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 Résumé 

L'activité antifongique des huiles essentielles de feuilles de Citrus (Citrus 

aurantium, Citrus sinensis, Citrus limon et Citrus reticulata) et de leurs composants 

volatils a été évaluée vis-à-vis du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Fusarium sp, 

Alternaria sp, Alternaria alternata et Penicillium sp. Les rendements les plus 

importants ont été enregistrés avec Citrus limon L (1.02%) et Citrus sinensis (0.96 %). 

La caractérisation moléculaire des huiles essentielles des citrus par CG/SM a fait 

ressortir comme composants majoritaires en commun le D-limonène  (7.18 %- 

36.10 %), le β-pinène (4.35 %- 30 %) et l’ α-pinène (2.04% - 4.36%).  

         Les huiles  essentielles des citrus  montrent un grand pouvoir inhibiteur de la 

croissance mycélienne, la production et la germination des spores de champignons 

phytopathogènes (in vitro). Le citral et le limonène possèdent les pouvoirs inhibiteurs 

les plus importants. L’effet antifongique du composant est plus efficace en phase de 

reproduction qu’en phase végétative du champignon. 

L’huile essentielle de Citrus limon diminue la sévérité de maladie (IS= 0%) sur 

folioles de pomme de terre due à Alternaria alternata (in vivo). L’ensemble des huiles 

essentielles exerce un fort pouvoir inhibiteur du développement d’Alternaria alternata 

sur tubercule (IM=0%).  

Les résultats  obtenus de l’activité antifongique des huiles essentielles de  citrus 

(in vitro et in vivo) ouvrent la voie  à leur utilisation comme alternative aux fongicides 

chimiques.  

 

Mots clés : Citrus, huile essentielle, composition moléculaire, CG/SM, 

champignons phytopathogènes, activité antifongique. 

 

 

 



Abstract                                                                                                                                    .  

IV 
 

 

Abstract  

The antifungal activity of essential oils from leaves of citrus (Citrus aurantium, 

Citrus sinensis, Citrus limon and Citrus reticulata) and volatile components were 

evaluated against Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Fusarium sp, Alternaria sp, 

Alternaria alternata and Penicillium sp... The largest yields were recorded with Citrus 

limon (1.02%) and Citrus sinensis (0.96%). The molecular characterization of essential 

oils citrus with GC/SM revealed as the major components in common D-limonene 

(7.18% - 36.10%), the β-pinene (4.35% - 30%) and the α-pinene (2.04% - 4.36%). 

Essential oils of citrus show great power inhibitor of mycelial growth, production 

and spore germination of phytopathogenic fungi (in vitro). Citral and limonene have 

the largest inhibitory potencies. The antifungal effect of the component is more 

effective in the process of reproduction that in vegetative stage of the fungus. 

The essential oil of Citrus limon reduces disease severity (IS = 0%) on potato 

folioles caused by Alternaria alternata (in vivo). All the essential oils exert an 

inhibitor power of development of Alternaria alternata on tubers (IM = 0%). 

The results of the antifungal activity of essential oils of citrus (in vitro and in 

vivo) open the way for their use as an alternative to chemical fungicides. 

Keywords: Citrus, essential oil, molecular composition, GC/SM, plant 

pathogenic fungi, antifungal activity. 
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 ملخص 

 تم تقيم النشاط المضاد  لنمو الفطريات لزيوت الاساسية المستخلصة من اوراق الحمضيات  

 

 ,Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Fusarium sp  بالإضافة الى المكون الطيار ضد 

Alternaria sp, Alternaria alternata , Penicillium sp  

 Citrus و   Citrus limon (%1.02)اكبر عوائد تم تسجيلها مع الزيوت الاساسية 

sinensis (0.96 %). . باستعمال اثبتت الدراسة للخصائص الجزيئيةGC/SM وجود  

 (4.35 %- 30 %) β-pinène, (7.18 %-36.10 %) و–pinèneα (2.04  % - 4.36 %)  

 .للزيوت الحمضياتكعناصر اساسية مشتركة  

انتاج وإنبات الأبواغ , نمو الفطري على الزيوت الاساسية للحمضيات تأثير مثبط كبيراظهرت 

نسب تثبيط  اكبر limonène  و    Citral كما يسجل. (المختبر في)للنبات  الممرضة الفطريات عند

 .يكون خلال مرحلة الانتاج اكثر منه في مرحلة النمو للفطر الطياريبدو ان تأثير المكون  .النموللفطر

 تسببه  الذي (IS= 0%)من شدة المرض   يقلل Citrus limon ل  ألأساسيلزيت ا

Alternaria alternata   على اوراق البطاطا) (in vivo  و تشكل مجموع الزيوت المختبرة على

 .(IM=0%)  درنات البطاطا مثبطات قوية لنمو الفطر

للحمضيات كبدائل للمبيدات  ألأساسيةالنتائج المتحصل عليها تعزز امكانية استعمال الزيوت 

  الكيميائية

 

الفطريات المسببة  ,CG/SM ,ألحمضيات الزيوت ألأساسية التركيب الجزيئي:  الكلمات المفتاحية

 النشاط مضاد للفطريات,للأمراض،النبات

 
) Citrus sinensis  (Citrus limon, Citrus reticulata ;Citrus aurantium  و 

) 

 

D-limonène   
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INTRODUCTION 

 

Le succès des pratiques agricoles modernes est dû en partie à la découverte et  à 

l'adoption des produits chimiques pour le contrôle des parasites. En effet, l'augmentation 

énorme des rendements de récolte liés à « The green » révolution n'aurait pas été réalisée sans 

la contribution de ces composés chimiques (Montesinos, 2003 ; Nunez et al., 2006).  

 

Cependant, les conséquences de l’application des pesticides sur l'environnement et les 

procédures sévères  de leurs enregistrements constituent maintenant un obstacle dans 

l’homologation de nouveaux pesticides (Deguine et Ferron, 2006). De nouvelles lois ont 

réduit le nombre de pesticides synthétiques disponibles dans l'agriculture (Dayan et al ., 

2009). Un des problèmes majeurs qui a conduit à l’adoption de lois strictes, est leurs portées 

sur la santé humaine, on leur attribue les degrés élevés de toxicité et les effets cancérogènes 

(Aoudou et al., 2010 ; Ash, 2010).  

 

De nouveaux pesticides sont découverts et développés (Tripathi et Dubey, 2004). 

L’intérêt pour les pesticides d’origines naturelles (en particulier d’origine végétale) comme 

alternatifs s’est développé, en particulier ceux qui préservent un environnement sain, 

biodégradables, non toxiques et spécifiques dans leur action, gagnent une attention 

considérable (Tripathi et Dubey, 2004). Ils sont également nécessaires pour combattre 

l'évolution de la résistance aux pesticides (Isman ,2000 ; Ishii,2006 ; Laplace, 2006). 

 

Les nouvelles recherches ont soulevé la possibilité d'employer de nouveaux composés 

naturels qui peuvent agir en tant que biofongicides (Field et al., 2006 ; Lee, 2007 ; Regnault-

Roger, 2012 ;  Kassi et al.,2014 ;Xue  et al., 2014 ). 

  

 La lutte contre les champignons par l’application de fongicides naturels a pris une place 

très importante dans les stratégies alternatives aux fongicides de synthèse.  Ces derniers sont à 

l’origine de beaucoup de maladies de plantes. Ils causent de grandes pertes de rendement dans 

les  champs et affectent la qualité des aliments en conservation   (Laplace, 2006). 
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Les huiles essentielles avec leurs larges spectres d’action vis-à-vis d’un grand nombre 

d’espèces fongiques constituent une alternative très prometteuse, sans être une source de 

danger pour la santé humaine ou de pollution pour l’environnement (Broydé et Doré, 2013).  

 

Le potentiel d’utilisation des huiles essentielles et de leurs constituants comme 

fongicides est renforcé par leur biodégradabilité. Leur utilisation courante par l’homme est 

sous forme de plantes aromatiques ou médicinales. En outre, l’apparition de souches 

fongiques résistantes aux fongicides à base d’huiles essentielles est fortement improbable à 

cause de la composition souvent polymoléculaire de ces huiles et de l’action synergique de 

leurs constituants (Bagamboula et al., 2004). 

 

L’exploitation des huiles essentielles dans la protection des végétaux est encore dans ses 

débuts, mais ces produits ont un potentiel fongicide prémuni pour remplacer les fongicides de 

synthèse. Des biofongicides à base d’huile essentielle sont mis sur le marché pour les 

agriculteurs pratiquant de l’agriculture biologique. Il s’agit du Sporan
TM

 ( Rosemarinus 

officianalis) , Promax
TM

 (T. vulgaris),  Trilogy
TM

 (A. indica)  et  E-Rase
TM 

(Simmondsia 

californica) (Isman et al, 2011).  

 

Les huiles essentielles des citrus sont la source la mieux appréciée en parfum et arômes. 

Elles sont les plus utilisées en cosmétique et en industrie agroalimentaire (Sawamura, 2010). 

 

Les huiles essentielles des citrus sont utilisées dans plusieurs produits comme  

aromatisants et additives tels que les aliments, les jus, les  produits cosmétiques et 

médicinaux. Elles sont utilisées pour leurs propriétés antioxydantes, germicides et 

anticancérigènes (Mukhopadhaya, 2000). 

 

Des études ont été effectuées in vitro et sur les aliments pour évaluer l’activité 

antifongique des huiles essentielles des citrus et de leurs composés actifs. Elles ont rapporté 

leurs pouvoirs inhibiteurs vis-à-vis de certains champignons phytopathogènes tels que les 

Alternaria, Fusarium, Penicillium et Aspergillus (Sharma et Tripathi  2008 ; Viuda-Martos et 

al., 2008 ; Cosic et al.,2010 ; Gumus et al., 2010 ; Philips et al., 2012). 

 

. 
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 La région de Chlef est une région à vocation agrumicole dont les agrumes occupent une 

superficie de 5760 Ha (Bellabas, 2011).La valorisation des déchets de taille (feuilles) peut 

constituer une source en matériel végétal très exploitable comme  biofongicide par le secteur 

agricole.  

 

La première partie de cette thèse est consacrée aux concepts généraux et les méthodes 

d’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles. Une étude a été réservée à la 

description des espèces de citrus et des espèces fongiques étudiées.  

 

La deuxième partie de ce manuscrit relève de la démarche expérimentale. Elle s’articule 

selon quatre sections distinctes : dans un premier  chapitre,  la détermination des propriétés 

physicochimiques et  moléculaires des huiles essentielles des quatre espèces de citrus (Citrus 

sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon L et Citrus reticulata).  Une évaluation de l’activité 

antifongique des huiles essentielles in vitro vis-à-vis de cinq champignons phytopathogènes 

sera discutée dans un second chapitre.  Pour une  compréhension plus approfondie des 

composants responsables de l’effet inhibiteur, une étude sera consacrée à l’activité 

antifongique des composants majoritaires de ces huiles dans le troisième chapitre. 

L’utilisation des huiles essentielles des citrus dans la protection de la pomme de terre, une des 

cultures  stratégiques en Algérie fera l’objet d’un quatrième chapitre qui sera consacré à 

l’étude in vivo de l’activité antifongique des huiles essentielles vis-à-vis d’Alternaria 

alternata. 
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1. Les Agrumes 

1.1. Généralités sur les Agrumes  

 Les agrumes sont originaires du Sud-Est asiatique où ils sont connus depuis 4200 ans et 

cultivés depuis 3000 ans. Le centre d’origine se situerait plus précisément sous une ligne 

allant du Nord-Est de l’Inde au Nord de la Birmanie et au Sud de l’île de Haiman, le principal 

centre d'origine se situerait sous une ligne allant du Nord-Est de l'Inde au Nord de la Birmanie 

et au Sud de l’ile de Hainan. À partir de cette zone, la dispersion se serait effectuée vers l'Est 

de l'Inde, l'archepel malais et la Chine du Sud (Jacquemond et al.,2013) . 

 

La diffusion des agrumes à travers le Monde s'est faite très lentement. Le cédratier 

(Citrus medica) fut la première espèce connue en Europe (300 ans av. J.-C). Le bigaradier 

(Citrus aurantium L amara), le citronnier (Citrus limon L Burm) et l’oranger (Citrus sinensis 

Obseck) n'ont été introduits dans le bassin méditerranéen que vers la moitié du XIIe siècle, et 

le mandarinier (Citrus reticulata Blanco) au XIXe siècle ( Goetz ,2014).  

 

Les agrumes présentent une grande capacité d'adaptation à des conditions 

pédoclimatiques très différentes. La superficie totale plantée en agrumes dans le monde est 

évaluée en 2011 à  plus de 8 millions hectares (FAOSTAT ,2014) répartis sur une aire très 

large située approximativement entre les 40° de latitudes Nord et Sud tout autour du Monde. 

La culture des agrumes est possible partout où la température moyenne de l'année est 

supérieure à 13°C et inférieure à 39°C. Les sols doivent être profonds, de préférence légers 

(sablo-argileux ou argile sableuse) et bien drainés. Les agrumes redoutent les eaux salines 

(au-dessus de 0,5%). L’optimum d’altitude pour un bon développement des agrumes se situe 

entre 1000 et 1300 m (NDO., 2011). 

 

Cinq espèces se partagent de façon très inégale le verger agrumicole algérien. La 

prédominance revient aux orangers qui occupent plus de 62.3 % de la superficie totale. Les 

clémentiniers et mandarines suivent de loin avec 30.4 %, puis arrivent les espèces qui se 

vendent plus difficilement : les citronniers (6.2 %), les pomelos (0.4%) et autres (0.7 %) 

(Kerboua, 2002).  
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Dans le domaine de l’agroalimentaire, les agrumes représentent un secteur important. Ils 

offrent ainsi une grande étendue d’utilisation allant, de la consommation à l’état frais à la 

transformation en jus, confits ou liqueurs, mais aussi à l’extraction de leurs essence. 

 

En 2011, les agrumes occupaient la première place des productions fruitières dans le 

monde avec plus de 115 525.2  milles de tonnes produites (F.A.O, 2012), en Algérie ils 

occupent une superficie de 63.589 ha en 2010 (Bellabas, 2011) avec une production de 571.0 

milles de tonnes  (F.A.O, 2012). 

 

Quant aux  Plantes à Parfums Aromatiques et Médicinales (PPAM), les huiles 

essentielles d’agrumes, destinées à des secteurs d’activité aussi divers que l’agroalimentaire, 

la cosmétologie, l’industrie pharmaceutique ou encore l’aromathérapie, occupent une place 

importante dans la production mondiale (Monajemi et al., 2005). Les trois quarts de la 

production d’huiles essentielles d’agrumes proviennent de l’aire méditerranéenne et des USA 

tandis que le Brésil et l’Argentine assurent le dernier quart (Dugo et Di Giacomo, 2004). 

 

L'intérêt s’est orienté de l'huile essentielle extraite des fruits de citrus à celui des 

feuilles. Elles sont devenues une nouvelle source en huile essentielle vu leurs développements 

rapides et leurs disponibilités toute l’année (Cheng et Lee, 1981). 

