO® GOLD METALAXYL-M + 3,75% + 50% 25a3l/ha
678,6 G/L
INACOP L OXYCHLORUREDE | 1 jivalent & 380 0,2-03 L/hl

CUIVRE

G/L Cuivre métal)

MENTA ANJELIK AZOXYSTROBINE 25 G/L 75 ml/100 | d'eau
MORFUS 720 SC CHLOROTHALONIL 720 G/L 2 L/ha
ORTIVA AZOXYSTROBINE 250 G/L 100 ml/ hl
PROCIT PROCYMIDONE 50% 50 & 100 g/hl
OXYCHLORURE DE
TOUTIA PLUS CUIVRE 50% 300-500 g/hl
PELT 70% THIOPHANATEMETHYL 70% 0,5a1kg/ha
PYRUS 400 SC PYRIMETHANIL 400 g/l 150 a 250 mli/hl
SWITCH CYPRODIQII\ILIIFLUDIOX 37,5+25% 0,8 a1kg/ha
CHORUS CYPRODINIL 50% 0,75 a1 kg/ha
CYMODIN PROCYMIDONE 50% 50 4100 g/hl
PROLEX PROCYMIDONE 50% 150 g/hl
PHOSETHYL s
VALETTE ALUMINIUM 80% 250 2300 g/hl
BANAL TEBUCONAZOLE 25% 0,5-0,75 kg/ha
BOMA 25 SC AZOXYSTROBINE 25% 80-120 ml/hl
CHORUS CYPRODINIL 50% 30-45 g/hl
METALAXYL-M + 5
FOLIO® GOLD CHLOROTHALONIL 75 G/L + 375 G/L 2,5a3l/ha
ORTIVA AZOXYSTROBINE 50% 0,5-0,8 L/Ha
STRIMACH 25 SC AZOXYSTROBINE 250 G/L 70 mi/hl
STROMAC AZOXYSTROBINE 250 G/L 70 mi/h
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Annexes 5 :

ANOVA a un facteur contr6lé : D1 en fonction de Date

Méthode

Hypothese nulle Toutes les moyennes soit égales
Hypothese alternative Toutes les moyenne ne soit pas égales
Seuil de signification a=0,05

Les variances ont été supposées €gales pour I’analyse.
Comparaisons deux & deux de Tukey

Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de 95 %

IDate M Maoyenne Groupement

24H 3 100 A

48H 3 80 B

72H 3 7811 E

gaH 3 62 46

120H 3 62,46

144H 3 57,76

168H 3 37,96 D
192H 3 31,847 D

Les moyennes ne partageant aucune [ettre sont significativement différentes,
Comparaisons deux a deux de Tukey

Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de 95 %.

ANOVA a un facteur contr6lé : D2 en fonction de Date

Méthode

Hypothése nulle Toutes les moyennes soit égales
Hypothése alternative Toutes les moyenne ne soit pas égales
Seuil de signification a=0,05

Les variances ont été supposées égales pour I’analyse.
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Date M Moyenne Groupement
24H 3 100 A

192H 3 34,09 E
48H 3 83,22 E
120H 3 80,952 B
168H 3 80,31 E

96H 3 80,12 E
144H 3 78,7 E

72H 3 77,69 B

Les mayennes ne partageant aucune iettre sont significativement différentes,

Annexe 4 :

L’huile essentielle d’Origanum floribundum n’est pas miscible a 1’eau, elle flotte au-
dessus du milieu de culture. Pour trouver une solution a cela, nous avons utilisé un émulsifiant

: le Tween 20.

Un volume de 100 ml d’eau distillée stérile en rajoute un volume de 2 ml de Tween 20
pour I’obtention d’une solution d’H 2 O stérile a 2 % de tween 20, on additionne un volume

d’un 1 ml de I’huile essentielle d’Origanum floribundum pour avoir une solution pure.

