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Annexe

Annexe 1

Planche. 01 :

Photo 1 : Des chancres, ceinturant parfois une branche attaquée.
Photo 2 : Ecoulement d’exsudat d’un chancre.
Photos 3 et 4 : Décoloration brune rougeatre sous 1’écorce des parties malades.

Planche. 02




Annexe

Photo 1 : Bouquet floral desséché présentant des pédoncules noircis et nécrosé
Photo 2 : Des gouttelettes d’exsudat sur un pédoncule floral.
Photo 3 : Filament d’exsudat cotonneux sur une fleur avec un pédoncule noire.

Planche. 03 :

Photo 1 : jeune pousse attaquée, aspect courbé en crosse.
Photo 2 : une brindille avec des exsudats recourbée en crosse.
Photo 3 : pousse desséchée, noircie aspect courbée en crosse, feuilles momifiées et

fixées sur les rameaux.
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Planche. 04

Photo 1 : flétrissement de touts les secteurs atteints de 1’arbre.

Photo 2 : rameau recourbé avec des feuilles desséchées et fixées.
Photo 3 : Des jeunes fruits noircis.

Planche. 05

Photo 1 : Une pousse avec des feuilles et des jeunes fruits desséchés et momifiés.
Photo 2 : Présence des gouttelettes d’exsudat sur la surface de fruit atteint.
Photo 3 : Un tronc d’arbre avec des chancres et I’écoulement des exsudats.
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Annexe 2

Annexe 2 : « Le matériel utilisé lors de notre expérimentation » :

1-L’appareillage

Balance de précision. Une hotte Agitateur Ping Ponge
Autoclave. Une étuve. Un réfrigérateur.
Agitateur de tubes Four pasteur. Clevenger

vortex.

Centrifugeuse.

Hydro distillateur.

Plaque chauffante.

Une balance électrique.

2- Verrerie :

- Seringues stériles.

Papier aluminium.

Flacons.

Pince de laboratoire. Anse stérile. Pipette pasteur.
Des boites de Pétri. Coton. Des tubes a essai.
Un scalpel. Une gaze. Crayon.
Couvercle. Papier filtre. Les fioles.

Un bec Bunsen.

Pipettes graduées.

Erlenmeyer de
1000 ml et de 500
ml.

Spatule.

Etiquettes.

Portoir pour tubes.

Fioles.

Béchers.

Tubes a essai en
verre.

tube eppendorf.

Disque en papier.

film alimentaire.
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3-Réactifs et préparations :

I’eau distillée.

Extrait de levure.

Na ClI

Agar bactériologique.

huile de vaseline stérile.

Saccharose.

Gélose (Agar agar).

Glucose.

solution de lugol.

Bactopeptone (Difco).

eau physiologique stérile
(0.85 %).

huile immersion.

tween 80.

violet de gentiane.

réactif de Kovac.

NaHPO4 (02 H,0).

peroxyde d’hydrogene
(3%).

solution de fuschine

basique.

-oxalate de N, N,
diméthyle
paraphényléne

diamine.

le milieu Urée-indole

liquide en tube

jeune feuille de tabac.

d’alcool (éthanol a

70°)

Na2HPO4 (12 H20).

solution aqueuse a 3% de
KOH.
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Annexe 3

Autoclave La hotte

Etuve de bactériologie Agitateur ping ponge
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Agitateur vortex a tube. Agitateur et plaque chauffante

Ballon de appareil Clevenger. Plante de Tabac.
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Annexe 4
% Milieu levane (NAS) (Anonymous, 2004)
- Extraitde levure ..., 2,049
- Bactopeptone (DifCo) .......ccccceevviieiienieannnne 500
- SACChAr0SE. .....vvcvecveee e 50,09
-Chlorure de sodium ..........ccccoevveiieeiieinnene, 500
- Agar bactériologique ..........ccoceevrereriennnns 20,09

Ajuster le pH a 7,2. Aprés autoclavage a une température >a 121°C pendant environ
20 minutes, le milieu est laissé a refroidir suffisamment pour pouvoir le couler en

boites de Petri.

«» Milieu King B (King et al.. 1954) :

- Protéose - peptone n°3 (DifCo) ......ccccovvvererineniennnn. 20,09
= GIYCEIOL ... 10,0 ¢
- Phosphate de potassium dibasique .............ccccue.ee.e. 150¢g
- Sulfate de magnésium heptahydraté........................ 1509
- Agar bactériologique .........cccoerevreneeeeeeee e 1509

Aprés autoclavage a une température >a 121°C pendant environ 20 minutes, le
milieu est laissé a refroidir suffisamment pour pouvoir étre coulé en boites de Petri.
Avant de couler le milieu, incorporer 0,05 g de cycloheximide dissout dans de

I’¢éthanol et stérilisé par filtration.



Introduction géneérale

Les maladies des plantes peuvent étre causees par des conditions environnementales
défavorables liées au climat, a la nutrition et a la pollution ou par des agents parasitaires. Ces
derniers sont par exemple les virus, les bactéries, les oomycétes, les champignons et les
nématodes. L'ensemble de ces stress est responsable de lourdes pertes agronomiques ; il est
estimé que les maladies des plantes sont a l'origine de la perte de 14% des cultures mondiales
(Agrios, 2005).

Parmi ces maladies, on peut citer les maladies causées par les bactéries phytopathogénes qui
sont capables d'induire des différents types de symptdmes. On compte environ 100 espéces
bactériennes phytopathogenes, réparties parmi les bactéries a gram-positif et négatif.

Les bactéries du genre Pectobacterium sont classées parmi les agents pathogénes les plus

importants économiquement pour la culture de pommes de terre (Hélia, 2008).

La pourriture molle causée par Pectobacterium carotovorum est une des plus importantes

maladies bactériennes de la pomme de terre a I’échelle mondiale (Chibane, 1999).

Erwinia amylovora est 1'une des bactéries phypathogénes les plus destructives causant le feu
bactérien et d’importantes pertes économiques pour la production de poires, de cognasse et de

pommes au niveau mondial (Vanneste et Eden-Green, 2000).

Actuellement, ce sont essentiellement des pesticides de synthese qui sont utilisés pour lutter
contre ces agents ravageurs. Ces produits chimiques sont considérés comme |'arme la plus
efficace pour faire face a ces problémes, mais ces substances ont des consequences néfastes
(Kouassi 2001; Thakore 2006) sur I"'environnement comme I"accumulation de résidus et la
pollution des sols, le désequilibre écologique, di au fait que beaucoup de ces composés de
synthese ont un large spectre d’action, détruisant non seulement les agents nuisibles, mais

également les autres populations de I"écosysteme.

Au regard de ces inconvénients, il est important de trouver des solutions alternatives qui
permettront de continuer a lutter contre les phytopathogénes tout en diminuant I"'emploi de
produits chimiques. Celles-ci peuvent faire appel a la rationalisation des pratiques agricoles, a
I"utilisation de variétés végétales résistantes ou au développement des biopesticides (lutte

biologique).



Introduction géneérale

Les huiles essentielles détiennent actuellement une place importante dans les systéemes de
lutte, leur role dans la recherche phytopharmaceutique dans certains pays du monde n'est plus
a démontrer (Lahlou, 2004), les plantes aromatiques possedent un atout considérable gréace a
la découverte progressive des applications de leurs huiles essentielles dans les soins de santé
ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérét économique. Leurs nombreux

usages font qu'elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux.

Le patrimoine végétale en Algérie est connu par sa richesse et diversité, notamment en plantes
médicinales qui en plus de leurs propriétés thérapeutiques, possédent des activités bactéricides
et fongicides. Dans ce contexte, notre choix s’est porté sur deux plantes de la famille de
Myrtacea : Eucalyptus globulus et Syzggium aromaticum et une plante de la famille de

Lauraceae ; Laurus nobilis.

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de diverses
concentrations des huiles essentielles de Eucalyptus globulus , Syzggium aromaticum et
Laurus nobilis, sur la bactérie responsable de la pourriture molle de pomme de terre et le feu
bactérien de poirier, comme substances naturelles alternatives a la lutte chimique utilisée en

agriculture.

La présente étude s’articule autour de trois chapitres, le premier chapitre est une
synthese bibliographique sur: généralité sur les huiles essentielles, les plantes et les
bactéries phytopathogene Erwinia amylovora et Pectobactérium carotovoru et les cultures
infectées. La seconde portera sur I’étude de la région, les méthodes et les techniques utilisées
pour mener ce travail. Les résultats obtenus ainsi que leurs discussions sont présentés dans le

troisieme chapitre et on termine par une conclusion générale.
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Il Matériels et méthodes :

Il .1 Présentation de région d’étude :

Le présent travail a été réalisé dans la Commune de Médéa située & 90 km au sud
d’Alger, sur les hauts plateaux qui ferment la vallée de la Mitidja. Elle est a 950 m
d’altitude. C’est le chef lieu de la Wilaya de Médéa qui est située au coeur de I’atlas
tellien, caractérisée par une altitude élevée et un relief mouvementé enserrant
quelques plaines assez fertiles mais de faible extension pour s’estomper ensuite aux

confins des hautes plaines steppiques, en une série de collines mollement ondulées.

ces commerciales @ 06

Figure 12 : Carte géographique de la Wilaya de Médéa. (site web)

La Wilaya de Médéa s’étend sur une superficie cadastrale de 8700 Km2 regroupant
64 communes et 19 Dairates. Elle est limitée au nord par la wilaya de Blida, I’ouest
par la wilaya de Ain Defla et Tissemsilt, au sud par la wilaya de Djelfa, et a ’Est par

les wilayas de M’sila et Bouira.
La superficie totale de la Wilaya de Médéa répartie en :

%+ Agricole (culture associées aux parcours et arboriculture fruitiere en sec)
couvrent 630 104 ha soit 72% de la superficie totale de la wilaya.

¢+ Terre de parcours occupent 292 507ha.

% Terre forestiéres (foretmaquis et reboisement) occupent 142 588 ha
correspondant a un taux de boisement 18%.

+«» Terre impoductives occupent sur supeficie de 23 054 ha
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(Rapport de la direction des services agricoles DSA Médéa, 2016.)
2. Leclimat :

Le climat est composante directe déterminante de la distribution des organismes

vivants et le facteur primordial influant 1’activité des biocénoses.

Il est impératif de signaler que les données climatiques utilisées dans cette étude
relevent de la période 2006-2015. Ces données météorologiques proviennent de la
station météorologique de dar El Bidah (Alger).

Le climat de Médéa se distingue par des caractéristiques dues a de nombreux facteurs

qui sont entre autres :

R

% Son altitude qui atteint 950 m au dessus du niveau de la mer.

R

+ Sa position sur les monts de I'Atlas tellien.

R

% Son exposition aux vents et aux vagues de courants venant de I'Ouest.

Le climat de la région est semi continentale, froid et humide en hiver, tempéré au

printemps chaud et sec en été .une pluviométrie qui dépasse les 500 mm par an.
2.1 Temperatures :

La température est I'un des éléments importants pour la caractérisation du climat
(Ramade, 1984 ; Dajoz,1985).

2 .1.1 Température moyenne mensuelle :

Les températures de la zone d’étude collectées durant la période 2006-2015 sont
récapitulées dans le Tableau 11 elle éprouvent d’énormes balancement au cours ses

mois de I’année.(Tableau 5,Figure 13)

Tableau 5 : Température mensuelles maximale (M) minimales(m) Moyenne (moy)

de Médéa (2006-2015)

Mois Jan |Fev |Mars |Avrl |Mai |Juin |Juil |Aout |Sept Oct | Nove |Dece
Max (C°) [9,2 9 11 15,8 [20,1 |26 29 299 |24 21,2 |135 |111
Min (C°) 4,6 2,7 8 96 |14,2 |19,7 [255 |24,6 |195 15,8 |8,7 5,6
Moy (C°) 16,9 6,3 9,6 13,4 (17,3 |22,4 |27,2 |26,8 |21,7 17,7 111 |7,8
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Avec :

Max : Moyenne des températures maximales en degré Celsius.
Min : Moyenne des températures minimales en degré Celsius.

Moy : max+min/2 moyenne des températures en degré Celsius.
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Figure 13 : Températures mensuelles maximales (Max) ,Minimales(Min) ,moyennes
(moy) de la wilaya de MEDEA (2006-2015).

D’apres ces données nous relevons que dans la zone d’étude le mois février est le
mois le plus froid avec une température moyenne de 6,3 °C au contraire le mois le
plus chaud est celui de juillet avec une moyenne de 27,7 °C.

2 .2. Précipitation :
2.2.1 La précipitation mensuelle :

Les mois les plus pluvieux s’étalent du mois de novembre au mois de février la saison
pluvieuse commence en mois de novembre les pluies d’hiver sont parfois torrentielles
et plus ou moins catastrophique. Quintaux pluies d’automne elle sont moins violentes
(Tableau 6, Figure 14).

Tableau 6 : Précipitation mensuelles de Médéa (2006-2015).

Stations | Statistiques |Jan | Fév Mars | Avri | Mai

Jui | Juille |Aou |Sep

n t t t Oct | Nov

Dec

Total

MEDEA

Précipitation
mensuelles

96,6 125,64 | 107,6 | 75,8 |74,6 |12,7 |4,5 9,3 [451|51,3 |106,8

93,7

803,6
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Précipitation mensuelles.

140

120

100

60 -

M Précipitation mensuelles.
40 -

20 A

Figure 14: la précipitation mensuelles de Médea (2006 -2015)

L’analyse des données pluviométriques reflétes irrégularité des précipitations qui
connaissent de grandes fluctuations d’un mois a un autre durant la période retenue

pour cette étude (2006-2015).
La zone d’étude connait une période de précipitation au moment de hiver et automne.
3. Synthése climatique :

Afin de caractériser d’'une maniére objective le climat de notre zone d’étude nous
avons utilisé le diagramme ombrothermique de Gaussen et climagramme
d’EMBERGER.

3.1 Diagramme ombrothermique :

Permet d’estimer les ¢léments du climat d’une région du point de vue précipitation et
températures pendant une période donnée et permet également de préciser la période
seches et humide (Djaoz ,1985).

D’apres Djaoz (1975) la sécheresse s’établit lorsque la pluviosité mensuelle (P)
exprimée (P(mm) <2T(c®)). A cet effet, nous pouvons constater, en se référant aux
données météorologique de 10 ans (2006-2015) que la région de Médéa subit une

période seche de 4 mois qui s’étale de juin a septembre et qui culmine au mois de
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Juillet. La période humide couvre les huit mois de I’année entre octobre et mai.
(Figure 15)

. o Précinitation (mm).
30 Température (c°) 160.0

70 140.0
60 N\ 120.0
50 ,/ N\ S+ 100.0
40 \ / 80.0
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Figure 15: Diagramme ombrothermique de GAUSSEN de la zone d’étude
(Médéa) (2006-2015)

4. Climagramme D’EMBERGER :

Le quotient pluviothermique d’EMBERGER (Q2) permet de déterminer I’étage
bioclimatique d’une région méditerranéenne et de la situe dans le climagramme

D’EMBERGER.

C’est un quotient qui est fonction de la température moyenne maximale (max) du
mois le plus chaud, de la moyenne minimale (min) du mois le plus froid en degrés
Celsius et de la pluviosit¢ moyenne annuelle (P) en mm. Ce quotient est d’autant

plus élevé que le climat de la région est humide. Il est calculé par la formule suivante :
Ce quotient a été simplifié par STEWART :

Q2=343P/M-m

Avec :

P : Pluviométrie annuelle.

M : Température maximale du mois le plus chaud en °C .

m : Température minimale du mois le plus froid en °C .
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Ona:
m=4,6 C°.
M=29,9 C°. Q2=87,58 K

P=803,6 mm.

Figure 16 : climato-gramme d’Emberger.

Il .2.Matériel et méthode :
I1 .2.1 Lieu de travail :

Notre expérimentation s’est déroulée au niveau de la station regionale de la
protection des végétaux (SRPV) de Boufarik (Wilaya de Blida) et université de
khemis meliana . Elle nécessite 1’utilisation d’un matériel biologique et le suivi d’une

méthodologie comportant :
11.3.Matériel biologique :

Le matériel biologique utilise regroupe le matériel végétal représente les feuilles de
Laurus nobilis L. et d’Eucalyptus globulus et Clou de giroflier et les souches

bactériennes.
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11.3.1 Matériel microbiologique :

Deux isolats bactérienne purifie de Pectobacteruim carotovorum et Erwinia

amylovora ; sujet de traitement par les huiles essentielles des trois plantes cultives.

11.3.2 Matériel végeétal :

-feuilles de laurus nobilis I .

-feuilles d’eucalyptus globulus labillardiere .
-clou de giroflier (syzygium aromaticum) .

11.3.3 Matériel de laboratoire :

Le matériel utilisé durant notre étude verrerie réactifs alcool les appareils (Annexe 2
et 3).

11.4. Méthodes de travails :

11.4.1 Diagnostic au laboratoire :

11.4.1.1 Isolement et identification des isolats phytopathogéne :
1) Milieu de culture :

Le milieu de culture utilisé lors de notre travail et le milieu LEVANE semi sélectif
d’Erwinia amylovora et pectobacteruim carotovorum (composition, Annexe 4). (King
et al, 1954).

2)  Technique d’isolement :

La premiere étape du diagnostic au laboratoire consiste a isoler les bactéries a partir
des tissus végétaux présentant des symptdmes soupconnés d’étre attaqués par le feu
bactérien et la pourriture molle. Les échantillons doivent comporter une partie malade
et une autre saine, puis coupés a la frange des deux parties pour permettre d’isoler
I’organisme phytopathogéne responsable de la maladie qui se trouve dans la partie

saine.

Une partie du tissu infecté, est prélevée, morcelée puis stérilisée a 1’alcool pur a 95°
pour but d’éliminer les agents saprophytes. Par la suite, ces échantillons sont
découpés et mis dans un flacon stérile, une quantité sufisante d'eau physiologique est

additionnée a ces fragements symptomatique (Gehring et Geider, 2012). A T’aide
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d’un pilon en plastique stérile, la macération est pratiquée pendant 20 a 30 minutes. 1
ul de la solution obtenue est étalé en boites de Pétri par la technique d’étalement en

nappe a I’aide des billes en verre stériles.
3) Purification :

Apres incubation d’une semaine a 27°C, Les colonies obtenues sont purifiées sur le
milieu de levane (NAS), Cette opération a été répétée trois a quatre fois jusqu’a
I’obtention d’une culture pure pour commencer les tests d'identification (Jones et

Geider, 2001).