 

1.2. Caractéristiques et description des agrumes   

 

Les agrumes ont des troncs assez courts, leur feuillage est dense, brillant et persistant 

sauf pour le genre poncirus où il est caduc,   les feuilles persistantes, les rameaux parfois 

épineux connaissent plusieurs vagues de croissance, la plus importante étant celle du 

printemps. La fleur très parfumée est en général, blanche et composée de quatre ou cinq 

pétales.  Le fruit dont la couleur varie du vert à l’orange est très différent d’une espèce à 

l’autre par sa forme, sa taille et son goût. Les fruits des citrus cultivés ont presque la même 

structure : l’écorce, partie non comestible du fruit est peu développée chez les oranges, les 

mandarines et les clémentines. Elle constitue en revanche la majeure partie du fruit des 

cédrats ou du pamplemousse. La pulpe, partie comestible, est constituée de poils ou de 

vésicules enfermant le jus et qui sont regroupés en quartiers pouvant varier de 5 à 18. À la 

surface des fruits dans l’écorce se trouvent les glandes oléifères remplies d'huiles essentielles 

(Dugo et Di Giacomo, 2004). 
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1.3. Taxonomie des Agrumes 

Le terme agrumes correspond à 3 genres botaniques (Citrus, Poncirus et Forfunella), 

interfertiles (Khan,2007).  Ils appartiennent, avec 8 autres genres, dont Eremocitrus. 

Microcitrus, Clymenia. Citropsis et Severinia. à la sous-tribu des Citrinae, tribu des Citreae, 

sous-famille des Aurantioideae, Familles des Rutaceae, Ordre des Géraniales, classe des 

Dicotylédones, subdivision des Angiospermes (Dugo et Di Giacomo,2004). Le genre des 

citrus appartient à la famille des Rutaceae qui regroupe approximativement 160 genres et 

1700 espèces (Hadjiakhundi et Baligh, 2005).  Ce dernier renferme la plupart des agrumes 

cultivés pour leurs fruits ou leurs huiles essentielles.  

 

Deux grandes classifications existent pour le genre Citrus. Celle de Tanaka et qui 

comprend 156 espèces tandis que Swingle et Reece n'en distinguent que 16 espèces (Khan, 

2007). Cette contradiction s'explique par les larges possibilités d'hybridations interspécifiques 

ainsi que par la polyembryonie qui fixe ces structures hybrides : en référence à cette dernière 

classification, les huit espèces cultivées sont : C. sinensis (L.) Osb (l'oranger doux), C. 

aurantium L (oranges amères ou le bigaradier) , C. reticulata Blanco (le mandarinier) , C. 

paradisi Macf (le pomelo) , C. maxima (Burn.) Merr (le pamplemoussier) , C. limon (L) Burm  

( le citronnier), C. aurantifolia Christm. Swing (le limettier) et C. medica L (le cédratier). Ces 

espèces renferment un grand nombre de variétés. 

 

1.4. Description des espèces étudiées 

1.4.1. Citrus aurantium L amara 

 Caractéristiques botaniques 

 

Le bigaradier est un arbre de 3 à 10 mètres, très ramifié avec une couronne arrondie ;  

des feuilles simples, elliptiques, à pétiole ailé, luisant, alterné, parsemé de glandes 

aromatiques et persistantes avec une épine à l'aisselle des feuilles inférieures, pétiole de 2 à 

3 cm de long ; fleurs axillaires, très parfumées, de couleur blanchâtre ou rose, plus grandes 

que celles de l'oranger doux et très odorant. Elles fleurissent au début du printemps. Le fruit 

rond, de 5 à 8 cm de diamètre, avec 8 à 12 segments, peau rugueuse teintée de vert ou de 

jaune, fortement aromatique, pulpe très acide et de saveur très amère ( Manner et al.,2006). 
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1.4.2. Citrus sinensis (L) Osbeck  

 Caractéristiques botaniques 

L’oranger est un arbre environ de 6 à 13 m de haut à feuilles persistantes, racines peu 

profondes  et des branches principalement épineuses.  Les feuilles sont lisses et ovales d’un 

vert foncé au dessus, brillant, avec une odeur caractéristique souvent similaire aux fruits, à 

pétiole articulé peu ailé .Fleur cireuse d'un blanc verdâtre, parfumée. Fruits moyen, globuleux, 

peau lisse, orange claire à rouge foncé (Dugo et Di Giacomo,2004) 

1.4.3. Citrus reticulata  Blanco  

 Caractéristiques botaniques 

Le mandarinier est un petit arbre de 3 à 5 m de hauteur. Les feuilles sont persistantes, 

lancéolées, ovales lancéolées à elliptiques lancéolées, d’un vert foncé brillant et pétiole 

étroitement ailé. Les fleurs sont blanches. Le fruit est aplati ou piriforme, écorce jaune, orange 

ou rouge orangé riche en glandes huileuses, lisses, rugueuses; croûte mince ou épaisse. 

Graines habituellement ovoïdes, lisses, base arrondie, apex étroit et aigu; de nombreux 

embryons, rarement solitaires, cotylédons verts (Lim., 2012).  

1.4.4. Citrus limon  (L) Burm 

 Caractéristiques botaniques 

Le citronnier arbre rustique, à feuilles persistantes, oblongues lancéolées. Les  fleurs  

sont plus grandes que celles de Citrus sinensis  à pétales blancs à l’intérieur et pourpre à 

l’extérieur. Fruits ovoïdes de 5 à 10 cm de long, terminés par un mamelon proéminent. 

L’écorce extérieure est mince et teinté d’un jaune clair très pâle.   Zeste amer et aromatique, le 

pulpe a une saveur acide et agréable (Millet, 2014). 
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2. Les huiles essentielles 

2.1. Généralités sur les huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont une mixture de composés, volatils, naturels et caractérisés 

par une odeur forte. Elles sont synthétisées  par  les  plantes aromatiques   en tant que 

métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008) . Elles sont généralement obtenues par 

hydrodistillation et développées en moyen âge par les arabes. Elles sont connues par leurs 

effets antiseptique, bactéricide, virocide, antifongique et leur fragrance.  Jusqu'à aujourd'hui, 

ces caractéristiques n'ont pas beaucoup changé sauf qu’elles sont maintenant davantage 

connues, en particulier au niveau antimicrobien (Bauer et al., 2001) .  

 

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un rôle important dans la protection des 

plantes comme antibactériens, antivirales, antifongiques et insecticides. Elles attirent 

beaucoup d’insectes comme agents de dispersion du pollen et des graines (Nerio et al ., 2010).  

 

Les huiles essentielles sont extraites de diverses plantes aromatiques généralement 

localisées dans les régions chaudes, tempérées, tropicales et pays méditerranées où elles 

représentent une partie importante de la pharmacopée traditionnelle. Elles sont liquides, 

limpides, rarement colorées et solubles dans les solvants organiques avec une densité 

généralement plus faible que celle de l’eau.  

 

Elles peuvent être synthétisées par l’ensemble des organes de la plante (bourgeons, 

fleurs, feuilles, tiges, brindilles, graines, fruits, racines, bois ou écorces). Elles sont stockées 

dans les cellules sécrétrices, cavités, canaux, cellules épidermiques ou trichomes glandulaires 

(Ennajdaoui, 2009). Chemat in Sawamura (2010) indique que les huiles essentielles des citrus 

peuvent être extraites à partir de la totalité des organes de l’arbre.  

 

Il y a plusieurs méthodes d’extraction   des huiles essentielles. Celles- ci peuvent inclure 

l’utilisation du dioxyde du carbone (CO2) liquide ou micro-ondes et l’utilisation de 

l’hydrodistillation à basse ou haute pression en employant de l’eau bouillante ou de la vapeur 

chaude.  

 

http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0960852409009468
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En raison de leurs actions bactéricides, fongicides, leurs propriétés pharmaceutiques et 

alimentaires, elles sont de plus en plus requises comme alternatives aux produits chimiques de 

synthèse pour protéger l’équilibre écologique.  

 

Dans ce cas l’extraction par hydrodistillation  est la plus préférée. Quant à   celles 

destinées à des usages de parfumerie, l’extraction aux solvants lipophiles est la plus 

privilégiée. Pour les huiles essentielles des fruits d’oranger, Farhat  et al,(2011) estiment que 

la méthode d’extraction la plus économique et écologique  est l’extraction par microonde.   

 

Ainsi, le profil chimique des huiles essentielles se distingue, non seulement en nombre 

de molécules, mais également dans les types stéréochimiques des molécules extraites et ceci  

selon la nature  et le type d'extraction (Sawamura ,2010).  

 

Le produit d'extraction peut varier en qualité, en quantité et en composition en fonction 

du climat, la composition du sol, l’organe de la plante, l’âge, le stade du cycle végétatif et les 

conditions de stockage de l’huile essentielle (Masotti et al., 2003; Angioni et al., 2006 ; Brada 

et al., 2007).  Sawamura et al. (2004) confirment que la composition chimique des huiles 

essentielles de Citrus limon (citronnier)  change suivant les conditions de stockage. Ainsi, afin 

d'obtenir des huiles essentielles de composition constante, elles doivent être extraites dans les 

mêmes conditions à partir du même organe de la plante, sous le même climat et dans la même 

saison.   

 

Smith et al. (2005)  rapportent que des monographies analytiques ont été publiées  par  

la pharmacopée européenne, ISO, l'OMS et le Conseil de l'Europe pour assurer une bonne 

qualité des huiles essentielles. Les huiles essentielles ont été largement employées pour leurs 

propriétés déjà observées dans la nature, soit pour leurs activités antibactériennes, 

antifongiques et insecticides. 

 

 À l'heure actuelle, environ 3000 huiles essentielles sont connues, dont 300 sont dans le 

commerce important, en particulier pour l'industrie pharmaceutique, agronomique, 

alimentaire, sanitaire, industries cosmétiques et de parfums (Bakkali et al ., 2008).  Sawamura 

(2010) rapporte  que les huiles essentielles des citrus ou de leurs composants sont utilisées 

dans le cosmétique, pharmaceutique et en agriculture.  
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 Certaines huiles essentielles constituent des alternatives ou des compléments efficaces 

pour les composés synthétiques de l'industrie chimique, sans montrer les mêmes effets 

secondaires (Carson et Riley, 1995). 

2.2. Composition chimique des huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels très complexes, caractérisées par deux 

ou trois majeurs  composants à des concentrations assez élevées (20 -70%) par rapport  aux 

autres composants présents sous forme de traces (Bauer et al., 2001). 

 

Les huiles essentielles des citrus contiennent 85 - 99 % de fractions volatiles et 1- 15 % 

de fractions non volatiles (des hydrocarbures, des stérols, des acides gras, des cires, des 

caroténoïdes, des coumarines, des psoralènes, et des flavonoïdes) (Tranchida et al.,2012).  

 

 Les huiles essentielles peuvent être classées en plusieurs familles biochimiques 

(alcools, phénols, composés terpéniques…). Les constituants des huiles essentielles 

proviennent souvent de plusieurs principales voies de biosynthèse (Franz et Novak, 2010). En 

général, ces composants déterminent les propriétés biologiques des huiles essentielles et ils  

comprennent deux groupes  d'origine biosynthétique distincte (Croteau et al, 2000 ; Betts, 

2001; Pichersky et al ., 2006). La série terpénique et la série des composés aromatiques 

dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquentes.   

 

2.2.1. Terpènes 

 

Les terpènes constituent une famille de composés largement répandus dans le règne 

végétal, comprenant au moins 30 000 composés (Connolly et Hill, 2005). Leur particularité 

structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'une unité isoprénique à 5 

atomes de carbone (C5).  

Ils sont reconnus d’être les principaux composants des huiles essentielles des citrus 

(Sawamura, 2010). Les Terpènes forment structurellement et fonctionnellement différentes 

classes. La richesse des terpènes en squelettes de carbone peut être attribuée à une classe 

d'enzyme connue sous le nom de terpène synthases (Degenhardt et al ., 2009) .  
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Ils sont classés selon : 

 leurs fonctions: alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), 

aldéhydes (citral, citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-

oxydes (cinéole) ; 

 leur structure: linéaire (farnésène, farnésol), monocyclique (humulène, 

zingiberène), bicyclique (cadinène, caryophyllène, chamazulène) ou tricyclique 

(cubébol, patchoulol, viridiflorol) ( Breitmaier, 2006). 

 Les principaux terpènes sont les monoterpènes (C10), et sesquiterpènes (C15) (Fraga, 

2006),  les hemiterpenes (C5), Diterpènes (C20) (Hanson, 2000), les triterpènes (C30) et 

tétraterpènes (C40) (Connolly et Hill, 2005).  

 

2.2.1.1.  Les monoterpènes 

Les monoterpènes sont formés à partir de l'accouplement de deux unités isoprène (C10). 

Ce sont les molécules les plus représentatives constituant 90% des huiles essentielles et 

autorisent une grande variété de structures (Couderc, 2001).  

Sawamura (2010) rapporte que les monoterpènes sont présents en fort pourcentage chez 

les huiles essentielles des citrus africains dont la fraction la plus importante revient aux 

monoterpènes hydrocarbonés et  les composants majoritaires souvent rencontrés  chez les 

citrus sont le limonène, Myrcène, α – pinène, sabinène, β- pinène, camphène, α - 

phellandrene, Z(β)-ocimene, E (β)-ocimene, α – terpinene, γ- Terpinene et les autres 

composés moins de 0.1 %. Thormar, (2011)  rapporte que les huiles essentielles extraites à 

partir des fruits des citrus contiennent plus de 90 % du limonène. De son côté  Shaw (1979)  

rapporte que  le  limonène  constitue 83-97%  des huiles essentielles des fruits d’orange 

douce, 54-80%  pour le citron et 25-32% pour la bergamote. 

 Les monoterpènes contiennent plus de 900 composés connus et se trouvent  

principalement dans 3 catégories structurelles: les monoterpènes linéaires (acyclique), les 

monoterpènes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux cycles (bicycliques) 

(Harkati, 2011). Quand la molécule est optiquement active, les deux énantiomères sont le plus 

souvent présents dans des plantes différentes. 
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2.2.1.2. Les sesquiterpènes  

Les sesquiterpènes contiennent 15 atomes de carbone. Ils sont moins volatils et 

présentent des points d'ébullition plus élevés que les monoterpènes (Baser et Buchbauer, 

2010). Ce sont des dérivés hydrocarbures de formule C15. Il s’agit de la classe la plus 

diversifiée des terpènes qui se divisent en plusieurs catégories structurelles, acycliques, 

monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques. La structure et la fonction des 

sesquiterpènes sont semblables à ceux des monoterpènes (Bakkali et al ., 2008).  

 

Ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés 

comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature 

(Degenhardt et al ., 2009 ; El haib , 2011). Dugo et  Di Giacomo (2004) mentionnent le faible 

pourcentage des sesquiterpènes dans les huiles essentielles des citrus méditerranéen. 

 

2.2.2. Composants aromatiques. 

 

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents 

dans les huiles essentielles que les monoterpènes et sesquiterpènes. Citons l’acide cinnamique 

et l’aldéhyde cinnamique, l’eugénol , l’anéthole et l’aldéhyde anisique , ainsi que le safrole . 

Les lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les coumarines, sont, pour la 

plupart, entraînables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans certaines huiles essentielles 

(Baser et Buchbauer, 2010 ; Couic-Marinier et Lobstein, 2013). 

