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Introduction

Introduction

L’olivier (Olea europeae L.) est une espece végétale appartenant a la famille des
oleaceae. C’est I’un des arbres fruitiers le plus répandu dans le pourtour méditerranéen, en
particulier en Italie occidentale et orientale, en Espagne, dans le sud du Maroc, en Tunisie, ainsi

qu’en Turquie orientale et en Gréce (Loumou et Giourga, 2003)

La culture de I’olivier fonde le paysage et la culture méme des populations de certaines

régions productrices comme la petite et la grande Kabylie (Hadjou et al., 2013)

La variété méditerranéenne (Olea Eurpoaea), qui est une espéce diploide, comprend la
forme cultivée (Olea europaea subsp. Europaea var. eurpoaea) et le type sauvage (Olea

europaea subsp. Europaea var. sylvestris) (Kumar et al., 2011)

L’olivier, étant ’une des plus anciennes plantes arborescente cultivées dans le monde,
est une source d’huile et de fruits consommés par des millions de personnes. La production
d’olives est entre autres, en proie a de nombreux ravageurs et autres maladies qui réduisent les
rendements fruitiers et affectent leur qualité. Alternaria alternata endommage les feuilles et
les fruits d’olivier (Moral et al., 2008). La Présence de ce méme champignon a été signalée par
chiyeh et al.(2014) au Maroc. L’ceil de paon causé par Fusicladium oleaginum est répandu dans
toutes les oliveraies du monde (Obanor et al., 2015). Séveérement atteints, les oliviers perdent
leurs feuilles et croissent trés peu. L’incidence de la maladie est une chute dans la production
(Graniti, 1993). Les fongicides les plus utilisés sont la bouill¢ bordelaise, I’hydroxyde de cuivre
et 'oxychlorure de cuivre (Sistani et al, 2009). L’utilisation de la lutte chimique apparait
rarement efficace. En effet, parmi les pesticides utilisés pour protéger les cultures, les fongicides

était percus jusqu’a récemment comme relativement sars.

Un rapport de (1986) de la National Academy of science(WAS) sur les pesticides dans
les aliments indiquant que les fongicides présentent plus de risques cancérigénes que les
insecticides et les herbicides inclus. Par conséquent, la présence de fongicides synthétiques dans
notre chaine alimentaire est fortement soupconnée et la pression augmente pour trouver des
solutions alternatives plus stires. De plus, la résistance des agents pathogeénes au fongicides a
rendu certains inefficaces, créant ainsi un besoin urgent pour la mise en place de nombreux
fongicides avec des modes d’action alternatifs. Les recherches actuelles visant a trouver des
fongicides naturels sont axées sur le financement de composés stirs pour la faune et la flore

terrestres.




Introduction

Les plantes aromatiques ont été largement utilisées en médecine traditionnelle. On sait
que la plupart de leurs propriétés sont dues aux huiles essentielles qu’elles contiennent comme

produit de leur métabolisme secondaire.

Récemment, de nombreuses études sur 1’activité antifongique des huiles essentielles ont
¢été rapportées. La plupart d’entre elles se sont concentrées sur les activités antifongiques des
huiles essentielles de certains plantes ont prouvé leur potentiel d’utilisation comme fumigants

naturels pour contréler la détérioration fongique de certains aliments pendant le stockage.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre présente étude en abordant les activités
antifongiques de trois huiles essentielles envers deux isolats fongiques pathogénes largement

répandus dans le régne végétal.

Ainsi notre manuscrit s’intéresse dans un premier temps a la monographie de I’olivier,
et aux maladies qui I’affectent, s’en est suivie le matériel et méthodes puis les résultats et leur

discussion et enfin une conclusion.
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I. Monographie sur I’olivier

L’Olivier est I’arbre le plus atypique du bassin méditerranéen. L’ histoire de la méditerranée
a toujours €té liée a la culture de celui-ci. Du fait des conditions climatiques adéquates, le sol
méditerranéen est un terrain de prédilection pour la croissance de 1’olivier. Sa culture a ainsi
été transplantée dans des pays a climat semblable. Il est originaire d’Asie et d’un territoire

s’étendant de la Syrie a la Gréce. L’espece est présente dans tous les pays d’Afrique du Nord

La variété cultivé, Olea europeae Var. sativa est I’objet d’une arboriculture importante dans

toute 1’ Algérie, et particuliecrement en Kabylie.
1.1 Description botanique

Il s’agit d’un arbre ou d’un arbuste haut de 3 a 7 m en moyenne. Il croit lentement et vit
longtemps. Le tronc est tortueux et gris, son écorce est crevassée ses rameaux sont nombreux
et courts. Les feuilles sont opposées, persistantes coriaces, simples, entiéres de forme ovale ou
ovale lancéolée. L’inflorescence est en petites grappes denses axillaires dressées au sommet des
rameaux ; ces grappes sont formées de fleurs subsessiles. La fleur est petite, en tube a 4 lobes,
blanche. Elle comporte 2 étamines et 2 carpelles. Le fruit est une drupe de forme ovoide. Son

noyau est fusiforme épais, trés dur et résistant (fig 1).
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Coupe longitudinal de

Rameau en fleur

Fruit développé en
coupe

longitudinale

Figure 1: Morphologie des feuilles et fruits d'olivier (Chevalier, 1948)
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I.2. L’olivier en Algérie

En Algérie, la culture de I'olivier remonte a la plus haute antiquité. Nos paysans s'y
consacraient avec art durant plusieurs sie¢cles (Alloum, 1974). L'olivier et ses produits
constituaient alors l'une des bases essentielles des activités économiques de nos populations
rurales. L'huile d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre 1'Algérie et Rome, durant
I'époque romaine. Depuis cette époque, I’histoire de 1’olivier se confond avec I’histoire de
I’ Algérie et les différentes invasions ont eu un impact certain sur la répartition géographique de

I’olivier dont nous avons hérité a I’indépendance du pays (Mendil et Sebai, 2006).

Le verger oléicole national couvre une superficie de 154620 ha soit 39% des vergers
arboricoles. Cette superficie a connu une augmentation de 58% pour la période (2010-2017)

par rapport a la décennie précédente (2000-2009).

Le niveau de la production de la filiere est passé de 2.765.230 quintaux a 5.115.770
quintaux soit une augmentation de 99% entre les deux périodes (2000-2009) et (2010-2017).
(Ministere de I’ Agriculture 2017).

Répartition de ’olivier en Algérie

Selon Barr (2013), I’olivier en Algérie est réparti sur 4 zones principales :

- Le centre occupe la premiére place avec 112921 ha soit 54,33 % qui sont concentrés dans

les wilayas de Bejaia, Tizi-Ouzou, etc...

- L'Est du pays vient en seconde position avec 58764 ha soit 28,27% dont la moitié est

localisée dans les wilayas de Sétif, Guelma, Skikda, etc...

- La région Ouest occupe a peine 16,93% soit 35 192 ha dont l'ensemble est concentré a

Tlemcen, Sig et Mascara.

- Enfin; le Sud occupe une superficie de 945 ha soit 0,45




Etude bibliographique \ Chapitre I

I1. Les principales maladies fongiques de I’olivier

Bien que I’olivier soit une plante rustique, il est devenu néanmoins sujet a de nombreuses
attaques par différents agents pathogeénes parmi ces attaques, nombreuses sont celles imputées

au champignon pathogénes.

Parmi la pléthore de champignons affectant 1’olivier nous avons présenté certains ci-

dessous :
I1.1 Fusicladium oleaginum (anciennement Spiloceae oleagina)

F. oleaginum est a I’origine de la maladie la plus répandue chez ’olivier. Il s’agit de I’ceil de

paon.
I1.1.1 Les symptomes de la maladie :

Les premiers symptdmes visibles correspondent a des taches circulaires de 2 a 10 mm
de diametre sur la face supérieure de la feuille, dont la couleur évolue depuis le gris noiratre
vers le jaune / vert clair Elles peuvent parfois couvrir la surface du limbe. Les feuilles atteintes
jaunissent et tombent ce qui provoque des défoliations séveres dans le cas d’une forte attaque.

Les fruits et le jeunes rameaux sont rarement attaqués (Serehini et al., 1993) (fig.2).