On réalise une série des trois 03 dilutions : D2 = 75%, D3 = 50% et D4 = 25% et D1 =

100% solution pure.

Pour chaque dilution un volume de 10 ml est récupéré et complété a 100 ml du milieu

PDA Apreés agitation, le milieu obtenu est coulé dans des boites de péri. Pour réaliser le test.
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1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles :

Tableau 4 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles.

Espéce Aspect Couleur Odeur Gout

Origanum Liquide, mobile, Trés fort odeur, | Piquant, goute de
; Jaune pale e A

floribundum | huileux saveur Iespece épicée

Le TableauO4, illustre les caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle obtenue
Par hydro distillation de de plante étudiée. A I’issue des distillations faites, I’HE obtenue est
caractériseé par une couleur, odeur et aspect caractéristique a chaque espéce étudiée. Origanum
floribundum, I'HE de I’origan obtenu est de couleur jaune a une saveur piquante et une odeur
forte caractéristique des plantes aromatiques. Leurs parfums dégagent des senteurs tres claires

issues des plantes utilisées.

Figure 31 : L’huile essentielle Origanum floribundum extraite.
2. L’observation microscopique et macroscopique :

L’observation microscopique permet de détecter la présence des fructifications et des
spores sous forme de bouteilles divisées en plusieurs segments allant de 4 a 8 segments
(Figure n°32).

Mycélium

Figure 32 : observation de la souche d’Alternaria solaniau microscope photonique au
GX 40.
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- Observation macroscopique :

Figure 33 : observation macroscopique de la souche d’Alternaria solani.
3. Activité antifongique de ’extrait de la souche d’Alternaria solani :

Cette partie traite les résultats concernant I’effet de I’huile essentielle d’origan contre

I’altrnariose. Ce dernier a été estimé par le calcul du pourcentage de taux d’inhibition.

La mise en évidence de I’activité antifongique des consiste a rechercher leur effet
antagoniste sur le développement de I’espéce Alternaria solani isolées.

1.1 .Méthode par diffusion :
3.1.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé :

Cette méthode n'a pas donné résultats concluant quant a I’effet d’O. floribundum sur A.
solani, dans ce sens nous sommes allés en recherche d’autres méthodes plus appropriées en

relation avec notre objectif
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3.1.2. La méthode de micro atmosphere :

Les résultats concernant ’effet d’O. floribundum sur des isolats d’A. solani sont

mentionnés sur la figure n°34.

12
XX
< 10
2
o 8
N
=
5 6
[¢B]
g 4
o
e 2
o
o
0 o O o
24H 48H 72H 96H 120H
dates

=o—DOSE 50% =o—DOSE 100%

Figure 34 : Taux d’inhibition d 4. solani traité par O. floribundum au 4 doses en fonction du
temps.

La figure n°34 affiche qu’il y a une diminution rapide de pourcentage d’inhibition
estimé a 4% a partir de 24h pour la dose 50% pour s’annuler & 0% et se stabilisé jusqu’a
120H.

Pour la dose 100% le pourcentage d’inhibition enregistré apres 24h est de 12%, ce
dernier diminue passe a 0 % aprés 48h pour stagner jusqu’a 120H.

De ce fait, nous constatons que 1’effet antifongique de I’huile essentiel d’origan contre le
cryptogame A. solani appliqué par la méthode micro atmosphere ne donne pas d'effet par
I’huile volatile.

L’observation macroscopique de I’aspect de 1’évolution de la croissance mycélienne du

cryptogame A. solani traité par O. floribundum est représenté sur la figure n°35).
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Figure n°35 : Aspect macroscopique de I’évolution de la croissance mycélienne du

cryptogame A. solani traité par O. floribundum (méthode de diffusion par disque).
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3.2. Méthode directe :

Les résultats concernant le % d’inhibition d’A. solani par les extraits d’origan aux 4 doses
D1=25%, D2=50%, D3=75% et D4=100% sont portés sur le tableau n° 5.