 Les principales plantes sources  pour ces composés sont : anis, cannelle, clou de girofle, 

fenouil, noix de muscade, persil, sassafras, anis étoilé, estragon, et quelques familles 

botaniques (Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae).  

2.3. Voies de biosynthèse des huiles essentielles 

 

 Les produits chimiques synthétisés par la nature peuvent être classés en deux groupes. 

Les métabolites primaires sont ceux universels pour les  plantes et les animaux. Ils constituent 

les blocs fonctionnels de base pour la vie (Baser et Buchbauer, 2010). Les métabolites 

secondaires sont ceux produits dans quelques espèces et ils sont habituellement classés dans 

les terpénoïdes, shikimates, polyketides, et alcaloïdes (Sauvion et al ., 2013 ). 
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Aujourd’hui, il est admis que la voie de l’acide mévalonique conduit à la formation  

des terpènes. Cet acide est obtenu à partir du métabolisme des sucres après formation de  

l’acétyl coenzyme A (Figure 1).   

 

Figure 1 : Modèle général de biosynthèse des métabolites secondaire (Baser et 

Buchbauer, 2010) 

La conversion de l’acide mévalonique en structures hémiterpéniques  débute par une 

double phosphorylation pour donner l'isopenténylpyrophosphate (IPP).  Le pyrophosphate 

d'isopentényle est isomérisé en  diméthylallylpyrophosphate (DMAPP). 

 

L'addition du DMAPP sur la double liaison de l'IPP conduit au pyrophosphate de 

géranyle (GPP), précurseur des monoterpènes (Degenhardt et al.,2009) .   Le processus 

s’accompagne de l'addition de l'IPP sur le  GPP et conduit au pyrophosphate de farnésyle 

(FPP), précurseur des sesquiterpènes (Sallaud et al., 2009)  ; une condensation ultérieure de 

l'IPP sur le FPP conduira au pyrophosphate de géranylgéranyl (GGPP), précurseur des 

diterpènes et ainsi de suite pour former la série de pyrophosphates de prénols allyliques 

homologues (Figure 2).  

 

L’allongement de la chaîne est catalysé par des prényl-transférases dont certaines sont 

spécifiques pour une chaîne donnée  ( Oswald, 2006)  . 

 pyrophosphate de géranyle (GPP), précurseur des monoterpènes 

 pyrophosphate de farnésyle (FPP), précurseur des sesquiterpènes 

 pyrophosphate de géranylgéranyle (GGPP), précurseur des diterpènes 
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Figure 2 : Condensation des motifs isopreniques (Mann, 1987) 

 

Ces précurseurs subissent une série de réactions de conversion, d’ionisation, 

d’isomérisation  et de cyclisation catalysées par des enzymes spécifiques pour aboutir aux 

produits finaux  des monoterpènes ou des sesquiterpènes.  

 

2.4. Activités biologiques des huiles essentielles 

 

Les huiles essentielles et leurs composants chimiques possèdent  un large spectre 

d'activités biologiques incluant les activités antimicrobienne (Hanana et al.,2014 ; Hamrouni 

et al., 2014 ; Parveen et al.,2014 ), antioxydante (Arab et al .,2014), anticancéreuse (Millet, 

2014), anti-inflammatoire (Kim et al.,2014) ,insecticide (Vera et al., 2014) analgésique 

(Hajjaj et al.,2014), sédatif, antispasmodique , anesthésiant local (Bakkali et al., 2008), 

antiasthmatique ( Shirole et al.,2014) et cytotoxique (Gazim et al.,2014).  
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En raison de leurs grands nombres de constituants, les huiles essentielles ne semblent 

pas avoir de cibles cellulaires spécifiques (Carson et al ., 2002). Comme lipophiles classiques, 

elles passent à travers la paroi cellulaire, elles perturbent la structure de la membrane 

cytoplasmique et mitochondriale. Les huiles essentielles sont aussi des antioxydants tels que 

les terpènes et les composants phénoliques. Les antioxydants sont soupçonnés d'être 

directement antimutagènes (Clark, 2002) et anticancéreux en raison de leurs propriétés anti 

radicalaires. Il est maintenant admis que les activités prooxydantes des huiles essentielles 

peuvent induire l'apoptose tardive et des nécroses (Hadi et al ., 2000).  
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3. Description des espèces fongiques   

3.1. Généralités sur les champignons phytopathogènes 

 Les champignons (Fungi ou mycètes) constituent un groupe d’organismes 

hétérotrophes ubiquistes, riches de quelques 100.000 espèces (Meulemans, 1989). Les 

champignons parasites des végétaux sont des microorganismes dont les dimensions des spores 

se situent entre 10 -100 microns  (Corbaz, 1990).  

 

Ils sont caractérisés par un mycélium, formé de filaments nommés hyphes. Chez les 

moins évolués, les hyphes ne sont pas cloisonnés. Organismes, sans chlorophylle, ils tirent 

leurs nourritures soit de matières organiques mortes ; ce sont alors des champignons 

saprophytes, soit de tissus végétaux vivants, pour   les parasites (Lepoivre, 2003). 

 

Les champignons se reproduisent essentiellement par des spores unies- ou 

pluricellulaires. On différencie, selon leur origine, les spores sexuées et les asexuées. La 

forme sexuée, ou télémorphe, a pour fonction de maintenir l’espèce et apparait souvent en fin 

de saison alors que la forme asexuée, dite aussi forme imparfaite ou anamorphe, assure la 

propagation (Lanier et al., 1998).  

 

 La plupart des champignons utilisent toutes les voies (asexuée, sexuée et végétatives) 

afin de produire un nombre très important d’unités de propagation telles que les spores ou le 

mycélium pour la survie et la propagation ( Prabhu et al., 1992). La classification des 

champignons est essentiellement basée sur des caractères purement morphologiques (Meyer 

et al., 2004).On distingue cinq groupes de champignons : Archimycètes (Champignons 

inférieurs), Phycomycètes, Ascomycètes, Basidiomycètes et  Adélomycète ou deutéromycète 

(Simon,1994). 

 

Les champignons phytopathogènes sont connus d’être à l’origine de plusieurs maladies 

de plantes et des pertes de rendement pour de nombreuses récoltes économiquement 

importantes (Fletcher et al., 2006 ; AbdelKader et al ., 2012). En agriculture, chaque année on 

enregistre environ des pertes en rendement  de l’ordre de 20 % dû essentiellement aux 

maladies fongiques (Bajwa et al.,2004).  
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  Les champignons nécessitent trois facteurs pour s’exprimer: l’agent pathogène, l’hôte 

et l’environnement. Au cas où ces trois facteurs sont favorables, la maladie se déclare  

(Prabhu et al., 1992). Les champignons phytopathogènes sont susceptibles d’attaquer les 

fruits frais et légumes dans une haute teneur en humidité et un environnement à haute 

température ( Boyraz et Ozcan,2006).En raison de leur puissant arsenal d'enzymes 

hydrolytiques, ces micro-organismes peuvent causer un degré élevé de détérioration lorsqu'ils 

sont présents dans / sur les aliments et peuvent être responsables de pertes économiques 

considérables.  

 

En outre, ils peuvent agir comme producteur potentiel de métabolites toxiques, nommés 

mycotoxines, qui sont potentiellement dangereux pour la santé des consommateurs.  Ils sont à 

l’origine de plusieurs maladies végétales dont les conséquences sont la réduction du 

rendement dans plusieurs pays. Les Fusarium, Penicillium et les Alternaria, sont la cause des 

maladies pour beaucoup de culture affectant les feuilles, les tiges, les fleurs, les fruits et les 

graines (Li et al., 2008 ;Mašková et al., 2012 ; Broydé et Doré, 2013).    

3.2. Etude des espèces fongiques selectionnées 

3.2.1. Fusarium  

Le genre Fusarium comprend un nombre important d'espèces fongiques qui peuvent 

être phytopathogènes en  provoquant des maladies sur plusieurs cultures d'importance 

agronomique, y compris les céréales, et peut aussi être nocif pour les êtres humains et 

animaux (Weiland et Sundsbak, 2000 ; O'Donnell et al., 2013). 

 Le genre Fusarium appartient à l'embranchement d’Ascomycota, classe 

d’Ascomycètes, ordre Hypocreales, les formes  téléomorphes des espèces de Fusarium sont 

principalement classées dans le genre Gibberella, et pour un petit nombre d'espèces, 

appartiennent aux  genres Hemanectria et Albonectria (Leslie et Summerell, 2006).  

Les espèces du genre Fusarium produisent trois types de spores: macroconidies, 

microconidies et chlamydospores.  Les macroconidies cloisonnées peuvent être produites sur 

les monophialides et polyphialides ou dans le mycélium aérien, mais aussi sur monophialides 

courtes dans des structures spécialisées appelées sporodochie (Moretti, 2009). 
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 Les espèces de Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs 

responsables des flétrissements et des pourritures racinaires chez de nombreuses espèces 

végétales cultivées (Desjardins, 2006). 

 Bon nombre d'entre eux produisent une large gamme de métabolites secondaires 

biologiquement actifs (mycotoxines) avec la diversité chimique extraordinaire. L'activité 

biologique de mycotoxines de Fusarium peut être nuisible pour les plantes, et elle est associée 

au cancer et à d'autres maladies chez l'être humain et les animaux domestiques (Desjardins et 

Proctor, 2007).  

3.2.1.1. Fusarium oxysporum f.sp. albedinis 

L'espèce la plus commune, F. oxysporum, provoque la maladie du flétrissement 

vasculaire dans une grande variété de cultures économiquement importantes (Moretti, 2009).  

Fusarium oxysporum fsp albedinis est l’espèce la plus destructive du palmier dattier (Phoenix 

dactylifera L.) causant le Bayoud ou  Tracheomycose du palmier. Elle menace  véritablement  

tous  les  pays  producteurs  de  dattes.  L’impact de cette maladie  est très sévère au Nord 

d’Afrique ( Dihazi et al.,2012). En  Algérie  elle  aurait décimé 3 millions d’arbres, la variété 

Deglet  Nour est très sensible (Bounaga et Djerbi , 1990).  

L’agent causal est Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, champignon imparfait, 

tuberculariacé. Le champignon se reproduit exclusivement de façon végétative, en formant 

des spores, les microconidies, les macroconidies, et les chlamydospores.  

 

Le champignon envahit le système vasculaire de la plante, jusqu’aux palmes et au 

bourgeon terminal, à partir des racines où se produit l’infection. II se propage dans les 

vaisseaux surtout par les conidies véhiculées par la sève. Il pénètre dans la plante et migre 

dans les vaisseaux libéro-ligneux. Il se maintient très longtemps dans les palmiers infectés.  

Le dessèchement de la plante résulte donc du blocage de la circulation de sève, conséquence 

des différentes altérations du système vasculaire (Lepoivre ,2003). 

 

3.2.2. Le Penicillium  

Le Penicillium a été décrit pour la première fois par  Link  en 1809 (Johnston ,2008). 

Le nom Penicillium dérive  du mot latin  « penicillus » qui signifie «  petite brosse ». 
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On estime que le genre Penicillium  comporte plus de  300 espèces (Samson et Pitt, 

2000). Penicillium appartient à la classe des Ascomycetes, ordre  des Plectascineae, famille  

Aspergillaceae et genre Penicillium. Les Penicilliums sont des champignons pour la plupart 

très communs dans l’environnement, polyphages, pouvant être responsables de nombreuses 

dégradations. Ils ont pour habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matières 

organiques en décomposition, le compost, les céréales (Lepoivre ,2003). 

 Le thalle, formé de filaments mycéliens septé et hyalin, porte des conidiophores lisses 

ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les conidiophores 

peuvent être isolés, groupés en faisceaux lâches ou agrégés en corémies bien individualisés 

(Nguyen, 2007). Les conidies sont des spores unicellulaires, globuleuses, elliptiques, 

cylindriques ou fusiformes, lisses ou rugueuses, hyalines, grisâtres ou verdâtres (Samson et 

Pitt, 2000).  

3.2.3. Alternaria 

La classification des champignons a longtemps été uniquement basée sur des critères 

morphologiques et le mode de reproduction. Selon cette nomenclature, Nees décrit pour la 

première fois en 1816, un champignon qu’il nomme Alternaria tenuis. Le genre Alternaria 

comprend les agents saprophytes  et pathogènes des plantes (Thomma, 2003).  

Il regroupe plus de 100 espèces ubiquitaires extrêmement répandues dans les sols, la 

végétation, l’air ou les aliments (Calmes, 2011). En raison de leur croissance, même à faible  

température, Alternaria sp sont des agents pathogènes après récolte bien connue, responsable 

de la détérioration des aliments pendant le transport réfrigéré et le stockage (Ostry, 2008). Les 

pertes économiques sont essentiellement liées à la réduction de la qualité due à une 

diminution de la valeur nutritive (Kosiak et al., 2004).  

En plus des pertes dans l'alimentation et production fourragère, de nombreuses espèces 

d’Alternaria sont des productrices de mycotoxines avec des propriétés toxicologiques dont les 

plus importantes sont alternariol , l'éther alternariol monométhylique ,altenuen ,l'acide 

tenuazoic et altertoxines (Logrieco et al., 2009). 

 Cependant la majorité des espèces du genre Alternaria sont des champignons 

phytopathogènes  inféodés à une famille de plantes ou à une plante spécifiquement.  
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Ils sont généralement présents sur les semences provoquant des manques à la levée ou 

des fontes de semis. Les jeunes pousses atteintes constituent une source importante 

d’inoculum primaire pour les plantes matures où tous les organes aériens peuvent être affectés 

(Lepoivre ,2003). 

 La gamme de plantes hôtes concernées par l’alternariose est très variée et certaines 

espèces peuvent provoquer d’importants dégâts sur des espèces cultivées occasionnant des 

pertes financières significatives.  

La caractéristique clé taxonomique du genre Alternaria est la production de grandes 

conidies de couleur foncée (mélanisée) avec des cloisons longitudinales et transversales 

(Phaeodictyospores) , organisées en chainette en nombre variable. Ces conidies sont plus 

larges à la base et se rétrécissent progressivement à un bec allongé, offrant une apparence 

forme de massue (Thomma, 2003). Elles mesurent entre 50-100 µm de long et 3-16 µm de 

large. La complexité taxonomique des Alternaria est liée à leur diversité et leur hétérogénéité 

à générer de nombreuses classifications.  

L’émergence de la taxonomie moléculaire basée sur la comparaison des séquences 

nucléotidiques a abouti au classement du genre parmi les Ascomycètes au sein de la classe des 

Dothideomycètes . Ils sont phylogénétiquement proches de nombreuses espèces 

phytopathogènes (comme Leptosphaeria, Venturia, Pleospora, Phaeosphaeria, 

Mycosphaerella, Cladosporium, Pyrenophora, Clochliobolus etc.) (Calmes, 2011). 

3.2.3.1. Alternaria alternata 

 La pomme de terre cultivée, Solanum tuberosum L., est le légume le plus consommé au 

monde. C’est la quatrième culture vivrière du monde après le blé, le riz et le maïs (Alavni et 

al., 2011). Elle occupe une place importante dans les régimes alimentaires de plusieurs pays 

dans le monde.  