"-

" s

Figure 2 : Symptomes foliaires de F.oleaginuim

sur feuille d’olivier (Originale)
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I1.1.2 Nuisibilité de Fusicladium oleaginum

La maladie est particuliérement sévere dans les vergers peu ventilés et les pépiniéres
(Graniti, 1993 ; Boulila et Mahjoub, 1993). Alsalimiya et al. (2010) affirment que la principale
conséquence de cette maladie et la chute des feuilles infectées. Ce qui engendre
I’affaiblissement généralisé de 1’arbre, une diminution de la production et la vulnérabilité a

d’autres agents nuisibles.
1.1.3 Cycle biologique de Fusicladium oleaginum:

Le cycle biologique de Fusicladium oleaginum comprend six phases principales

(Alsalimiya et al, 2010). (Figure 3)

L’inoculum qui assure ’infection primaire provient habituellement de la sporulation des

Iésions sur les feuilles, qui ont hiverné ou estivé sur les arbres (Graniti, 1993).

e Laphase I: L’infection qui comprend la germination des conidies et la pénétration du
champignon a travers la cuticule (Alsalimiya et al, 2010)

e La phase II c’est le développement végétatif qui consiste en la croissance des hyphes
mycéliens sous la cuticule de fagon intercellulaire

e Laphase Il est I’étape ou les hyphes mycéliens font jaillir a nouveau la surface a travers
la cuticule.

e Laphase IV se traduit par la formation de conidiophores a la surface de la feuille.

e La sporulation et ’apparition de la tache et la cinquiéme phase.

Les conidies produites sur ces lésions peuvent étre viables pendant plusieurs mois,
Cependant une fois détachées des conidiophores, les conidies perdent leur pouvoir germinatif
en moins d’une semaine (Graniti, 1993). Les conidies sont disséminées par les éclaboussures
de pluie ou par le vent chargé de gouttelettes d’eau. La dissémination des conidies est également

assuré par le vent et les insectes (Laviola et Scarito, 1993)

La gémination des conidies peut avoir lieu entre 2°C et 34°C, avec un optimum de 16 a

21°C.

Il y’a habituellement deux périodes principales d’infection : durant I’automne et I’hiver
(dans les régions a été sec et hiver doux ) ou au printemps et au début d’été (dans les région a
hiver froid) ou dans les deux périodes suivant les conditions locales et la croissance saisonniére

des arbres (Graniti, 1993).
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sporulation

conidie

VM aticule

] -—

Feuifles i-nfectées au sol

) myceluim intercelluaire
Reproduction

Sexuée inconnue

Figure 3 : Cycle biologique de F.oleaginum (Benkada, 2015)
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11.2 Alternaria sp

En général, les espéces apparentent au genre Alternaria sont des champignons

saprophytes, qui agissent parfois comme pathogenes négligeables.

Le genre Alternaria sp comprend a la fois des especes pathogenes pour les plantes et
des especes saprophytes, qui peuvent affecter les cultures en plein champ ou provoquer la
décomposition des produits végétaux apres la récolte. La taxonomie du genre Alternaria n'est
pas encore bien définie (Da-Silva, 2017). Les symptdmes de la maladie sur les feuilles
correspondent a I’apparition de taches brunes, petites, dispersées sur les feuilles qui deviennent

progressivement zonant avec une marge brun foncé.

Dans les stades avancés de I’infection, les feuilles affectées se décolorent et jaunissent

pour au final se dessécher.
I1.2.1 La pourriture du fruit

La pourriture du fruit causée principalement par le champignon Botryosphaeria dothidea,
touche en particulier les fruits verts qui causent petites 1€sions nécrotiques brunes, déprimées,
avec les arétes hautes, dans lesquelles la présence de petits corps fructiféres noirs. Les fruits
trés affectés présentent des symptomes de déshydratation compléte. La pourriture est plus
fréquente en été, étant favorisé par les températures entre 22 et 28° C et une humidité de 1'air

¢levée ( Tofoli, 2013).

La Pourriture des fruits est causée partiellement par des agents pathogénes secondaires et,
dans certains cas, par des saprophytes. Ceux-ci pénetrent les fruits, mirs ou en processus de
maturation et d'affecter leur rendement et la qualité de I'huile. Les fruits affectés par Alternaria
alternata présentent des 1ésions séches, 1égérement déprimée et noire, alors que les fruits
infectés par Cladosporium. sp. Se présentent comme momifiés et recouverts de moisissure verte

(Téfoli, 2013).
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Figure 4 : Fruits d'olivier affectés par Alternaria alternata agent de la pourriture d'olivier
( Tofoli, 2013).

I1.2.2 La fumagine de ’olivier

La Fumagine est considérée comme une maladie commune de I'olivier et se trouve
partout dans le monde. La maladie se caractérise par la formation d'une couche noire, constituée
de mycélium et de spores fongiques, qui vivent d’une maniere saprophyte a la surface des

feuilles, des branches, des troncs et des fruits (Mourida 2014).

L'attaque de la fumagine est plus sévere dans les oliveraies épaissies et infestées
d'écailles (Saissetia oleae), ce qui a pour effet de réduire la vigueur et le potentiel productif des

plantes.

Figure 5 : Symptdmes de la fumagine d'olivier (www.olivedeseases.com)




Etude bibliographique \ Chapitre I

I1.3 Colletotrichum spp.

Colletotrichum spp agent causale de l'anthracnose de I'olivier qui affecte en particulier
les feuilles, pousses, fruits et la vigueur des plantes. Sa gravité¢ et son incidence varient
principalement en fonction de la sensibilité du cultivar, des conditions climatiques et de
l'agressivité de I'agent pathogene, et peuvent entrainer des pertes pouvant atteindre 50%. (Moral

etal., 2015)

Sur fruits verts ou sur fruits sur le point de mrir, l'anthracnose provoque des I€sions
sombres, déprimées, circulaires ou irréguliéres, composées de conidies du champignon. Les
stades avancés de la maladie se caractérisent par la pourriture ou la momification des fruits. On

. . . "
pense que le champignon infecte la plante et reste latent dans le fruit jusqu'a ce que des
conditions climatiques favorables apparaissent ou que le fruit atteigne le début de sa maturité.
Les fruits présentent une perte de poids, un rendement en matiere grasse réduit et une huile de
mauvaise qualité. Dans les feuilles, les 1ésions sont brunes, circulaires ou irrégulieres, et

peuvent conduire a des feuilles courbées ou tordues (Cacciola et al., 2012).

Dans certains cas, I'anthracnose peut également causer la mort des bourgeons apicaux, la
sécheresse généralisée des branches et des feuilles. La maladie est favorisée par des
températures comprises entre 10 et 30° C et une humidité de l'air élevée de I’ordre de 80 & 90%,
(plus fréquente au moment de la maturation des fruits). La période d'incubation de la maladie
est courte dans des conditions favorables et peut compléter son cycle en moins de 10 jours,
provoquant de nombreux cycles secondaires et de graves épidémies pendant ou précédant la

formation des fruits. (Moral & Trapero, 2009)

Figure 7:Anthrachnose sur feuilles
d'olivier (www.olivedeseases.com)

Figure 6: symptomes de 1I'Anthrachnose sur le fruit
d’olivier (www.olivedeseases.com)
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11.4 Pseudocercospora cladosporioides

Pseudocercospora cladosporoides agent causale de la Cercosporiose d’olivier. C’est
une maladie fongique foliaire appelée également ‘Plomb de 1’olivier. Tout comme 1’ceil de
paon, la Cercosporiose est présente dans les principales régions productrices du monde, et son
importance varie selon le cultivar et les conditions climatiques. La maladie peut étre observée
sur les feuilles, les pédoncules et les fruits, et affecte surtout sur les feuilles de plus de 4 mois,
étant plus fréquentes dans les branches inférieures de la plante. Les premiers symptdmes sont
des taches jaunatres irrégulicres sur la partie supérieure des feuilles, qui deviennent nécrotiques
avec le temps. Dans la partie inférieure des feuilles, il y a une croissance diffuse de couleur gris
foncé composée de la fructification du champignon. Chez les feuilles gravement atteintes, cette

croissance ressemble souvent a la fumagine (T6foli, 2013) .

Les symptomes sont plus évidents chez les cultivars les plus sensibles. La maladie peut

¢galement affecter les pédoncules de la zone d'abscission et provoquer une forte chute des fruits

(Moral et al., 2015).

Figure 8: Symptomes foliaires de la
Cercosporiose de l'olivier
(www.olivedeseases.com)

Figure 9 : Symptomes de la
Cercosporiose sur les fuits de 1’olivier
(www.olivedeseases.com)
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IL1.5. Verticillium dahliae

La Verticilliose est une maladie trés importante dans la culture de I'olivier, en étant présente
dans les principales régions productrices. Causée par un champignon Verticillium dahliae la
maladie peut causer la mort des plantes entieres ou de la sécheresse des branches, qui se reflétent
directement dans la réduction des stands, des retards et des irrégularités de croissance et de

fortes baisses de productivité.