Tableau 5 : % d’inhibition de la croissance mycélienne d’A. solani traité par O. floribundum

aux 4 doses D1= 25%, D2=50%, D3=75% et D4=100%.

Diametre (mm) % d’inhibition
Témoin D1 D2 D3 | D4 D1 D2 D3 D4
Jour
1 550+0.87 | 0.00£0.00 | 0.00£0.00 | 0 0 100 £0 100£0 | 100+0 | 100+0
2 14.17¢1.04 | 2672076 | 1.00£173 | 0 0 8020 83.22+3.25 | 1000 | 100+0
13 24.6740.85 | 5.17+2.02 | 550¢150 | 0 0 79.1147.9 77.6946.02 | 10020 | 100%0
1 29.33+1.15 | 11.00¢1.00 | 5.83+1.04 | 0 0 62.46£3.66 | 80.124#3.34 | 100+0 | 100%0
j5 | 320042.65 | 12.00+1.00 | 7.33+2.31 | O 0 62464208 | 8095165 | 10040 | 1000
6 3433115 | 14.50+1.32 | 7.33:231 | 0 0 57.76+3.58 78.7£6.32 | 1000 | 100+0
. 37.674252 | 23.33t153 | 7.33t231 | 0 0 37.96+3.93 | 80.51#6.01 | 100+0 | 1000
jg | 4200265 | 29.00+1.00 | 7.33:231 | 0 0 | 31.847+1.422 | 84.09+#3.13 | 1000 | 100%0

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau ci-dessus nous avons pu tracer le graphique
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Figure 36

solani traité par 1’huile en fonctions de temps.

24H

48H

72H

96H
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120H

D3 =e—=D4

144H

168H

192H

pour appuyer nos résultats illustrant les différents taux d’inhibition de la croissance d’A.

: Taux d’inhibition d’Alternaria solani traité par I’huile essentielle d’origan en
fonction de temps.
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Les résultats enregistrés tableau n°5 et la figure n°36 révélent que la croissance
mycélienne moyenne d’Alternaria solani atteint jour atteint un maximum de 42,00mmz 2,65

apres 8 jours d’incubation sur milieu PDA chez les témoins.

Cependant, réduction significative de la croissance radiale est observée deés le deuxieme
jour a la Dlet D2 avec une moyenne radiale de 2,67mm=0,76 dont un % d’inhibition de
80%+0 et 1,00mm=1,73 avec un % d’inhibition de 83,22+3.25 respectivement. Cette
croissance est inhibée encore plus au 8eme jour avec une moyenne de 29.00+£1.00 se
traduisant par un % de 31,847+1.422 pour la D1 et de 7.33x2.31 avec un % de
84,09+3,13pour la D2.

L’HE d’Origanum a montré un potentiel inhibiteur antifongique important a la D3 et D4

ou nous observons une inhibition totale dont le %=100.

De ce fait et d’aprés les résultats enregistrés, ’action de I’HE reste importante avec

I’augmentation de la dose.

L’huile essentielle de 1’origan s’est avérée agressive et a montré une forte activité

antifongique vis-a-vis Alternaria solani.

Nos résultats sont appuyés pas une analyse de la variance qui confirme la présence d’une
interaction significative entre les doses en fonction du temps. En effet, une différence tres
hautement significative a été enregistrée avec des probabilités (p=0.000, p=0.000, p=0.000)
respectivement pour la D1 et D2 et D3 et D4.

L’activité antifongique des huiles essentielles d'origan commun a été évaluée in vitro vis-
a-vis d’A. solani, celle-ci est exprimée par le pourcentage d’inhibition de la croissance
mycélienne radiale (PIC %). L huile essentielle d’origan a montré une action antagoniste vis-

a-vis de I’agent pathogeéne.