 

L’Algérie est le deuxième pays producteur de pomme de terre dans le monde arabe et en 

Afrique après l’Égypte avec une production de 4.219.476.00 de tonne en 2012 (FAOSTAT, 

2014). Alternaria alternata, est l'un des  microorganismes pathogènes  prévalent causant la 

tache brune des feuilles sur pomme de terre dans le monde  (Thomma, 2003). La maladie des 

taches brunes sur feuilles est connue comme étant une des maladies les plus destructives et 

communes de la pomme de terre cultivée dans les régions à précipitations fréquentes et à 
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haute humidité relative. La maladie peut se produire sur un large éventail de conditions 

climatiques (Pitt et Hocking, 2009).  

 

La maladie des taches brunes des feuilles dépend principalement de la fréquence de 

l’humidité du feuillage dû aux précipitations, du brouillard, de la rosée, ou de l’irrigation, du 

statut nutritionnel du feuillage et la susceptibilité du cultivar  (Stevenson et al in Mason et 

Gillespie, 2013).  

 

Les taches foliaires se développent entre les nervures depuis le bord et la pointe des 

feuilles. Elles sont d'abord pâles avant d'évoluer en lésions brunes claires irrégulières aux 

bords plus sombres et au centre plus clair où les tissus se nécrosent puis disparaissent 

(Thomma, 2003). Les taches sont peu à peu colonisées par un duvet noir de conidies. Sur les 

tubercules de pommes de terre se développent des taches brunes et des petites cavités  noires. 
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4. Méthodes d’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles 

4.1. Activité antifongique des huiles essentielles des citrus et de leurs composants 

volatiles vis-à-vis des champignons phytopathogènes 

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles des citrus ont été longuement 

reconnues (Fisher & Phillips ,2008). La bibliographie consultée rapporte les pouvoirs 

inhibiteurs des huiles essentielles des citrus et de leurs composants volatils vis-à-vis des  

champignons phytopathogènes  des genres : Aspergillus  ( A. Niger, A. flavus, A. fumigatus, A. 

et A. terreus ) , Penicillium (P. digitatum, P. italicum et P. chrysogenum) , Fusarium , 

Alternaria et d’autres  espèces  (Gumus et al., 2010 ; Singh et al.,2010 ;Philips et al., 2012 ; 

Van Hung et al. ,2013 ; Vitoratos et al.,2013 ; Jing et al., 2014; Regnier et al.,2014 ;Tao et 

al.,2014 ). 

 

Pawar et Thaker, (2006) ont étudié l’effet de 75 huiles essentielles extraites de 

différentes plantes sur la croissance fongique et la formation des spores d’A. Niger. Ils 

remarquent que  les huiles essentielles du bigaradier (Citrus aurantium L.), bergamote (Citrus 

bergamia Risso et Poit), citron (Citrus limon Burm.f.) et Citrus bigaradia Hook.f exhibent de 

forts pouvoirs inhibiteurs. 

 

De nombreux auteurs ont tenté de corréler l’activité antifongique des huiles essentielles 

des citrus et de leurs composants volatils et ils  rapportent qu’elle est conditionnée par 

l'activité de leurs composants tel que les monoterpènes (Kalemba, et Kunicka, 2003 ; 

Matasyoh et al., 2007 ; Singh et al., 2010) .  

 

Jing et al.(2014)  concluent que les huiles essentielles des citrus,  dont le limonène 

constitue le composant majoritaire (31.83 % à 96.62 % ), sont efficaces dans l’inhibition de la 

croissance mycélienne , la production des spores et la réduction des mycotoxines produite par 

les espèces Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus, A. et A. terreus. 

 

  Beaucoup de recherches indiquent que le pouvoir antifongique exprimé par l’huile 

essentielle des citrus peut être associé à son composant majoritaire  (Sharma et Tripathi  

2008; Chutia et al., 2009 ; Viuda-Martos et al., 2009 ) .  
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D’un autre côté  Hoet et al, (2006)  estiment qu’il est possible que l'activité des 

principaux composants soit modulée par d'autres molécules mineures. En général, les 

principaux composants reflètent  assez bien les caractéristiques biophysiques et biologiques 

des huiles essentielles à partir des quelles ils ont été extraits (Ipek  et al., 2005).   

 

4.2. Mécanisme d’action des huiles essentielles des citrus  sur les champignons  

Le mécanisme d'action des huiles essentielles à l’égard des micro-organismes est 

complexe. Il est admis que l'action antimicrobienne des huiles essentielles dépend de leur 

nature hydrophile ou lipophile (Kalemba et Kunicka, 2003). 

 

 Les huiles essentielles des citrus ont la capacité de pénétrer et perturber la paroi 

cellulaire fongique, perméabilise les membranes cytoplasmiques et enfin endommager les 

membranes mitochondriales (Fisher & Phillips, 2008 ; Akhtar et al., 2014). Elles provoquent 

des changements dans le flux des électrons à travers le système de transport des électrons à 

l'intérieur des mitochondries, endommagent les lipides, les protéines,  les acides nucléiques  et 

le contenu des cellules fongiques (Bakkali et al., 2008 ; Chutia et al., 2009).  

 

Il s'avérerait que les terpènes exercent un dysfonctionnement des pompes à protons 

ATPase pouvant conduire à la mort cellulaire (Viuda-Martos et al., 2008).  D’un autre côté les 

monoterpènes hydrocarbonés  sont dotés d’un pouvoir pénétrant. Ils ont la possibilité de 

traverser les membranes cellulaires en établissant des pores (Jing et al., 2014). Ils modifient la 

fluidité de la membrane  par l’insertion des monoterpènes entre les acides gras de la bicouche 

lipidique membranaire et perturbent par conséquent les fonctions cellulaires (Prashar et al 

.,2003 ; Sharma et Tripathi , 2008).  

4.3.  Méthodes d’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles in vitro  

Pour la détermination du pouvoir antifongique des huiles essentielles, des méthodes 

conventionnelles sont habituellement appliquées in vitro (Tableau1).   

 

4.3.1. Méthode des disques 

La méthode des disques est la technique la plus répandue pour l'évaluation de l’activité 

antimicrobienne. La méthode est reconnue comme précise et fiable, quoiqu'elle produise des
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 résultats semi-quantitatifs, et selon quelques auteurs, seulement qualitatifs  et non 

reproductibles (Janssen et al., 1987).  

 

Cette méthode a été adoptée pour le criblage des huiles essentielles (Maruzzella et 

Sicurella , 1960).  Selon Kalemba et Kunicka, (2003)   c’est une technique qui convient plus 

aux bactéries qu’aux champignons.    Elle a été utilisée dans 73 %  des études recensées et 

consacrées à l’évaluation de  l’activité antibactérienne des huiles essentielles des citrus (Baser 

et Buchbauer , 2010).   

 

Le principe de la technique consiste à  placer l’huile essentielle sur une surface d’Agar. 

Deux voies d’introduction de l’huile essentielle sont possibles : sur un disque en papier ou 

dans un trou réalisé dans le milieu de gélose (   Aouni et al., 2013)  . L’huile essentielle à 

activité antimicrobienne provoque une zone d’inhibition autour du disque ou du trou après 

incubation, respectivement et normalement la taille de la zone d’inhibition correspond à la 

puissance de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle et elle est évaluée par la mesure 

du diamètre (en cm ou mm)  (Baser et Buchbauer , 2010). 

 

4.3.2.  Méthode des dilutions 

Dans la méthode des dilutions, l’huile essentielle est incorporée dans le milieu  semi-

solide d’Agar ou  bouillon liquide en différentes quantités.. L’absence de la croissance sur 

milieu de culture semi-gélosé ou dans les tubes à essai est déterminée à l’œil nu après 

incubation.  

La faible miscibilité des huiles essentielles dans l’eau constitue une difficulté. 

L’utilisation des solvants (diméthylsulfoxyde et éthanol) ou des tensioactifs (Tween 20 et 80)  

dans le milieu de culture est inévitable ce qui peut influencer la concentration minimale 

inhibitrice (Hili et al., 1997).   L’expression des résultats peut être de deux manières : 

  L’index d’inhibition de la croissance définie comme le pourcentage d’inhibition 

de la croissance du champignon par rapport au témoin incubé sur milieu de 

culture exempt d’huile essentielle. 

 La concentration minimale inhibitrice (CMI) (analyse d’activité fongistatique) 

ou la concentration minimale fongicide (CMF) (ou létale) 



Chap.4 : Méthodes d’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles                                                                                 .  

                                                                                                                                                                                                                                                                                     26 

Tableau 1 : Méthodes d’études de l’activité antifongique des huiles essentielles in vitro 

Méthodes Organismes 

Fongiques 

Huiles essentielles ou composés  Concentrations Auteurs  

Disques 

 

Fusarium graminearum, F. verticillioides, 

F. subglutinans, F. oxysporum, F. avenaceum, Diaporthe helianthi, Diaporthe  

phaseolorum var. caulivora, Phomopsis longicolla, P. viticola, 

Helminthosporium  

sativum, Colletotrichum coccodes, Thanatephorus cucumeris 

 

Thymus vulgaris , Cinnamonum zeylanicum 

, Syzygium aromaticum,  

 

5 µl 

 

Cosic et al.,(2010) 

 

Aspergillus niger 
 

Satureja macrosiphonia Bornm 

 

10 ml 

 

Aghaei et al .,(2014) 

Dilution Lasiodiplodia 

theobromae, Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria citrii, Botrytis cinerea 

,Penicillium digitatum 

 

Thymus vulgaris , Cinnamonum zeylanicum  

 

50, 100, 200, 500, 1000, 2000 et 3000 

µl/ml 

 

Combrinck et 

al.,(2010) 

 
 

Microdilution en 

plaques 

(microplaque) 

 

Penicillium italicum Wehmer, Penicillium digitatum Sacc. et Colletotrichum 

musea (Berk. & M.A. Curtis) 

 

Trente huiles essentielles 

 

1 000 ppm. 

 

Kouassi et al.,(2012) 

 

Aspergillus niger ,A. fumigatus , A. flavus , A. ochraces , Alternaria 

alternata , Botrytis cinerea , Cladosporium spp., Penicillium 

citrinum  P. chrysogenum , Fusarium oxysporum , et Rhizopus oryzae  

  

 Thymol; Carvacrol; Menthol;  

 Eugenol 

 

Cladosporium spp. (CMI) : 

100 μg/mL),  

Aspergillus spp. (CMI : 100 μg/mL), 

  

  Abbaszadeh 

et  al ,(2014) 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

Contact direct  

Colletotrichum gloeosporioides, P. funerea, Ganoderma australe , F. solani. 

Fusarium oxysporum 

f. sp. Melonis, Rhizoctonia solani 

 

Calocedrus macrolepis var. formosana 

 

2 mg/ml 

 

Chang et al.,(2008) 

Aspergillus niger, Alternaria alternata, Cladosporium 

Fulvum, Penicillium expansum, Myrothecium roridum 

 

 

Citrus sinensis 

25, 50, 100, 

200, 300, 400, 500, 600 et 700 ppm 

 

Sharma et Tripathi  

( 2006) 

Aspergillus flavus,  Aspergillus oryzae,  Aspergillus niger  et  Alternaria 

alternata Anethum graveolens L 
 

 

0.25, 0.5, 1.0, 1.5, et 2.0 μl/ml. 
  

 Tian et al .(2011) 

 
Alternaria solani, Fusarium solani, F. oxysporum, Rhizoctonia 

solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, Macrophomina 

phaseolina et Pythium sp. 
Thymus vulgaris , Cinnamonum zeylanicum 

 

0.25 %  0.5 % et  1.0 % 
 AbdelKader et al ., 

(2012) 

Fusarium avenaceum, 

Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium. subglutinans, Fusarium 

verticillioides, Fusarium nygamai, Rhizoctonia sp., Microdochium nivale var 

nivale, 

Alternaria sp. et Bipolaris sorokiniana. 

 

 

Pinus halepensis 

 

 
4 µl/ml 

 

 

Hamrouni et al. (2014) 

 

Phytophthora infestans 
Citrus sinensis  

Citrus limon  

Citrus bergamia  

 

1/10 et 1/100 

 

Messgo-Moumene et 

al.,(2014) 

 

Phytophthora colocasiae 
 

Eucalyptus globulus 

 

5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 et 0.156 mg/ml 

 

Sameza et al.,(2014) 

 

Microatmosphère 

Alternaria alternata  

et Penicillium expansum L 
Eucalyptus camaldulensis, Mentha pulegium, 2,5 ; 5 ; 10 ; 20 ; 30µl/ml Hmiri et al.(2011) 

Aspergillus niger, Alternaria alternata, Cladosporium 

Fulvum, Penicillium expansum, Myrothecium roridum 

 

 

Citrus sinensis 

25, 50, 100, 

200, 300, 400, 500, 600 et 700 ppm 

Sharma et Tripathi  

(2006) 

http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S115652331400064X
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La concentration minimale inhibitrice (CMI)  est définie comme étant la plus faible 

concentration sans croissance observable (à la loupe binoculaire).  En revanche la 

concentration minimale fongicide (CMF) est définie par la plus faible concentration 

engendrant une inhibition totale de la croissance. 

 

La  méthode des dilutions a été adoptée par 71% des études destinées a évaluer le 

pouvoir antifongique des huiles essentielles des citrus vis-à-vis des champignons pathogènes 

(Baser et Buchbauer , 2010).  

 

4.3.3. Méthode de microdilution 

 

        La méthode microdilution est un modèle, reproductible et standardisé, basé sur des séries 

de dilutions avec des répétitions par série  reparties sur microplaques. Le  test nécessite 

relativement une faible quantité d’huile essentielle pour les essais .Cette méthode reste très 

limitée dans son utilisation. L’estimation de la biomasse fongique est relevée par 

spectrophotométrie. La croissance mycélienne est  contrôlée par photométrie à 492 nm par 

mesure de la densité optique (DO) de chaque puit en comparaison au témoin inoculé non 

traité par l’huile essentielle (Wilson et al., 1997 ; Kuhajek et al .,2003). C’est une technique 

rapide pour le screening de l’activité antifongique d’un nombre élevé d’huiles essentielles 

(Kouassi et al ., 2012). 

 

4.3.4.  Méthode de contact direct  

 

La technique de contact direct ou poisoned food  est employée pour étudier le pouvoir 

inhibiteur des huiles essentielles vis-à-vis des champignons phytopathogènes (Hamrouni et al. 

,2014 ; Messgo-Moumene et al .,2014 ; Sameza et al.,2014) 

 

Un disque mycélien est placé au centre d’une boite de pétri  contenant l’huile essentielle 

ou ces composants dans un milieu solide gélosé. Les cultures de croissances contenant les 

huiles essentielles sont accompagnées par les cultures témoins négatives, où les huiles sont 

remplacées par de l'eau ou du solvant.  Biondi et al, (1993) proposent l’utilisation  de cultures 

témoins positives  contenant un fongicide standard  pour évaluer la sensibilité des souches 

testées.  Par contre   Janssen et al., ( 1987) estiment que cette étape n’est pas nécessaire pour 

l’évaluation de l’activité antifongique et l’application du fongicide n’est possible que dans le 

cas de l’étude de la sensibilité des souches  .  
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En outre l’activité fongicide ou fongistatique peut être vérifiée en transférant le disque 

mycélien ne montrant aucune croissance sur un autre  milieu frais exempt d’huile essentielle 

ou de ces composants (Thompson ,1989). 