I1.5.1. Symptomes de la maladie

La maladie peut avoir deux formes de développement :

Rapide : les feuilles deviennent pales, les pousses meurent et les branches sechent
soudainement. Dans en général, le cortex des branches affectées deviennent violacé et les tissus
du xyléme sont de couleur brune. Chez les jeunes plantes, cette forme de la maladie peut causer
la mort et la défoliation généralisée des jeunes plantes, et la sécheresse des parties de plantes

chez les plantes adultes.

- Déclin lent : dans cette forme de la maladie se produit principalement nécrose et momification
des inflorescences et la chute généralisée des feuilles. Le champignon pénetre a travers les
racines et atteint 'arbre le systéme vasculaire, ou il entrave 1'absorption de I'eau et de I'oxygene
nutriments par la plante. Les plantes malades se flétrissent partiellement, les feuilles se

dessechent et se déshydratent et ridée.

En général, le pathogene est disséminé par a travers des semis malades, des sols infestés,
des tracteurs, outils, eau de pluie et feuilles contaminés. Le taux d'infection est conditionné a
plusieurs facteurs tels que : la résistance du cultivar, 1'état nutritionnel et age de la plante,

virulence de 1'agent pathogéne le type de sol et les conditions climatiques.

V. dahliae se caractérise par la formation de structures appelées micro-scléroides, qui
leur permet de survivre sur le terrain pendant de longues périodes. Celles-ci se forment
généralement sur les feuilles de plantes malades, et une fois au sol, ils sont capables de

commencer de nouvelles infections.(T6foli, 2013).
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La maladie est favorisée par les périodes humides et températures comprises entre 20 et
25° C. Les sols humides et blessures dans les racines augmentent également la maladie. Les
taux ¢levés d'azote, les carences en potassium et les déséquilibres entre ces nutriments peuvent
favoriser la maladie. Parmi les causes qui entravent la prise en charge de la Verticilliose,

mentionnons les suivantes :
- la survie de I'agent pathogene pendant des périodes allant jusqu'a 15 ans sur le terrain ;

- la plantation de cultivars sensibles ;

- Une large gamme d'hotes. V. dahliae a plus de 400 hotes alternatifs dont des cultures

importantes comme le coton, haricots, soja, tournesol, gombo, fraises, solanacées...etc.

- la difficulté pour le traitement (fongicide).

Figure 11 : symptomes intrinséques de
verticilliose de 1’olivier
(www.olivedesease.com)

Figure 10 : symptomes de la Verticilliose sur
un jeune arbre (www.olivedesease.com)

la
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I11. Lutte contre les maladies de ’olivier

La lutte chimique n’est autorisée que contre deux maladies de ’olivier : la tuberculose
(bactériose) et la tavelure (mycose). Les produits utilisé sont officiellement homologués pour

I’olivier vis-a-vis de ces maladies (Breton, 2012)

Tous les fongicides utilisés pour lutter contre fusicladium oleaginum ont controlé
efficacement le pathogéne. Les sels cupriques des acides gras et résineux ont présenté la
meilleure efficacité, suivie par le sulfate de cuivre. Il semble que les traitements facilitent la
chute des vieilles feuilles déja infectées, mais non des jeunes feuilles. Ainsi, la phytotoxicité
réelle des traitements est faible. F.oleaginum peut €tre controlé efficacement par les produits

testés en les appliquant en automne et au printemps

L'utilisation de fongicides systémiques n'est pas trés répandue mais il a été démontré

qu'il fournit un controle significatif de la maladie.
I11.1 Effets indésirables

Les pesticides utilisés pour lutter contre les maladies fongiques montrent des effets

indésirables sur plusieurs volets :
I11.1.1 Sur la plante

L'ion cuivre Cu?" est toxique pour les cellules végétales et c'est la base de I'utilisation
de fongicides a base de cuivre relativement insolubles ou fixes qui libérent de tres faibles
niveaux de Cu?" Chez l'olivier, le cuivre induit une chute sélective des feuilles malades qui
réduit la disponibilité de 1'inoculum . Lorsque des plants d'oliviers malades ont été pulvérisés
avec du sulfate de cuivre pur et des produits commerciaux a base de cuivre, le sulfate de cuivre

a montré un effet défoliant sélectif significatif (Roca et al, 2006).
II1.1.2 Sur huile

Les fruits de l'olivier (Olea europaea, europaea) sont récoltés exclusivement par des
moyens mécaniques, et/ou physique signifie sans autre traitement, principalement dans des
conditions thermiques qui n'altérent pas la qualité¢ de 1'olive. Les produits agrochimiques les
plus utilisés, dans les plantations d'oliviers des pays méditerranéens sont de loin les herbicides

et les insecticides. Ces résidus de pesticides peuvent persister jusqu'a la récolte permettant la
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contamination des olives utilisées pour produire 1'huile d'olive. Cela peut provoquer la présence

de traces de ces pesticides, dans des échantillons d'huile d'olive.
I11.1.3 Sur ’environnement

Des produits a base de cuivre a augmenté la concentration totale du cuivre dans les sols
des vignobles (Pietrzak et McPhail, 2004), bien qu'aucune étude n'ait été réalisée dans les
oliveraies, le cuivre a un effet nocif sur les populations microbiennes du sol (Merrington et al.,
2002). Cependant, les vers sont capables d'éviter les sols. Dans les milieux aquatiques, le cuivre
a un effet notable sur le plancton et indirectement sur l'ensemble de 1'écosysteme (De Oliveira-

Filho et al., 2004). Le cuivre est considéré comme un €lément peu toxique pour I'homme.
I11.2 La lutte biologique :

Un programme intégré de lutte contre les maladies de ’olivier comporte plusieurs
aspects communs, qui ont trait a I'importance d'une humidité élevée nécessaire a l'infection, a
la multiplication et a la dissémination des agents pathogenes (Roca et al., 2007). 1l s'agit
notamment de pratiques prophylactiques qui ciblent I’éviction des sites humides et les
plantations denses d'arbres et de tailler les arbres pour améliorer la ventilation. Une fertilisation
azotée ¢levée et une carence en potassium semblent augmenter, la sensibilité des arbres
(Bohorquez, 1997). La récolte précoce et I'enlévement des feuilles malades et des fruits pourris
sont des mesures recommandées, pour lutter contre 1'anthracnose. Les branches présentant des
tumeurs a nceuds olive doivent étre enlevées afin de diminuer la quantité d'inoculum.
L'utilisation de cultivars résistants est une pratique souhaitable, dans les sites ou ces maladies
sont endémiques et/ou ou les conditions sont favorables a I'infection et au développement des

maladies.

A toutes ces précautions, peuvent s’ajouter 1’utilisation de biopesticides comme les
huiles essentielles dont les molécules actives impliquées dans les mécanismes de défense
naturelle des plantes sont issues du métabolisme secondaire. En effet, récemment de
nombreuses études ont été rapportées sur 1’activité antifongique des huiles essentielles. La
plupart d’entre elles se sont concentrées sur 1’activité antifongique des huiles essentielles contre
les agents pathogeénes du sol. Ainsi les huiles essentielles de nombreuses plantes ont prouvé
leur potentiel d’utilisation comme fumigants naturels pour controdler la détérioration de certains

aliments pendant le stockage et I’inhibition de la croissance de certains agents phytopathogénes.
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IV. Les huiles essentielles

IV.1. Définition :

Le terme "essentiel" dérive de "l'essence", qui signifie 1'odeur ou le gott. La flaveur et
I’odeur spécifique de beaucoup de plantes sont reliées aux propriétés de ces substances
(Calsamiglia et al., 2007). Les huiles essentielles sont des composés complexes, naturels et
volatiles, caractérisés par une odeur forte et qui sont synthétisés par des plantes aromatiques en

tant que métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008).