Afin de démontrer encore plus I’effet antagoniste de I’HE vis-a-vis du cryptogame, nous

avons choisi 3 jours.
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Tableau 6 : Valeurs des différents taux d’inhibition de la croissance mycélienne de I’isolat

en fonction d’huile essentiel d’origan en fonction des 4 doses pour J2, J3, J5.

Diamétre (mm) % d’inhibition
Jou Témoin D1 D2 D3 | D4 D1 D2 D3 D4
12 14.17+1.04 | 2.67+0.76 | 1.00+1.73 0 0 80 +0 83.22+3.25 | 100+0 | 100+0
15 32.00£2.65 | 12.00+1.00 | 7.33+2.31 0 0 62.46+2.28 80..95+1.65 | 100+0 | 100+0
18 42.00£2.65 | 29.00+1.00 | 7.33+2.31 0 0 31.847+1.422 | 84.09+3.13 | 100+0 | 100 +0

Le tableau n°6 et la figure n° 37 illustrent les différents taux d’inhibition de la croissance

d’A. solani traité par I’huile pour le 2éme, Séme et 8¢me jour. Pour illustrer le tableau, nous

utilisons le graphique suivant.

Pourcentage d'inhibition (%)

Figure 37 : Effet antifongique d’huile essentiel d’origan sur la croissance mycélienne d’un
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Isolat d’Alternaria sp pour les trois jours (2, 5,8).

Le tableau n°6 et la figure n° 37 illustrent les différents taux d’inhibition de la croissance

d’A. solani traité par I’huile pour le 2éme, 5éme et 8¢me jour.

D’aprés les résultats obtenus, on observe une réduction significative de la croissance

radiale dés le deuxiéme jour a la Dlet D2 avec une moyenne radiale de 2,67mm+0,76

représentée % pas un % d’inhibition de 80%+0 et 1,00mm#+1,73 avec un % d’inhibition de
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83,22+3.25 respectivement, comparativement au témoin ou cette derniere est de
14,17mm=1,04.

Au 5eme jour le témoin présente une croissance radiale de 32,00mm=2,65 qui diminue
jusqu’a 7,33mm+2,31 pour la D2 et 12,00mm=1,00 pour la DI, avec un % d’inhibition de
62,46x3,66 et 80.95+1.65 pour les deux doses respectivement.

Cette croissance est inhibée encore plus au 8éme jour avec une moyenne de
29.00mm=1.00 se traduisant par un pourcentage d’inhibition de 31,847+1.422 pour la D1 et
de 7,33£2,31 avec un % de 84,09 £3,13 pour la D2, comparativement au témoin ou elle est de
42,00mm=2,65. Cette croissance est inhibée a 100% pour les doses D3 et D4 dés le premier

jour.

Nos résultats sont confirmés par une analyse de la variance qui révele une différence
significative de la variation de taux d’inhibition en fonction de temps avec une valeur de
probabilité (p=0.00 ; p< 0.05).

Les résultats enregistrés en fonction des doses et aprés comparaisons deux a deux par le
test de Tukey révélent 1’existence de groupes A et B et C de différence significative pour

jours.

Le taux d’inhibition le plus élevé a été enregistré a la D3 et D4 qui restent stables avec
une valeur 100% (24h al192h). Ces deux doses appartiennent au méme groupe et présente

différence hautement significative.

Au regard des résultats obtenus, il s’avére qu’au 2éme jour nous obtenons deux groupes a
et b, alors qu’au Séme jour trois groupes sont définis a savoir a et b et c. Il en est de méme au

8éme jour.

D’aprés ’analyse statistique, nous constatons que toutes les doses sont différentes dans
leurs effets sur I’Aeltrnaria solani. Il semble que le pourcentage d’inhibition augmente avec

I’augmentation de la concentration soit pour 1’huile essentielle.

Cette ¢tude a permis de montrer que I’application de 1’huile essentielle de I’origan surtout
aux deux doses D3 et D4 sur le champignon pathogéne, a révélé une activité inhibitrice

significative.