 

4.3.5. Méthode micro atmosphère  

 

            Pour la méthode micro atmosphère, elle consiste à déposer un disque de papier ou un 

récipient  contenant une quantité d'huile essentielle au centre du couvercle d'une boîte de Pétri 

sans que l'huile essentielle entre en contact avec la gélose ensemencée par les micro-

organismes. La boîte est hermétiquement fermée (Baser et Buchbauer , 2010). Après 

incubation une zone d’inhibition se forme ce qui correspond à l’activité antimicrobienne. 

Cette méthode permet de déterminer seulement la CMI en atmosphère (CMIair ) (Inouye et al., 

2001; Nakahara et al., 2003).  

4.3.6. Facteurs influençant l'évaluation de  l’activité antifongique des huiles essentielles 

in vitro. 

 

L’étude de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles est difficile vu leur 

volatilité, leur insolubilité dans l’eau et leur complexité. Quatre facteurs sont spécialement 

importants lorsqu’il s’agit de tester  les huiles essentielles : le choix de la méthode ; le milieu 

de culture ; l’origine des espèces à étudier et enfin les huiles essentielles. 

4.3.6.1. Choix de la technique d’essai 

Baser et Buchbauer (2010) considèrent que le choix de la technique d’évaluation de 

l’activité antifongique peut influencer le résultat obtenu. Ainsi Sharma et Tripathi  (2006) 

obtiennent deux CMI différentes pour l’huile essentielle de Citrus sinensis avec Alternaria 

alternata  et ceci lorsqu’ils emploient deux techniques  différentes pour l’étude de la 

fongitoxicité de l’huile essentielle. Nakahara et al., (2003)  remarquent que l’huile essentielle 

de Citronellae aetheroleum  était inactive vis-à-vis de  neuf espèces de champignons avec la 

méthode de dilution, mais elle a inhibé la croissance de la totalité  des espèces fongiques dans 

la méthode micro atmosphère.  
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4.3.6.2.  Le milieu de culture  

Le milieu de culture est l’environnement direct pour l’espèce étudiée, c’est un facteur 

très important dans la détermination de l’activité antimicrobienne d’une substance. Les 

constituants du milieu peuvent réagir avec les composants de l’huile essentielle en les activant 

ou en les inhibant.  Schuermann et Spitzner in Janssen et al., (1987)  ont remarqué que plus le 

contenu du milieu en Agar était élevé plus la solubilité et les zones d’inhibition étaient faibles 

et petites.  

De même pour le pH qui peut influencer les résultats lorsque le test concerne les 

molécules neutres. L’huile essentielle d’Anis était active vis-à-vis de Penicillium 

brevicompactum, Aspergillus fumigatus, et Cladosporium herbarum au pH 4.8 plus qu’au  pH 

6.8 (Forstreuter-Kuenstler et Ahlert, 1984). 

 

Kalemba et Kunicka, (2003)  mentionnent aussi que  les périodes d'incubation longues 

peuvent entraîner l'évaporation ou la décomposition de certains des composants de l’huile 

essentielle au cours de la période d’essai. Cependant d’autres facteurs devraient également 

être considérés : les conditions de culture  (le type et le volume du milieu de culture). 

 Le milieu Potato Dextrose Agar (PDA) est largement utilisé pour les études 

d’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles (Cosic et al .,2010 ; El Ajjouri et 

al.,2010 ; Abdelkader et al .,2012). 

4. 3.6.3. L’huile essentielle  

Des changements dans la composition de  l’huile essentielle peuvent influencer 

l’activité antifongique et les facteurs suivants devront être pris en considération : 

 La source botanique (quelques huiles commerciales sont dérivées d’espèces 

différentes). 

 La localisation géographique du matériel végétal, Brada et al .,(2007)  mentionnent 

que la localisation géographique peut induire des modifications dans la composition 

chimique de l’huile essentielle de Mentha rotundifolia 

 La matière végétale étant fraiche ou sèche  

 La technique d’extraction influence la composition chimique de l’huile essentielle, 

Farhat et al., (2011) obtiennent deux compositions chimiques quantitativement 

différentes pour l’huile essentielle d’oranger extraite par deux techniques différentes
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 La période de collecte du matériel végétal 

 Les conditions de stockage de l’huile essentielle (essentiellement la température 

d’incubation) 

   

4. 3.6.4. L’agent dissolvant   

L’étude de l’activité antifongique des huiles essentielles est difficile vu leurs 

complexités, leurs insolubilités  dans l’eau et leurs volatilités.  Les huiles essentielles sont de 

nature hydrophobe et de haute viscosité.  

 

Ces propriétés peuvent réduire la capacité de provoquer une dilution ou une répartition 

inégale de l'huile à travers le milieu, même si un agent de dispersion ou de solubilisation 

approprié est utilisé.  

 

 Plusieurs solvants organiques sont employés comme agents solubilisant ou  même des 

émulsifiants non ioniques.  Certains auteurs craignent les effets antimicrobiens des solvants 

organiques tel les alcools  ce qui les conduit à préférer les produits tensioactifs (Edris   et  Abd  

EI-Galeel , 2010) . Les tensioactifs sont relativement inactifs et ils sont largement appliqués 

comme émulsifiants tels le Tween 20  (Griffin et al ., 2000) et le Tween 80  (Delespaul et al 

.,2000). Ce sont des composés ayant à la fois des groupes chimiques hydrophiles et lipophiles 

sur la même molécule de tensioactif. Kalemba et Kunicka, (2003)  rappellent que l’addition 

d’un émulsifiant ou d’un solvant doit être  appliquée à des concentrations  n’affectant pas la 

croissance ou la différenciation des microorganismes testés. 

 

4.5. Méthodes d’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles in vivo  

 Peu de travaux ont été consacrés à l’étude de l’éfficacité antifongique des huiles 

essentielles in vivo (Tripathi  et al., 2013) (Tableau 2).  Les études entreprises in vivo  

rapportent que les huiles essentielles augmentent  la durée de conservation des fruits et 

légumes en réduisant le developpement des champignons fongiques.  La possibilité d’utiliser 

les huiles essentielles par  pulvérisation, contact direct avec l’huile (trempage ou mouillage), 

en vaporisation  ou incorporées à d’autres matériaux d’emballages pour le contrôle des 
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maladies après récolte a été testée sur des plantes entières, feuilles ou folioles, racines, fruits 

et légumes (Mahdavi et al .,2013 ; Messgo-Moumene et al.,2014 ; Sameza et al.,2014). 

 

Une grande partie des études se concentre sur les potentialités d’application des huiles 

essentielles comme fumigants.  L’avantage qu’offrent les huiles essentielles est leurs 

bioactivités en vaporisation, une caractéristique qui rend leurs applications attrayantes, dans la 

protection des produits stockés (Chu et al., 1999 ; Liu et al.,2002).  

 

Fisher et Phillips, (2009) soulignent l’efficacité des huiles essentielles de Citrus sinensis 

et Citrus bergamia,  appliqués comme fumigants, dans l’inhibition de la croissance des 

champignons et des bactéries. 
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Tableau 2 : Méthodes d’études de l’activité antifongique des huiles essentielles In vivo  

Méthodes  Organismes 

Fongiques 

 

Huiles essentielles  

Espèce végétale Temps 

d’application  

Concentrations Auteurs 

 

 

 

 

 

Contact 

direct 

(trempage ou 

mouillage) 

 

Phytophthora colocasiae 

Eucalyptus globulus  

Feuille de Colocasiae esculenta (L.)  
 

Simultané  

2.5, 3.0, 3.5, 4.0 et 4.5 

mg/ml 

 

Sameza et al. (2014) 

 

 

Fusarium spp 

Pelargonium graveolens L. 

Her), Majorana 

hortensis, Ocimum 

basilicum var. minimum 

 

Racine de Cuminum cyminum L 
 

Préventive 
 

 

4%  

 

Hashem et al ,(2010) 

Phlyctema vagabunda , 

Penicillium expansum, Botrytis 

cinerea  et Monilinia fructigena. 

 

Eugenia caryophylata 

 

Fruit  Malus  domestica 
 

Préventive 

 

 

2 mg /ml 

 

Amiri et al, (2008) 

 

Alternaria alternata 

Cinnamonum zeylanicum  

Fruits de Lycopersicon esculentum 
 

Simultané  

200, 300, 400, 500  et 

1000 ppm 

 

Feng et Zheng (2007) 

 

 

Phytophthora infestans 

Citrus sinensis, 

Citrus limon Citrus 

bergamia 

 

Foliole de Solanum  tuberosum 
 

Simultané 

 

1/10 et 1/100 

 

Messgo-Moumene et al.,(2014) 

 

 

 

Pulvérisation  

Penicillium digitatum, Mentha spicata Lippia 

scaberrima 

 

Fruit de Citrus sinensis  
 

Preventive  
Curative  

 

2500 μl /l 
  

 Plooy et al.(2009) 

Penicillium digitatum, 

Aspergillus flavus  

Alternaria alternata 

Ocimum basilicum, 

Mentha pulegium Cassia 

angustifolia 

 

Fruit de Citrus sinensis  
 
Préventive 

 

 

200, 400 et 600 ppm 
  

 Mahdavi et al .,(2013) 

Botrytis cinerea 
 

Origanum syriacum  

Lavandula stoechas 

Rosmarinus officinalis 

 

Plants Lycopersicon esculentum 
 

Preventive  

Curative 

 

25, 50, 75, et 100 mg/l 
  

 Soylu et al. (2010) 

 

 

 

Vaporisation 

ou 

Fumigation 

 

Penicillium expansum  

Botrytis cinerea 

Thymus kotschyanus, 

Ocimum basilicum 

Rosmarinus officinalis 

  

Fruit Pyrus communis 
 

Simultané 

 

0, 100, 300  et 500 μl /L) 
  

 Marandi et al. (2011) 

Aspergillus flavus,  Aspergillus 

oryzae,  Aspergillus 

niger  et  Alternaria alternata 

 

Anethum graveolens L 

  

Fruits Lycopersicon esculentum 
 
Simultané 

 

100 et 120 μl/ml  
 Tian et al .(2011) 

 

 

Alternaria alternata 

 

Thymus vulgaris 

 

Fruits de Lycopersicon esculentum 
 

Simultané 

16.7μl/l, 33.3 μl/l  et  

66.7 μl/l. 

 

Feng et al ,(2011) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie Expérimentale 
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1. Caractérisation physicochimique et  moléculaire des huiles essentielles 

1.1. Matériel et méthodes 

1.1.1. Matériel végétal  

Des feuilles fraiches d’oranger, mandarinier, bigaradier  et de citronnier ont été 

échantillonnées à partir des vergers agrumicoles de  la région de Chlef  (Tableau 3) durant la 

période  du mois de Mars (2011). 

Tableau 3. Présentation des cinq plantes étudiées 

 

 Famille  Genre espèce Nom vernaculaire 

 

 

Rutaceae 

 

Citrus sinensis (L.) Osb Orange douce 

Citrus aurantium L ssp amara  Orange amère 

Citrus reticulata Blanco Mandarine 

Citrus limon (L) Burm Citron 

 

1.1.2. Extraction des huiles essentielles 

Le montage d’hydrodistillation  adopté est celui de type  Clevenger applicable aux 

plantes choisies, 300 grammes de feuilles fraiches ont été introduits dans le ballon 

accompagné de 2 litres d’eau distillée, puis un chauffage a été réalisé  pendant 3 heures selon 

la Pharmacopée européenne (Conseil de l’Europe and Pharmacopée Européenne 1, 1996) 

(Figure 3). L’huile essentielle obtenue dans une ampoule à décanter est séparée de l’eau par 

inégalité de densité. Aucun solvant organique n’est utilisé au cours de ce protocole. L’huile 

essentielle est au préalable séchée sur Na2SO4 anhydre afin d’éliminer toute trace éventuelle 

d’eau, puis elle est pesée afin de calculer le rendement de l’extraction par rapport à la masse 

du matériel végétal frais. Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons opaques au 

réfrigérateur à une température de 4°C et à l’abri de la lumière. 

1.1.3. Détermination du rendement  

 Le rendement de l’huile essentielle (Rdt HE) est défini comme étant le rapport entre la 

masse de l’huile essentielle obtenue et la masse de la matière végétale séchée .Il est exprimé 

en pourcentage par la relation : 

Rdt HE (%) =  ( MHE /  mv) x 100  

Rdt HE (%) : Le rendement d’huile essentielle exprimé en pourcentage 

MHE: masse en gramme de l’huile essentielle obtenue. 

m V: masse en gramme de la prise d'essai de la matière végétale utilisée.
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Figure 3 : Schéma du montage d’hydrodistillation 

1.1.4. Caractérisation physico-chimique des huiles essentielles  

Pour estimer la qualité et la composition des huiles extraites lors de cette étude, une 

caractérisation physicochimique et une  identification moléculaire des huiles essentielles ont 

été réalisées afin de dresser leurs profils chimiques. 

Les huiles essentielles des espèces étudiées obtenues par hydrodistillation  ont été 

caractérisées par la densité, l’indice de réfraction, le pouvoir rotatoire, l’indice d’acide et 

l’indice d’ester. Ces propriétés physico-chimiques des huiles essentielles ont été déterminées 

selon les normes AFNOR respectivement NFT75-111, NFT75- 112, NFT75-113, NF T75-103 

et NF75-104 (AFNOR, 1982) 

1.1.4.1. Détermination de la densité relative  

La densité relative qu’est une grandeur relative (sans unité),  a été définie comme étant 

le rapport de la masse de l’huile essentielle à 20°C et la masse égale du volume d’eau distillée 

à 20°C. La densité relative à 20°C est relevée par utilisation d’un pycnomètre de volume de 

5 ml .La densité relative d
20

 est donnée par la formule suivante : 

  d =M2-M0/M1-M0 

M0 : la masse en gramme du pycnomètre vide. 

M1 : la masse en gramme du pycnomètre rempli d’eau distillée. 

M2 : la masse en gramme du pycnomètre rempli d’huile essentielle 
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. 

1.1.4.2. Indice de réfraction  

L’indice de réfraction est défini par le rapport de la vitesse de transmission d’une 

radiation lumineuse  (la raie D du sodium 589nm) dans le vide et dans un milieu transparent 

considéré. C’est un nombre sans dimension caractéristique d’un milieu donné (Taillet, 2008). 

La mesure de l’indice de réfraction  a lieu sur un réfractomètre NOVEX. L’huile étant 

maintenue dans des conditions d’isotropisme et de transparence. L’échantillon pour essai est 

porté à une température qui ne diffère pas de la température de référence ± 0.2 °C.  

Quand la température est différente de 20°C , on effectue  une correction à celle-ci par 

le biais de la formule  

n
20 

D = n
t 
D + 0.00045(t-20) 

n
20 

D : Indice de réfraction à 20°C ; 

n
t 
D : Indice à la température ambiante ou de mesure  

t :      Température ambiante en °C 

1.1.4.3. Pouvoir rotatoire  

Le pouvoir rotatoire est défini comme étant l’angle exprimé en milliradians et /ou 

degrés d’angle,  provoqué par une rotation angulaire  du plan de polarisation d’une lumière  

polarisée linéaire  de longueur d’onde de 589.3nm±0.3nm. Le pouvoir rotatoire est mesuré par 

un polarimètre de type POLAX-(2L) équipé d’une lampe à sodium. La solution introduite 

dans un tube de 10 cm de longueur (l), est traversée par un rayon lumineux polarisé à la 

longueur d’onde de la raie D du sodium (589,3 nm). La formule utilisée est:   

 

                                        

A : la valeur de l’angle de rotation (milliradinas et/degrés d’angle). 

l : longueur du tube utilisé exprimé en millimètre. 