La norme AFNOR NF T 75-006 a donné la définition suivante d'une huile essentielle :
«Produit obtenu a partir d'une matiere premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit
par des procédés mécaniques a partir de 1'épicarpe des Citrus, soit par distillation seche. L'huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques pour les deux
premiers modes d'obtention ». Cette définition est restrictive puisqu’elle ne cite pas les produits
obtenus par extraction a l'aide de solvants ou ceux obtenus par tout autre procédé (gaz sous

pression, enfleurage) (Hilan et al., 2006).
IV.2. Localisation et synthése des huiles essentielles :

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs,
feuilles et, bien que cela soit moins habituel, dans des écorces, des bois, des racines, des
rhizomes, des fruits, et des graines (Hilan et a/., 2006). Dans une méme plante, elles peuvent
étre présentes a la fois dans différents organes (fleurs, feuilles et tige), mais la composition des
essences est alors variable d'un organe a l'autre, c’est le cas chez Verbascum viedemannianum
(Khima et al., 2015) La synthése et 'accumulation des huiles essentielles sont généralement
associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a

proximité de la surface de la plante :
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poches sécrétrices des Myrtaceae ou Rutaceae,
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Figure 12 : Schéma de formation de poches sécrétrices (Camefort, 1977)
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cellules a huiles essentielles : des Lauraceae ou de Zingiberaceae situées sous 1’épiderme,

(fig 13)
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Figure 13: cellules épidermiques a HE de pétale de rose (Camefort, 1977)

poils sécréteurs : ou I’huile s’accumule sous la cuticule ou poil de patchouli des lamiaceae,
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Figure 14 : poil sécréteur de lavande (Camefort, 1977)
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canaux sécréteurs : (lactiferes) des Apiaceae, des Asteraceae , des Coniferes ou des

Ombelliferes (figure 15)
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Figure 15: un canal sécréteur d'ombellifére (Camefort, 1977)

IV.3 Modes d’extraction

Les composés aromatiques doivent €tre extraits de leur matrice avant de pouvoir les

utiliser.

Plusieurs méthodes d’extraction sont mises au point. La distillation est le procédé le plus

anciennement utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles (Baser & Buchbauer, 2010) Bien

que plusieurs méthodes d’extraction innovantes aient ét€ mises au point, seules la distillation et

I’expression a froid permettent d’obtenir des huiles essentielles conformes a la pharmacopée

européenne. Méme si les procédés innovants n’aboutissent pas a des huiles essentielles au sens

réglementaire, ils permettent 1’obtention de plusieurs constituants des HE et des principes

aromatiques intéressants(Mnayer, 2014). Ainsi les principes des techniques traditionnelles et

des procédés innovants d’extraction sont décrits ci-dessous
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IV.3.1 Hydrodistillation

La méthode d’extraction la plus simple. Son principe consiste a immerger la matic¢re
végétale dans un bain d’eau, ensuite 1’ensemble est porté a ¢ébullition sous pression
atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales. Durant le processus, 1’eau bouillante pénétre dans les
cellules végétales et solubilise une partie de I’huile essentielle contenue dans les cellules de la
plante. La solution aqueuse chargée de composés volatils, diffuse ensuite a travers le tissu de
I’organe végétale vers la surface extérieure ou I’huile essentielle sera vaporisée. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique. A la température
d'ébullition, les pressions de vapeurs combinés sont égales a la pression d’évaporation. Ainsi,
les huiles essentielles, dont les points d'ébullition varient normalement de 200 a 300 °C,
s’évaporent a une température proche de celle de I'eau. Le mélange est ensuite refroidi. L’eau
et les HE, une fois condensées, se séparent en deux phases (Baser & Buchbauer, 2010). Le
contact du matériel végétal avec I’eau dans cette technique engendre notamment des
phénoménes d’hydrolyse. Bien que la distillation (I’hydrodéstillation ou la distillation a la
vapeur) soit la méthode normalisée pour I’extraction des huiles essentielles, I’effet de la chaleur
peut causer des modifications chimiques et des dégradations des composants thermosensibles.
Par conséquent, I’huile essentielle récupérée est un produit qui différe de 1’essence originelle,

d’autant plus que la durée de distillation est longue (3 heures).

IV.3.2 Expression a froid

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes (citron,
mandarine, orange, pamplemousse). Le principe de ce procédé mécanique consiste a éclater les
minuscules vésicules et les poches a essences. L’essence ainsi libérée est entrainée par un
courant d’eau. Le procédé consiste a fixer le fruit sur une coupe équipée de lames et une seconde

coupe pour I’enfermer. Un couteau circulaire creuse un trou a la base du fruit.

L’application d’une pression sur les parois du fruit entraine 1’extraction du jus qui va
étre transporté jusqu’au collecteur pendant que 1’essence est extraite de la peau et collectée a
I’aide d’un jet d’eau. L’émulsion eau-essence est ensuite s€parée par décantation. L’intérét de
cette technique réside dans 1’obtention d’essence n’ayant pas subi de modification chimique

liée a la chaleur. De méme, elle est couplée avec la production du jus de fruit (Mnayer, 2014).
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I1V.3.3 Extraction aux ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques capables de se déplacer dans un milieu
¢lastique a une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de I’oreille humaine (16
kHz). Les ultrasons de puissance fonctionnant a une intensité entre 20 et 100 kHz sont utilisés
pour I’extraction des ardmes et bien d’autres molécules des plantes. Le bac ou la sonde a

ultrasons sont les deux types d’équipements couramment utilisés dans les laboratoires.

Lorsque les ultrasons se propagent a travers un liquide, les oscillations des molécules
provoquent la formation des zones de compression et de dépression (raréfaction). Quand les
cycles de raréfaction augmentent, les forces maintenant la cohésion du liquide sont vaincues et
des bulles de cavitation apparaissent. Ce phénomeéne est appelé cavitation. Les bulles vont
imploser a coté de la surface solide (le matériel végétal) et provoquer la rupture des membranes
des cellules qui libérent leurs contenus a I’extérieur (Dolatowski et al, 2007). Puisque les
glandes des huiles essentielles sont généralement présentes a la surface des plantes aromatiques,
l'implosion des bulles de cavitation détruit les glandes qui libérent I'HE dans le milieu

environnant (Veillet, et al., 2010).

La technologie aux ultrasons prend beaucoup d’ampleur dans le domaine
agroalimentaire (Chemat et al, 2011; Pingret, et a/, 2013). Elle permet de pallier a certains
problémes rencontrés par la distillation conventionnelle telle que la dégradation thermique due
aux températures élevées, la grande consommation d’eau, les longues durées d’extraction et les

rendements faibles (Da Porto et al, 2009).
IV .4 Les constituants des huiles essentielles

Les constituants de HE peuvent étre répartis en deux classes en fonction de leur voie de

biosynthese : les terpenoides et les phenylpropanoides.

Les terpenoides sont les plus variés au niveau structural, dont 25000 sont connus comme
métabolites secondaires, dérivent du précurseur isoprénique a cinq carbones,
I’isopentenylpryophosphate. Le mono et les sesquiterpenoides sont les plus représentés dans les

huiles essentiels.

Les composés phénoliques, sont biosynthétisé par a partir des acides aminées
aromatiques qui sont la phénylalanine et la tyrosine. Ils sont généralement caractérisés par la

présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle.
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Les composés phénoliques comme le thymol, carvacrol et 1’eugnol, sont du fait du

caractere acide de leurs constituants hydroxyles, les plus actifs (Buchanan & Han, 2000).

V. les plantes aromatiques

Les huiles essentielles sont obtenues a partir des « plantes aromatiques » qui sont des

plantes dotées de propriétés odorantes. Ci-dessous sont citées quelques-unes.
V.1. Origanum :

L’ Origanum floribundum Desf , est une plante spontanée endémique, se développant
en Afrique du Nord (I’ Algérie et la Tunisie), ¢’est un arbuste aromatique ordinairement appelé
« Zaater » (Bendahou et al,2008). Selon Quezel et Santa, (1963), ’origan est une plante
herbacée, ou sous ligneuse a la base, a tige toutes dressée et épis denses ; fleurs restant contigués
apres la floraison. La corolle est de couleur blanchatre a 1évre inférieure bien plus longue que
la 1évre supérieure. Le calice est non bilabié a 5 dents subégales, avec un épi linéaire glabre ou

faiblement pubescent.

V.1.1 Classification botanique:

La classification d'Origanum est donnée comme suit selon Cronquist (1981) :

- Reégne : Plantae

- Division : Tracheobionta
- Classe : Magnoloipsida
- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiaceae

- Genre : Origanum

- Espece : Origanum floribundum
En Algérie, il existe 3 especes d’origan :

o Origanum majorana L.,
o Origanum glandulosum Desf .,

o Origanum floribundum Munby (Quezel et Santa, 1963).
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V.1.2 Propriétés et usage:

Origanum floribundum présente de nombreuses propriétés thérapeutiques. En effet il a
une action sédative, antispasmodique, stomachique, carminative, expectorante et antiseptique.