Pour cela, nous avons réalisé une série de tests biochimiques avec un témoin positif
(souche de référence Erwinia amylovora et perctobacteruim carotovorum) et un
témoin négatif (des tubes a essai non ensemencé), pour le test biologique un témoin
positif (souche de référence Erwinia amylovora et pectobacteruim carotovorum) et

un témoin négatif (infiltration de ’eau distillée stérile).

4) Repiquage et identification :

Les colonies présentant des caracteristiques macroscopiques typiques d’Erwinia
amylovora et Pectobacteruim carotovorum ont été repiquées dans des boites

contenant le milieu sur LEVAN. Pour compléter leurs identifications.

4.1 Caractéristiques et identifications des agents pathogenes :

% Test a la potasse indicateur de GRAM :

D’apes (Reed 1977), Cette méthode met en évidence des différences de structure, de
composition chimique des parois bactériennes et leur réactivité vis-a-vis des colorants
de GRAM. Elle consiste a mélanger une creme bactérienne de 1’isolat a tester avec
une goutte de KOH a 3 %. Lorsqu’un filet visqueux est observé, alors la bactérie est

considérée Gram négatif.
«» Test coloration de Gram :

Cette méthode met en évidence des différences de structure, de composition chimique

des parois bactériennes et leur réactivité vis-a-vis des colorants de GRAM.
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La fixation de la bactérie a tester est réalisée a la chaleur et en présence d’une goutte
d’eau distillée stérile apres la préparation du frottis par étalement d’une culture
bactérienne agée de 24 heures sur une lame. Les frottis fixées sont d’abord colorés au
violet de gentiane, suivi par I’application d’une solution de lugol. La décoloration est

effectuée par un lavage des lames a I’alcool 95°.

Aprés un lavage abondant avec un jet d’eau distillée stérile, le frottis subit une

deuxieéme coloration a I’aide d’une solution de fuschine basique.

On a réalisé ensuite une observation des frottis au microscope optique grossissement
1000 X. Les isolats ayant une coloration violette sont Gram positif tandis que ceux
présentant une coloration rose sont Gram-négatifs (Hildbrand et al., 1988).

% Test de fluorescence sur King B :

Une colonie agée de 24 a 72 heures a été ensemenceée en stries dans une boite de Pétri
contenant du milieu King B. Ensuite Incubée pendant environ 48 heures a 27°C
permettant de réveler I'eventuelle fluorescence en éclairant la boite avec la lampe a

ultra-violet (UV) dans une piéce noire.

Le test est positif si apparition de fluorescence allant du vert au bleu. 1l est négatif en

I'absence de fluorescence (Schaad et al., 2001).

R/

¢ Test d’activité Levane sucrase :

Le test levane sert a déterminer la polymérisation du fructose en polyfructose. Une
culture bactérienne agée de 24 heures est ensemencée en stries sur le milieu levane a

I’aide d’une anse stérile.

Une réaction négative indique la présence de stries prostrées. Dans le cas d’une
réaction positive, les stries apparaissent bombées et brillantes (Hildbrand et al.,
1988).

% Test d’activité cytochrome oxydase :

Le test oxydase permet de mettre en évidence la présence de I’enzyme cytochrome C
oxydase. Nous avons utilisé une goutte de réactif de N, N, diméthylparaphényléne
diamine sur un papier buvard, pour réaliser une émulsion immédiate a I’aide de I’anse

de culture sur le buvard imbibé. Le test est considéré positif si une couleur rose
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violacée est apparue, Le test est négatif en I'absence de coloration (Klement et al.,
1990).

+» Test catalase :

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie possede 1’enzyme catalase servant a
décomposer le peroxyde d’oxygene (H202). Sur une lame en verre stérile, une goutte
de peroxyde d’hydrogene (3%) est déposée a ’aide d’une pipette pasteur stérile. Les
isolats bactériens agés de 24 heures sont déposés dans la solution de peroxyde
d’hydrogene a ’aide d’une anse a ensemencer en plastique stérile. Apreés 2 minutes, la
présence de bulles révele le dégagement d’oxygene et par conséquent une réaction

positive (Dickey, 1988).
% Fermentation du glucose (oxydation /fermentation) :

Une culture bactérienne agée de 24 heures est ensemencée sur le milieu Hugh and
Leifson (Hugh et Leifson, 1953). Ce milieu semi solide est utilisé pour différencier
entre la voie fermentative et la voie oxydative des bactéries phytopathogénes (Schaad
et al., 1988).

Pour le test fermentation, une couche environ 1 cm d'huile de vaseline stérile est
additionnée a la surface du tube a I’aide d’une seringue et un filtre stérile pour éviter
tout contact avec 1’air. Pour le test d’oxydation, seulement les bouchons des tubes a
essai ne sont pas serrés puis, sont incubés pendant 48 a 72 heures a 27°C. La présence
d’une coloration jaunatre indique la fermentation du glucose par la bactérie. Une

réaction négative pas changement de couleur le milieu reste bleu.
% Test de transformation du sucrose :

Le test sucrose sert a déterminer si la bactérie transforme le sucrose en une substance
réductrice. Une culture bactérienne agée de 24 heures est déposée a I’aide d’une anse

stérile sur le milieu de culture liquide RS (Schaad et al., 1988).

Ces tubes sont incubés pendant 24 a 72 heures a 27°C, et a la suite de I’incubation on
a ajouté 2.5 ml du réactif de Bénédict (Schaad et al., 1988), ensuite en mis les tubes
dans un bécher contenant de 1’eau pour faire bouillir sur une plaque chauffante. Une
réaction positive le milieu devient jaune et une réaction négative le milieu reste bleu-

vert.
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% Test de production d’indole :

Une culture bactérienne agée de 24 heures est déposée a l’aide d’une anse a
ensemencer sur le milieu Indole liquide. A la suite de I’incubation, trois gouttes de
réactif de Kovac’s sont ajoutées, la lecture est immédiate, la présence d’un anneau
rouge en surface indique une production de 1’indole par la bactérie a partir d’un acide
aminé qui est le tryptophane, une réaction négatif montre un anneau jaune a la surface
(Schaad et al., 1988).

% Test de liquéfaction de la gélatine :

Les isolats bactériens sont ensemencés sur un milieu a base de gélatine Apres 7 jours
d’incubation a 27°C. Les tubes sont placés dans un réfrigérateur a 4°C pendant 30
minutes. Un résultat positif est indiqué par I’hydrolyse de la gélatine le milieu devient

liquide, un résultat négatif le milieu reste solide (Schaad et al., 1988).
% Test de croissance a 39°C :

A partir d’une culture bactérienne agée de 24 a 72 heures, est ensemencee dans le
milieu liquide 523 (Schaad et al., 1992), ces tubes sont Incubés pendant environ 24 a
72 heures a 39°C. Le test est positif si un développement de la bactérie est observé

(Apparition d'un trouble, a I'inverse, il est négatif) (Schaad et al., 2001).

% Test biologique (hypersensibilité sur tabac) :
Le test d’hypersensibilité sur tabac (Nicotiana tabacum var. White burley au stade 5
feuilles) permet de mettre en évidence le pouvoir pathogéne d’une bactérie par le

dessechement (nécrose) des zones d’inoculation (Jones et Geider, 2001).

Ce test se réalise par infiltration sous épidermique d’une suspension bactérienne d’une
culture jeune de 24 a 48 heures sur le limbe foliaire de tabac d’une densité optique
(DO) environ 0, 37, ce qui correspond a une concentration cellulaire de107 cfu/ml
(Mabagala et Saettler, 1992).

La mesure de la croissance bactérienne est réalisée par la lecture de 1’absorbance
aprés 24h et 48h d’incubation a l'aide d'un spectrophotométre (prolabo, Paris) réglé a

une longueur d'onde de 600 nm.
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Le témoin négatif consiste a injecter de 1’eau distillée stérile au niveau du limbe

foliaire.

Le test est considéré positif s’il apparait au bout de 24 heures une plage nécrotique

correspondant & la zone infiltrée, et il est négatif si aucune réaction n’est observée.
1.5 Méthodes d’extraction des I’huiles essentiels :

11.5.1 Extraction des huiles essentiels de Laurus nobilis L, Eucalyptus globulus

labillardiére et Syzygium aromaticum:

Durant notre travail expérimental, nous avons utilisé 1’appareil Clevenger pour
effectuer notre hydro distillation. les matériels essentiels et la verrerie utilisés dans le
tableau (voir I'annexe). Cette méthode consiste a immerger directement le matériel

vegeétal a traiter dans un ballon rempli d’eau distillée qui est ensuite porté a ébullition.

Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et 1’huile essentielle
se sépare par différence de densité (BRUNETON, 1999). Apres 2 heures d’ébullition,
I’huile émergée est recupéree. La distillation est répétée 3fois et le volume global du

distillat obtenu est estimé en (ml).
a) Mode opératoire :

L’hydrodistillation La partie aérienne de la plante (feuilles) a été récoltées dans la
région de Médéa au mois d’avril (2018) sauf clou de Giroflier. Les huiles essentielles
(HE) ont été isolées par hydrodistillation. En utilisant un appareillage de type
Clevenger (Fiure 17). L'extraction a duré 2 a 3 heures pour un mélange de 150g de
matériel végétal avec 750ml d'eau distillée, I'ensemble est ensuite porté a ébullition
dans un ballon d'un litre surmonte d'une colonne de 60cm de longueur reliée a un
réfrigérant, on observe ensuite petit a petit, la condensation au niveau du réfrigérant et
la formation de gouttelettes transparente, jaune pale selon la plante utilisé. Qui est
d’abord plus 1égére que ’eau. Ceci qui permit a I’huile de descendra au-dessous de
I’eau lors de I’extraction et nous oblige de la récupérer rapidement afin de ne pas la
perdre et I'huile essentielle des plantes sera par la suite récupérée et stockée a 4° C a
l'obscurité dans un flacon en verre approprié, hermétiqguement fermé et couvert d'une

feuille d'aluminium pour la préserver de l'air et de la lumiére. La quantité d'essence
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obtenue est pesée pour le calcul du rendement (BOUGERRA, 2012; MAWUSSI,
2008).

Figure 17 : Extraction des huiles essentielles par appareil type Clevenger. (Original)

b) Calcul de rendement :

Le rendement de I’huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le
poids de la matiére seche de la plante, évalué a partir de 3 échantillons de 1g séchés
jusqu'au poids constant pendent 48 heures a I'étuve a 105°C. Le rendement, exprimé

en pourcentage est calculé par la formule suivante:
T% =M’/ M) x 100
T : pourcentage de ’huile essentielle.
M’ : poids de I’huile essentielle obtenue en gramme (g)
M : poids du matériel sec (g)

Nous avons effectué trois répeétitions. La moyenne de ces trois répétitions a été

calculée.
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c) Préparation de dilution d’huile essentielle de Laurus nobilis L, Eucalyptus

globulus labillardiére et Syzygium aromaticum :

L’huile essentielle de n’est pas miscible a 1’eau, elle flotte au-dessus du bouillon de
culture et le contact avec les bactéries n’est pas bon. Pour remédier a cela, nous avons
utilisé un émulsifiant : le Tween 80. Les huiles essentielles ont été diluées en série
allant de C1 = 100%, , C2 = 50% et C3 = 25% dans le tween 80.

11.6- Activité antagoniste in vitro des isolats des bactéries :
11.6.1- Préparation des créme bactérienne :

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, la creme bactérienne a été ensemencée par des
stries dans des boites contenant le milieu Levane ainsi que les extraits comme décrit
préalablement. L’incubation des boites ainsi préparées se fait dans I’étuve réglée a la

température de 27°C pour évaluer le développement bactérien pendant 72 heures.

I1.7 - Evaluation de Pactivité antimicrobienne de PHE de Laurus nobilis L,

Eucalyptus globulus labillardiere et Syzygium aromaticum:
Méthode de diffusion en milieu gelosé :

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des H.ES, nous avons adopté la méthode de
diffusion sur milieu gélose en utilisant des disques stériles en cellulose: appelée
aromatogramme. Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des antibiotiques
(Benjelali et al; 1986).

Principe :

Le principe consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des bactéries. Soumis au
contact de I’huile essentielle et ceci par méthode de diffusion en milieu gélosé. Ce test
est effectué par dépot des disques en papier buvard stériles de 6mm imprégnés d’une
quantité de 25 pl de I’huile essentielle sur un milieu gélosé préalablement ensemencé

par étalement pour les bactérie et repiquage pour les champignon (Chao et al, 2000).
Préparation des disques :

Les disques sont préparées a partir du papier wattman N3 de 6 mm de diamétre,

ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 20 minutes a
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120°C, puis stockes a une température ambiante (le tube a essai est hermétiquement

fermé).
d) Préparation de I’inoculum :

A partir d’une jeune culture de 18 heures pour les bactéries (Erwinia amylovora ,
Pectobacteruim carotovorum) , en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et identiques
dans 1ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelques seconde.

(Figure 18 A,B,C).

Figure 18 C : Agitation de I’inoculum au vortex (Original).
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e) Ensemencement et repiquage des boites de Pétri:

On a prend 100 pl de la suspension d’Erwinia amylovora et de Pectobacteruim
carotovorum puis on étale par le rato sur une boite de Pétri stérile en strie. (Figure
19 .20)

Figure 19: ensemencement et repiquage de la bactérie dans des boites de
pétri(Original).

Figure 20 : étalement par le rato la suspension bactérienne (original).
f) dépbt de disques :

Les disques absorbants stériles d’environ 6mm de diamétre sont imprégnés d’huile
essentielle puis déposés a 1’aide d’une pince stérile a raison de 3 disques par boite de

Pétri (figure21). Le témoin correspond aux disques imprégnés tween 80 a 30%.

Les trois disques/boite correspondent a des répétitions. Les boites de Pétri sont ensuite
fermées par parafilme a I’étuve a température de 27 — 28°C pendant 24 a 48 heures
pour les bactéries (Figure 22,23)
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Ensemencement de la gdose
en nappe par 1ml de Finocuhen

Depal asepligque d'un disque
mibibe de Fwile essenticlle

Figure 21: Principe de la méthode de diffusion par disque (site web).

Figure 23: diffusion par disque des huiles essentielles (Original).
g) Lecture:

La lecture de I’activité antibactérienne se fait par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’un pied de coulisse ou une regle en

(mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre
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symbolis¢ par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis a vis des huiles

essentielles. (Ponce et al .2003).

Le diamétre des zones d’inhibition (ZI), nous permet d’estimer la résistance ou la
sensibilité des différents germes testés par I’HE, pour classer les germes nous avons

utilisé les normes établies par (Ponce et al. 2003).

Le classement des bactéries et des champignons se fait dans I'une des catégories :

sensible ou résistante.

Le résultat de cette activité est exprimé par le diametre de la zone d’inhibition et peut

étre symbolisé par des croix (tableau 7).

Tableau 7 : Les diamétres d’inhibition et leurs degrés de sensibilités Ponce et al

(2003).

Diamétre de la zone d’inhibition Le dégrée de la résistance

D’<5mm Souche résistante (-).

6mm < D’< 1Imm Souche sensible (+).

12mm < D’< 16mm Souche treés sensible (++).

D’>17 mm Souche extrémement sensible (+++).

11.7. 1. Analyse statistique :
Pour faire les analyses statistiques, nous avons utilise ANOVA par le logiciel
SYSTAT wver.12, en déterminant la variance a 1’aide du GLM (General Linear

Model), les différences ont été considérées significatives a P < 0,05 (Philippeau,

1989).
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Conclusion générale

L’actuelle étude s’intéresse a 1’évaluation de 1’effet des huiles essentielles de quelques
végétaux dans le but de rechercher de nouvelles substances naturelles pour la
protection des plantes dans le cadre d’une lutte biologique.

Le présent travail est pour but de mettre en évidence les propriétés biologiques des
huiles essentielles extraites par hydrodistillation de trois plantes Eucalyptus globulus,
Syzggium aromaticum et Laurus nobilis récoltées dans la région de Médeéa, contre
deux souches bactérienne Erwinia amylovora et Pectobacteruim carotovorum, par la

méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (LEVANE).

L’extraction des huiles essentielles de Syzygium aromaticum a permis d’obtenir
un rendement important de 10,60% en comparaison avec le rendement des huiles
essentielles de Laurus nobilis qui compris entre 0,5 et 1, 5% et un rendement de

1.17% d’ huile essentielle d’Eucalyptus globulus.

L’étude de pouvoir antibactérien d” HE de L. noblus, a montré que I’huile essentielle
de cette derniére présent un effet positif sur la souche bactérienne Erwinia amylovora
¢tudiées avec des zones d’inhibition de 7,7 mm, 9mmet 6,6 mm respectivement
pour les différentes concentrations C1 (100%), C2 (75%) et C3 (25%) par rapport au
témoin, alors que I’HE de L. noblus qui présent un effet positif sur la souche
bactérienne Pectobacteruim carotovorum avec des zones d’inhibition de 7,2 mm pour
la forte concentration (C1) et 6 mm pour la moyenne et faible concentrations (C2 et
C3). Elle a montré que les concentrations C1 et C2 étaient similaire pour les deux
bactéries alors que C2 pour P. carotovorum est plus forte par rapport a la premiere

bactérie.

Les résultats de ’effet d’huile essentielle d’E. globulus, a montré la présent un effet
positif sur la souche bactérienne E. amylovora avec des zones d’inhibition de 14,33
mm, 10,33 mm et 7,1 mm respectivement pour les différentes concentrations C1, C2,
C3 par rapport au témoin, concernant leurs effet sur P. carotovorum, 1’étude a
enregistré des zones d’inhibition de 7,9 mm pour C1, 6 mm pour C2 et 7.2 mm pour
C3.
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Conclusion générale

L’étude in vitro de pouvoir antibactérien d’HE de Syzygium aromaticum, a montré
que cette huile présent un effet positif sur la souche bactérienne E. amylovora avec
des zones d’inhibition de 8 mm, 8,6 mmet 8,7 mm respectivement pour les
différentes concentrations C1, C2, C3, et La souche Erwinia carotovora donnée un
diamétre de 9,1 mm avec C1 et une zone de 6,4 mm avec C2 et une zone de 6,1 mm
avec C3. Donc on peut constater que les trois concentrations présentent des zones

similaires pour les deux souches bactériennes.

On peut conclure que I’Eucalyptus globulus présente une activité plus importante sur
I’E.amylovora notamment par 1’application de la dose la plus élevé avec une zone
d’inhibition de 14.33mm (100%) et la moyenne dose (25%) avec des zones
d’inhibition de 10.33. Alors que pour I’activité la plus faible est enregistrée chez P.
carotovorum par 1’application de C2 et C3 de L. nobilis et par I’application de la

moyenne dose C2 de L. nobilis et E. globulus soit 6mm.