Les pouvoirs rotatoires dextrogyres (dévier la lumière à droite) sont signalés  par un 

signe positif (+) et les pouvoirs rotatoires lévogyres (dévier la lumière à gauche) par un signe 

négatif (-). 

α =  
 

 
 x 100 
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1.1.4.4. Indice d’acide  

L’indice d’acide (IA) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium 

(KOH) nécessaire à la neutralisation des acides libérés contenus dans 1g d’huile essentielle. 

Ils sont neutralisés par une solution éthanoïque d’hydroxyde de potassium titré. L’indice 

d’acide est exprimé par la relation : 

 IA= (56.1×V)/M. 

V : volume en ml de la prise d’essai. 

M : masse en gramme de la prise d’essai. 

  5.61: la masse molaire exprimée (en gramme/mole) de KOH. 

1.1.4.5. Indice d’ester 

L’indice d’ester (IE) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) 

nécessaire à la neutralisation des acides libérés  par hydrolyse des esters contenus dans 1g 

d’huile essentielle. 

 

L’hydrolyse des esters est réalisée  par chauffage dans des conditions définies, en 

présence d’une  solution éthanoïque titrée d’hydroxyde de potassium et dosage de l’excès 

d’alcali par une solution titrée d’acide chlorhydrique. 

L’indice d’ester est donné par la formule : 

IE = (28.05/m)(V0-V1)-IA 

V0 : volume en millilitres de la solution d’acide chlorhydrique pour l’essai 

V1 : volume en millilitres de la solution d’acide chlorhydrique pour le blanc 

m : est la masse en gramme de la prise d’essai (2g ± 0.05g). 

IA : la valeur de l’indice d’acide. 

1.1.5. Caractérisation moléculaire des huiles essentielles 

1.1.5.1. Analyse chromatographique par CG/MS 

La détermination de la composition moléculaire des huiles essentielles à été réalisée par  

la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG / MS). 

L’analyse a été effectuée au niveau du laboratoire d’analyse et de recherche ALDAR  sis à 

Alger.   
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L'analyse par CG / MS des huiles essentielles a été réalisée en utilisant un Hewlett 

Packard 6890 Séries II Chromatographe en phase gazeuse contrôlé par ChemStation 

(NITS98) et équipé d'une colonne capillaire HP-5MS  (5% de phényle, 95 % diméthyle 

polysiloxane)  , de longueur  de 30 m , de diamètre interne de 0.25 mm et une épaisseur du 

film de 0,25 µm,  couplé à un spectromètre  de masse (SM) Agilent  de type 5973 avec un 

détecteur scan à impact d’électron.  

Les conditions opératoires sont: le gaz vecteur est l’Hélium avec un débit de 1ml/min,  

la température  de l’injecteur est de 250°C avec l’injection de  0.1 µl en mode Splitless 

pendant 0.1 min sur une colonne capillaire HP5MS (30 m x 0,25 mm, épaisseur de film 

0,25 µm) .La température de la colonne est programmée  de  60°C  à  260 °C à raison de  

5°C/min   avec un temps final de maintien de 10 min.  

Pour  le  spectromètre  de masse model Agilent 5973,  la  température : interface  

(280°C), source (230°C), quadripôle (150°C) ; l’énergie d’ionisation est de 70 eV. 

L’analyse CG/SM permet de faire ressortir le nombre de constituants,  les 

concentrations de chaque composant et sa volatilité selon son ordre de sortie.  

 

1.1.5.2. Identification moléculaire des huiles essentielles 

L’identification des  divers constituants de l'huile essentielle a été possible  par 

comparaison de leurs spectres de masse à ceux des composés de base de données WILLET et 

NIST 98. L'identification des molécules a été confirmée par la comparaison de leurs indices 

Kovats avec ceux connus dans la littérature (Adams, 2001). Des index Kovats des composés 

ont été calculés en utilisant le temps de rétention d'une série de n-alcanes. 
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1.2. Résultats et discussion 

1.2.1. Caractérisation physicochimique des huiles essentielles  

1.2.1.1. Rendement en huiles essentielles 

Les huiles essentielles ont été extraites à partir de 300 g de feuilles par hydrodistillation, 

pour chaque  espèce de citrus étudiée.  Les rendements obtenus et mentionnés sur la figure 4 

oscillent entre 0.51 % et 1.02 %. Les rendements les plus importants ont été enregistrés avec 

Citrus sinensis (0.96 %) et Citrus limon L (1.02%) .  

 

Figure  4.  Rendements en huiles essentielles pour les quatre espèces étudiées 

L’extraction par hydrodistillation  des huiles essentielles de citrus à partir des feuilles a 

été rapportée par plusieurs études (Fadel, 1991 ; Lota et al. ,  2000 et 2001 ; Boussaada et 

Chemli ,2006 ;   Singh et al.,2010). Pour les citrus égyptiens, Fadel, (1991) collecte des 

rendements nettement supérieurs  à  3% pour les mandarines et 2 à 4% pour Citrus sinensis.  

Par contre Lota et al ., (2000) et Hellal , (2011) obtiennent des rendements plus faibles 

en huiles essentielles des feuilles de Citrus sinensis   et fluctuent entre 0.3 et 0.58% . Des 

rendements plus faibles (0.07%-0.1%) ont été obtenus aussi par Singh et al., (2010) pour 

Citrus sinensis  de l’Inde.   

D’autre part Boussaada et Chemli (2007) rapportent que le rendement en huile 

essentielle varie selon la saison et que le plus faible rendement  a été trouvé à partir des 

échantillons des feuilles de bigaradier prélevées durant le mois de mars (0,5%) 
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1.2.1.2. Caractérisation physicochimique  

La caractérisation physicochimique des huiles essentielles s’est portée sur la 

détermination de la densité, du pouvoir rotatoire, de l’indice de réfraction, de l’indice d’acide 

et de l’indice d’ester.  Les résultats des indices physiques et chimiques  ont été regroupés dans 

le tableau 4.  En ce qui concerne le pouvoir rotatoire, on remarque que les huiles essentielles 

des citrus testées sont toutes dextrogyres.  On note aussi que les résultats obtenus  pour la 

densité (0.855 -0.863), l’indice de réfraction (1.475-1.477), l’indice d’ester (1.15 – 2.24) et 

l’indice d’acide (12.25-12.34) sont conformes aux normes  ( AFNOR, 1982).  Les résultats 

identiques obtenus  pour la densité indiquent que les propriétés physiques de ces huiles sont 

assez voisines. Des résultats similaires ont été obtenus par Baaliouamer, (1987) et Hellal, 

(2011). 

Tableau 4. Caractérisation physicochimique des huiles essentielles de Citrus sinensis, 

Citrus limon, Citrus aurantium et Citrus reticulata 

 

Huiles 

essentielles   

Indices physiques Indices chimiques 

Pouvoir 

rotatoire 

Densité  Indice de 

réfraction  

Indice 

d’Acide  

Indice 

d’Ester  

Citrus sinensis  + 94° 0.855 1.475 2.24 12.25 

Citrus aurantium + 83.66° 0.863 1.475 1.40 12.25 

Citrus limon + 62.33° 0.858 1.474 2.24 12.25 

Citrus reticulata  + 75° 0.855 1.477 1.15 12.34 

 

1.2.2. Caractérisation moléculaire des huiles essentielles 

1.2.2.1. Profils chimiques des huiles essentielles 

Les huiles essentielles ont été extraites à partir des feuilles de Citrus sinensis, Citrus 

limon, Citrus aurantium et Citrus reticulata  par hydrodistillation. L’analyse qualitative et 

quantitative des profils chimiques des huiles essentielles est reportée dans le tableau 5. La 

table inclut l’indice de kovats, le temps de rétention et le pourcentage du total ; 49 composants 

sont identifiés et représentent  92.47à 98.82% de tous les constituants ; la prédominance 

revient aux monoterpènes hydrocarbonés (61.41 – 73.64%) pour  Citrus sinensis, Citrus limon  

et Citrus reticulata. En utilisant une   colonne capillaire HP5MS, des chromatogrammes des 

huiles essentielles testées ont été obtenus et représentés  dans la figure 5.  
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Le profil chromatographique de chacune de ces huiles essentielles permet d’affirmer 

que si des différences quantitatives existent, les huiles essentielles sont qualitativement 

presque identiques.  

 

Dix composés ont été enregistrés en commun, pour les quatre huiles essentielles. Le 

limonène  (7.18 – 36.10 %) et le β-pinène (4.35- 30.0%) représentent les principaux composés 

majoritaires.  

 

De par leur  forte teneur, ces composés étaient considérés pour contribuer 

principalement à l'arôme de ces huiles essentielles (Baaliouamer et Meklati ,1986).  Le fort 

pourcentage en monoterpènes dans les huiles essentielles des citrus a été rapporté par 

plusieurs études  (Baaliouamer ,1987 ; Viuda-Martos et al ., 2009 ; Espina et al., 2011 ; 

Settanni et al., 2012 ). 

 

a) Analyse de l’huile essentielle de Citrus reticulata  par CG/SM  

 

L’analyse par CG/SM a permis d’identifier et de caractériser 20 composés représentant 

98.82 % de la totalité de l’huile essentielle (Tableau 5).  La composition chimique de l’huile 

essentielle est globalement  composée de monoterpènes hydrocarbonés (63.75%) et oxygénés 

(34.98). On note aussi l’absence des sesquiterpènes hydrocarbonés. Les sesquiterpènes 

oxygénés sont apparus en faibles proportions (0.09 %). 

 

Les composés majoritaires sont γ Terpinene (26.62 %),D- limonène (22.52 %), α-pinène 

(4.36 %) et β-pinène (4.35 %) . Ils  représentent 53.49 % du total de la surface du pic 

(Tableau 5). La composition trouvée est également similaire à celle trouvée dans la littérature 

pour Citrus reticulata  en Algérie (Baaliouamer et al .,1992) et en Uruguay (Verzera et al ., 

1998) . 

Choi, (2004) a analysé les composés volatils de l'huile essentielle provenant de Satsuma 

mandarin cultivé en Corée. Il mentionne l’abondance du D-limonène comme composant 

majoritaire (82.8 à 89.2%), suivi du γ-terpinène (4.2 à 5.1%) et le myrcène 

(1.7%).Contrairement à nos résultats Fadel, (1991), rapporte l’abondance du linalool 

(54.51%), du β-pinène (18.85 %)  et γ-terpinène (4.5 %) pour l’huile essentielle de Citrus 

reticulata . 
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Tableau 5. Composition chimique des huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus limon, 

Citrus aurantium et Citrus reticulata (par CG/SM) 

Composants 

 

KI 

 

RT(min) 

 

Citrus 

reticulata 

(% area) 

 

Citrus 

limon 

(% area) 

 

Citrus 

sinensis 

(% area) 

 

Citrus 

aurantium 

(% area) 

3 hexen- 1-ol 866 4.71 - - - 0.91 
α-Thujene 931 5.81 2.00 0.21 1.49 0.02 
α -Pinene 939 5.99 4.36 1.28 2.04 0.38 
camphene 953 6.37 0.10 0.13 - 0.03 
β - Pinene 979 7.12 4.35 14.88 30.0 5.25 
β - Myrcene 991 7.46 1.19 2.56 4.52 1.40 
α Phellandrene 1008 7.86 0.10 0.21 0.68 - 
3 Carene 1012 8.02 - 0.98 6.41 0.16 
(+)-4-Carene 1035 8.20 0.38 0.34 2.77 - 
D-Limonene 1036 8.71 22.52 36.10 9.37 7.18 
β Ocimene 1055 8.74 - - 0.74 - 
1,3,6-octatriene,3,7-dimethyl- 1070 9.11 0.94 3.01 8.59 1.13 
γ  Terpinene 1080 9.41 26.62 1.22 4.42 - 
Cis sabinene hydrate 1094 9.77 - - 0.21 - 
Terpinolene 1096 10.25 1.16 0.43 2.53 - 
Linalool 1128 10.71 0.21 1.40 1.24 63.03 
Z Alloocimene 1152 11.38 0.03 0.06 0.08 - 
Citronellal 1159 12.06 - 1.21 0.90 - 
Terpinen-4-ol 1177 12.94 0.15 0.74 2.14 0.43 
α Terpineol 1189 13.34 0.10 0.79 0.07 1.00 
Citronellol 1226 14.36 - - 1.05 - 
Citral 1254 14.70 - 6.79 - 0.46 
1,6-octadien-3-ol,3,7-dimethyl 1280 14.87 0.11 1.10  5.79 
2,6-octadienal,3,7-dimethyl 1301 15.45 - 6.79 0.22 0.15 
Thymol 1360 16.97 0.30 - - - 
σ-Elemene 1370 17.23 - - - 0.05 
Cis-2,6-Dimethyl-2,6octadiene 1382 17.53 - - 0.45 - 
Benzoic acid 2-amino- methyl 1392 17.79 0.09 - - - 
2,6-octadien-1-ol,3,7dimethyl 1394 17.84 - 10.49 0.22 0.99 
Copaene 1408 18.20 - - - - 
(Z) β Elemene 1393 18.45 - - 0.44 - 
(E) β - Elemene 1398 18.71 - - 8.97 0.08 
Caryophylene 1417 19.41 - 1.65 3.48 2.62 
Methyl N-methylanthranilate 1418 19.74 34.02 - - - 
Aromadendrene 1439 19.93 - - - 0.05 
(E) β Famesene 1458 20.20  - 0.65 0.12 
α -humulene 1474 20.29 - 0.41 1.33 0.39 
β -Selinene 1485 21.13 - - 0.47 - 
γ  Elemene 1498 21.35 - 0.10 - 0.26 
α -Farnesene 1509 21.49 - - 0.61 - 
γ -cadinene 1513 21.80 - - 0.56 0.01 
δ -Cadinene 1514 21.95 - - 0.22 0.08 
Nerolidol 1534 22.95 - - - 0. 37 
Caryophylene oxide 1606 23.50 0.09 0.19 0.23 0.04 
α Cadinol 1654 25.26 - - - 0.04 
β Sinensal 1706 26.04 - - 0.72 - 
α Sinensal 1750 27.27 - - 0.30 - 
β Farnesol 2150 33.89 - 0.34 - - 
Phytol 2178 34.36 - - - 0.05 
 Monoterpènes hydrocarbonés   (%) 63.75 61.41 73.64 15.55 
 monoterpènes oxygénés    (%) 34.98 28.65 6,05 71.85 
 Sesquiterpène hydrocarboné (%) - 02.16 15.95 3.66 
 Sesquiterpènes  oxygénés    (%) 0.09 0.53 1.25 0.45 
 autres    (%) - - - 0.96 
 Total  identifié (%) 98.82 92.75 96.89 92.47 
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Figure 5 : Chromatogramme des huiles essentielles des feuilles de citrus 

          À : Citrus limon; B : Citrus reticulata ; C : Citrus sinensis ; D : Citrus aurantium 
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Le contenu de l'un des composants d'une huile essentielle peut varier en fonction de la 

méthode d'extraction utilisée et la partie de la plante à partir de laquelle il a été extrait (Viuda-

Martos et al ., 2009). 