L’origan est recommandé en cas de manque d'appétit, d'aérophagie, de bronchite
chronique, de toux, d'irritation, d'asthme, d'absence de regles. 11 a également une action
antalgique, et parasiticide; utile contre la pédiculose, les thumatismes et la cellulite (Dellile,
2007).

Les especes d'Origanum sont largement connues comme herbe culinaire, pour

assaisonner les produits alimentaires et les boissons alcooliques (Bendahou et al., 2008).

V.2. Citronnelle:

La citronnelle est une plante herbacée vivace, formée de tiges serrées pouvant atteindre
1,5 m de haut, lisses et glabres. Elles forment des touffes composées de feuilles lin€aires,
terminées en pointe, de 90 cm de long sur 3 a 5 cm de large ; Ces feuilles sont raides, coupantes,
lisses sur leurs deux faces et de couleur vert clair grisatre. Elles ont une nervure centrale
saillante et plus claire, un pétiole engainant présente une ligule parcheminée d'a peine 1 mm
de long. La plante se termine dans sa partie souterraine par une base renflée comme un oignon
mais qui ne correspond pas a un bulbe. Elle ne fleurit qu'exceptionnellement pour donner
naissance a une inflorescence terminale, d'une trentaine de cm de long, formée d'épis disposés

en panicules laches, de 6 mm de long (Teuscher et al., 2005).
V.2.1. Classification botanique:
La position systématique de la Citronelle, selon cronquist (1981) est comme suite :

e Regne : Plantae

¢ Division : Tracheobinta
e (lasse : Liliopsida

e Ordre : Cyperales

e Famille : Poaceae

e Genre : Cymbopogon

e Espece : Cymbopogon citratus
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V.2.2. Propriétés et usage:

L'agence de protection de l'environnement des FEtats-Unis mentionne I'huile de
citronnelle comme un biopesticide puissant, non toxique et 100 % str. Il est également efficace
contre les morsures de chien et peut €tre vaporis¢ sur la plaie (mais sous forme diluée) pour
accélérer le processus de guérison.

En raison de ses propriétés insecticides, elle a été utilisée comme insectifuge.
Homologuée aux USA depuis 1948, elle a une odeur douce et agréable et, par conséquent, a été
largement utilisée dans la préparation de parfums, bougies de cire, savons, et autres produits
cosmétiques.

L'huile essentielle est également produite au Guatemala, & Taiwan, au Brésil, au
Honduras, en Inde, au Sri Lanka, en Equateur, en Argentine, 3 Madagascar, en Jamaique, en
Afrique du Sud et au Mexique (Teuscher et al., 2005).

L'huile de citronnelle est souvent synthétisée avec des produits chimiques comme la
térébenthine, qui sont des dérivés de coniféres dérivés. Il est donc indispensable d'acheter de

I'huile de citronnelle naturelle dont les dérivés proviennent de sa propre plante (anonyme 1).

V.3. Menthe poivrée :

La menthe poivrée est originaire du Moyen-Orient et vraisemblablement d’Asie. En
effet, elle se rencontre sur tous les continents et s'adapte a tous les climats hormis les plus
extrémes. Elle aime les terrains frais, argileux et calcaires (Zybak, 2000).

Cette plante est presque cultivée dans I’ensemble des régions du monde : en Europe,
en Asie (Russie, Kirghizstan, Turkménistan, Chine, Japon, Inde), en Australie, en Afrique du
Nord (Maroc, Kenya, Tanzanie, Angola) et en Amérique (Canada, Etats-Unis, Brésil,
Argentine, Chili).

Sa culture est faite essentiellement pour produire de 1'huile essentielle. Les quatre principaux
pays producteurs d'huile essentielle de la menthe poivrée sont : 1'Inde, 1'Ttalie, I'Argentine et

I'Australie.
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V.3.1. Classification botanique:
Cronquist (1981) a classé la Menthe poivrée comme indiqué ci-dessous :

- Regne : Planteae

- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : lamiales

- Famille : Lamiaceae

- Genre : Mentha

- Espéce : Mentha piperita L., 1753
V.3.3. Propriétés et usage:

Mentha piperita présente des vertus médicinales connues depuis 1’antiquité. De nos
jours, son huile essentielle est utilisée en médecine traditionnelle, dans les préparations
alimentaires, I’industrie alimentaire, en cosmétique, et récemment des études scientifiques ont
montré un intérét promotteur quant a son utilisation en pharmacologie et médecine moderne.

Actuellement, des études sont menées afin de voir les effets de 1’huile essentielle de la
menthe poivrée sur ’amélioration des capacités mentales, le traitement de certains désordres

mentaux, ainsi que sur la maladie d’Alzheimer (Fox et al., 2012 in, 2016).
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I. Présentation de la zone d’échantillonnage

Béni Yenni est une Commune de la wilaya de Tizi-Ouzou, située a 35 km au Sud-Est de
la wilaya de Tizi-Ouzou. Délimitée au Nord, par la commune de Larbaa Nath Irathen a I’Est,
par la commune de Ain El Hammam; au sud, par la commune des Ouadhias et par la

commune de Ouacif a I’Ouest.

La commune se trouve a 820 métres d’altitude. Béni-Yenni est une commune rurale
située dans le massif de Kabylie dont le relief est constitué d’une succession de collines au

piémont de la chaine du Djurdjura qui en constitue la limite nord.
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Figure 16 : Localisation de la zone d'é¢tude (Beni Yenni) (maps.google.com).

Description du verger :

Le verger sujet de notre étude est situé¢ dans la région de Sidi Nadji a Beni Yenni a 750
m d’altitude. Conduit en extensif. Les oliviers sont centenaires majoritairement avec 5 pieds

agés de 7 ans.

L’irrigation reposant principalement sur la pluviométrie, labour (non fait depuis 15

ans), non fertilisé et non taillé.

Le terrain trés accidenté a proximité d’un bas fond (assif Takhoukth) avec une

exposition au soleil tres faible au soleil.
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II.  Matériel végétal
Des feuilles, présentant des symptomes typiques de la Tavelure, Fusiclauim oleaginum,
ont été prélevées sur des oliviers de la Variété Chemlal, au lieu-dit Sidi Nadji a Ath Yanni.

L’échantillonnage consiste a choisir 5 arbres dans la parcelle, cueillir & hauteur d’Homme
des feuilles dans les 4 points cardinaux. Les feuilles ont été réservées dans des sacs en papier

Kraft, étiquetés. Elles ont été conservées a 4°C.
III. Les huiles essentielles

Les plantes utilisées sont deux Lamiacées. Il s’agit de la menthe poivrée (Mentha piperita)
d’origanum sp. Une Poaceae la citronnelle (Citronella sp) récoltées vers le début du mois de

juin de ’année 2018 dans la région d’Ait Zmenzer dans la wilaya de Tizi Ouzou.

Les parties utilisées sont des feuilles et des tiges.
III.1 Traitement du matériel végétal
Les échantillons récoltés ont été lavés triés et séchés a 1’air libre, dans une piéce ombragée

durant 3 semaines. Ils ont été étalés sur du papier journal.

Aprées séchage, les échantillons ont été¢ coupés en petit fragments et conservés dans des

sacs en papier Kraft de 200g et conservés a I’abri de la lumicre et de I’humidité

A la fin de la période de séchage les feuilles ont perdu légérement I’intensité¢ de leur

couleur verte.
II1.2 Méthode d’extraction

L’extraction des huiles essentiels est réalisée par hydrodistillation Un échantillon de 200 g
de maticre végétale est placé dans ballon de 20 ml puis immergé dans 1’eau distillée (2/3 de la

capacité du ballon) qui est ensuite porté a ¢bullition.

La vapeur formée entraine I’huile essentielle. Elle passe dans le réfrigérant ou les

gouttelettes sont refroidies et condensées.