Cette étude constitue une premiére étape dans la recherche de molécules bio-
pesticides des huiles essentielles de Eucalyptus globulus et Syzggium aromaticum;
Laurus nobilis afin de développer des nouvelles stratégies de lutte.

La continuité de ce travail s'avere primordial et plusieurs axes de recherche sont
ouverts. En perspectives, il serait donc intéressant de mener une étude plus
approfondie sur ces huiles et de tester sons effets sur d’autres agents phytopathogénes.
Ainsi que de rechercher et caractériser les molécules bioactives existantes dans ces
huiles essentielles. Afin de les inscrire a I’avenir dans un projet d’utilisation de « Bio
pesticides » en agriculture en vue de préserver la santé humaine et contribuer a la

protection de I’environnement.
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Chapitre lll: Résultats et discussions

I11.1. Résultats :
I11. 1.1 Diagnostic d’Erwinia amylovora au laboratoire :

I11. 1.1.1 Descriptions morphologiques d’Erwinia amylovora:

Nous avons obtenu une collection d’isolats bactériens a partir des déférents endroits puis

nous avons réalisé les tests d’identification.

Paulin (2000) a noté que les souches d’Erwinia amylovora varient selon la virulence, la
morphologie de colonie, et la sensibilité aux antibiotiques, dans notre étude nous n’avons
pas sélectionné les colonies qui ont les caractéres d’Erwinia amylovora : couleur blanche,
circulaires, bombées, lisses, muqueuses, brillantes (Klos et Ishimaru, 1984; OEPP, 2013)
parmi les isolats obtenus, il existe ceux qui ont les caractéres suivants: couleur jaunatre

orangé, bombées, circulaires, luisantes. (Figure 24).

Figure 24 : Aspect des colonies d’Erwinia amylovora sur milieu Levane(Original)

111.1.1.2 Identification d’Erwinia amylovora :
111.1.1.2.1 Tests Biochimique :
« Test a la potasse indicateur du GRAM :

Le test coloration de Gram et test de potasse KOH 3%, ont permis de sélectionner les isolats
Gram négatif car il y a formation de filament en soulévent I’anse. Toutes les colonies
forment un filet visqueux. (Figure25). La coloration de Gram aide dans le procédé initial
d'identification (Schaad, 1994).
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Figure 25 : Formation de filament en soulévent 1’anse avec le test potasse
(KOH 3%) (Original)

«  Test de coloration de Gram :
Les frottis ont été observés au microscope optique grossissement 1000 X. Les Gram -
négatifs et apparaissent de couleur rose en forme de batonnet confirmant a I’identification de

Hauben et Swings (1999) et pour le teste de potasse les bactéries a Gram — provoquent une

augmentation de la viscosité de KOH et forme un filament mucoide. (Figure 26).

Figure 26 : Forme un filament mucoide avec le test coloration d’Erwinia amylovora. (Original)

+* Production d’indole :

Les resultats obtenus d’aprés le test de production d’indole a partir de ’acide aminé
Tryptophane ont révélé que toutes les souches et suite de 1’incubation et apres 1’ajustement
des gouttes de réactif de Kovacs ne montrent pas la formation d’anneaux rouges sur la

surface des tubes. (Figure27).

Figure 27 : Production d’indole par Erwinia amylovora.(Original)
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% Test de mise en évidence de I’activité cytochrome C oxydase :

Concernant les résultats du test de production de cytochrome oxydase par nos bactéries, ils

se sont révélés négatives (absence de coloration) (Figure28).

Figure28: Absence de coloration suite a I’activité cytochrome oxydase(Original)

Activité Levane sucrase :

Nous avons remarqué sur le milieu LEVANE, que les colonies sont plus développées avec
des marges opaques, cette croissance due a la polymérisation du fructose en polyfructose par

les bactéries que le milieu Levane en contient (Figure29).

Figure 29 : Développement de la bactérie sur le milieu Levane.(Original)
X Croissance a une température de 39 °C :

absence de croissance des colonies, manifestées a une température de 39°C pendant trois
jours indique également un caractere physiologique d’Erwinia amylovora une fois la
bactérie revient sur une tempeérature optimale elle croit normalement. (Figure30).
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Figure 30: Croissance de la bactérie a 39° (A) et croissance a 25C° (B). (Original)
> Test de mise en évidence du métabolisme oxydatif/fermentatif du glucose :

Les résultats du test de mise en évidence du métabolisme oxydatif et fermentatif montrent
que les tubes testés, des différents isolats, soumis aux conditions d’aérobioses et
d’anaérobioses changent tous leurs couleurs vers le jaune. Ceci prouve que les tests sont tous

positifs (Hugh et Leifson, 1953) et que nos bactéries sont toutes fermentatives.

Le test d’oxydation/fermentation, ont montré une réaction positive pour I’ensemble des

tubes testés. Les bactéries métabolisent le glucose par voie fermentative.

Toutes les souches testées révélés qui sont des bactéries anaérobies facultatives. (Figure 31).

&
Oxydation Fermentation
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Figure 31 : Changent de couleurs vers le jaune suite aux test du
métabolisme du glucose (Original)

> Test de fluorescence sur KB :
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Le test de fluorescence sur milieu King B est négatif pour I’ensemble des isolats, ce qui

traduit par I’absence de florescence.

Toutes les colonies n’ont pas émis e pigment fluorescent sous lumiére Ultra -Violet. (Figure

32).

Figure 32: Observation de fluorescence sur King B. (Original)

Tableau 8 : Résultats des testes biochimique de la bactérie Erwinia amylovora.

. . Croissance a
Lestests | Gram | oxydase | catalase Fermentation | sucrose | indole 39°

Les

, - - + + + - -
résultats

+ : réaction positive au test
- : réaction négative au test.

111.1.1. 2.2 Test biologique d’Erwinia amylovora

» Test d’hypersensibilité sur tabac :

Le test biologique a été réalisé sur les isolats a Gram négatif et aprés 72 et 120 heures
d’inoculation des nécroses ont été observés (Figure 33). Donc les isolats & Gram négatif sont
phytopathogenes. Erwinia amylovora induit une réaction d’hypersensibilité (RH) chez les
plantes non hote ou résistance comme le tabac. La RH est une réaction rapide de défense de
la plante induisant la mort programmée des cellules et la production de divers agents
antimicrobiennes blogquant ainsi la progression du pathogéne le test RH a été effectué sur des

feuilles de tabac.
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Figure 33 : Hypersensibilité sur tabac (A) par rapport au témoin négatif inoculée a ’eau
distillée stérile (B) apres 72 h d’inoculation. (Original)

111.1.2.1 Descriptions morphologiques de Pectobacteruim carotovorum :

D’aprés les observations macroscopiques, les colonies typiques ont les caractéres décrits ci-
apres.

- Sur LEVANE : les colonies apparaissent aprés 48 heures, Couleur blanchatre avec une
consistance crémeuse, surface lisse avec bords réguliers ; Forme sont bombées a semi-
bombée ; Aspect irisé et translucide ; Diametre des colonies situé entre 2 a 8 mm ;

Certaines d’entre elles dégagent une odeur nauséabonde. (Figure34).

Figure 34: Aspect des colonies de Pectobacteruim carotovorum sur milieu Levane ;
(A) : apres 48h d’incubation, (B) : aprés 2h d’incubation(Original)
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111.1.2.2.1 Tests Biochimiques :
« Test a la potasse indicatrice du GRAM :
Le gram est considéré Positif car il y a pas une formation de filament en soulévent I’anse.

(Figure35)

Figure 35 : Formation de filament en soulévent I’anse suite au test de potasse (KOH) 3%
(Original)

¢+ Test coloration de Gram :
Les grams de Pectobacteruim carotovorum se forme de batonnet et de couleur violette

(Figure36).

Figure 36: Forme de batonnet et de couleur violette suite au test de coloration de Gram+
Pectobacterum carotovorum. (Original)

< Test catalase :

La présence de bulles (Effervescence) révele le dégagement d’oxygene et par conséquent

une réaction positive (Figure 37).
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Figure37: Présence de bulles suite au test catalase. (Original)
X2 Production d’Indole par les bactéries :

Une réaction positive nous indique qu’il y a eu une production d’indole a partir de
tryptophane (un acide aminé) Les résultats obtenus pour la souche a la suite de I’incubation
et apres l’ajustement des gouttes de réactif de Kovac ne montrent pas la formation

d’anneaux rouges sur la surface des tubes. (Figure38).

3

15

Figure 38 : Production d’indole par les bactéries. (Original)

Le tableau 9, montre les résultats biochimiques de la bactérie Pectobacteruim carotovorum.

Tableau 9 : Résultats des testes biochimique de la bactéries Pectobacteruim carotovorum .

Les Gram | Oxydase | catalase | Fermentation | sucrose | indole | Croissance
tests a 35°c

Les + - + + - - +

résultats

+ : réaction positive au test - : réaction négative au test.
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I11.1.2.2.2 Test biologique de la bactérie Pectobacteruim carotovorum :

% Test d’hypersensibilité sur tabac :

Pectobacteruim carotovorum induit une réaction d’hypersensibilit¢é (RH) chez les plantes

non héte ou résistance comme le tabac (Figure 39).

Figure39 : Réaction d’hypersensibilité sur feuilles de tabac 72 h apreés I’inoculation
(Original)

111.1.3 Etude de D’effet antagoniste in vitro d’huile essentiel de Laurus nobilis et

caracteres organoleptique :
111.1.3.1 Rendement en huile essentielles de Laurus nobilis et caractéres

organoleptique :

L’extraction des huiles essenticlles de Laurus nobilis L a permis d’obtenir un

rendement en huile essentielle des feuilles compris entre 0,5 et 1, 5%.

Figure 40 : Huile essentiel de Laurus nobilis L(Original)
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Tableaul0 : Les critéres des huiles essentielles de L.nobilis

Origine d’huile essentielle

Couleur

Odeur

Aspect

Laurus nobilis

Transparente

Forte odeur

Liquide

I1l. 1.3.2 Evaluation de Pactivité d’huile essentielle Laurus nobilis L sur la bactérie

d’Erwinia amylovora :

L’étude in vitro de pouvoir antibactérien des HE de L. noblus par la méthode de diffusion

des disques sur un milieu gélosé solide (LEVANE), a montré que I’huile essentielle de L.

nobilis présent un effet positif sur la souche bactérienne étudiées (Tableau 11), avec des

zones d’inhibition de 7,7 mm, 9mm et
concentrations C1, C2, C3.

6,6 mm

respectivement pour les différentes

Tableau 11: Diamétre (mm) des zones d’inhibition des dilutions d’huile essentielle
L.nobilis pour Erwinia amylovora.

Dilution C1=100% C2=50% C3=25% Témoin
Zone d’inhibition 7,7 9 6,6 0

Le dégrée de la|Souche sensible (+) |Souche sensible (+) |Souche  sensible| /
résistance. )

L’activité d’huile essentielle varie d’une concentration a une autre, cette variation peut étre

observée dans les diameétres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations

sont plus efficaces que d’autres (Figure 41 .42).
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Figure 41 : Effet de déférente concentration (A=100%), (B=50%), (C=25%) de I’'HE de Laurus

nobilis et (D=Témoin) sur le développement d’ Erwinia amylovora.
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Figure 42 : Effet de déférente concentration (100%), (50%), (25%) de I’'HE de Laurus

nobilis et Témoin sur le développement d’Erwinia amylovora.
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L’étude de I’activité antibactérienne d’huiles essenticlles de L. nobilis sur Erwinia
amylovora montre que ces huiles possédent une activité antibactérienne surtout pour la

concentration (50%).

On peut constater que Erwinia amylovora est sensible pour toutes les concentrations de
I’huile de Laurie noble.

% La concentration minimale inhibitrice d’huile de Laurus nobilis :
D’aprés les résultats découverts, la bactérie Erwinia amylovora ayant présenté une
sensibilité vis-a-vis toutes les dilutions de ’extrait. On marque un diamétre d’inhibition qui
variée de 6 a 9 mm, la concentration minimale (CMI) obtenue suite a la dilution de 1’extrait

est 25%.

111.1.3.3 Evaluation de ’activité d’huile essentielle de Laurus nobilis L sur la bactérie de

Pectobacteruim carotovorum:

Le tableau n° 12 a montré que I’huile essenticlle de L. nobilis présent un effet positif sur la
souche bactérienne Pectobacteruim carotovorum avec les trois concentration, des zones
d’inhibition de 7,2 mm, 6 mm et 6 mm respectivement pour les différentes concentrations
C1, C2, C3, L’étude in vitro de pouvoir antibactérien des HE de L. nobilis par la méthode
de diffusion des disques sur un milieu gelosé solide (LEVANE),apres 24 heures d'incubation
a une température adéquate de 37°c°.

Tableau 12: Diametre (mm) des zones d’inhibition des dilutions d’huile essentielle de
L.nobilis pour Pectobacteruim carotovorum.

Dilution C1=100% C2=50% C3=25% Témoin
Zone d’inhibition 7,2 6 6 0
Souche sensible
Le dégrée de la Souche sensible (+) | Souche sensible (+) /
résistance. (+)

L’activité d’huile essentielle varie d’'une concentration a une autre, cette variation peut étre
observee dans les diamétres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations

sont plus efficaces que d’autres. (Figure 43 et 44 )

La souche Pectobacteruim carotovorum donne un diamétre de 7,9 mm avec C1 et une zone

de 6 mm avec C2 et une zone de 6mm avec C3 donc on peut dire que Pectobacteruim
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carotovorum est sensible pour toutes les concentrations de I’huile de Laurie noble

notamment pour la concentration (100 %).

Figure 43 : Effet de déférente concentration (A=100%), (B=50%), (C=25%) de I’HE de

L.nobilis et (D=Témoin) sur le développement de Pectobacteruim carotovorum.
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Figure 44: Effet de déférente concentration (100%) ,(50%), (25%),de ’'HE de Laurus
nobilis et le Témoin sur le développement de Pectobacteruim carotovorum.
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La concentration minimale inhibitrice d’huile de Laurus nobilis:

D’aprés nos résultats, la bactérie Pectobacteruim carotovorum présente une sensibilité vis-a-
vis toutes les dilutions de I’extrait de L.nobilis. On marque un diamétre d’inhibition qui
variée de 6 a 7 mm, la concentration minimale (CMI) obtenue suite a la dilution de I’extrait

est 50% et 25%.

111.1.4 Etude de I’effet antagoniste in vitro d’huile essentiel d’Eucalyptus globulus
sur le développement d’Erwinia amylovora :

111.1.4.1 Rendement en huile essentielles d’Ecalyptus globulus et caractéres

organoleptique :

L’extraction des huiles essenticlles d’Eucalyptus globulus a permis d’obtenir un
rendement en huile essentielle des feuilles compris 1,17%.

Figure 45 : Huile essentiel d’Eucalyptus globulus (Original).

Tableau 13 : Les criteres des huiles essentielles d’E.globulus.

Origine d’huile essentielle Couleur Odeur Aspect

Eucalyptus globulus Jaune clair Forte odeur (agréable) |Liquide limpide

1V.1.4.2 Evaluation de activité d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur la bactérie

d’Erwinia amylovora:
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La lecture des résultats concernant I’effet de I’activité d’huile essentielle d 'Eucalyptus globulus
sur la bactérie d’Erwinia amylovora, a montré que ’HE présent un effet positif sur la souche
bactérienne étudiées avec des zones d’inhibition de 14,33 mm pour la forte concentration,
10,33 mm pour la concentration moyenne et 7,1 mm pour la faible concentration.
(Tableaul4)

Tableau 14: Diametre (mm) des zones d’inhibition des dilutions d’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus pour Erwinia amylovora.

Dilution 100% 50% 25% C 4=Témoin
Zone d’inhibition 14,33 10,33 7,1 0

Le dégrée de la | Souchetrés Souche sensible | Souche sensible | /
résistance. sensible(+) (+) (+)

L’activité d’huile essentielle varie d’une concentration a une autre, cette variation peut étre
observée dans les diametres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations

sont plus efficaces que d’autres. (Figure 46 .47)

Figure 46 : Effet de déférente concentration (A=100%), (B=50%), (C=25%) de I’'HE
d’E.globulus et (D=Témoin) sur le développement d” Erwinia amylovora.
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Figure 47: Effet de deferente concentration (100%) ,(50%), (25%) de ’'HE d’E.globulus et
Témoin, sur le développement d’ Erwinia amylovora.

L’étude de Dactivité antibactérienne d’huiles essentielles d’E.globulus sur erwinia
amylovora montre que ces huiles possedent une activité antibactérienne surtout pour la

concentration pure (100%).

++ La concentration minimale inhibitrice d’huile d’Eucalyptus globulus:

D’aprés les résultats enregistrés, la bactéric Erwinia amylovora ayant présenté une
sensibilité vis-a-vis toutes les dilutions de I’extrait. On a obtenue un diamétre d’inhibition
qui variée de 14 a 7 mm, la concentration minimale (CMI) obtenue suite a la dilution de

I’extrait est 25%.

111.1.4.3 Evaluation de I’activité d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur la bactérie

de Pectobacteruim carotovorum:

Les résultats de I'effet de I’activité d’huile essentielle d Eucalyptus globulus sur la bactérie de
Pectobacteruim carotovorum sont portés sur le tableau 20 et illustrés par les figures 48 et 49.
ont montré que I’huile essentielle d’E.globulus présent un effet positif sur la souche
bactérienne étudiées avec des zones d’inhibition de 7,9 mm, 6 mmet 7,2 mm

respectivement pour les différentes concentrations C1, C2, C3.(Tableau 15)
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Tableau 15 : Diamétre (mm) des zones d’inhibition des dilutions d’huile essentielle
d’E.globulus pour Pectobacteruim carotovorum.
Dilution C1=100% C2=50% C3=25% Témoin
Zone d’inhibition 7,9 6 7,2 0

Le dégrée de la
résistance.

Souche sensible (+)

Souche sensible (+)

Souche sensible (+)

L’activité d’huile essentielle varie d’une concentration a une autre, cette variation peut étre

observée dans les diamétres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations

sont plus efficaces que d’autres. (Figure 48 ,49)

L’étude de D’activité antibactérienne d’huiles essentielles d’E.globulus sur cette bactérie

montre que ces huiles posseédent une activité antibactérienne surtout pour la concentration

pure (100%).

Figure48: Effet de déférente concentration (A=100%), (B=50%), (C=25%) I’'HE

d’E.globulus et (D=Témoin) sur le développement de Pectobacteruim carotovorum.
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Figure 49 : Effet de déférente concentration (100%) ,(50%), (25%),de ’'HE
d’E.globulus et Témoin sur le développement de Pectobacteruim carotovorum .