 

b) Analyse de l’huile essentielle de Citrus limon L par CG/SM  

 

Vingt-six composés ont été identifiés pour L’huile essentielle de Citrus limon, 

représentant  92.75 % de l’ensemble de l’huile ; la domination revient aux  monoterpènes 

hydrocarbonés (61.41%) et monoterpènes oxygénés (28.65%) .Les principaux constituants 

retrouvés sont le D- limonène (36.10 %) et le β-pinène (14.88 %) (Tableau 5).    

 

 Des résultats   rapportés par Baaliouamer, (1987)  annoncent la forte teneur en 

limonène (25.90 -73 %) et du β-pinène (17.11 %)  dans les huiles essentielles des variétés 

algériennes du citronnier.Fadel, (1991) indique l’abondance du limonène (23.88 %)  et du β-

pinène (20.06 %) dans les huiles essentielles des citronniers égyptiens.  

 

On note aussi la présence du citral   à des concentrations appréciables (6.76 %), un 

composant considéré comme le principal contributeur à l’arôme de l’huile et un paramètre  

d’évaluation commercial pour les huiles essentielles de citronnier (Staroscik et Wilson, 1982).  

 

c) Analyse de l’huile essentielle de Citrus sinensis par CG/SM  

 

Pour l’huile essentielle de Citrus sinensis , l’analyse par CG/SM dévoile la présence de 

34 composés dont la prépondérance revient en monoterpènes hydrocarbonés (73.64 %) avec 

des concentrations élevées en β-pinène (30 %), en D- limonène (9.37 %), la présence de  deux 

isomères sesquiterpènes (Z) et (E) β - Elemene avec une supériorité de l’isomère (E) β – 

Elemene (8.97%) (Tableau 5).  

 

Fadel (1991), mentionne la présence de 35 composés dont la prédominance revient au 

linalool (46.63 %) et  β-pinène (15.40 %). D’autres auteurs  (Baaliouamer, 1987 ; Trozzi et al 

., 1999 ; Viuda-Martos et al ., 2009)   ont nommé le limonène comme composé majoritaire de 

l’huile essentielle d’oranger.  
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La variation de la composition chimique de l’huile essentielle peut être attribuée à 

plusieurs facteurs agroenvironnementaux. Khorshidi et al., (2009)   remarquent que la densité 

de plantation influence la composition chimique de l’huile essentielle de fenouil . Alizadeh et 

al. , (2010) affirment que la quantité de certains composants tels que le carvacrol, γ-terpinene 

et α-terpinène a été modifiée par l’utilisation des engrais. 

 

d) Analyse  de l’huile essentielle de Citrus aurantium par CG/SM 

 

Pour l’huile essentielle obtenue à partir de Citrus aurantium, on a identifié  29 

composés, représentant 92.47 % de la totalité de l’huile (tableau 5). Parmi ceux-ci, le linalool 

(63.03 %), le D- limonène (7.18 %) et le β-pinène (5.25 %) étaient les plus abondants. Nous 

avons trouvé à l'état de traces inférieur à 0,06% : l’α-Thujene, l’σ-Elemene, l’aromadendrene, 

δ –Cadinene, Caryophylene oxide, α Cadinol et phytol.  

 

Plusieurs compositions chimiques des huiles essentielles extraites à partir des feuilles du 

bigaradier ont été décrites, le linalool (12.66% - 66.1 %) constitue le composant majoritaire 

(Lota et al., 2001 ; Boussaada et Chemli ,2006 ; Boussaada et Chemli ,2007 ). 

 

Cependant, la composition chimique des huiles essentielles peut être affectée par 

certains facteurs environnementaux, tels que le climat, la saison, les conditions du sol et les 

conditions de la plante elle-même, tels que l'âge des feuilles ou le développement des fruits 

(Baaliouamer et Meklati, 1988 ; Benini, 2014). 



Chap.1 : Caractérisation physicochimique et  moléculaire des huiles essentielles             . 

45 
 

 

1.3. Conclusion partielle  

Les rendements obtenus en huiles essentielles oscillent entre  0.51 % et 1.02 %. Les 

rendements les plus importants ont été enregistrés avec Citrus sinensis (0.96 %) et Citrus 

limon (1.02%) .  

Les huiles essentielles analysées présentent une densité allant de 0.855 à 0.863,  un 

indice de réfraction de 1.475 à 1.477, un indice d’ester de 1.15 à  2.24 et  un indice d’acide de 

12.25 à 12.34. Pour le pouvoir rotatoire, on remarque que les huiles essentielles des citrus 

testées sont toutes dextrogyres. 

 La composition moléculaire des huiles essentielles de citrus analysées par CG/SM  

montre de forts pourcentages en  monoterpènes hydrocarbonés (61.41 – 73.64 %) à 

l’exception de l’huile essentielle de Citrus aurantium qui a un fort pourcentage en 

monoterpènes oxygénés (71.85 %).  

Le D-limonène constitue le composant majoritaire commun pour les quatre huiles 

essentielles. On le retrouve respectivement avec  36.10 %, 22.52 %, 9.37 % et 7.18 % pour 

Citrus limon, Citrus reticulata,  Citrus sinensis  et  Citrus aurantium.  

 Le β-pinène est présent respectivement  avec 30 %, 14.88 %, 5.25 % et 4.35 % pour 

Citrus sinensis,  Citrus limon, Citrus aurantium et Citrus reticulata.   L’α–pinène lui aussi 

contribue respectivement avec des pourcentages de l’ordre de 4.36 %, 2.04  % et 1.26 % pour 

Citrus reticulata, Citrus sinensis et Citrus limon.   

On enregistre de hauts pourcentages de linalool (63.03 %) dans l’huile essentielle du 

bigaradier, d’γ Terpinene (26.62%) dans le mandarinier, et de citral  (6.79 %) dans le 

citronnier. 
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2. Activité  antifongique des huiles essentielles in vitro 

2.1. Matériel et méthodes  

2.1.1. Purification des souches  fongiques 

Les espèces de Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Alternaria alternata ont  été 

fournies par le laboratoire de pathologie des plantes, Institut des sciences agronomiques, 

Université de Chlef. Les trois  autres espèces fongiques, Alternaria sp, Fusarium sp  et 

Penicillium sp   proviennent du laboratoire de mycologie de la station régionale de la 

protection des végétaux de Chlef. Toutes les  souches ont été purifiées  et maintenues sur 

milieu Agar dextrose de pomme de terre (PDA) à 22°C ± 2 °C. 

2.1.2. Huiles essentielles des citrus 

Des échantillons d’huiles essentielles extraites par hydrodistillation  à partir des 

feuilles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et Citrus reticulata (protocole déjà 

décrit) ont été utilisés pour l’étude de l’activité antifongique.  

2.1.3. Activité antifongique in vitro  

2.1.3.1.  Effet des huiles essentielles sur la croissance mycélienne radiale 

  Le pouvoir inhibiteur  des  huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, 

Citrus limon et Citrus reticulata a été examiné vis à vis du Fusarium oxysporum f.sp, 

albedinis, Penicillium sp, Alternaria alternata, Alternaria sp et Fusarium sp par la technique 

de contact direct (Grover et Moore, 1962) utilisant l'Agar Dextrose de Pomme de terre (PDA)  

comme milieu de culture. Du fait de la non-miscibilité des huiles essentielles à l’eau et donc 

au milieu de culture, la mise en émulsion a été réalisée grâce à la dissolution dans 0.5 ml de 

5% (v/v) de Tween-80 afin de favoriser le contact germe/composé.  

            Des dilutions sont préparées pour avoir des concentrations finales  de  0.001,0.01,0.05, 

0.1,0.2,0.4,0.6,0.8 et 1 mg/ml ,   elles ont été ajoutées aseptiquement aux différentes boîtes de 

Pétri (9 cm de diamètre) contenant 15 ml du milieu PDA et stérilisées à l’autoclave (20 

minutes à 121 °C).  
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Les témoins (sans huile essentielle) ont été inoculés en suivant le même procédé. Un 

disque mycélien fongique (diamètre de 6 mm) des champignons pathogènes, prélevé de la 

périphérie de la culture âgée de sept jours, a été inoculé aseptiquement au centre des boites de 

Pétri.  

Les boites de Pétri ont été incubées à 28 ± 2°C pendant sept jours. Pour chaque  

traitement, trois répétitions ont été effectuées. Le diamètre des colonies fongiques a été 

mesuré quotidiennement pendant 7 jours. Le pourcentage d'inhibition de la croissance 

mycélienne radiale a été calculé par la valeur moyenne des diamètres de colonies selon la 

formule (Pandey et al, 1982). 

Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne                 
      

  
      

 

dt : diamètre moyen des colonies fongiques dans le témoin 

dT : diamètre moyen des colonies fongiques traitées.  

2.1.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)  

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles pour l’inhibition de 

la croissance mycélienne des champignons a été déterminée  selon la méthode citée par 

Mishra et Dubey (1994).  

Différentes concentrations de l'huile  ont été préparées de 0.001 à 1 mg / ml, dissoutes 

dans   0.5 ml deTween-80 (5% v/v) et incorporées au milieu de culture PDA.  Des témoins 

(sans huiles essentielles) ont été préparés simultanément aux traitements.  

Les boites  de Pétri inoculées ont été incubées pendant sept jours à 28±2°C. Les plus 

faibles concentrations sans croissance observables (à la loupe binoculaire) ont été définies 

comme la concentration minimale inhibitrice (CMI). Pour chaque concentration, trois essais 

ont été effectués.  

  La nature de la toxicité de l’huile vis-à-vis des champignons a été déterminée par un  

transfert de disques mycéliens dont la croissance a été inhibée au préalable, sur un autre 

milieu PDA exempt d’huile essentielle. L'effet de l’huile est considéré fongistatique s'il y a 

reprise de la croissance mycélienne et fongicide dans le cas contraire (Thompson ,1989). 
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2.1.3.3. Effet des huiles essentielles des citrus sur le poids sec du mycélium  

Pour déterminer l'effet de l'huile essentielle en milieu liquide, les spores des souches 

testées (10
7
 spores / ml) sont cultivées dans un milieu liquide de dextrose de pomme de terre 

(PDB) avec et sans huiles essentielles dans des tubes à essai (15 ml). Seules les concentrations 

minimales inhibitrices ont été téstées.  Après une durée d'incubation de 15 jours à 28±2°C, le 

mycélium est filtré sur un papier-filtre wattman n°1, lavé à l'eau distillée et séché à 60°C 

pendant 6h et à 40 °C pendant toute une nuit. Le papier-filtre contenant le mycélium sec est 

pesé. Les essais sont répétés trois fois. Le pourcentage d’inhibition de la croissance est calculé 

à partir du poids sec des mycéliums selon la formule (Sharma et Tripathi, 2008).  

Pourcentage d’inhibition de la croissance (poids sec) PIb(%) =     
      

  
      

Pt : Poids sec du mycelium des colonies fongiques dans le témoin 

PT : Poids sec du mycelium des colonies fongiques traitées 

2.1. 3.4. Activité antisporulante des huiles essentielles des citrus  

L’activité antisporulante des huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, 

Citrus limon et Citrus reticulata   a été étudiée sur des colonies fongiques ( Fusarium 

oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata, Penicillium sp, Alternaria sp et de Fusarium 

sp) âgées de 11 à 15 jours  ( après production de conidies) exposées aux huiles essentielles.  

Les colonies ont servi pour la préparation de l’inoculum. Les conidies produites ont  été 

rassemblées en ajoutant 5 ml d’une solution contenant  du Tween-80  et l'eau distillée stérile 

(0.1 ml /100 ml) dans chaque boîte de Pétri.  La suspension sporale a été filtrée à travers une 

gaze stérile. Une cellule Malassez a été employée pour compter le nombre de spores. Le 

pourcentage d'inhibition de la production de spore (PIs %) a été calculé relativement aux 

témoins.  

Le pourcentage d’inhibition de la sporulation  PIs par rapport au témoin est calculé 

selon (Hmouni et al, 1996).  

Le pourcentage d’inhibition de la sporulation      PIs (%) = (1- NC / N0) ×100 

N0 : nombre moyen des spores par litre chez le témoin 

Nc : nombre moyen des spores par litre en présence de l’huile essentielle 
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2.1.3. 5. Activité anti germinative des huiles essentielles des citrus 

 Quatre gouttes (1.5µl ) de la suspension sporale sont placées sur des lames de verre 

préalablement recouvertes de 4ml d’eau gélosée (8g/l) .Les lames sont déposées dans des 

boites de Pétri et elles sont  incubées à 28±2°C pendant 48 h  (Barbosa cavalcante ,2009).  

Pour chaque traitement, 200 spores ont été examinées. La germination des spores a été 

évaluée en recherchant l'apparition des tubes germés ( Grbic et al.  (2011). La spore dont le 

tube germinatif atteint 50% de sa taille est considérée germée. Le pourcentage d'inhibition de 

la germination (PIg%) a été calculé relativement aux témoins. 

L’évaluation de l’inhibition de la germination PIg se fait selon la formule : 

Le pourcentage d'inhibition de la germination PIg (%) = (1-Nc / N 0)×100 

N0 : Nombre des spores germées dans le témoin                                                                            

Nc : Nombre des spores germées sur le milieu de culture en présence de l’huile 

essentielle. 

2.1.4. Traitement statistique 

 Chaque expérience a été réalisée en triple et des valeurs moyennes ont été calculées. 

L'analyse statistique a été effectuée en utilisant l’analyse de la variance (ANOVA) et les 

différences entre les valeurs des moyennes ont été déterminées avec le test LSD de Fisher (P 

< 0,05). En cas de différences significatives, les moyennes ont été comparées avec  le logiciel 

Statistica 6.0. 

 

2.2. Résultats et discussion 

2.2.1 Activité antifongique 

2.2.1.1  Effet des huiles essentielles sur la croissance mycélienne 

  L’activité antifongique des  huiles essentielles des citrus (Citrus sinensis, Citrus 

aurantium, Citrus limon et Citrus reticulata)  a été évaluée in vitro vis-à-vis de cinq 

champignons phytopathogènes (Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata, 

Penicillium sp, Alternaria sp et de Fusarium sp); elle est exprimée par le pourcentage 

d’inhibition de la croissance mycélienne radiale (PIc %). 
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Les résultats indiqués dans le tableau 6 annoncent un pouvoir inhibiteur significatif (P 

≤ 0,05)  sur la croissance mycélienne  radiale différentielle et remarquable par la totalité des 

huiles essentielles testées.  

Plusieurs publications citées dans la littérature rapportent le pouvoir antifongique 

qu’expriment les huiles essentielles des citrus (Sharma et Tripathi  2008 ; Viuda-Martos et al., 

2008 ; Cosic et al.,2010 ; Gumus et al., 2010 ; Philips et al., 2012). 