Le distillat est récupéré dans un erlenmeyer puis transféré dans une ampoule a décanter.
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e Séparation liquide liquide

L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par un solvant organique 1’éther
diéthelique (C2HsOC:H 5).Ce dernier est versé dans une ampoule a décanter pour alourdir la
phase aqueuse. Du chlorure de sodium (Na CI) est ajouté. La phase organique (huile
essentielle) récupérée est mise directement au contact d’un desséchant, le sulfate de sodium

(Naz2 SOg) et filtré au moyen d’un papier filtre.
e Elimination du solvant organique

L’évaporation de 1’éther diéthylique est réalisée sous pression réduite a 50 °C dans un
¢vaporateur rotatif. L huile essentielle obtenue est conditionnée dans un flacon en verre fumé,

fermé hermétiquement et conservé a une température de 4°C.
IV. Isolement de I’agent pathogéne

Les techniques d’isolement est conforme a celle décrite par Rapilly (1968).

A T’aide d’un tampon de coton imbibé d’alcool, les feuilles présentant des lésions sont
désinfectées. A ’aide d’un scalpel flambé au préalable, des coupes ont été réalisées. Ces
fragments ont été ensuite déposés dans des boites de pétri contenant le milieu PDA a raison de

4 fragment par boite et mises a I’étuve a une température de 25°C pendant 21 jours.
V. Détermination de I’agent pathogéne

La détermination de 1’agent pathogéne nécessite une observation macroscopique et

microscopique.
* Observation macroscopique

L’observation macroscopique porte sur I’organisme associ¢ a I’hote, en prenant en compte les

structures décrites dans la bibliographie.
* Observation microscopique

Elle est relative a la description de filaments mycéliens et les structures de sporulation en

prenant en compte, la couleur, la forme et la taille.

- Technique de la Cellophane Adhésive : clle consiste appliquer un ruban adhésif

transparent sur la zone infecté de la feuille et de coller ce ruban sur une lame porte objet.
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L’examen se fait directement au microscope sans aucune autre préparation.
VI. Réalisation de coupes anatomiques sur les feuilles d’olivier :

Pour mettre en évidence les structures des mycélias et 1’effet de 1’infection des agents
pathogéenes sur la feuille d’olivier, nous avons effectué¢ des coupes transversales au niveau des
feuilles que nous avons colorées par la technique de double coloration (vert de méthyle-rouge

Congo). Ces coupes montées entre lame et lamelle ont été observés au microscope optique.
VII. Etude de P’action de trois huiles essentielles sur la croissance fongique

Les huiles extraites a partir des feuilles de menthe poivrée, d’origan et de citronnelle ont
¢été utilisées afin de déterminer leurs activités biologiques sur la croissance radiale des deux

champignons (F. oleaginum et Alternaria sp).

Pour cela 5 doses 2, 4, 6, 8 et 10 pul ont été utilisées. Chacune des doses est injectée et
mélangée aseptiquement a 100 ml de milieu de culture PDA liquide. Trois répétitions ont été
effectuées pour chacune des doses, parallelement six (6) boites témoins ont été¢ préparées

(trois pour chaque agent pathogéne) sans huile.

Trois implants de 0.5cm de diamétre chacun ont été prélevés, a partir de jeunes
cultures de phytopathogeéne. La lecture des résultats se fait par I’estimation de la croissance

radiale tous les 4 jours pendant un mois.

VIII. Evaluation de la croissance radiale des deux pthytopatogénes

La croissance mycélienne des isolats est mesurée tous les 4 jours pendant un mois a
I’aide d’une regle graduée en prenant en compte le diametre moyens des colonies et en

considérant le diamétre de base qui est celui du témoin.
VIII.2. Analyse statistique des données

Les résultats obtenus ont été soumis aux tests d’analyse de la variance (ANOVA) a

trois critéres de classification en utilisant le logiciel STATBOX 7 version 7.5
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I. Structure d’une feuille d’olivier

I.1. Morphologie d’une feuille d’olivier infectée par F.oleaginum

Cette maladie est observée sur certains arbres. Elle concerne principalement les feuilles
ou sont visibles sur la face supérieure surtout des taches arrondies vert foncé puis brunes a
grises au centre entourées d’une bande jaune qui devient brune a la sortie des fructifications.

Ces taches sont de 3 a 5 mm de diametre et atteignent 10 mm a la fin de I’évolution.

Figure 17 : symptomes de F.oleaginum sur la feuille d'olivier (Ath Yenni, 2019)
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II. Anatomie d’une feuille d’olivier infectée par F.oleaginum :

La section transversale d’une feuille d’Olea europeae montre une nervure principale a

face supérieure tres 1égerement saillante et a face inferieure arrondie et proéminente.

L’épiderme supérieur est constitu¢ d’une assise de cellules isodiamétriques a parois
cellulosiques recouvertes d’une épaisse cuticule. Cet épiderme porte des poils en écusson dont

le pied semble enfoncé dans I’épiderme.

Le parenchyme est constitué¢ de cellules de taille moyenne a parois légerement

collenchymateuses et qui fait apparaitre des méats entres elles, ce sont des sclérites.

Le systeme conducteur en arc “C* est constitué¢ par la superposition d’un bois et d’un
liber. le pdle ligneux étant localisé€ ver la face supérieure cet arc “C* est accompagné a la face
supérieure par un amas de cellules sclérenchymateuses et a la face inferieure cuticularisé
constitué¢ d’une assise de cellules isodiamétriques a parois cellulosiques fine et portant des
poils en écusson dont le pied est plus dégagé de I’épiderme que dans le cas de la face

supérieure.

Mycélium de F.oleaginum

Cuticule

Xyléme

Phloéme

Figure 18 : Coupe anatomique d’une feuille d’olivier infectée par
F.oleaginum observé au microscope optique G : 100
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III. Identification des agents pathogenes

I1.1. F.oleaginum

L’observation des coupes au microscope optique a révelé la présence du champignon
pathogene F.oleaginum, sous forme de conidies uni ou bicellulaires et de siphons envahissant
les cellules parenchymateuses. Des ramifications des siphons mycéliens subcuticulaires
percant la fine cuticule s’amplifient a la surface cuticulaire en conidiophores ampiliformes

non ramifiés.

Figure 19 : Coupe anatomique d’une feuille infectée par F. oleaginum
observée au MO G x400

Des conidies solitaires simples et aériennes se forment. Les cellules conidiogénes
(phialides) génere des conidies par simple strangulation. Les conidies vert olive pales sont

verruqueuses oliviformes sont tronquées a la base et mince a I’extrémité.

Des conidiophores jaunes violacés simples et trés courts percant la cuticule. Ils portent
a leurs extrémités une seule conidie bicellulaire ovoide ou piriforme un peu arquée. A
maturité, les spores se détachent facilement et sont dispersées sous I’impact des gouttes de

pluie ou par ruissellement de feuille a feuille.

Cuticule

— Parenchyme
palissadique

Siphon mycélien
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Conidie unicellulaire

Conidie bicellulaire

Figure 20 : conidies de F.oleaginum
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111.2. Alternaria alternata

Les symptodmes observés sur les feuilles d’olivier dans les vergers ont commencé par

de petites taches rondes de type mycélium allant de 3 & 7mm de diamétre.

L’intensité de I'infection était trés €élevée sur la face supérieure, ce qui pourrait étre

expliqué par une humidité élevée dans 1’atmosphere environnant la plante.

Apres infection, les taches blanches de type mycélium prennent une couleur brun clair
a foncé sur la surface foliaire. La détermination des souches d’Alternaria repose
traditionnellement sur des caractéres morphologiques et culturales (Rodrigues et al., 2010)

(Fig 22) et la structure des conidies (Fig 21).

Figure 21 : conidies observé d'dlternaria Figure 22 : Colonie d'Alternaria Sp sur
alternata au MO Gx400 boite de Petri

Compte tenu des caractéres morphologiques nous pouvons suggérer que notre isolat

correspond a Alternaria alternata.

S’appuyer sur des caractéristiques morphologiques ne suffit pas a identifier
définitivement un organisme, car ces caracteres pourrait étre influencés par plusieurs facteurs,
tels que : la température la période de I’humidité et le milieu de culture. La sporulation

fongique est complexe et varie d’un champignon a un autre.
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L’analyse microscopique des conidies et des conidiophores a été effectuée au G :

x400. Des conidies brun foncé apparaissent en chaine.

La surface des conidies est verruqueuse, légerement resserrée avec 2 a 6 septa
transversaux et 1 ou 2 longitudinaux Situés a la base. Ces critéres correspondent a ceux

décrits par (Kamalakannan et al., 2008; Siddiqui et a/, 2009) (Fig 23).