+ La concentration minimale inhibitrice d’huile d’Eucalyptus globulus:

D’aprés les résultats enregistrés, la bactérie Pectobacteruim carotovorum ayant présenté une
sensibilité vis-a-vis toutes les dilutions d’huile d’Eucalyptus globulus. Nous avons enregistré
un diamétre d’inhibition qui variée de 6 mm a 7 mm, la concentration minimale (CMI)
obtenue suite a la dilution de I’extrait est 50%.

111.1.5 Etude de I’effet antagoniste in vitro d’huile essentiel de Syzygium aromaticum

sur le développement d’Erwinia amylovora :

111.1.5.1 Rendement en huile essentielles de Syzygium aromaticum et caracteres

organoleptique :

L’extraction des huiles essentielles Syzygium aromaticum a permis d’obtenir un
rendement en huile essentielle des feuilles compris 10,60%
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Figure 50 : Huile essentiel Syzygium aromaticum (Original).

Tableau 16 : Les criteres des huiles essentielles de Syzygium aromaticum.

Origine d’huile essentielle Couleur Odeur Aspect

Syzygium aromaticum Jaune clair Forte odeur Liquide limpide

111.1.5.2 Evaluation de I’activité d’huile essentielle Syzygium aromaticum sur la bactérie

d’Erwinia amylovora :

L’étude in vitro de pouvoir antibactérien des HE de Syzygium aromaticum par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (LEVANE),aprés 24 heures d'incubation a
une température adéquate de 37°c, a montré que 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum
présent un effet positif sur la souche bactérienne étudiées avec des zones d’inhibition de 8

mm, 8,6 mmet 8,9 mm respectivement pour les différentes concentrations C1, C2, C3
(Tableaul?7)

Tableau 17: Diameétre (mm) des zones d’inhibition des dilutions de huile essentielle de
Syzygium aromaticum pour Erwinia amylovora.

Dilution 100% 50% 25% Témoin
Zone d’inhibition 8 8,6 8,9 0

Le dégrée de la | Souche Souche sensible | Souche sensible |/
résistance. sensible(+) (+) (+)
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L’activité d’huile essentielle varie d’une concentration a une autre, cette variation peut étre

observée dans les diamétres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations

sont plus efficaces que d’autres. (Figure 51,52)

Figure 51 : Effet de déférente concentration (A=100%), (B=50%), (C=25%) de I’'HE de
Syzygium aromaticum et (D=Témoin) sur le développement d’ Erwinia amylovora.

72



Chapitre lll: Résultats et discussions

8,7
g 8,6

9 —

8 .
— 77
S
E 6 m 100%
C
2 5 W 50%
RS
:J‘:_: 3 1 B Témoin
o
Q 2 -
§ 0

1 -

100% 50% 25% Témoin
les concentrations

Figure 52 : Effet de déferente concentration (100%) ,(50%), (25%) de I'HE de Syzygium
aromaticum et Témoin sur le développement d” Erwinia amylovora.

La souche Erwinia amylovora donnée un diamétre de 8 mm avec C1 et une zone de 8,6
mm avec C2 et une zone de 8,7 mm avec C3 donc on peut constater que Erwinia amylovora

est sensible pour toutes les concentrations de 1’huile de giroflier.

L’étude de I’activité antibactérienne d’huiles essentielles de S.aromaticum sur cette bactérie
montre que ces huiles possedent une activité antibactérienne surtout pour la concentration
pure (25%).

La concentration minimale inhibitrice d’huile de Syzygium aromaticum:

D’aprés les résultats enregistrés, la bactérie Erwinia amylovora ayant présenté une
sensibilité vis-a-vis toutes les dilutions de I’extrait. On marque un diamétre de la zone
d’inhibition de 8 mm, la concentration minimale (CMI) obtenue suite a la dilution de
I’extrait est 100 %.

111.1.5.3 Evaluation de I’activité d’huile essentielle Syzygium aromaticum sur la bactérie

de Pectobacteruim carotovorum:

Nous avons constaté d’aprés 1’étude in vitro de pouvoir antibactérien des HE de Syzygium

aromaticum que I’huile essentielle de Syzygium aromaticum présent un effet positif sur la
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Pectobacteruim carotovorum avec des zones d’inhibition pour les différentes concentrations
C1, C2, C3 (Tableaul8)

Tableau 18: Diamétre (mm) des zones d’inhibition des dilutions de huile essenticlle
Syzygium aromaticum pour Pectobacteruim carotovorum.

Dilution 100% 50% 25% C 4=Témoin
Zone d’inhibition 9,1 6,4 6,1 0

Le dégree de la | Souche Souche sensible | Souche sensible |/
résistance. sensible(+) (+) (+)

L’activité d’huile essentielle varie d’une concentration a une autre, cette variation peut étre
observée dans les diametres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations
sont plus efficaces que d’autres. (Figure 53 et 54)

Figure 53 : Effet de déférente concentration (A=100%), (B=50%), (C=25%) de I’HE de
Syzygium aromaticum et (D=Témoin) sur le développement de Pectobacteruim carotovorum

74



Chapitre lll: Résultats et discussions

9,1

6,1

H 100%

m 50%

25%

B Témoin

zone d'inhibition en mm

100% 50% 25% Témoin
les concentrations

Figure 54 : Effet de déférente concentration (100%), (50%), (25%) de I'HE de Syzygium
aromaticum et C4=Témoin sur le développement de Pectobacteruim carotovorum.

La souche Pectobacteruim carotovorum donne un diamétre de 9,1 mm avec C1 et une zone
de 6,4 mm avec C2 et une zone de 6,1 mm avec C3 donc on peut constater que
Pectobacteruim carotovorum. est sensible pour toutes les concentrations de I’huile de
giroflier.

L’étude de I’activité antibactérienne d’huiles essentielles de S.aromaticum sur cette bactérie
montre que ces huiles possedent une activité antibactérienne surtout pour la concentration

pure (100%).
La concentration minimale inhibitrice d’huile de Syzygium aromaticum:

Selon nos résultats , la bactérie Pectobacteruim carotovorum. a présenté une sensibilité vis-
a-vis toutes les dilutions de I’extrait. On marque un diamétre d’inhibition de 9 mm a 6 mm,

la concentration minimale (CMI) obtenue suite a la dilution de I’extrait est 100 %.
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111.1.6 Comparaison entre I’effet antibactérien des huiles essentielles de L. nobilis, E.

globulus et S. aromaticum sur E. amylovora et P. carotovarum. :

Le tableau 19, comparatif des activités antibactérienne des HEs de L. nobilis, E. globulus et
S. aromaticum sur E. amylovora et P. carotovar. a montré que 1I’Eucalyptus globulus
présente une activité plus importante sur I’E. amylovora par I’application de la dose la plus
¢levé C1 avec une zone d’inhibition de 14.33mm et la moyenne dose C2 avec une des zone
d’inhibition de 10.33mm. Alors que pour l’activité la plus faible est enregistrée chez P.
carotovorum par I’application de C2 et C3 de L. nobilis et par I’application de la moyenne

dose C2 de L. nobilis et E. globulus soit 6mm.

Pour Erwinia amylovora, la plante la plus efficace est I’Eucalyptus globulus avec une
diamétre d’inhibition de 14,33 mm pour C1=100% et 10,33 pour C2=50% suivi par Laurus
nobilis et Syzygium aromaticum avec une zone d’inhibition respectivement 9mm et 8.6 pour
la moyenne dose C2. Alors que pour Pectobacterium carotovarum, la plante la plus efficace
est Syzygium aromaticum suivi par Eucalyptus globulus et en 3°™ position Laurus nobilis

avec des zones d’inhibition respectivement 9.1mm, 7.9mm et 7.2mm pour C1.

Tableau 19 : Tableau comparatif entre I’activité antibactérienne des HE de L. nobilis, E.

globulus et S. aromaticum sur E. amylovora et P. carotovarum.

Les HEs Laurus nobilis Eucalyptus globulus | Syzygium aromaticum

C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3

Erwinia 77 | 9 |66 |1433[1033| 71 | 8 | 86 | 87
amylovora

Pectobacterium 7.2 6 6 79 6 7.2 9,1 6.4 6.1
Carotovarum

111.1.7 Analyse statistique :

A. Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse de la variance est basée sur le test de Tukey réalisée par le logiciel [XL STAT
(2016)].
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B. Effet de HE de E. globulus, L. nobilis et S. aromaticum sur Erwinia amylovora.

Le R2 (coefficient de détermination) donne une idée du pourcentage de variable a modéliser
et expliquer par les variables explicatives. Plus ce coefficient est proche de 1, meilleur est le
modele. Dans notre cas, 77,5 % de la variabilité est expliquée par les doses. Le reste de la
variabilité est explicable par des effets qui ne sont ni recenses, ni mesurés dans cette analyse.
(Tableau 20)

Tableau 20 : Coefficients d’ajustement (les huiles essentielles d’E.globulus, S. aromaticum,

L. nobilis sur Erwina amylovora...)

R (coefficient de corrélation) 0,880
R2 (coefficient de détermination) 0,775
R2aj. (coefficient de détermination ajuste) 0,668
SCR (somme des carrées résiduels) 72,420

Le test de F de Fisher est utilisé étant donné que la probabilité associée au F est dans ce cas
(Pr=0.000). Cela signifie que I’on prend un risque de 0.00 % en concluant que la différence

est tres hautement significative. (Tableau 21)

Tableau 21: Evaluation de la valeur de I’information apportée par les variables [Ho =Y =
Moy(Y)]. (les huiles essenticlles d’E. globulus, S. aromaticum, L. nobilis sur Erwina
amylovora...)

Somme Carré F de
Source ddl des carrés moyen Fisher Pr>F
Modéle 9| 249,310 27,701 7,268 0,000
Résidus 19 72,420 3,812
Total 28| 321,730

Le teste de Tukey va nous permettre de répondre a notre question initiale : y a-t-il une
différence significative entre les doses si oui, comment peut-on les classer ? Le test de
Tukey est appliqué a 1’ensemble des couples de différence possible (comparaison des

moyennes deux a deux) montre aucune différence non significative (Tableau 22).

77



Chapitre lll: Résultats et discussions

Tableau 22 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de
confiance de 95,00% (les huiles essentielles d’E. globulus, S. aromaticum, L. nobilis sur
Erwina amylovora...)

Différence Valeur
Modalités Différence| réduite critique Pr. >Diff Significatif
Euca ~ Tém 9,538 7,216 2,812 0,000 Oui
Euca ~ Laur 1,660 1,750 2,812 0,327 Non
Euca ~ Sys 1,538 1,621 2,812 0,391 Non
Sys ~ Tém 8,000 6,147 2,812 <0,0001 Oui
Sys ~ Laur 0,122 0,133 2,812 0,999 Non
Laur ~ Tém 7,878 6,053 2,812 <0,0001 Oui

C. Effet des HE d’E. globulus, L. nobilis et S. aromaticum sur P. carotovorum

Le R2 (coefficient de détermination) donne une idée du pourcentage de variable a modeliser
et expliquer par les variables explicatives. Plus ce coefficient est proche de 1, meilleur est le
modeéle. Dans notre cas, 77,5 % de la variabilité est expliquée par les doses. Le reste de la
variabilité est explicable par des effets qui ne sont ni recensés, ni mesurés dans cette analyse
(Tableau 23).

Tableau 23 : Coefficients d’ajustement (les huiles essentielles d’E.globulus, S. aromaticum,
L. nobilis sur P. carotovorum)

R (coefficient de corrélation) 0,981
R2 (coefficient de détermination) 0,962
R2aj. (coefficient de détermination ajusté) 0,944
SCR (somme des carrées résiduels) 5,598

Le test de F de Fisher est utilisé étant donné que la probabilité associée au F est dans ce cas
(Pr < 0.0001). Cela signifie que 1’on prend un risque de 0.0001 % en concluant que la
différence est tres hautement significative (Tableau 24).

Tableau 24: Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO =

Y=Moy(Y)) (les huiles essenticlles d’E. globulus, S. aromaticum, L. nobilis sur
Pectobacterium sp)

Somme des Carré F de
Source ddl carrés moyen Fisher Pr>F
Modéle 9 142,289| 15,810 53,656| < 0,0001
Résidus 19 5,598 0,295
Total 28 147,887
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Le teste de Tukey va nous permettre de répondre a notre question initiale : y a-t-il une
différence significative entre les doses si oui, comment peut-on les classer ? Le test de
Tukey est appliqué a I’ensemble des couples de différence possible (comparaison des
moyennes deux a deux) (Tableau 25)

Tableau 25 :Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de

confiance a 95,00 % (les huiles essentielles d’ E. globulus, S. aromaticum, L. nobilis
sur Pectobacterium sp ...) :

Modalités Différence | Différence réduite | Valeur critique | Pr. > Diff | Significatif
Sys ~ tém. 7,311 20,203 2,812 <0,0001 Oui
Sys ~ Laur 1,133 4,429 2,812 0,002 Oui
Sys ~ Eucal 0,699 2,649 2,812 0,069 Non
Eucal ~ tém 6,613 17,994 2,812 <0,0001 Oui
Eucal ~ Laur 0,435 1,648 2,812 0,377 Non
Laur ~ tém 6,178 17,071 2,812| <0,0001 Oui

111.2 DISCUSSION GENERALE :

111.2.1 Identification des isolats d’Erwinia amylovora :

La série des tests, biochimigues et biologiques que nous avons employés lors de cette étude
nous ont renseignés sur les profils des bactéries isolées et sur certaines caractéristiques de

leurs métabolismes.

Apreés la culture pure de bactérie de chaque isolat, des tests d’identification des espéces pour
Erwinia amylovora : GRAM, oxydation/Fermentation, production du levain, utilisation
d’indole. Ces propriétés phénotypiques qui sont universellement présentes ou absentes chez

I’espéce d ’E.amylovora (Paulin, 2000).
111.2.2 Identification des isolats de Pectobacétruim carotovorum :

Les tests, biochimiques et biologiques réalisés ont montreé les profils des bactéries isolées et

sur certaines caracteéristiques de leur métabolisme.

Les profils des caractéristiques biochimiques des souches bactériennes affiliées aux
Pectobacétruim carotovorum sont variables selon les biovars. Ces résultats concordent avec
ceux des travaux de (BOER, 1986)
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111.2.3 Rendement des huiles essentielles :
3.2.3.1 Rendement des huiles essentielles de Laurus nobilis L :

L’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L a permis d’obtenir un rendement
en huile essentielle des feuilles compris entre 0,5 et 1, 5%. Ces taux enregistrés sont
superieurs a ceux obtenus par Richard en 1992 (0,5 & 1%) et Plaque en 1997 (1%) pour les
feuilles de la méme espéce qui sont récoltées de différentes régions européennes, mais
proches a ceux de Chaouche et al. (2011) qui ont trouvé un rendement de 1,80 % lors de
sont étude en Algérie.

3.2.3.2 Rendement des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus :

La plante Eucalyptus globulus a fourni un taux d’environ 1,17 % plus élevé que celui obtenu
de la méme espece de part de Modeste et al., (2014) qui est de 1%. Divers facteurs tels que
I’espece, la période de récolte, ’age de la plante, la partie soumise a la distillation et la
technique d’extraction peuvent influencer sur le rendement (Zrira et Benjilali, 1991; Zrira
et Benjilali, 1992). Concernant ce dernier, Les travaux qui ont été effectués par Portugal et
al ., (2002) ont montré que le rendement en huile essentielle atteint son maximum pendant la

phase de floraison (0,9 a 1,4%) et son minimum pendant la période de dormance (0,15%).

3.2.3.3 Rendement des huiles essentielles de Syzygium aromaticum :

Pour 'HE de Syzygium aromaticum, le rendement obtenus par hydrodistillation est de
10,60%, ceci est en désaccord avec les travaux de Wengiang, Shufen et al., (2006) qui ont
rapporté un rendement de 11,50 %. Cette différence de rendement peut étre attribuée a
plusieurs facteurs dont essentiellement, 1’origine, 1’espece, la période de récolte, la durée de
séchage et la technique d’extraction des huiles essentielles (Russo et al. (1998) ; Van
Damme (2001) ; Karousou et al.( 2005) ; Loziene et al. (2005) ; Pibiri (2005) et Curado
et al. (2006).

En effet, plusieurs auteurs (Pellecuer et al .,1980 ; Gergis et al.,1990 ; Panizzi .,1993 ;
Sivropoulou et al., 1996 ; Trombetta et al., 2002 ; Satrani et al.,2008) ont montré que les
huiles essentielles sont riches en dérivés phénoliques (carvacrol et thymol) qui possedent

une forte activité antimicrobienne.
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111.2.4 Effet d’huiles essentiel sur Erwinia amylovora et Pectobacteruim carotovorum :

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien d’huile essentielle du L. noblus ; E. globulus et S. aromaticum vis-a-vis les

bactéries testées.

BOUBRIT et BOUSSAD (2007), ont montré que l'huile essentielle d'Eucalyptus a I'état
pure présente une activité antimicrobienne relativement moyenne soit un diametre de la zone
d’inhibition de 11,7 mm vis-a-vis de Staphylococcus aureus qui sont en désaccord avec nos
résultats car nous avons obtenue un diametre de zone d’inhibition qui variée de 14 8 7 mm
pour Erwinia amylovora et un diamétre de zone d’inhibition de 6 mm a 7 mm pour la

Pectobacterium carotovorum

D’apres les mémes auteurs, I'huile de clou de girofle a un effet trés large sur plusieurs
bactéries. Staphylococcus aureus est sensible soit un diamétre de zone d’inhibition de 10,29
mm. Escherchia. Coli, Salmonella paratyphi, Shigella flexneri, Bacillus cereus sont
respectivement sensibles avec des diametres de zone d’inhibition qui est de 16,3 mm
12,47mm, 12,41mm et 15,34 mm. D’aprés notre expérimentation nous avons remarqué que
la bactérie Erwinia amylovora est sensible avec une zone d’inhibition d’un diamétre de 8
mm et un diameétre de la zone d’inhibition 6 a 9 mm pour la bactéric Pectobactéruim

carotovorum.

Les résultats obtenus dans notre étude concordent aussi avec ceux par Bennadja & al.
(2013) et Moghtader & al. (2013) ont démontré I’efficacité de I’HE du Laurier issu de la
province du Kerman (Iran) sur plusieurs souches de Gram- et Gram +. |ls ont enregistrées
des zones d’inhibition de croissance de 29, 26 et 18 mm sur S. aureus, S. epidermidis et S.
faecalis, respectivement. Egalement, 24, 27, 21, 18, 26 et 28mm sur des bactéries de Gram +

ou - qui sont P. aeruginosa, S. flexneri, K. pneumoniae, S. typhi, S. marcescens et E. coli.