Une réduction dans la concentration de ’huile essentielle entraine une diminution du

pouvoir inhibiteur de celle-ci.
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L’aspect de 1’évolution de la croissance mycélienne du cryptogame A. solani traité par O.

floribundum est représenté par la figure 38.

Figure 38 : Aspect macroscopique de I’évolution de la croissance mycélienne du

cryptogame A. solani traité par O. floribundum (méthode directe).
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De maniére générale, I’action d'inhibition vis-a-vis de la croissance radiale mycélienne
d’ Altrnaria solani comme concentration d’inhibition est a 100% et 75%.

La présente étude a révélé qu’huile essentielle testée aux concentrations. De 100 %
(pures), 75%,50%et25 % (diluées), ont provoqué une inhibition totale de la croissance
mycélienne radiale de I’isolat utilisé.

Aux doses de 100 % et de 75 %, I’huile a totalement la croissance mycélienne
d’Alternaria sp. Comme I’indique le taux d’inhibition de 100 % Enregistré.

A la dose de 50 %, seule I’huile essentielle d’origan a enregistré une inhibition partielle
de la croissance mycélienne du pathogéne ; les autres dose huiles essentielles ayant empéché
Totalement le croissant mycélien champignon.

A la dose 25 % I’inhibition de la croissance mycélienne du pathogene était partielle.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par différents auteurs qui ont travaillé dans
le méme sens.

En effet, les travaux de Nikumbh et Saler (2011) qui consistent a tester 1’effet des
extraits des feuilles d’Annona squamosa, sur le pathogéne de I’oignon A. alternaria solani
ont montré une inhibition de la croissance du champignon de 91,13% et 68,35% aux
concentrations 50% et 100% respectivement tandis que les extraits de Withania somnifera L.
I’ont inhibé de 54,09% et 36,60%.

Le mélange de trois extraits de plantes (Cassia, Argémone, Parthenium) a donné de
meilleurs résultats par rapport aux extraits de plantes testés individuellement.

Pour YEDIDIA et al, 2000, les propriétés antagonistes des Trichoderma sp.
S’expliquent par la compétition pour les éléments nutritifs, (I’antibiose ainsi que le
parasitisme).

Des résultats similaires rapportés par Malek, 2019 quant a I’utilisation de 1’huile de
citronnelle et d’origan qui ont montré des capacités antifongiques concluantes, étant donné
que les diametres de la croissance radiale des 2 phytopathogénes sont de 2.23+0.34 cm pour
I’origan et nulle pour la citronnelle et ce pour la dose 10 pl.

Ondet et Gomes, 2011, ont montré que des huiles essentielles a 100 % ,75% stoppaient
entierement le développement de Monilia laxa, un champignon infectant 1’abricotier, ou
limitaient jusqu’a 50 % sa croissance mycélienne.

En outre, des résultats similaires ont été obtenus avec les huiles essentielles d’Artemisia
indica et de Lantana camara aux concentrations de 80 pl / ml (8 %) et 160 ul / ml (16 %) sur

la croissance radiale de A. alternata (Bhattarai et Jha, 2016).
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L’action antifongique des huiles essentielles est de nos jours d’actualité. En effet
plusieurs travaux ont été réalisés pour 1’étude de leurs pouvoirs inhibiteurs notamment dans
les domaines médicaux et véterinaires, sur les champignons pathogenes et les insectes
(Alemayehu, 2014 ; Rosello et al., 2015 ; Wafa et Sofiane, 2020 Akantetou et al., 2020).

L'efficacité des huiles essentielles sur le développement des microorganismes varie en
fonction des concentrations.

La concentration minimale ayant totalement inhibée la croissance mycélienne de
Ceratocystis fimbriata a été de 2000 ppm pour les huiles d’Ocimum basilicum, Cymbopogon
Citratus, Eucalyptus camaldulensis et Lippia multiflora, sur Macrophomina phaseolina ;
I'huile essentielle la plus efficace s’est avéré celle de Cymbopogon citratus, avec une
concentration minimale inhibitrice de 4000 ppm. Sur le pouvoir antifongique des huiles
essentielles de C. citratus et L. Multiflora.