—Conidies non
colorés

Conidies

colorés

Au bleu
lactophénole

‘ Figure 23 Conidies D'dlternaria atlternata observé au MO G : %400 |
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IV. Etude macroscopique des champignons phytopathogenes étudiés :

Apreés une semaine d’incubation a une température de 25 £1 C, les colonies des
champignons pathogeénes se sont parfaitement développées sur le milieu PDA. L’agent

pathogene de la tavelure est de couleur vert olive. Celui d’Alternaria est de couleur grise.

. . ) Figure 25 : Colonie de F.oleaginum
Figure 24: Colonie d'Alternaria sp 8 En boite de Petri &

en boite de Petri

La croissance radiale moyenne relevé pour F.oleaginum est de 6,39 cm les résultats
ainsi obtenus comparés a Manseur (2017) et Belka et al (2015) qui ont isolé F.oleaginum
respectivement a partir de feuilles d’olivier du nord-ouest d’Algérie et d’olivier de Kabylie et
qu’ils ont repiqué sur milieu PDA a la suite de quoi, ces auteurs ont conclu que ce milieu était

un support de choix pour I’isolement des champignons phytopathogenes.

Pour Alternaria sp la croissance radiale moyenne en milieu PDA est de 6 cm Le
champignon étant isol¢ des mémes feuilles que F.oleaginum a montré une croissance aussi

importante dans les mémes conditions de culture.
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V. Etude microscopique des pathogénes fongiques isolés

Les filaments de F.oleaginum colorés en bleu lactophénol apparaissent fins, cloisonnés

et abondamment ramifiés (fig 28 et 29).

AAY

Conidies

Conidiophore

Figure 26: F.oleaginum observé au MO Gx 400

-Les filaments d 'Altertnaria coloré avec le bleu lactophénol sont longs et fin

— Conidiophores

Figure 27 : Alternaria alternata observé au MO G400
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VI. Action des trois huiles essentielles sur la croissance radiale des deux

agents fongiques

VI.1 Action des huiles essentielles sur F.oleaginum

Les résultats de la croissance radiale moyenne des colonies de F.oleaginum en fonction

de la dose de I’huile essentielle sont groupés dans le tableau I et traduit par la figure 30.

Tableau I diameétre moyen des colonies de F.oleaginum en fonction de la dose de I'HE :

\
\I(Origan) 2 (Menthe) 3 (Citronnelle)
0 pl 6,393+0,638(a) 6,393+1,305(a) 6,3930,677(a)
2l 0,969+0,301(d) 6,533+0,697(a) 0,973+0,411(d)
4 ul 0+0,226(d) 6,235+0,336(a) 0+0,142(d)
6l 0,05+0,238(d) 6,181£0,402(a) 0,05+0,198(d)
8 ul 0,4130,564(d) 5,2610,762(b) 0,04120,575(d)
10 0+0,374(d) 4,33+ 0,618(c) 0+0,258(d)
8
- N\awa
g ° 1 (Origan) m
E > 2 (Menthe) m
g 4 3 (Citronnelle)
3 3
3 2
§
a8 1 i "
: M (A il
i L 8 L
4 1 (d0) 2 (d1) 3 (d2) 4 (d3) 5(d
Dose (pl)

Figure 28 : Croissance radiale de F.oleaginum en fonction de la dose de
I’HE
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La croissance radiale moyenne du mycélium de F.oleaginum en boite pétri est de 6.39

cm =+ 0.63 apres 30 jours d’incubation dans les boites témoins (sans huiles essentielles).

En effet, une réduction tres significative de la croissance radiale dés la dose de 2 pl /1
avec une moyenne radiale de 1 cm+= 0,30 a été enregistré. Cette réduction continue a
s’accentué jusqu’a annulation a la dose 10ul. L’huile essentielle d’Origan présente une forte
activité antifongique vis-a-vis de F.oleaginum. L’analyse de la variance a 2 critéres de
classification a montré une différence significative pour I’huile (F= 599,975 ; ddl = 2) et pour
la dose d’huile (F= 144.099 ; p 0.0000, ddl = 5) et pour I’interaction des deux facteurs dose
huile (F=26.514 p=0.000 et ddl = 10).

La Citronnelle a également une action fongistatique significative en montrant une
activité des la dose 2ul avec un diametre moyen de 0.57 cm+0.2. Cette action s’accentue

jusqu’a inhiber complétement la croissance F.oleaginum.

L’huile la moins active reste celle de Mentha piperita avec une action antagoniste vis-a-
vis de 1’agent causal de la tavelure moins importante que celle enregistrer avec Origanum et
Citronella sp. En effet, le diametre le plus significatif est de 4.33+0.618 soit une réduction de
50% comparé a la boite témoin (6,393+1,305).

VI1.2. Action des huiles essentielles sur Alternaria sp

La croissance radiale moyenne d’Alternaria sp aprés 30 jours d’incubation sur le

milieu PDA est de 6.98cm=+0.44 dans les boites témoins (sans huile essentielle).

En effet une réduction significative de la croissance radiale des la dose 2ul/l avec une
moyenne radiale de 5,575cm=+0,245 et une inhibition totale de la croissance a partir de la dose
4ul/l ont été constatées.L’huile essentielle de la citronnelle montre une forte activité
antifongique vis-a-vis Alternaria sp. L’analyse de la variance a 2 critéres de classification a
montré une différence significative pour 1’huile (F= 301.486 ; ddl = 2) et pour la dose de
I’huile (F= 148.683 ; p 0.0000, ddl = 5) et pour I’interaction des deux facteurs dose huile (F=
51.304 p=0.000 et ddl = 10).

L’HE d’Origanum a montré un potentiel inhibiteur antifongique important dés la dose
2ul/l avec un diamétre moyen de 1.23+0.50. L’action de I’HE reste importante avec

I’augmentation de la dose.

L’huile essentielle Mentha piperita a montré une action antagoniste vis-a-vis de

I’agent pathogene mais elle reste moins importante que celle enregistré pour les deux autres
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huiles sous-citées a savoir (Origanum et Citronella sp). En effet, le diamétre le plus faible

enregistré est de 3.39+4.33 et une

(6.98+0.44).

inhibition de 1’ordre de 40% par rapport au témoin

Tableau 2: diamétre moyen des colonies d'Alternaria alternata en fonction de dose d’Huile

essentielles testées

1 (Origan) 2 (Menthe) 3 (Citronnelle)
0 ul 6,986+0,442(a) 6,986+1,359(a) 6,986+1,114(a)
2l 1,233+0,503 (fg) 3,369+0,433 (a) 0,575+0,245(g)
4 ul 1,629+0,822 (ef) 4,983+0,459 (d) 040,634 (g)
6 ul 0,128+0,483(g) 5,435+0,499 (bc) 040,074 (g)
8 ul 1,048+0,222 (fg) 4,229+0,27 (c) 0+0,427 (g)
10 pl 2,233+0,342 (e) 5,061+0,492 (bc) 0+0,289 (g)
1(Origan) m
2 (Menthe) m

N W 1O N

N

1 (do) 2 (d1)

3 (Citronnelle) m

3 (d2)

Figure 29 : Croissance radiale d’A/ternaria sp en fonction de Dose des

3 huiles essentielles testées
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Parmi les 3 huiles essentielles testées, la citronnelle et I’origan ont montré les capacités
antifongiques globales les plus ¢levées étant donné que les diamétres de la croissance radiale
des 2 phytopathogenes sont de 2.23+0.34 cm pour ’origan et nulle pour la citronnelle et ce pour la
dose 10 pl. Ce résultat concorde avec celui de Shimoni, Putievsky, Ravid, and Reuveni (1993)
qui ont démontré que des huiles de type origan a savoir S.thymbra et M.syriaca présentait
I’activité¢ antifongique la plus élevée contre les champignons pathogeénes foliaires et
telluriques. Daouk et al, (1995) ont montré que les huiles essentielles d’origan sont actives
contre les champignons d’entreposage des aliments comme Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum et Pennicillium ainsi que des phyotpathogenes telluriques. Dans le cas de I’olivier,
Ostry (2008) a rapporté que les mycotoxines produites par A.alternata contaminent les drupes

d’olivier et la transmission des toxines vers 1’huile d’olive est ¢galement possible.

Le thymol, le carvacrol et la carvone ont été rapportés par la bibliographie comme
étant des antifongiques puissants. Ainsi Smid et al, 1995 ont démontré ’activité antifongique

vis-a-vis de Penicillium hirsutum.