L'effet de I'huile essentielle de L. nobilis sur les souches bactériennes était supérieur a celui
de la bactérie Erwinia amylovora et également supérieur aux valeurs retrouvées dans nos

résultats de la bactérie Pectobacteruim carotovorum.

De méme, I'HE du laurier du Portugal présente une forte activité antibactérienne contre toute

détérioration d'origine alimentaire et bactéries pathogénes (Ramos et al., 2012).

81



Chapitre lll: Résultats et discussions

Le L.nobilis s’est montré actif contre toutes les bactéries testées avec une sensibilité
prononcée pour S. aureus et P. vulgaris. Les souches de Pseudomonas aeruginosa ont la
réputation d’étre des germes résistants aux agents biocides, cela est 1ié a leur grande capacité
a développer des résistances vis-a-vis de hombreux agents antimicrobiens, leur implication

fréquente dans les infections nosocomiales (Mann et al., 2000).

Plusieurs auteurs rapportent la faible sensibilité des souches de P.aeruginosa vis-a-vis des
huiles essentielles, notamment celles de L. nobilis, O. basilicum et R. officinalis
(Moghaddam et al., 2011 ; Pintore et al., 2002, Dorman et al., 2000, Wilkinson et al.,
2003).

Delaquis et al, (2002) ont estimé que I’activité antimicrobienne de certaines HEs pourrait
étre attribuée a la présence des composés mineurs présents a de faibles taux non négligeables
tel que carvacrol, myrthénal et géraniol. Connus pour exhiber une activité antibactérienne
dans les phénoménes de synergie entre les différents constituants qui peuvent étre a 1’origine

d’une prévisibles par les composés majoritaires.
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Etude de ’effet des huiles essentielles de trois plantes sur deux souches
bactériennes Erwinia amylovora et Pectobacteruim carotovorum.

Résume :

Cette étude a pour objectif d’évaluer au laboratoire 1’activité anti-bactérienne des
huiles essentielles des trois plantes et avec trois concentrations pour chaque plante
(C1=100%, C2=50% et C3=25%) : Eucalyptus globulus, Syzggium aromaticum et
Laurus nobilis par la méthode de diffusion sur milieu gelosé sur deux souches

bactérienne : Erwinia amylovora et Pectobacteruim carotovorum.

L’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L a permis d’obtenir un
rendement en H.E compris entre 0,5 et 1,5%, 1,17% pour I’Eucalyptus globulus et un

rendement de 10,60% pour Syzygium aromaticum.

L’étude a montré que I’efficacité des huiles essentielles varie d’une plante a 1’autre et
d’une concentration a I’autre, 1’étude révele que 1’Eucalyptus globulus présente une
activité plus importante sur I’E. amylovora par ’application de la dose la plus élevé
C1 avec une zone d’inhibition de 14.33mm et la moyenne dose C2 avec une des zone
d’inhibition de 10.33mm. Alors que pour I’activité la plus faible est enregistrée chez
P. carotovorum par I’application de C2 et C3 de L. nobilis et par ’application de la

moyenne dose C2 de L. nobilis et E. globulus soit 6mm.

Mots clés : huile essentielle, Eucalyptus globulus, Syzggium aromaticum, Laurus
nobilis, activité antibacterienne, lutte biologique.



Study of the effect of the essential oils of three plants on two bacterial strains
Erwinia amylovora and Pectobacteruim carotovorum.

Abstract :

The objective of this study is to evaluate in the laboratory the antibacterial activity of
the essential oils of the three plants and with three concentrations for each plant (C1 =
100%, C2 = 50% and C3 = 25%): Eucalyptus globulus, Syzggium aromaticum and
Laurus nobilis by the hydrodistillation method on two bacterial strains: Erwinia
amylovora and Pectobacteruim carotovorum. Extraction of the essential oils of Laurus
nobilis L made it possible to obtain an HE yield of between 0.5 and 1.5%, 1.17% for
Eucalyptus globulus and a yield of 10.60% for Syzygium aromaticum. . The study
showed that the effectiveness of essential oils varies from one plant to another and
from one concentration to another, the study reveals that Eucalyptus globulus has a
greater activity on E. amylovora by the application of the highest dose C1 with an
inhibition zone of 14.33mm and the average dose C2 with a zone of inhibition of
10.33mm. While for the lowest activity is recorded in P. carotovorum by the
application of C2 and C3 L. nobilis and the application of the average dose C2 of L.
nobilis and E. globulus is 6mm.

Key words : essential oil, Eucalyptus globulus, Syzggium aromaticum, Laurus

nobilis, antibacterial activity, biological control.
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1.1- Généralité sur les huiles essentielles:
1.1.1. Les huiles essentielles :

On appelle huiles essentielles (ou parfois essence vegétale) le liquide concentré et
hydrophobe des composés aromatiques volatiles d'une plante. Elles sont obtenues par
distillation ou extraction chimique, par solvant (eau, alcool). Contrairement a ce que
suppose la dénomination, ces extraits ne sont pas forcément huileux (Paris, 1981 in
Lahrech, 2010).

1.1.2 Répartition et localisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les
genres capables d’¢laborer les constituants qui les composent sont répartis dans une
cinquantaine de familles. (Bruneton, 1993). Ces huiles peuvent étre stockées dans
divers organes : fleurs (rose, jasmin), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorce (cassia,
cannelier), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits
(badiane, citron), ou grains (carvi) (Hernandez-Ochoa, 2005)

La synthese et lI'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. On distingue des cellules a huiles essentielles
chez les lauracées, des poils sécréteurs chez les lamiacées, des poches sécrétrices chez
les myrtaceées et les rutacées et les canaux sécréteurs chez les opiacées ou des
astéracées (Bruneton, 1993). (Figurel)

Figurel: poches sécrétrices chez les végétaux (Bendriss, 2003)
1.1.3 Propriétés physiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont un point de fusion et un point de congélation précis
(GARNERO, 1985). Leur point d’ébullition est toujours supéricur a 100°C, de
densité généralement inferieure a 1 car, la plus dense reste I'huile essentielle de
wintergreen a 1,187 (DURAFOURD et LAPRAZ, 2002).Selon CARTIER et
ROUX (2007), elles sont :
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1.1.4 Composition chimique des huiles essentielles :

La diversité des composes chimiques des huiles essentielles fait intervenir 3000
constituants de structures confondues. A coté des composés majoritaires (de 2 a 6
généralement), on trouve d’autres composés a 1’état de traces (BRUNETON, 1999).
Tous se réepartissent sur deux grands groupes (CHARPENTIER et al., 2004) :

e Les composés terpéniques.
e Les composés aromatiques dérivés du phényle propane.

1.1.5 Roles des huiles essentielles :

Malgré que le r6le physiologique exact des huiles essentielles reste inconnu, Elles
demeurent attractifs d’insectes en maticre de pollinisation, et protecteurs en étant
répulsifs contre prédateurs (Sallé, 1991), antiseptiques et inhibiteurs d’évaporation
(Mainbeau, 1994).

Des propriétés thérapeutiques sont reconnues a I'usage d’un nombre important
d’essences : antiseptiques vis-a-vis des germes pathogenes y compris les plus
antibiorésistants, spasmolytiques et sédatives (Bruneton, 1999), antioxydantes en
rapport a leur teneur en phénol (Seiller et all., 2003).

1.1.6 La conservation des huiles essentielles :

Ce sont des produits tres altérables (changement de couleur), qui s’oxydent
rapidement (produit devenant acide, donc irritant lors de prise), (CHARPENTIER et
al., 2004), ce qui modifie leurs propriétés si elles ne sont pas enfermées dans des
flacons appropriés en acier inoxydable, en verre teinté ou aluminium. a 1’abri de la
lumiere et de la chaleur, ces flacons doivent étre secs et propres pour éviter les
contaminations (VALNET, 1983).

I.1.7 Les procédés d’obtention des huiles essentielles :
On estime plusieurs modes d’extraction des essences naturelles, parmi lesquels :
a) Ladistillation :

[llustré par Garnier en 1891, elle sert a séparer 1’huile essentielle des autres composés
naturels selon la divergence de densité, elle demeure un mode d’extraction ancien et
efficace malgré la possibilité d’entrainer des molécules indésirables (Bruneton,
1993). Elle sépare les principes volatils d’un mélange, de ceux qui ne le sont pas,
selon les propriétés de ses vapeurs qui aprés chauffage a ébullition dans une enceinte
d’eau, se condensent sur les parois plus froides d’un récipient relié a cette enceinte
(Duraffourd et Lapraz, 2002). On parle d’hydro distillation indirecte quand le
végétal baigne a I’eau bouillante, et directe ou « D’entrainement a la vapeur » si le
végétal est traversé par un courant de vapeur d’eau. Dans les deux cas I'huile est
entrainée vers le haut et récupérée par décantation (Boukhatem, 2010). (Figure2)
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Figure 2 : Schéma du dispositif expérimental pour distillation (Boukhatem, 2010).
b) L’extraction par solvant :

Extraction chimique qui consiste a séparer une substance donnée d’un mélange par un
solvant ou la molécule cible est trés soluble. L’espéce a extraire abandonne ce
mélange par diffusion pour se dissoudre dans le solvant ou sa solubilité est plus
grande, ce dernier s’évapore et quitte la solution aprés passage au rotavapeur ou au
Soxhlet (Bendriss, 1997 ; Biallo et all, 2004 ;Yakhlef, 2010). Le choix du solvant est
important car plusieurs facteurs causent la rupture solvant-solution aqueuse : structure
moléculaire, composition ionique, température, sélectivité (Calvet, 2005).

c) Autres modes d’extraction des essences végétales :

Expression a froid: Procédé mécanique. Par écrasement des péricarpes des fruits, en
particulier ceux des Citrus ou en pressant carrément les fruits charnus, 1’essence est
séparée du produit par centrifugation (Martini et Seiller, 1999).

% Enfleurage ou macération a chaud : Consiste a extraire les principes
aromatiques des plantes sur des corps gras jusqu’a saturation, et les récupérer apres
dissolution a 1’alcool (Duraffourd et Lapraz, 2002). Voir tableau .... les avantages
inconvénients de ces techniques.

Tableau 1: Avantages et inconvénients des procédés d’extraction (Richard et
Multon, 1992).

Procédés Avantages Inconvénients
Hydro-distillation | Essence concentré de bonne qualité. Evaporation.
Expression Essence non altérables de bonne | Diffusion lente.
qualite.
Enfleurage Pommade gardant la finesse de | Cout tres élevé.
I’odeur.
Solvant organique | Rendement élevé,essence | Essences impures
olfactivement Evaporation et cyclisation.
proche du végétal.
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1.1.8 Les domaines d’utilisation :
1.1.8.1 Propriétés pharmacologique des huiles essentielles :

Il convient de souligne que I’éventail des propriétés attribuées (et parfois
expérimentalement démontré) aux drogues a huiles essentielles et aux huiles
essentielles elles méme est trop large pour permettre des généralisations
simplificatrices (BRUNETON, 1999).

1. Activité antimicrobienne:

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne, comme les
bactéries endocanalaires ou la microflore vaginale, et d’origine fongiques, comme les
dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes.
(BILLERBECK V-G ,2007).

2. Activité antibactérienne :

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a
un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (LAIB,
2011 in Carson et al, 2002). De facon générale, il a été observe une diversité
d’actions toxiques des huiles essentielles sur les bactéries comme la perturbation de la
membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton, fuite
délectron et la coagulation du contenu protéique des cellules (LAIB, 2011 in
Davidson, 1997).Le mode d’action des huile essentielles dépend en premier lieu du
type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété
hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la
membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de
conformation de la membrane (LAIB, 2011) in (Cox et al, 2000) (Carson et al,
2002)

3. Activité antifongique :

Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection
contre les champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant la
denrée alimentaire. (LAIB, 2011 in LIS-BALCHIN, 2002). Les huiles essentielles
les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques appartiennent a
la famille des Labiatae : (thym, origan, lavande, menthe, romarin, etc...). Etant
donnée la grande complexité de la composition chémotypique des huiles essentielles,
malgré de possible synergies certains auteurs préférent étudier I’effet d’un composé
isolé pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de huile essentielle. Ainsi
lactivité fongistatique de composés aromatiques semble étre liée a la présence de
certaines fonctions chimiques. (VOKOU et al., 1988).



Chapitre | : Synthese bibliographique

I. 2. Généralité sur laurie noble (Laurus nobilis L) :
1.2.1 Historique :

Avant d’étre Laurier-sauce, il s’appelait Laurier commun, Laurier d’apollon
ou Laurier-noble, un arbre vénéré par les romains et béni par les chrétiens, aux
jeux pythiques grecs les vainqueurs recevaient une couronne de laurier. On nomme
aussi "lauréat", celui qui réussit ses examens : il recoit une couronne de laurier, non
pas avec des feuilles, mais avec des baies (bacca laurea), d'ou "baccalauréat"”,
littéralement "baies de laurier" (Hurtel., 2002).

1.2.2 Répartition géographique :

Le Laurier noble ou (Laurier sauce) est répandu dans les régions tempérées et
subtropicales, en Asie, dans les pays d'’Amérique donnant sur I'Atlantique et en
Afrique, il aenvahi tout le bassin méditerranéen et les régions d’Europe. Le
laurier sauce constitue I’espéce dominante des pourtours de la Méditerranée. Il se

présente sous forme d’arbrisseaux ou de petits arbres de 3 a 6m de hauteur en
formation dense. (SAGE, 2012).

En Algérie, Le Laurier noble c’est une espéce spontanée qui pousse dans les lieux
humides et ombragés (Iserin, 2001). Il est le plus commun dans les foréts a climat
caractérisé par des précipitations concentrées pendant la période hivernale, s’étalant
du mois d’Octobre au mois d’Avril (Beloued, 1998).

C’est une espéce pionniere qui se régénere abondamment dans les vieux jardins. Elle
apprécie les terrains relativement fertiles (terre de jardin, terreau de fumier
décomposé), et bien drainés exemple : (le Jardin d’Essai d’El Hamma) ou elle
est cultivée comme plante ornementale (Iserin, 2001).

1.2.3 Systématique de Laurus nobilis L :

Laurus nobilis L., est le seul arbuste comestible de la famille des Lauracées. Sa
classification se réfere a celle proposée par Quezel et Santa (1962) synthétisée ci
dessous.

Classification botanique de Laurus nobilis L.

Régne Plantes

Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement ~ Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce Laurus nobilis L.
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En effet, on ne doit pas confondre ce laurier noble avec d’autres espéces ligneuses
facheusement appelées Laurier-noble. Selon les variétés et les cultivars, on distingue :

(1 Laurus nobilis 'Aurea’ (feuillage doré).
(1 Laurus nobilis 'Crispa’ (feuilles au bord crispé).

(1 Laurus nobilis 'Bay Junior ' (croissance lente, port compact, petites feuilles :
cultivar parfait en topiaire).

(1 Laurus nobilis 'Sunspot' (feuillage panaché de creme)
1.2.4 Morphologie générales de Laurus nobilis L:

Laurus nobilis L., membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres
et environ 2000-2500 espéces (Barla et al ., 2007). Laurus, nom latin, d’origine celte
qui veut dire « toujours vert » allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente,
2001).

Laurus nobilis L., arbuste a petit arbre mesurant de 2 a 10 métres de haut
(Ducatillion, 2010) aromatique, glabre, vert, trés rameux, a tige dressé droite grise
dans sa partie basse et verte en haut a pollinisation entomogame (lserin, 2001 ;
Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005).

Il est intéressant de noter que cette plante qui était pendant longtemps employée dans
la nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle a, en faite, des
propriétés qui peuvent suggérer de nouvelles applications (Ferreira et al., 2006).

a. Feuilles de Laurus nobilis L :

Les feuilles sont alternées, coriaces et légérement ondulées sur les bords, lancéolée en
court pétiole, a penne innervées, de 16 cm de longueur sur 8 cm de largeur,
rigides et persistantes. Elles sont luisantes vert foncées et glacées sur leur face
supérieure mais plus pales en dessous (Demir et al., 2004).

Elles sont assez touffues, dégageant une forte odeur aromatique agréable si on
les froisse, c’est la conséquence de I’existence de grosses cellules sécrétrices
éparses dans le mésophile des limbes (Mitchell, 1993).(Figure 3)

Figure 3: Feuilles de Laurus nobilis L., (Site web).
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b. Utilisation des feuilles de Laurus nobilis L. :

Les feuilles de Laurus nobilis L., sont parmi les assaisonnements les plus
connus dans tous les pays, elles sont généralement utilisées comme épice
valable en culinaire (en potages, ragotts, sauce,...) et aromatisant en industrie
alimentaire. Cette plante a aussi des applications importantes en médecine
traditionnelle et représente récemment un sujet de recherche scientifique
intéressant (Simi et al., 2003), le laurier est principalement utilisé, par voie orale,
dans le traitement symptomatique des troubles de I’appareil digestif supérieur tels
que le ballonnement épigastrique (Iserin, 2001).L’extrait aqueux est utilisé dans la
médecine traditionnelle en tant qu’anti hémorroidal, antirhumatismal, diurétique et
comme un antidote dans des morsures de serpent et pour le traitement du mal
d’estomac (Kivgak et Mert, 2002).L’huile essentielle obtenue des feuilles de
cette plante a ¢été employée pour le soulagement d’hémorroides et des douleurs
rhumatismales (Sayyah et al., 2002). En outre, elle est employée par 1’industrie
cosmétique en parfumerie. Elle compte parmi les meilleurs moyens d’¢loigner les
insectes génants (Demir et al., 2004 ; Beloued .,2005).

1.2.5 Huile essentielle de Laurus nobilis L :

L'huile essentielle extraite des feuilles de Laurier est d'aspect liquide mobile limpide,
de couleur jaune tres pale a jaune foncée, d'odeur aromatique, douce, fine, chaude ou

» Composition chimique de Laurus nobilis L :

La composition de I'huile essentielle de laurier est exprimée en pourcentage de divers
composes des familles des oxydes terpéniques, des monoterpénols, des phénols
des monoterpenes, des sesquiterpenes et des esters terpéniques (Flamini et al., 2007).
L'analyse de l'huile essentielle des feuilles de laurier Algérien (Yakhlef, 2010)
a identifié la présence d'une trentaine de composés, représentant un pourcentage de
73,24 % du volume total de I'huile essentielle. L'huile essentielle de laurier est
riche en 1,8-cinéole (23,2%) et en acétate da-terpényl (19,5 %). Cette huile
contient, aussi, un pourcentage de terpinene-4-ol (6%) et de limonene (3,6 %) ;
Selon le (Tableau2 ).L’analyse de I’huile essentielle de Laurus nobilis L., en
Algérie a révélé que cette huile essentielle a montré une tendance similaire a
ceux publiés pour dautres régions géographigques (Ozcan, 2005).