Paranagama et al., 2003, ont montré que le riz traité avec I'huile essentielle de
citronnelle est protégé contre les champignons et les insectes destructeurs en stockage.

Tiendrebeogo et al., 2017, selon Dabire 2000 ; I'huile essentielle d ’Eucalyptus sp. a un
effet sur les indices d'infection des champignons A. sorghin et. Vularia sp

La suppression de la croissance des champignons apres le traitement avec de
nombreuses huiles essentielles est associée a la dégénerescence des hyphes fongiques et des
altérations dans le systéme endomembranaire (Romagnoli et al., 2005, Soylu et al., 2006).
Tea tree peut induire des dommages a la membrane dans les cellules bactériennes et
fongiques (Carson et al, 2002).

Les travaux de He et al, (2007) et Chami (2005) ont montré l'activité antifongique in
vitro et in vivo de I'eugénol sur Candida albicans. Ainsi des études similaires ont montré que
les huiles essentielles de S. Aromaticum présentent des activités fongistatiques et fongicides
sur Colletotrichum Musae (agent de I'anthracnose de la banane) et sur Lasiodiplodia
theobromae responsable de la pourriture de la couronne du bananier (Ranasinghe et al,
2002).
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Résumer :

Dans le but d’étudier I’effet antifongique de 1'huile essentielle d'Origanum floribundum sur Alternaria sp.,
agent causal de I'Alternariose, nous avons effectué une enquéte pour dépistage de cette maladie ; se développant
sur les tiges, feuilles et tubercules de la pomme de terre.

Apres collecte de plants au niveau de différents sites du Parc National de Chréa-Blida, nous avons procédé a
I’extraction des huiles essentielles en premier lieu ; par la suite I’isolement et identification du champignon
phytopathogene au laboratoire a été effectuée, I’activité antifongique a été évaluée en utilisant deux méthodes a
savoir :la confrontation directe et la confrontation a distance par action de substances volatiles ; I’étude a été
réalisée in vitro sur milieu PDA.

Les résultats enregistrés ont révélé que I’activité inhibitrice de I’huile en contact direct S’est avéree
performante avec un % d’inhibition de 75 % a 100 % en dose pure, par ailleurs aprés le 6 éme jour de culture
A. sp. a rapidement envahi la boite de pétri en confrontation a distance, aucune inhibition n’a éteé enregistrée.

A partir de ces résultats, il serait intéressant d’étudier les mécanismes d'action et de les expérimenter in vivo
afin de passer a une large application pour une meilleureprotection.

Mots clés : huile essentielle, activité antifongique, Origanum floribundum, phyto -pathogene, Alternaria sp.
Abstract.

In order to study the antifungal effect of Origanum floribundum essential oil on Alternaria sp., the causal
agent of Alternariosis, we carried out a survey to detect this disease, which develops on potato stems, leaves
and tubers.

After collecting plants from various sites in the Chréa — Blida National Park, we first extracted the essential
oils, then isolated and identified the phyto — pathogenic fungus in the laboratory. The antifungal activity was
evaluated using two methods: direct confrontation and remote confrontation by the action of volatile
substances; the study was carried out in vitro on PDA medium.

The results showed that the inhibitory activity of the oil in direct contact proved effective, with an inhibition
of 75 % to 100 % in pure dose, while after the 6th day of culture A. Sp. rapidly invaded the petri dish in remote
confrontation, no inhibition was recorded.

Based on these results, it would be interesting to study the mechanisms of action and test them in vivo in
order to move on to wider application for better protection.

Key words: essential oil, antifungal activity, Origanum floribundum, phytopathogen , Alternaria sp.
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