La forte teneur en Carvacrol et du thymol peut expliquer ’activité antifongique ¢€levée
des huiles essentielles testées. Singher et al ont montré que les huiles essentielles de

Cymbopogon martinu présentait une forte activité contre Helminthosporium oryzae.
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Conclusion

Notre ¢tude menée dans un verger de haute Kabylie a Ath Yanni consiste a la récolte
des feuilles d’olivier de la variété Chemlal a montré 1’existence d’une myriade de maladies

entre elles 1’ceil de paon.

Deux agents inducteurs de ces maladies ont été isolés et identifiés. Il s’agit d’Alternaria
alternata et de Fusicladium oleaginum. Le premier phytopathogéne est caractérisé par des

sclérotes cloisonnés quant a F.oleaginum, il est caractérisé par des conidies uni ou bicellulaire.

Les phytopathogenes ont été isolé et mis en culture en boite de Pétri sur du milieu PDA.
La croissance radiale de ces isolats fongiques a été¢ suivie sur du milieu PDA mélangé a
différentes doses d’huile essentielles d’origanum floribundum récolté a Tikjda et Cymbopogon
citratus et Mentha piperita échantillonnées dans la région de Ath Zmenzer a 10km du chef-

lieu de la wilaya de Tizi Ouzou.

Les huiles essentielles les plus efficaces vis-a-vis les deux phytopathogénes isolés
restent I’huile de citronnelle et d’origanum. Ces derniers ont réduit significativement et parfois

méme annulé la croissance des mycelias fongiques dans le cas de F.oleaginum.

A la lumiére des résultats obtenus, il serait intéressant de procéder a I’analyse
biochimique des huiles ayant montré les meilleurs bioactivités a 1’instar d’O. floribundum et

cymbopogon citratus.

Elargir I’échantillonnage a d’autres vergers afin de déterminer les principaux agents

pathogenes infectant les oliveraies de la Kabylie.
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Annexe 1

- Isolement des phytopathogéne de I’olivier

» Préparation du milieu de culture PDA

Annexe

Pour isoler le champignon pathogeéne de la tavelure nous avons utilisé le milieu non

sélectif PDA (potato-dextrose-agar) la composition du milieu est exprimée en gramme par litre

d’eau distillée. Le milieu de culture doit contenir les sources d’énergie nécessaire a la croissance

du champignon. Ce dernier est stérilis¢ a ’autoclave a une température au-dela de 120 °C

pendant 20 minutes. Est sa composition est la suivante :

e Infusionde pommedeterre ...........ocoviiiiiiiiiiii i 200g
®  D-glucoSe. .o 15¢g
O A AT e 20g
o FEaudistillée........coooviiiiii 1000g

Préparation :

o Eplucher les pommes de terre, puis couper les en dés et mélanger & 500 ml d’eau distillée

e Porter a ¢ébullition pendant 15 a 20 minutes

e Recueillir le filtrat............................ (A)

e Me¢langer 20 g de gélose avec 300 ml d’eau distillée

e Remuer a I’aide d’un agitateur jusqu’a homogénéisation................
e M:¢élanger (A) et (B) puis ajuster a 1000 ml de I’eau distillée

e Stériliser a 120 °C pendant 20 minutes

e Faire couler le milieu dans des boites de Pétri Déja préparées




Annexe

Annexe 2

- Identification des agents pathogénes
e Préparation des colorants

» Rouge Congo :

e La composition :

e RougeCongo ......oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiann, 3g
¢ AmMmONiaque .......covviiriiiiiiiiiiiie e 2 ml
e Eaudistillée ..., 49 ml

Sous hotte aspirante, dans un erlenmeyer on met 3g du Rouge Congo auxquels sont rajoutés
49 ml de I’eau distillée. Nous avons introduit 2 ml de I’ammoniaque et placé aussitot un verre
de montre sur D’erlenmeyer pour limiter 1’évaporation d’ammoniaque qui est un gaz
extrémement toxique. Nous avons agité avec un agitateur magnétique, le mélange est chauffé
pour faciliter la dissolution du colorant. Le colorant ainsi préparé est laissé refroidir puis filtré

en plagant un couvercle sur I’entonnoir.

» Vert de Méthyl

e La composition

Eaudistillée ... 55 ml
Vertdeméthyl ... 0.5g
Acide ACEHQUE ..o 22.5ml

Sous hotte aspirante, dans un erlenmeyer on met 0.5g du Vert de méthyl et on introduit 55 ml
d’eau distillée puis on rajoute 22.5ml d’acide acétique on ferme 1’erlenmeyer avec un bouchon
en caoutchouc.Agiter avec un agitateur magnétique puis filtrer en plagant un couvercle sur

I’entonnoir




Effet des 3 huiles essentielles sur la croissance de F.oleaginum

Annexe 3

Annexe

Tableau I : Analyse de la variance a deux criteres de classification de 1’effet des

3 huiles essentielles sur la croissance radiale de F.oleaginum

S.C.E DDL | C.M. TESTF | PROBA | E.T. C.v.
VAR.TOTALE 1526,531 | 143 | 10,675
VAR.FACTEUR 1 662,205 2 | 331,103 | 599,975 0
VAR.FACTEUR 2 397,612 5 79,522 | 144,099 0
VAR.FACTEUR 3 155,781 7 22,254 | 40,326 0
VAR.INTER F1*2 146,323 | 10 | 14,632 | 26,514 0
VAR.INTER F1*3 107,897 | 14 7,707 13,965 0
VAR.INTER F2*3 18,082 35 0,517 0,936 | 0,57572
VAR.RESIDUELLE 1| 38,63 70 0,552 0,743 | 26,63%




Annexe 04

Annexe

Tableau II : Classification de I’effet des huiles essntielles pour F.oleaginum
selon le teste de Newman et Keuls

F1 F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

2.0 2.0 Menthe d1 6,533 A

1.0 1.0 Origan dO 6,393 A

20 1.0 Menthe d0 6,393 A

3.0 1.0 Citronnelle 6,393 A
do

2.0 3.0 Menthe d2 6,235 A

2.0 4.0 Menthe d3 6,181 A

2.0 5.0 Menthe d4 5,261 B

2.0 6.0 Menthe d5 4,33 C

3.0 2.0 Citronnelle 0,973 D
di

1.0 2.0 Origan d1 0,969 D

1.0 5.0 Origan d4 0,413 D

1.0 4.0 Origan d3 0,05 D

3.0 4.0 Citronnelle 0,05 D
d3

3.0 5.0 Citronnelle 0,041 D
d4

1.0 3.0 Origan d2 0 D

1.0 6.0 Origan d5 0 D

3.0 3.0 Citronnelle 0 D
d2

3.0 6.0 Citronnelle 0 D
d5




Annexe 05

Annexe

Tableau III : Analyse de la variance a deux critéres de la classification de 1’effet des 3 huiles

essentielles sur la croissance radiale d’Alternaria alternata.

S.CE |DDL| CM. | TESTF | PROBA | E.T. C.V.
VAR.TOTALE 1362,629 | 143 | 9,529
VAR.FACTEUR 1 380,179 2 190,09 | 301,468 0
VAR.FACTEUR 2 468,758 5 193,752 | 148,683 0
VAR.FACTEUR 3 226,448 7 32,35 | 51,304 0
VAR.INTER F1*2 93,577 10 | 9,358 | 14,841 0
VAR.INTER F1*3 117,383 14 | 8,384 | 13,297 0
VAR.INTER F2*3 32,146 35 | 0918 | 1,457 | 0,09096
VAR.RESIDUELLE 1 | 44,138 70 | 0,631 0,794 | 28,42%
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Annexe

Tableau IV : Classification de 1’effet des huiles essentielles pour Alternaria alternata selon le

teste de Newman et Keuls

F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 1.0 Origan dO 6,986 A

2.0 1.0 | Menthe dO 6,986 A

3.0 1.0 | Citronnelle dO 6,393 A

2.0 4.0 Menthe d3 5,435 B

2.0 6.0 | Menthed5 5,061 B C

2.0 3.0 | Menthe d2 4,983 B C

2.0 5.0 Menthe d4 4,229 C

2.0 2.0 | Menthedl 3,369 D

1.0 6.0 Origan d5 2,233

1.0 3.0 Origan d2 1,629

1.0 2.0 Origan d1 1,233 G
1.0 5.0 Origan d4 1,048 G
3.0 2.0 | Citronnelle d1 0,575 G
1.0 4.0 Origan d3 0,128 G
3.0 5.0 | Citronnelle d4 0 G
3.0 6.0 | Citronnelle d5 0 G
3.0 3.0 | Citronnelle d2 0 G
3.0 4.0 | Citronnelle d3 0 G