Tableau2: Composition principale de I’huile essentielle de Laurus nobilis L., cultivé
en Algérie (Yakhlef, 2010)

Temps.Rét Composant %* RI**

13 .87 a-terpenes 0.81 1179
14,3 2 , 3Hydro-1,8-cinéole 0.48 1192
14,49 Limonéne 3.58 1198
14,96 1,8-cinéole 23.17 1214
25,63 Terpéne-4-ol 6.03 1611
26,27 Myrténal 0.85 1639
26,73 Acétate de terpéne 1.51 1659
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27,23 Aterpéniol 1.43 1680
27,58 Acétate d’a-Terpenyl 19.50 1706
27,95 Bornéol 0.34 1712
28,15 Carvone 0.25 1721
28 ,41 Valencene 1.96 1733

*Pourcentage basé sur 1’aire normalisée du chromatogramme Moyenne de deux
répétitions.

** Indice de rétention.

1.2.5.1 L usage des extraits de Laurus nobilis L. en agriculture :

La volonté de réduire 1’utilisation des pesticides de synthése dans 1’agriculture
moderne s’est affermie ces derniéres années, notamment en Algérie avec
I’intervention des politiques de I’Environnement est un bon exemple de la prise de
conscience environnementale (MAP., 2008).

Dans ce contexte, les pesticides naturels basés, notamment, sur les huiles essentielles
et les extraits aqueux des plantes aromatiques dont les extraits de L. nobilis
représentent une alternative intéressante pour la protection des cultures contre les
insectes mais également contre les adventices et les champignons ( Dayan., 2009 ;
Isman, 2000) . Outre, leurs activités biologiques, les extraits naturelles présentent
d’autres caractéristiques qui en font des produits adaptés dans la lutte contre les
nuisibles (Isman, 2010). Parmi celles-ci, on peut citer :

- leur prix faible et approvisionnement assurés par une production mondiale
importante pour de nombreuses huiles essentielles,

- leurs multiples modes et sites d’action sur les insectes,
- leur faible toxicité pour les mammifeéres (a quelques rares exceptions pres),

- leur faible persistance dans [’environnement due a leur volatilit¢ (temps de
demi-vie en extéricur < 24 h sur les surfaces, dans les sols ou ’eau) (Hernandez et
al., 2001).

1.2.5.2 Effets biologique des extraits des feuilles de Laurus nobilis L :
a) Effets fumigénes et insecticides :

Récemment, il ya un intérét croissant pour l’utilisation probable des extraits de
plantes comme solution de rechange aux insecticides synthétiques. Treize huiles
essentielles dont ceux de Laurus nobilis L., ont été examinées sous leurs formes de
vapeur contre une espéce d’insecte attaquant les produits stockés, Acanthoscelides
obtectus (bruche du haricot). Les résultats ont indiqués que I’huile essentielle
des feuilles de Laurus nobilis L., a une action répulsive, réduit la fécondite,
diminue la couvaison d’oeufs, augmente la mortalit¢ larvaire de nouveau-né et
influence défavorablement I’apparition de progéniture. Une étude similaire a été
réalisée par Erler et ses collaborateurs en 2006. De méme, I’activité fumigéne de
certains composés qui se produisent naturellement dans les huiles essentielles
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des plantes aromatiques dont cinéol, eugénol et linalol, composés principales
(Papachristos et Stamopoulos, 2002).

b) Effet antifongique :

L’huile essentielle de Laurus nobilis L., a révélé son pouvoir inhibiteur in vitro sur la
croissance mycélienne de Phytophtora infestans selon la méthode de contact
directe d’une maniére dose dépendante. En effet, I’inhibition totale a été enregistrée
a 51,2 pg /ml (Soylu et al., 2006 ). Simic et al. (2004) ont affirmé que 1,8 —
Cinéole semble étre le constituant antifongique dominant de cette huile essentielle.
En revanche, cette derniere a plutdt montré son effet stimulateur in vitro sur la
croissance mycélienne d’Aspergillus flavus mais a réduit a concentration de son
aflatoxine de 55.21% (Atanda et al., 2007).

1.3- Généralité sur I’Eucalyptus Globulus labillardiére :
1.3.1 Historique :

L’Eucalyptus, comme exotique, a déja une longue histoire (Métro, 1955). C'est a
partir de 1850 que les Eucalyptus ont été introduits par les Francais en Algérie, avec
I'E.camaldulensis Dehn. Comme espéce pionniere. Mais, la plantation massive de ces
arbres a eu lieu, entre 1865 et 1963, au début. Les Eucalyptus ont été plantés a titre
exceptionnel pour l'assechement des marais (Abdel M in Mehani, 2006).

L'Eucalyptus globulus Labill. (Du nom de Labillardiere le voyageur francais qui le
découvrit en 1800 lors d'un voyage en Australie) est une espéce tres cultivée, prit
rapidement une grande extension en Algérie entre 1860 et 1870 (Boudy, 1952).

Cest vers les années 1960 et 1970 qu'on commencé le reboisement a base
d'Eucalyptus a I'Est du pays (EL-Kala, Annaba, Skikda) au centre (Tizi-ouzou et Bai
nem) et a I'Ouest (Mostaganem) dans le but de répondre aux besoins nationaux en
produits ligneux et avec un capital d'environ 130 espéces. La plantation d'Eucalyptus
a continué jusqu'en 1982 ou il a éte mis fin a la production des plantes en pépiniére et
par conséquent a leur plantation (Meziane, 1996 in Mehani ,2006).

I. 3.2 Répartition géographique :

Le genre Eucalyptus est endémique en Australie et en Tasmanie. Il est cultivé de nos
jours dans quelques régions subtropicales d’Afrique, d’Asie (Chine, Inde, Indonésie)
et d’Amérique du Sud ainsi qu’en Europe méridionale et aux Etats-Unis (Bouamer,

2004).

Les espéces appartenant a ce genre sont utilisées pour assécher certaines zones
marécageuses et se sont acclimatées a la région méditerranéenne, Son introduction en
Algérie fut par les francais en 1860, Pendant les années 60 a 70, le reboisement a base
d’Eucalyptus ont concernés notamment I’Est (El-Kala, Annaba, Skikda), le centre
(Tizi-Ouzou, Bainem) et 1’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins
nationaux en produits ligneux et papetiers (BELKOU, 2005; Goetz et al., 2012)

11
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I. 3.3 Systématique d’Eucalyptus globulus labillardiere :

classification botanique de eucalyptus (Goetz et al .,2012).

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Dicotylédones

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espéce Eucalyptus globulus Labill

Les noms vernaculaires : Calitouss « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus,
Kafor. Ces noms sont les plus populaires en Algérie qui sont utilisés dans différentes
régions.

1.1.3.4 : Morphologie générales d’Eucalyptus globulus labillardiére :

L’Eucalyptus est un trés bel arbre de 30 a 35 m, jusqu’a 100 m dans son milieu
naturel. Le tronc comprend une écorce a la base foncée et rugueuse et, en hauteur,
lisse, gris cendré laissant s’exfolier son épiderme en longs lambeaux souples et

odorants ; il possede également des lenticelles gorgées de gomme balsamique et un
bois rouge (Goetz, 2008).

a. Feuilles :

Les Eucalyptus portent des feuilles persistantes, glabres mais différentes en fonction
de ’age des rameaux :

- Les jeunes rameaux possedent des feuilles larges, courtes, avec un vrai limbe
nervuré (vignette).

- Les rameaux plus agés possedent des feuilles aromatiques, épaisses, vert foncé,
courtement pétiolées (Goetz, 2008). (Figure 4)

Figure 4 : Fruits, graines, feuille, Fleurs et étamines d’E. globulus (Albert, 2015)
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I .1.3.5 : Huile essentielle d’Eucalyptus globulus labillardiere :

La famille Myrtacées comme d’autres familles de plantes médicinales, cette famille
se caractéristique par I’abondante de production d’huile.

Les Eucalyptus sont aussi extrémement intéressants pour leurs tanins, résines et
huiles essentielles que renferment les feuilles, les tiges et méme I’écorce et qui ont
des applications tres importantes en médecine (Bigendako, 2004).

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus contient environ 70% en eucalyptol (1,8-
cinéole) et ce dernier considérer comme un composé majoritaire dans plusieurs
espéces d Eucalyptus (E.viridis et E. salubris...etc). (Sroka, 2005).

La composition chimique des huiles essentielles de feuilles de 1’Eucalyptus globulus
est resumée dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Composition chimique des huiles essentielles de feuilles de 1’Eucalyptus
globulus (Amakura et al.,2002) , (Wichtl , 2003) ,(Bruneton, 2009)

Classe de constituants Exemples de constituants

1,8 cineole (eucalyptol) : 70 a 85 % de
Huile essentielle : 1 a 3,5 % du poids I’huile essentielle

de la feuille - monoterpenes : alpha-pinene, s-pinene,d-
limonene, para-cymene, camphene,
alphaphellandrene, alphafenchene,

y-terpinene,

-sesquiterpenes :aromadendrene,
,alloaromadendrene

-alcools: eudesmol, alpha-terpineol,
globulol, pinocarveol

-aldehydes: citral, myrtenal
-cetones: carvone, pinocarvone,
verbenone

-acetate de geranyl

Acides phénols Acides gallique, cafeique,
ferulique,ellagique, gentisique,
protocatechique
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1.3.6 domaine d’application des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus
labillardiére :

L'utilisation des huiles essentielles a base de menthe, de thym et d’Eucalyptus en
inhalations ou sous forme de pommade; pour soigner un rhume provoqué par des
virus (rhinovirus) (Sandrine, 2006).

L’Eucalyptus est parmi les plantes médicinales (la mauve, la réglisse) qui ont montré
une efficacité contre la toux. Les gens utilisaient également les feuilles pour aider a
soulager la fiévre et divers autres maux. Elles sont également utilisées comme bois
d’ceuvre et de chauffage. Leurs huiles essentielles sont utilisées dans les industries
pharmaceutiques et cosmétiques pour la fabrication de différents produits (Sandrine,
2006 ; Goetz et al., 2008).

1.3.6.1 Usage des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus labillardiére en
agriculture :

1. Insecticide :

La présence de 1,8-cinéole dans I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus va lui
conférer des,propriétés répulsives et insecticides. On pourra I’utiliser par exemple en
diffusion pour éloigner les moustiques en été (bien qu’on lui préférera Eucalyptus
citriodora qui est beaucoup plus efficace pour cette indication) (Batish, Daizy R et
al 2008).

Une étude montre également que I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est une
bonne alternative naturelle contre les mouches domestiques (Kumar et al 2012). ont
mis des larves et des pupes de mouche domestique en présence d’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus.

2. Antifongique :

En plus de ses propriétés antibactériennes et antivirales, I’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus présente des propriétés antifongiques. Ces trois propriétés
rendent 1'usage de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus en diffusion trés
recommandé. (Vilela et al.2009) ont démontré une activité antifongique de I’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus sur deux espéces d’aspergillus : Aspergillus flavus
et Aspergillus parasiticus.

1.4 Généralité sur le Giroflier (Syzggium aromaticum) :
1.4.1 Historique :

Depuis des décennies, le clou de girofle est utilisé pour ses vertus culinaires et
médicinales. 1l est beaucoup utilisé en médecine dentaire pour sa propriété
d’anesthésique local (Kozam, 1977; Ohkubo et Shibata, 1997).

Autrefois on soignait les maux de dents en machant un ou deux clous de girofle.
Aujourd’hui les techniques se sont améliorées : par le mélange d’oxyde de zinc et
d’eugénol on obtient un ciment utilisé en tant que matériau de restauration temporaire
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permettant a la fois un excellent scellement et une anesthésie de la pulpe dentaire. Qui
plus est, ce ciment est en général trés bien toléré par les patients. L’eugénol est aussi
utilisé pour soulager la douleur associée a la pose de prothéses dentaires (Garibaldi
et al, 1995).

1.4.2 Répartition géographiques :

Originaire de Madagascar, la Réunion, les Antilles, le giroflier est également cultivé
en Indonésie et en Tanzanie. Les clous de girofle américains sont réputés étre de
qualité Inférieure a cause de leur plus faible teneur en huile essentielle.( Alice.D ;
2011)

La superficie couverte par les girofliers a Madagascar s’éléve a environ 37 000
hectares, superficie variant sensiblement d’une année a ’autre.

1.1.4.3 Systématique de Syzggium aromaticum :

classification botanique de giroflier (Goetz et al .,2012).

Regne Plantae

Sous —régne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta (=Phanérogames)
Sous —embranchement Magnoliophytina (=Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (=Dicotylédones)
Sous —classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzigium

Espéce S.aromaticum (L)Merr.& perry

1.4.4 La Morphologie générale de Syzggium aromaticum :

Le giroflier est un grand arbre au tronc gris clair de 12 a 15 métres de hauteur pouvant
Atteindre jusqu’a 20 métres de haut (Figure 5) Il présente un port érigé et pyramidal
Davet P Rouxel F., 1997.Son feuillage est aromatique, coriace, persistant vert sombre
et vernissé au revers plus clair. Ses feuilles sont opposées, entieres, elliptiques,
d’environ 10-12 cm a nervure médian marquée et parsemées de glandes sur le revers.
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Fiaure 5: Arbre de airoflier.(site web)
a. Lesfleurs:

Les fleurs sont disposées en cymes terminales (Figure 6) de 25 fleurs environ, formant
3 Fourches (Figure 7). Elle se présente sous la forme d’un long pédoncule, petite fleur
a l'extrémité des rameaux, a 4 pétales (blanc-rosé) pompon Duveteux d'étamines
blanches saillantes, les fleurs a 4 pétales blanc rosé sont caractérisées par leurs sépales
rouges persistants.

Figure 6 : Structure du Giroflier Figure 7 : Fleur de giroflier

Ce sont les boutons floraux cueillis avant épanouissement que l'on appelle les clous
degirofle et I'huile essentielle qui est utilisés pour leurs vertus thérapeutiques ; Les
fruits du giroflier sont des baies pourpres comestibles. (Rakotoatimanana B.V. et al.,
1999)

La récolte des clous de girofle se fait au moment ou ils contiennent le plus d’essence

(lorsqu’ils sont roses et les pétales pas encore ouverts). Ces clous sont récoltés, aprées
6 a 8 ans de culture de I’arbre, 2 fois par an. Ce sont des boutons auxquels on ote le
pédicelle manuellement et que ’on met sécher au soleil jusqu’a ce qu‘ils deviennent
brun rouge.
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Boutons floraux appelés « clous ».Les racines, les rameaux, les feuilles les fleurs et
les fruits contiennent tous une HE dont la composition differe. Par exemple 'HE des
feuilles contient seulement 2 2 3 %

d’eugénol. L'huile essentielle de girofle provient de la distillation des boutons de
giroflier traités a la vapeur (A., Ranarivelo L., Behra O., Juliani H.R., and Simon
J.E)

1.4.5 -L’huile essentielle du Giroflier:

L'huile essentielle de s.aromaticum est composé de beaucoup de composeés différents,

avec les ingrédients primaires qui sont : eugenol (49-87 %), -caryophylléne (4-21 %)
et l'acétate d'eugényle (0.5-21 %). D’infimes quantités de -humuléne sont également
présentes, ainsi que des traces (< 1 %) de 25 a 35 autres constituants. (Tableau 4)
montre la structure chimique des principaux composants de I'HE de clou de girofle.
(Chaieb et al., 2007)

Tableau 4:Les principaux Constituants chimiques de s.aromaticum (Goetz et al.,
2012)

Famille de constituants Détail des constituants

Huile essentielle Eugénol (80 a 90%)

Acétate d’Eugénol (5 a 10%), alpha et béta
caryophyllene (5 a 12 %), cétones
aliphatiques

Tanins (12%o) Tanins galique et ellagique, acide gallique,
acide protacatéchique, eugeéniine,
casuarictine,1,3-di-O-galloyl-4,6-(S)-
hexahydroxydiphénoyl-béta-Dglucopyranose,
tellimagrandine

Flavonoides (0,4%0) Quercétine, kaempférol,rhamnétine,
Eugénitine

Chromones Biflorine, isobiflorine, hétérosides de
Chromone

Corps gras Stérols, glycosides stéroliques, huile grasse
(10%)

Autres Acides phénols, triterpénes

1.4.6 Usage de giroflier en agriculture :

L’huile essentielle possede un effet herbicide et protecteur des cultures contre les
insectes et les champignons (Alice.D ; 2011) effet insecticide sur les charancons
nuisibles des graines en stocks. Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre,
servent a aromatiser les conserves de légumes, le chou rouge ou la choucroute, les
compotes de pommes et autres fruits. (Georgetti, S.R.,et al ,2003)
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1. Activité antibactérienne :

Singh et al.,2009 ont étudié l'effet d'eugénol sur la croissance des bactéries Gram-
positives (Bacillus cereus ; B. subtilis ; Staphylococcus aureus) et Gram négatif
(Escherichia coli ; Salmonella typhi ; Les bactéries Pseudomonas aeruginosa)
utilisant l'agar bien la méthode de diffusion. A 1 000 ppm, eugénol inhibe la
croissance de toutes ces bactéries.

2. Activité Antifongique :

L’huile essentielle de clou de girofle possede une puissante activité¢ antifongique
contre les pathogénes fongiques opportunistes, comme le Candida albicans, le
Cryptococcus neoformans ou [I’Aspergillus fumigatus. Elle a été particulierement
efficace sur un modéle expérimental de vaginite murine sur un modéle animal (Goetz
et al., 2012).

1.5 Plantes hotes :
1.5.1 Généralités sur la culture de la pomme de terre :
1.5.1.1 Description botanique :

La pomme de terre est une espece herbacée, vivace par ses tubercules mais qui est
généralement utilisée comme une plante annuelle. Elle se reproduit naturellement par
multiplication végétative, grace a un tubercule dit "mere™ qui est planté. Il émet des
ramifications a partir de ses bourgeons qui, dans leurs parties aériennes, produisent
des feuilles, fleurs, graines et fruits. Les bourgeons souterrains émettent des
ramifications appelées stolons au bout desquels se forment des tubercules,
renflements ou s'accumulent des réserves. Le tubercule mere, les tiges et les stolons
émettent aussi des racines pour approvisionner la plante en éléments minéraux. En
utilisant ce mode de reproduction, on obtient a chaque fois la méme plante du point de
vue génétique, que l'on peut appeler un clone. Ce phénomene est naturel chez les
vegétaux (Dorothee, 2011).

La plante comporte a la fois des tiges aériennes et des tiges souterraines (Darpoux &
Debelley, 1967).

Les feuilles sont caduques, alternes, de forme lancéolée et de taille hétérogene. De
toutes petites folioles s'intercalent par paires entre les plus grandes. Leur épiderme est
composé de cellules aux parois sinueuses en vue superficielle. Elles présentent des
poils ou trichomes a leur surface, en quantité variable selon les cultivars. Les
trichomes peuvent étre unisériés, glandulaires et a téte pluricellulaire plus ou moins
sphérique (Rousselle et al., 1996). Les inflorescences sont des cymes axillaires

Les fleurs sont autogames mais, ne contiennent pas de nectar. Elles sont donc peu
visitées par les insectes et la fécondation croisée est presque inexistante dans la
nature. Aussi, elles sont souvent males donc stériles. La production de fruits est
généralement rare parfois nulle. On connait des variétés de pomme de terre qui
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fleurissent abondamment mais qui ne fructifient pas (Daproux & Debelley, 1967 ;
Soltner , 1988). Comme les tiges et les feuilles, le fruit contient une quantité
significative de solanine, un alcaloide toxique caractéristique du genre (Anonyme,
2001).

1.5.1.2 Taxonomie de pomme de terre :

Le genre Solanum auquel appartient la pomme de terre, rassemble environ mille
espéces dont plus de deux cents sont tubéreuses présent un peu partout dans le monde
(Cousin, 2011). En effet, la pomme de terre Solanum tuberosum L. est classée comme
suit :

Classification botanique de Solanum tuberosum L. (Cousin, 2011).

Regne Vegetal

Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes ou Phanérogames
Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Gamopétales ou Métachlamydées
Famille Solanacées

Genre Solanum

Genre et espece Solanum tuberosum L.

1.5.2 Pectobacteruim carotovora spp. agent de la macération des tissus végétaux :
1.5.2.1 La maladie de Pourriture molle :

Les cultures de pomme de terre (Solanum tuberosum) et les tubercules récoltés sont
sujets a de nombreuses agressions bactériennes. Il s’agit de bactéries appartenant
notamment aux genres Clavibacter, Pectobacterium, Ralstonia, et Streptomyces.
Parmi ces derniers, un regain d’intérét est accordé aux bactéries macergénes
appartenant au genre Pectobacterium, plus connues sous le nom d’Erwinia
carotovora.

Les bactéries Pectobacterium atrosepticum et Pectobacterium carotovorum
(anciennement E. carotovora subsp. atroseptica et E. carotovora subsp. carotovora)
sont des pathogenes de qualité qui provoquent des pertes au champ et lors de la
conservation des tubercules (pourritures molles). En végétation, ces bactéries sont
responsables d’attaques précoces du tubercule mere et des germes empéchant la levée,
ou d’attaques plus tardives comme la maladie de la jambe noire. (PRIOU S, JOUAN
B. 1996)
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Outre les baisses de rendement des cultures, les tubercules récoltés atteints de
pourriture molle peuvent engendrer des pertes importantes lors du stockage par une
contamination rapide des tubercules avoisinants.

Les tubercules jouant aussi le réle de semence, des tubercules contaminés, méme sans
symptéme visible (porteurs sains), peuvent disséminer la maladie au champ lors des
phases de multiplication des plants. Ces maladies affectent donc toutes les étapes de la
filiere pomme de terre : la production et la certification des plants, comme la
production de pomme de terre de consommation ou de transformation alimentaire ou
industrielle .

Les pertes économiques causées par la recrudescence de ces maladies bactériennes et
I’absence de moyens de lutte efficaces motivent aujourd’hui le développement de
recherches multidisciplinaires visant a protéger du mieux possible les cultures de la
pomme de terre . ( DE BOER, S. H. 1994)

1.5.2.2 Symptomatologie de la pourriture molle et de la jambe noire sur la
pomme de terre :

1. En Végétation :

Les symptomes causeés par les Pectobacterium spp. s’expriment en végétation et/ou en
conservation. L’ apparition et la nature des symptomes dépendent essentiellement des
conditions environnementales (température, humidité). Les manques a la levée,
résultant de la pourriture précoce du tubercule de semence ou de 1’attaque des germes
avant ou lors de I’émergence peuvent s’observer rapidement apres la plantation
(PEROMBELON M. C. M, LOPEZ MM, CARBONELL J, ET AL.1988)

Le symptome le plus typique est celui de la jambe noire, variant d’une pourriture
humide brun foncé a noire de la base des tiges a des nécroses plus ou moins seches. Il
est provoqué par les bactéries, qui, aprés avoir attaqué le 23 tubercule mere,
envahissent et dégradent une ou plusieurs tiges grace a leur activité pectinolytique
(PEROMBELON M. C. M, KELMAN A. 1987)

1. Sur les tubercules :

Les tubercules peuvent également étre atteints de symptémes qui se développent en
cours de culture ou de conservation sous la forme de pourritures molles et humides
souvent nauséabondes. En conservation, les pourritures molles peuvent entrainer la
contamination rapide des tubercules avoisinants. Des bactéries pectinolytiques variées
(Clostridium spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp.) peuvent étre impliquées dans la
pourriture des tubercules en conservation, particulierement lorsque les températures
sont élevées (PEROMBELON M. C. M, KELMAN A. 1987 ; CAMPOS E,
MAHER EA, KELMAN A. 1982)

Mais les Pectobacterium spp. restent les agents les plus fréquents et les plus
dommageables Dans le cas d’attaques localisées aux lenticelles, les pourritures sont
qualifiées de lenticellaires. Un séchage adéquat des tubercules peut toutefois blogquer
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leur développement. Les symptomes sont alors qualifiés de pourritures lenticellaires .(
DE BOER, S. H. 1994)

1.5.2.3 Facteurs favorisant I'infection :
% Température :

La progression de la pourriture molle est particulierement rapide lorsque les
températures Sont élevées. La température optimale de croissance de la bactérie est de
28 °C, mais la Croissance, bien que lente, peut se poursuivre a des températures aussi
basses que 1 a 2°C. Les dommages causés au champ par le froid peuvent prédisposer
les cultures a la colonisation et & la pourriture bactérienne ( Richard C Et Boivin G.
1994)

< Humidité :

Le principal facteur contribuant a I’essor de la maladie est sans contredit la présence
d’humidité sur I'inflorescence. En effet, les maladies causées par les Erwinia spp.
pectinolytiques sont fortement Influencées par la présence d’eau libre au site
d’infection. Leur survie et reproduction sont favorisées par des surfaces mouillées et
la population diminue rapidement lorsque la surface s’asséche. Dans des ¢tudes aux
champs sur la pomme de terre détectent E. carotovora aussi longtemps que la surface
demeurait mouillée, mais ne pouvait plus détecter la bactérie 1 a 2 journées apres
assechement de la surface (LUDY RL, POWELSON ML ET HEMPHILL, J. R,
D.D., 1997)

% Influence du pH :

Quand les Erwinia pectinolytiques infectent les plantes, elles colonisent dans un
premier temps le fluide intercellulaire apoplastique dont le pH varie entre 5 et 6.5
Dans les étapes plus avancées de la colonisation, les bactéries induisent la lyse des
cellules vegétales en provoquant une alcalinisation du milieu. Les feuilles de chicorée
passent ainsi d’un pH acide a basique lors de I’infection par Erwinia chrysanthemi. La
synthese des Pels est affectée par le pH qui peut donc jouer un réle important dans
leurs production lors de I’infection (NACHIN, L., ET BARRAS, F. 2000)

1.5.2.4 Cycle biologique de la maladie :

En culture, I’infection du tubercule mére favorise la transmission de la maladie aux
tubercules fils, lorsque les bactéries sont libérées dans le sol transportées par 1’eau et
les insectes qui assurent aussi sa transmission. Ainsi les bactéries envahissent la
rhizosphére des plantes et infectent d’autres tubercules. (Figure 8), résume les
principales étapes du cycle de développement de la maladie.
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Figure 8 : Cycle de développement de la pourriture molle bactérienne (HOWARD et
al 1994)

1.5.2.5 Agent causale :

Les Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum) sont des bactéries
psychrotrophes appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae et forment un

groupe d’agents pathogénes des Solanum tuberosum et qui se développent a des
températures comprises entre 5 et 36 °C avec un optimum entre 27 et 30 °C. Les E.
carotovora sont des batonnets (0,5-1 um de diamétre sur 1-3 um de longueur) Gram-
négatif, mobiles (flagelles péritriches), anaérobies facultatifs et ayant une forte
activité pectinolytique.( LELLIOT R. A., ET R. DICKEY. 1984 ; STEVENSON et
al. 2001)

Elles utilisent ’acétate, le citrate, le formate, le lactate, le fumarate, le gluconate, le
malate et le succinate, mais non le benzoate, le malonate, I’oxalate, le propionate ou le
tartrate comme sources de carbone et d’énergie (Lelliot 1984). Les P.carotovorum
sont oxydase négatives, mais catalase positives. Contrairement a Ecc, Erwinia
carotovora subsp. atroseptica est incapable de croitre a 36 °C, cette derniére produit
de ’acide a partir du maltose et de I’a-méthyle glucoside.

La paroi des bactéries appartenant au groupe P.carotovorum est composée d’environ
95% de phosphatidyl éthanolamine ,Leur membrane externe serait principalement
composée d’une couche de ce phospholipide (34% du total) recouverte a 1’extérieur
d’une couche de lipopolysaccharides, alors que la membrane interne serait constituée
d’une bicouche du méme phospholipide (65% du total) ,La bicouche externe de la
paroi de ces bactéries a un ratio protéines/lipides de 1,20, et serait moins fluide que la
bicouche interne qui a un ratio protéines/lipides de 0,89. Entre les deux membranes se
trouve une mince couche de peptidoglycane (SHUKLA S. D., et al 1978)
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1.5.2.6 Processus infectieux de Pectobacteruim carotovora :

Les Erwinia spp. pectinolytiques causent des dégats importants sur les cultures de
nombreux végétaux et lors de la conservation des produits issus des récoltes.
L'expression de la maladie est étroitement liée aux conditions climatiques et en
particulier & la température environnementale, notamment parce que la multiplication
cellulaire et les activités lytiques sont thermorégulées (LAURENT, P.,et al. 2003)

Erwinia peut rester en latence pendant plusieurs mois. Apres son introduction dans la
plante, sous les conditions environnementales optimales, la bactérie pénétre dans
I’apoplaste y compris la présence d'eau libre, la disponibilit¢é en oxygene et la
température, qui deviennent propices au développement des maladies (. TOTH,et al.
2003.)

Le principal facteur environnemental déclenchant le développement de la maladie est
la présence d’eau, ce qui conduit a I'anaérobiose et la dépréciation de la résistance des
systemes dépendant de l'oxygene de I’hote . D’une manicre générale, la maladie tend
a se développer que lorsque la résistance de I'hote est affaiblie par d’autres causes.

1.5.2.7 Moyens de controle de la pourriture molle :

Les pratiques culturales et sanitaires traditionnellement utilisées pour contréler le
développement des maladies de la pomme de terre consistent a éviter de blesser les
tubercules pendant les opérations de récolte et de manutention les blessures étant une
porte d’entrée privilégiée pour la pourriture molle, d’autres pratiques notamment la
désinfection des résidus de vegétaux en entrepdts potentiellement contaminés et des
équipements de lavage et de tri (De boer, 1994).

Une bonne subérisation des blessures apres 1’opération de tranchage des semences,
I’application de fongicides ainsi qu’une récolte a des températures inférieures a 20 °C
et par temps sec sont également recommandées (De boer, 1994). L’utilisation des
semences saines et un bon espacement des plants au champ, I’assurance d’une bonne
régie d’entreposage ainsi que la pratique des rotations de cultures (Stevenson, 2001)
permettent également de réduire I’incidence de cette maladie.

Actuellement, un contr6le partiel de la pourriture molle est obtenu principalement par
I’application de certaines pratiques culturales et sanitaire, et indirectement par
’utilisation de fongicides chimiques, 1’utilisation de variétés résistantes demeure
encore trés expérimentale (SECOR G. N., M. GUDMESTAD, ET D.
RODRIGUEZ. 1996 ; RODRIGUEZ-SAONA L. E., ET R. E. WROLSTAD.
1997)

1. La lutte chimique :

A ce jour, il n’existe pas de méthode de lutte efficace contre P. atrosepticum et P.
carotovorum. Seules des mesures prophylactiques, basées sur une hygiéne générale
des exploitations et des semences ainsi que [’utilisation de pratiques culturales
raisonnées et peu mécanisées, permettent de limiter les dégats enregistrés (Priou
S,1996). En tenant compte des pratiques agronomiques actuelles, notamment des
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1.6.1 Généralités sur le poirier :
1.6.1.1 Description botanique :

Le poirier a des feuilles caduques, alternes, simples entierement dentées sur le bord,
velues dans leurs jeunesses, a pétiole plus court. (Sapin, 1978)Les fleurs sont d’un
blanc mél¢é de rose, I’inflorescence est un corymbe portant 5 a 6fleurs. (Tasei 1978 in
Pesson et Louveaux ,1984). Chaque fleur est constituée de 5 sépales, 5 pétales, 20
étamines a filet soudés, un ovaire a 5 carpelles renferment chacun 2 owvules, les 5
styles sont soudeés a la base. La densité de fleurs est estimée a 5 -10 millions de fleurs
par hectar . La formule florale : 5S + 5P + (5nE) + 5C. Le réceptacle floral se
développe et donne la partie comestible de fruit qu’est une drupe a mésocarpe charnu
contournant cinq loges cartilagineuses. Elle est recouverte d’un épiderme mince
renferment dans une pulpe trés épaisse des parties cornées (carpelles) sur lesquelles
sont fixées les pépins. Le fruita une taille et une couleur diverses selon les variétés
(verte, jaune, rouge ou panachée) de gout sucré ou acidulé.

1.6.1.2 Taxonomie de poirier :

classification de poirier selon Gaussen et al. (1982)

Phylum Spermatophytta
Sous phylum Angiospermatophytina
Ordre Rosales
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosideae
Famille Rosaceae
Sous famille Pomoidaea
Genre Pyrus
Espéce Pyrus communis L

1.6.2 Généralités sur la maladie du feu bactérien.
1.6.2.1 La maladie « feu bactérien » :

La dénomination de la maladie « Feu bactérien » ou « Fire blight » évoque déja
I’aspect le plus spectaculaire et caractéristique de cette infection ou le feuillage, les
branches attaquées paraissent grillées par le feu.

C’est la premiére maladie qui a été attribuée a une bactérie (Burrill, 1881). Aprés un
siecle de son apparition. Plus tard cette bactérie a été isolée, identifiée et nommée
Erwinia amylovora. Actuellement, le feu bactérien reste une des maladies
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bactériennes la plus imprévisible et la plus destructrice contre la quelle la lutte est trés
difficile.
1.6.2.2 Symptomatologie :

L’apparition des symptomes de la feu bactérie sur les especes de la famille des
rosacées (pommier et poirier) a lieu tout au long de I’année ; de la floraison a la
période de repos veégétatif. Ces derniers se manifestent par plusieurs types de
symptomes ; les chancres a bords dits non délimité et indéterminés, Décoloration
brune rougeatre sous 1’écorce des parties malades, nécrose, desséchement de feuillage
commencant par les marges et resté fixé sur les branches, recourbement des brindilles
en forme de crosse et apparition des exsudats sur différents organes ; pédoncules
floraux, brindilles, rameaux, fruits qui vont restés momifies sur I’arbre.

Plusieurs auteurs ont décrit de I’apparition et I’évolution des symptomes (McManus
et Heimann, 1997 ; Thomson et Ockey, 2000 ; Bunter. et al., 2003 ; Olsen, 2011).
Les planches 1, 2, 3, 4 et 5 (Annexe 1) composées des photos expliquent le
développement et I’évolution de la maladie dans le temps.

a. Fin hiver — début printemps :

Les chancres formés en hiver conservant la bactérie vont se réactiver au début du
printemps avec le temps chaud et humide suivi d’un écoulement d’exsudat ou des
gouttelettes d’exsudats peuvent apparaitre constituant la source d’inoculum primaire
et qui assureront de nouvelles infections (primaires).(Annexe 1)

Au printemps, Juste en-dessous de I’écorce une coloration brun rougeitre peut
s’observer. (Annexe 1)

b. Au printemps et en été :

Les pédoncules des bouquets floraux atteints prennent une coloration noiratre et
peuvent présenter des gouttelettes d’exsudats ,(source d’inoculum secondaire), aussi
peuvent s’observer des filaments cotonneux contenant des bactéries produites au
cours d’un climat sec, c’est le symptome de pourriture séche (Annexe 1)

Les jeunes pousses (brindilles) atteints ont une extrémité courbée en crosse, qui
peuvent porter des gouttelettes d’exsudats sur sa base (Annexe 1).

Les feuilles présentent une couleur brune, ils noircissent rapidement et prennent

I’aspect de brulure au feu, nécrosées, desséchées et elles restent fixées sur les rameaux
(Annexe 1).

Un desséchement de tous les secteurs des arbres atteints, dont les rameaux entiers,
feuilles, fleurs et fruits .Ces organes brunissent, noircissent et se momifient en
restant fixés sur les rameaux (Annexe 1).

c. Enété

Par temps chaud et humide il y’a une apparition sur les parties malades de gouttelettes
d’exsudats. Les fruits attaqués avant maturation noircissent et des gouttelettes
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d’exsudats peuvent se former sur la surface des fruits en suite se dessechent prenant
un aspect momifié et restent attachés aux rameaux (Annexel).

d. En hiver

Les parties lignifiées de I’arbre (rameaux et tronc) lors des arréts de croissance, se
développent des chancres dits « indéterminés », Au moment de leur réactivation, des
exsudats vont s’écouler par les fissures des chancres et constituer une source
d’inoculum primaire le cycle reprend ainsi pour une nouvelle infection au printemps.
(Annexe 1)

1.6.2.3 Cycle biologique de la maladie du feu bactérien :

E. amylovora, la bactérie a ’origine de I’infection hiverne principalement au niveau
des marges des vieux chancres a bords dits « indéterminés » dans les tissus de
I’écorce formés d’une infection de I’année précédente (Hartman et Hershman, 1996
; Thomson et Ockey, 2000 ; Agrios, 2004), aussi probablement dans les bourgeons
et les tissus en bois apparent sain (Agrios, 2004).

Au printemps, les bactéries qui sont dans les marges des chancres deviennent plus
actives, cette activité dépend de conditions environnementales, la température entre
21-27°C et I’humidité relative au dessus de 50% sont les conditions optimales de
croissance (Olsen, 2011).

Quand ces conditions sont optimisées, elles vont favoriser la multiplication et la
diffusion de la bactérie dans 1’écorce, ces masses bactériennes produisent des exsudats
(onze bactériens) gommeux et collants apparaissent par les lenticelles et les fissures
des chancres sous forme des gouttelettes de couleur jaune a orange (source
d’inoculum primaire) contenant des bactéries (Draper., Rhoda Burrows., Jerry
Mills, 2003 ; Agrios, 2004).

Ces exsudats sont disseminés par les insectes (les abeilles, les fourmis et les
mouches), la rosée et la pluie, par les éclaboussements d’eau et le vent. L’homme
aussi peut provoquer la propagation de la maladie par les outils de travail (sécateur,
scie) pour contaminer d’autres sites. La bactérie pénétre par conséquent par les
ouvertures naturelles (stomates et les hydathodes) les blessures provoquées par les
insectes, la gréle et les traces de la taille, les bouquets floraux et les jeunes pousses
formées (Thomson et Ockey, 2000 ; Olsen, 2011).

Chez un hdte sensible avec un temps humide et chaud, en particulier pendant la
floraison, les premiers tissus a devenir infectés sont les fleurs (Hartman et
Hershman, 1996 ; Austin Hagan, 2004). Les bactéries se multiplient rapidement en
épiphyte sur leurs stigmates ensuite progressent selon le mouvement basipétale
(descendant du sommet vers les parties inférieures de la plante-héte), en masse dans
les espaces intercellulaires de 1’hote et ensuite elles gagnent le xyléme (Agrios,
2004).Les fleurs infectées deviennent vert foncé et noircissent rapidement puis la
diffusion a d’autres fleurs et brindilles de I'infection s’opere. Ces organes infectés
laissent échapper des gouttelettes d’exsudats (source d’inoculum secondaire) qui
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assurent D’infection d’autres fleurs, feuilles et d’autres arbres (Thomson et
Ockey,2000 ; Koski et Jacobi, 2009).

La multiplication et ’accumulation des bactéries dans les espaces intercellulaires
provoquent la mort et ’effondrement des cellules voisines, qui assurent la formation
des nouveaux chancres sur les rameaux et le tronc ou elles passent ’hiver (Hartman
et Hershman, 1996 ., Agrios, 2004).(Figure9).
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Figure 9 : Le Cycle biologique de la maladie le feu bactérien

1.6.2.4 Agent causal « Erwinia amylovora » :

D’aprés Hauben et Swings, 1999 dans la deuxiéme édition du Bergey’s Manuel of
Systematic Bacteriology, Erwinia amylovora est une bactérie Gram négative qui
appartient a la famille des Enterobacteriaceae.

Synonymes Microcuccus amylovorus (Burrill,1882)
Bacillus amylovorus (OEPP, 2012)
Baterium amylovorus (OEPP, 2012)
Bacterium amylovorum (OEPP, 2012)
Erwinia amylovora (winslow. et al, 1920)
(Van Der Zwet et Keil, 1979; Hauben et Swings, 1999; Garrity.et al, 2003)
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Nom commun Feu bactérien (Francais)
Fire blight (Anglais)
Alafha anaria (Arabe)
1.6.2.5 Classification :

La classification de I’agent pathogéne du feu bactérien Erwinia amylovora est
illustrée ci dessous.

La classification d’Erwinia amylovora Selon (OEPP, 2012)

Régne Eubacteria

Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacte
Ordre Entrobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Erwinia

Espece Erwinia amylovora

1.6.2.6 Morphologie :

La cellule bactérienne d’Erwinia amylovora est un batonnet droit de 0.5-1.0 pum de
largeur et de 1.0-3.0 um de longueur (Hauben et Swings, 1999 ; Agrios, 2004), avec
deux a sept flagelles périthriches, qui assurent la mobilité de la bactérie surtout
pendant la période de I’infection (Bennet et Billing, 1978) (Figure 10)

Figure 10 : La cellule de la bactérie E. amylovora au microscope
électronique GX 1 8.000 (Agrios, 2004)

1.6.2.7 Les composants cellulaires :

1-Lipopolysaccharides (LPS)
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Les LPS sont les composés majoritaire de surface chez les bactéries a Gram négatif, il
s’agit de macromolécules tripartites composées d’un lipide (le lipide A) ancré dans la
membrane externe, d’un oligosaccharide (ou « core ») et d’un polysaccharide appelé
antigéne-O (ou chaine O) (Raetz et al., 2002).(Figurell)

—— Membrane
externe

= —— Espace
pénplasmique
et peptidoglycane

—— Membrane
cytoplasmigue

Figure 11: schéma de La structure de I’enveloppe de la cellule d’une bactérie Gram
Négative (Linda et al., 2010)
2- Plasmide

Erwinia amylovora héberge un plasmide circulaire de 29 kb appelé pEA29, qui est
prése nt presque chez toutes les so uches d’ E.amylovora (Merckaert et al., 1982;
Vanneste, 1983; Falkenstein et al., 1988; Laurent et al., 1989). Ce plasmide ne
peut pas étre transmis par conjugaison (Verdonck et al., 1987) et particulierement
stable et résistant aux traitements physiques et chimiques (Laurent et al., 1989).

1.6.2.8- Lutte contre le feu bactérien :

Toute méthode de lutte contre cette maladie doit s’accompagner de mesures
d’éradication (suppression manuelle de pousses voire arrachage des arbres malades) et
le préjudice financier est important compte tenu de I’importance économique de
poirier.

Les méthodes de lutte actuelles sont diverses mais chacune est d’efficacité limitée. La
lutte chimique est appliquée a titre préventif et est considérée comme peu
respectueuse de ’environnement. C’est pourquoi de nombreux travaux portent sur la
recherche d’agents de lutte, écologiquement plus acceptables, tels que des
microorganismes antagonistes, La sélection par rapport a la résistante, les pratique
culturales, mais la meilleure méthode pour protéger nos cultures c’est la lutte intégrée
qui englobe toutes les méthodes de lutte (Psallidas et Tsiantos, 2000).

1. La lutte chimique :

Les produits utilisables en traitement phytosanitaire contre les bactérioses sont les
produits cupriques (par exemple la bouillie bordelaise), et n’ont d’efficacité que s’ils
sont appliqués en préventif (Psallidas et Tsiantos, 2000).
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Ce métal ne se degrade pas dans le sol et se lessive peu, une utilisation répétée peut
donc conduire a une accumulation du cuivre a des concentrations toxiques pour la
flore du sol et pour la plante elle-méme (Sophie Delaunay-Cesbron, 2009).

Dans les vergers menacés, la lutte chimique doit prévenir la contamination, par ce que
ces produits éliminent ou inactivent la bactérie avant sa pénétration dans les tissus ce
qui rend la surface de la plante défavorable pour I'établissement de nouvelles
infections. Ainsi, pour obtenir le maximum de la protection de la plante devrait étre
traité par le cuivre dans trois périodes différentes ; pendant la période de dormance
et/ou au début de débourrement, au cours de la période de croissance active de la
végétation et durant la période estivale (Gautier, 1988 ; Francesco Spinelli, 2002).

Il existe d’autres produits chimiques utiliser contre le feu bactérien comme :

- OXYCHLORURE DE CUIVRE et PHOSETHYL d’ALUMINIUM (Masseron et
Trillot, 1991).

- Le FLUMEQUINE est un bactéricide de synthese utilisable pendant la période
active de la végetation (Gautier, 1988)

2. Lalutte biologique :

Les organes les plus sensibles a I’infection par E. amylovora étant les fleurs, le
contréle biologique du feu bactérien cherche a établir des bactéries antagonistes au
niveau de ces organes avant l'arrivée du pathogene. Il s’agit donc d’'un moyen
préventif.

Différents microorganismes ont été expérimentés comme :

Pantoea agglomerans (anciennement Erwinia herbicola) par exemple, produit des
composés inhibant la croissance d’E. amylovora (Wodzinski et Paulin, 1994).

Deux antibiotiques (pantocines A et B) ont été caractérisés chez certaines souches et
les genes impliqués dans leur production ont été determinés. Pantoea agglomerans
C9-1 commercialisé au Canada sous le nom BlightBan C9-1 (Wright et al., 2001).

Une autre espéce, Pseudomonas fluorescens, a €té largement étudiée. Elle agirait par
compétition nutritive. La souche A506 de cette espéce est commercialisée aux USA
sous le nom de BlightBan A506TM (Wilson et Lindow, 1993).

Des especes de Bacillus, microorganismes de la rhizosphére présents aussi en

surface des plantes, peuvent également inhiber la croissance d’E. amylovora.
Serenade WPO renferme la souche QST 713 de Bacillus subtilis et est commercialisé
dans divers pays (Jock et al., 2002).

3. La lutte génétique :

Les Etats-Unis et le canada, confrontés au feu bactérien depuis long temps, ont
développé des programmes de sélection de variétés résistantes. Les premiéres
recherches ont mis en ceuvre des croisements entre le poirier européen et le poirier
oriental : pyrus serotina, pyrus calleryana, pyrus ussurensis. Il en est résulté des
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hybrides résistants certes, mais de qualités gustatives ou agronomiques incertaines
(Gautier, 1988).

L’utilisation de la transgénése visant a introduire un géne d’intérét dans un fond
génétique connu peut étre une alternative intéressante.

Différentes approches sont explorées, elles consistent a faire produire a la plante :

- des substances antibactériennes (Mourgues et al., 1998)

- des substances inhibitrices de facteurs du pouvoir pathogene (Malnoy et al., 2005)
- des protéines-cibles d’effecteurs modifiés (Borejsza-Wysocka et al., 2006).

- des réactions de défense surexprimées (Malnoy et al., 2007)

4. Les pratiques culturales :

Les pratiques culturales peuvent jouées un réle important dans la prévention au feu
bactérien. 11 est necessaire de surveiller régulierement et générale surtout pendant les
périodes de risques, non seulement les vergers des arbres fruitiers, mais aussi les
especes ornementales et spontanées (aubepine, sorbier) sensibles au feu bactérien a la
proximité des vergers qui doivent les supprimer et incinérer (Gautier, 1988 ; Paulin
et al., 1996).

Il faut tailler avant mars par temps sec en commencant par les vergers sains et en
terminant par les vergers contaminés, et il faut enlever et incinérer les branches
malades ou qui portes les chancres comme source d'inoculum primaire, en taillant a
70 Cm au-dessous des symptomes, avec une désinfection des outils de taille avec
I’alcool ou de I’eau de javel (trempage prolongé) ou passage par la flamme (Giraud
et al, 1996., Francesco Spinelli, 2002).

Il est trés important de respecter un bon équilibre de I’arbre sans excés de vigueur, et
d’éviter les applications tardives d’azote qui prolongent la croissance des pousses et
retardent 1’aottement, aussi la suppression des secondes floraisons pour limiter les
attaques de feu bactérien (Masseron et Trillot, 1991 ; Giraud et al, 1996).

Il faut éviter I’introduction de la maladie par les importations du matériel végétale
contaminé qui peut-étre en phase d’incubation sans symptémes apparent (Bretaudeau
et Yves Faure, 1991).

cultures utilisées lors de la rotation et d’études épidémiologiques réalisées récemment
au champ, il est possible de limiter les pertes sur pieds dues a ces pathogenes
(NACHIN, L, 2000).

Des mesures visant a limiter la présence des pathogénes sur le tubercule apres récolte
et leur dissémination dans I’environnement sont a 1’étude. Par exemple, 1’utilisation
de réacteurs de décontamination dont la technologie est basée sur 1’émission de
plasmas froids est envisagée pour traiter les eaux de lavage des tubercules apres
récolte (Moreau M, 2005).
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Au champ, les traitements chimiques des cultures & base de cuivre ou
d’organomercure demeurent peu efficaces et sont déconseillés pour des raisons de
protection de I’environnement (Priou S, 1996). De nouveaux composés capables
d’altérer I’intégrité cellulaire bactérienne ou d’inhiber la croissance des Pectobacteria
ont montré, au contraire, une réelle efficacité lors d’essais au laboratoire : il s’agit de
solutions salées de chlorure d’aluminium et de méta bisulfite de sodium (Yaganza
ES, 2004) ou de peptides de synthéses (Kamysz W, 2005). Si ces composés peuvent
sembler trés intéressants grace a leur large spectre d’hote (fongique et bactérien), le
risque écologique d’altération des équilibres microbiens apparait trés important.

2. Les cultivars résistants :

L’utilisation de cultivars résistants a la pourriture molle de la pomme de terre, bien
que prometteuse grdce aux progrés de la biotechnologie, demeure une pratique
difficile, les bases biochimiques (contréle des allergénes par exemple) et génétiques
(complexité génétique de la pomme de terre et ses agents pathogénes) de la résistance
étant encore mal comprises (DE BOER, S. H. 1994). Actuellement, tous les cultivars
commerciaux sont reconnus plus ou moins sensibles a la pourriture molle
(STEVENSON, 2001; RODRIGUEZ-SAONA , 1997).

Ce constat a amené certains généticiens a proposer d’autres voies de sélection. L’une
d’clles passe par la création de variétés transgéniques, c’est-a-dire de pomme de terre
ayant intégré un ou plusieurs genes issus d’une autre espéce microbienne, végétale ou
animale. L’une des premicres constructions réalisées a consisté a intégrer dans le
génome de la pomme de terre un géne originaire d’un bactériophage codant pour la
production de lysozyme qui dégrade la membrane de certaines bactéries. La plante
modifiée fabrique du lysozyme qui est transporté vers les espaces intercellulaires des
tissus végetaux. Cette opération diminue significativement la sensibilité de la variété
étudiée aux attaques de P. atrosepticum, que ce soit lors d’essais sur tubercules ou sur
plantules cultivées en serres. Ces effets bénéfiques sont attribués a la production du
lysozyme qui inhiberait la multiplication des bactéries et maintiendrait leur densité en
dessous du niveau de virulence (DURING K, 1993).

3. L’utilisation des sels

Les résultats de nombreux travaux utilisant divers composés antimicrobiens pour
lutter contre les agents pathogenes des plantes (HERVIEUX Vet al, 2002 ;
MECTEAU M.et al, 2002). Ces travaux suggerent que les sels organiques et
inorganiques peuvent constituer une alternative intéressante pour controler les
maladies des tubercules entreposés. De plus, la biocompatibilité des sels (HORST R.,
et al, 1992°, leur faible cofit et le fait qu’ils possédent un large spectre antimicrobien,
les rendent intéressants en vue d’une utilisation pour lutter contre les maladies
végétales (OLIVIER C.et al, 1998). Ils sont en outre simples d’utilisation et
requicrent relativement peu d’exigence de la part des instances de réglementation en
vue de leur acceptation comme agents antimicrobiens (AHARONI Y .et al, 1997).

4. La lutte physique
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Si la manipulation soigneuse des plantes pendant la récolte et le stockage permet de
réduire les blessures et limiter ainsi les possibilités d’infection par le pathogene,
d’autres moyens de lutte physique permettent de lutter contre les Pectobacterium
(Czajkowski et al., 2011).

Différents moyens peuvent étre mises en oeuvre tels que : La ventilation d'air
extérieur pendant le transport et les contrdles de température et d’humidité pendant le
stockage sont des pratiques supplémentaires qui peuvent limiter l'infection ou la
propagation du pathogéne.

Lesproducteurs ont aussi les moyens de limiter la pourriture molle pendant le
stockage en éliminant les tubercules endommagées ou malades. De plus, des mesures
sont a I’étude, visant a limiter la présence des pathogenes sur le tubercule apres
récolte et leur dissémination dans 1’environnement. Moreau et al., (2005) envisagent
I’utilisation de réacteurs de décontamination dont la technologie est basée sur
I’émission de plasmas froids pour traiter les eaux de lavage des tubercules apres
récolte.

5. Lutte biologique

La lutte biologique est définie classiquement comme 1’utilisation d’agents biologiques
(virus,bactéries, champignon, nématodes...), pour lutter contre les organismes
pathogenes et les ravageurs des plantes. Cette technique repose essentiellement sur
I’exploitation des relations dynamiques entre la plante et son environnement.
Différentes approches de base de la lutte biologique ont ainsi été définis : la
compétition, le parasitisme, 1’antibiose et I’induction des systemes de défense chez la
plante.

- La compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les élements

nutritifs, I'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs
pour la croissance (Neeno-Eckwall et al., 2001).

-Le parasitisme ou I’utilisation d’organismes vivants (appelés auxiliaires) pour
empécher ou réduire les pertes ou dommages causes par des organismes nuisibles.
Plus d’une centaine d’especes d’auxiliaires sont utilisées dans le monde mais la tres
grande majorité est représentée par des insectes parasitoides. Aucun traitement de
lutte efficace contre les Pectobacterium basé sur ce mécanisme n’est disponible
actuellement.

- L’antibiose ou l'inhibition d'un microorganisme par le produit métabolique d'un
autre est proposé par certains auteurs comme une approche de lutte biologique
efficace contre les Pectobacterium sp. Baz et al (2012) montrent que I’utilisation des
actinomycetes, connues pour produire des substances antibiotiques, inhibe le
développement de la pourriture molle de quatre cultivars différents de pomme de terre
causé par Pcc et Pa.

D’autres microorganismes modéles, appartenant au genre Pseudomonas, ont été
principalement étudiés au laboratoire en tant que biopesticides potentiels pour leur
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capacité a former des sidérophores de type pseudobactin ou pyoverdine. Cependant,
I’efficacité de ces isolats n’a jamais été démontrée au champ. Cela pourrait étre
attribué aux différences de caractéristiques biotiques et abiotiques des sols, qui ne

permettent pas a ces souches de maintenir dans le temps une population suffisamment
élevée pour étre efficace (Duffy et al., 2003; Latour et al., 2008).
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Liste des abréviations
ANOVA : Analysis of variance.

C : concentration
CAT : Catalase.

CLG: Clou de girofle

CMI: Concentration minimale d’inhibition

CMB: Concentration minimale Bactéricide

D: Dose

DO : Densité optique

DSA : direction des services agricoles

EUC: Eucalyptus globulus

Fig. : Figure

HE : huile essentielle

HR : Hypersensibilité

KB : King B

KOH : hydroxyde de potassium

Lau : laurie nobilis

LPGA: milieu Levure-Peptone-Glucose-Agar
LPS: Lipopolysaccharides

P.c.c: Pectobacterium carotovorum subsp.carotovorum
Sys : Syzggium aromaticum

SRPV : station régionale de protection des végétaux
T: Témoin

UV : Ultra violet

ZI| : zone d’inhibition