2.2.1.1.A. Effet de l’huile essentielle de Citrus sinensis 

La susceptibilité fongique aux huiles essentielles montre des pourcentages d'inhibition 

élevés (inhibition 100% de la croissance mycélienne) ; pour l’huile essentielle  de Citrus 

sinensis, le pouvoir inhibiteur de la croissance mycélienne est plus important avec les 

concentrations allant de 0.4 à 1 mg/ml et ceci avec les deux espèces représentatives du genre 

Alternaria (Alternaria alternata et Alternaria sp) et du genre Fusarium  (Fusarium oxysporum 

f.sp albedinis et Fusarium sp). En revanche l’espèce  Penicillium sp est résistante  avec un 

pourcentage d’inhibitition  de la croissance fluctuant entre 13.02 et 63.92 % (Tableau 6).  

Philips et al., (2012)  observent une sensibilité du Penicillium chrysogenum  et 

Alternaria alternata aux huiles essentielles de Citrus sinensis. Ils obtiennent une réduction de 

la croissance mycélienne  de 30 % pour  Alternaria alternata  et de 45 % pour Penicillium 

chrysogenum.  

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

le pouvoir inhibiteur de celle-ci avec toutes les espèces fongiques. Les huiles essentielles des 

citrus sont un mélange complexe de composés volatils qui présentent  une  activité 

antifongique en réduisant ou inhibant totalement la croissance fongique (Viuda-Martos et al ., 

2008).  

2.2.1.1. B. Effet de l’huile essentielle de Citrus aurantium 

D’autre part l’ensemble des espèces fongiques phytopathogènes testées révèlent une 

sensibilité très remarquable vis-à-vis de l’huile essentielle de Citrus aurantium. On enregistre  

un PIc de 100 %  pour les concentrations allant de 0.05 à 1 mg/ml et fluctuant entre 13.16 et  

34.11 %  pour les concentrations allant de 0.001 et 0.01 mg/ml (Tableau 6).  
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L’activité antifongique des huiles essentielles de Citrus aurantium a été rapportée par 

plusieurs auteurs (Wilson et al ., 1997; Caccioni  et al.,1998 ; Zabka et al.,2009  ) .   

Tableau 6. Activité antifongique des huiles essentielles des citrus. 

. 

Huiles essentielles 

Dose(mg/ml) 

            

Pourcentage d'inhibition ( PIc %)
a 
( moy ± SE,n=3) 

 

Fusarium sp Fusarium 

oxysporum fsp 

albedinis 

Alternaria 

sp 

 Alternaria 

alternata 

Penicillium sp 

 

 

 

 

 

 

Citrus 

sinensis 

1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 63.92±0.3

 AB
 

0.8 100±00.0
A
 76.84±7.8

 A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 60.62±4

 AB
 

0.6 100±00.0
A
 76.59±3.5

 A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 56.91±10.0

 AB
 

0.4 100±00.0
A
 65.90±6.3

 AB
 100±00.0

A
 60.34±16.0

AB
 13.02±5.6

 C
 

0.2 88.43±0.7
A
 50.33±8.3

 B
 73.07±4.3

A
 58.04±5.85

 AB
 N.A.

 

0.1 12.35±3.3
 C 

19.40±5.5
 C 

23.33±2.6
 BC

 46.66±1.52
 B 

N.A. 

0.05 3.92±0.8
 D

 9.53±0.7
 CD

 8.46±8.6
 CD

 44.5±1.50
 B

 N.A. 

0.01 N.A. 2.86±0.5
 D

 5.12±1.7
 CD

 32.83±2.75
 BC

 N.A. 

0.001 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 

 

 

 

 

Citrus 

aurantium 

  

1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.8 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.6 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.4 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.2 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.05 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 64.92±19.3

AB
       

0.01 N.A. 34.11±3.0
BC

 22.25± 2.5
BC

 24,93± 8.08
 BC

      18.0±5.6
C
      

0.001 N.A. 21.5±1.02
BC

 13.16± 3.5
 C

 21.16± 3.81
 BC

 N.A. 

 

 

 

 

 

 

Citrus 

reticulata  

1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.8 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 83.92±0.47

A
 

0.6 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 84.51±0.21

A
 

0.4 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 80.20±0.63

A
 

0.2 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 74.51±0.62

A
 

0.1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 N.A.

 

0.05 100±00.0
A
 100±00.0

A
 71.87±0.13

 AB
 71,87±0.05

 AB
 N.A. 

0.01 73.45±0.05
A
 100±00.0

A
 N.A. 70,25±0.43

 AB
 N.A. 

0.001 N.A. 37.9±0.27
 BC

 N.A. 65±0.78
 AB

 N.A.
 

 

 

 

 

 

 

Citrus 

limon L 

1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 

0.8 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 83.14±0.20

 A
 

0.6 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 72,16±0.16

AB
 

0.4 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 71.18±0.49

AB
 

0.2 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 65.29±0.43

AB
 

0.1 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 N.A.

 

0.05 100±00.0
A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 100±00.0

A
 N.A. 

0.01 N.A. 30.6±0.17
 BC

 100±00.0
A
 14.85± 8.53

 C
 N.A. 

0.001 N.A. 35.2±0.10
 BC

 45.42±0.11
B
 14.00± 7.94

 C
 N.A.

 

   

Les  valeurs des zones d'inhibition de la croissance mycélienne radiale (PIc%) sont présentées sous 

forme de moyenne ± écart-type. Les valeurs suivies d'une même lettre alphabétique ne sont pas 

significativement différentes selon ANOVA et test LSD de Fisher  (P ≤ 0,05).  
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2.2.1.1. C. Effet de l’huile essentielle de Citrus reticulata 

Les résultats montrent qu’avec les huiles essentielles de Citrus reticulata, l’inhibition de 

la croissance mycélienne a été complète (PIc de 100%) avec les concentrations allant de 0.1 à 

1 mg/ml pour les deux espèces testées du genre Fusarium et Alternaria .  L’inhibition du 

Penicillium est importante avec les concentrations allant de 0.2 à 1 mg/ml et ayant pour PIc 

compris entre 74.51 à 100 % (Tableau 6).  

Van Hung et al, (2013) rapportent que la croissance mycélienne diminue avec 

l’augmentation de la concentration en huile essentielle de Citrus reticulata.  Ils  obtiennent un 

PIc de 50.9 % vis-à-vis de Fusarium proliferatum et 39.3 % vis-à-vis de Penicillium 

expansum. Chutia et al .,(2009) enregistrent des PIc de 84 % pour Alternaria alternata et 

42 % pour Fusarium oxysporum. 

 

2.2.1.1. D. Effet de l’huile essentielle de Citrus limon L  

Les résultats obtenus in vitro montrent une forte inhibition de la croissance radiale (PIc 

100 %)  avec  l’huile essentielle de Citrus limon L aux concentrations allant de 0.05  à 1mg/ml 

vis-à-vis du Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Fusarium sp, Alternaria alternata et 

Alternaria sp. On remarque que l’inhibition de la croissance mycélienne radiale du 

Penicillium accroît  avec l’augmentation de la concentration (Tableau 6).   

Viuda-Martos et al., (2008)  ont noté que le PIc de la croissance mycélienne de 

Penicillium chrysogenum et Penicillium verrucosum,  augmente avec l’élévation de la 

concentration. La même notation a été faite par Abdelkader et al,  (2012) sur Fusarium 

oxysporum et Alternaria solani  

2.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)  

Des données plus précises sur les propriétés antifongiques des huiles essentielles des 

citrus ont été obtenues en déterminant les concentrations inhibitrices minimales (CMI mg/ml) 

ainsi que la nature de la fongitoxicité .Les huiles essentielles de Citrus limon et Citrus 

reticulata ont respectivement la plus faible CMI  (0.01 mg/ml) vis-à-vis de  Fusarium 

oxysporum f.sp. albedinis et Alternaria sp. Alors que l’huile essentielle de Citrus sinensis 

affiche des CMI nettement élevées (> 0.4 mg/ml) avec la totalité des espèces fongiques 

testées (Tableau 7).  .  
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La concentration de 0.05 mg/ml est jugée être fongicide  pour  Fusarium sp avec Citrus 

aurantium, Citrus limon et Citrus reticulata ; pour Fusarium oxysporum f.sp. albedinis avec 

Citrus aurantium et Citrus limon ;  pour Alternaria sp avec Citrus aurantium. L’huile 

essentielle de Citrus sinensis présente une nature fongistatique vis-à-vis de Fusarium 

oxysporum f.sp. albedinis, Alternaria alternata et Penicillium sp (Tableau 7).  

 

Singh et al. (1980), Pandey et al. (1982), Souza et al .( 2005) et Zabka et al ( 2009) 

rapportent des CMI  plus élevées aux CMI obtenues. La différence dans les valeurs de  CMI 

est étroitement dépendante de la méthode utilisée (Delespaul et al. 2000).  

Sharma et Tripathi, (2006) obtiennent deux CMI différentes pour l’huile essentielle de 

Citrus sinensis avec Alternaria alternata,  et ceci lorsqu’ils emploient deux techniques  

différentes pour l’étude de la fongitoxicité de l’huile essentielle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3. Effet des huiles essentielles des citrus sur le poids sec du mycélium  

L’effet significatif (P ≤0.05) des huiles essentielles sur la biomasse a été déterminé sur 

milieu liquide de dextrose de pomme de terre (PDB)  (Figure 6). Les resultats obtenus 

montrent le grand pouvoir inhibiteur des huiles essentielles de Citrus aurantium (100%) , 

Citrus sinensis (96.55 %) , Citrus reticulata (91.37 %) et Citrus limon  (87.93 %) sur la 

croissance mycelienne en milieu liquide.   

Tableau 7. Concentration minimale inhibitrice (CMI) (mg / ml) et la nature 

fongicide/fongistatique (NF) des huiles essentielles des citrus 

 

Huiles 
essentielles 

Souches fongiques 

Fusarium sp Fusarium 

oxysporum fsp 

albedinis 

Alternaria sp Penicillium sp Alternaria 

alternata 

 

 

CMI 

(mg/m) 

NF CMI 

(mg/ml) 

NF CMI 

(mg/ml) 

NF CMI 

(mg/ml) 

NF CMI 

(mg/ml) 

NF 

Citrus sinensis 0, 4 - 1,0 + 0, 4 - >1,0 + 0. 6 + 

Citrus aurantium 0,05 - 0,05 - 0,05 - 0,1 - 0.05 - 

Citrus limon  0,05 - 0,01 - 0,1 - 1 - 0.05 - 

Citrus reticulata 

Blanco 

0,05 - 0,05 - 0,01 - 1 + 0. 1 + 

-   : fongicide 

+   : fongistatique 
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L’huile essentielle de Citrus aurantium a provoqué une réduction de la biomasse (100 

%) des espèces de Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria sp et Fusarium sp. 

Les huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus limon et Citrus reticulata ont induit 

une diminution de la biomasse de Fusarium oxysporum fsp albedinis, de  Fusarium sp, 

d’Alternaria sp  et d’Alternaria alternata. Sharma et Tripathi, (2008) obtiennent une 

réduction de la biomasse d’Aspergillus spp traitée par l’huile essentielle de Citrus sinensis. 

 

 

   Figure 6. Effet  des huiles essentielles des  citrus sur  le pourcentage 

d’inhibition de la croissance (PIb%). Les données sont des moyennes ± écarts-types 

(barres d'erreur).  

 

  Les huiles essentielles enregistrent un fort pourcentage en monoterpènes ; pour Citrus 

sinensis, Citrus limon et Citrus reticulata, la présence des monoterpènes hydrocarbonés varie 

de 61.41 à 73.64% et pour  Citrus aurantium, la prédominance était à la faveur des 

monoterpènes oxygénés (71.85 %) (Tableau 5).  

Plusieurs chercheurs relient le pouvoir  antifongique des huiles essentielles des citrus à 

leur composition chimique. Matasyoh et al.  (2007) annoncent que l'activité antimicrobienne 

des huiles essentielles est censée être associée à des composants phytochimiques tels que les 

monoterpènes. 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

Fusarium 
oxysporum 

Fusarium sp Alternaria sp Alternaria 
alternata 

Penicillium 
sp 

P
o

u
rc

e
n

ta
ge

 d
'in

h
ib

it
io

n
 d

e 
la

 c
ro

is
sa

n
ce

 
P

Ib
 (

%
) 

Souches fongiques 

Citrus sinensis 

Citrus aurantium 

Citrus limon 

Citrus reticulata 



  Chap .2 : Activité  antifongique des huiles essentielles in vitro                                       .                    
. 

55 
 

Caccioni et al.(1998 ) ont déduit une corrélation positive entre l’activité antifongique et 

la teneur en monoterpènes . Singh et al.(1980) rapportent que ces derniers sont reconnus 

comme de bons composés fongitoxiques . 

 Cependant, comme agents lipophiles, ils exécutent leur action au niveau de la 

membrane et sur les enzymes incorporés à la membrane (Uribe et al ., 1985 ; Sikkema et al ., 

1994).  

Il a été rapporté aussi que l’activité antifongique de ces composés est due à une 

modification de la composition en acides gras de la membrane cellulaire (Prashar et al 

.,2003). 

Plusieurs auteurs ont accordé l’activité antifongique des huiles essentielles aux 

composés majoritaires tel le  D-limonene, linalool , β-pinène ou citral (Rasooli et al., 2002 ; 

Alma et al., 2004; Bezic et al., 2005; Sonboli et al., 2006; Tepe et al., 2006.,  Aoudou et al., 

2010). 

 Ils se diffusent dans les structures membranaires fongiques et les endommagent en 

augmentant leur perméabilité.   Ils interfèrent avec les enzymes de la paroi cellulaire tels que 

la chitine synthétase / chitinase et avec les α-et ß-glucanases. Ils inhibent les enzymes 

intercellulaires et extracellulaires. Ils  agissent comme un régulateur du métabolisme 

cellulaire et ils affectent la synthèse enzymatique dans le noyau ou le ribosome. 

 Ils interagissent avec l'absorption de nutriments provenant de l'environnement ce qui 

affecte la croissance mycélienne des champignons (Adams et al., 1996 ; Chalchat et al., 

1997 ; Matasyoh et al, 2007 ; Grbic et al., 2011 ). Ils opèrent sur les hyphes mycéliens, la 

perte de rigidité et l'intégrité de la paroi cellulaire des hyphes, entrainant ainsi  la mort du 

mycélium (Sharma et Tripathi,  2008). 

2.2.4. Activité  antisporulante des huiles essentielles des citrus  

Les résultats de l’inhibition  de la sporulation par les huiles essentielles sont représentés 

dans la figure 7.  Comparés aux témoins, ils sont exprimés par le pourcentage d’inhibition de 

la sporulation (PIs %). 

La sporulation sur PDA a été significativement (P <0.05) inhibée par les huiles 

essentielles de citrus.  
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Le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles des citrus sur la sporulation a été rapporté 

par plusieurs auteurs (Sharma et Tripathi, 2006, 2008 ; Mahanta et al., 2007 ; Chutia et al.,, 

2009 ; Grbic et al., 2011 ; Philips, et al., 2012).  

Les pourcentages  d’inhibition les plus importants ont  été enregistrés pour Citrus limon 

avec Penicillium sp (97.85%) ; pour Citrus sinensis avec Fusarium oxysporum f.sp albedinis 

(95,6 %), Alternaria sp (93.33 %)  et Fusarium sp (86.29%) ;  pour Citrus reticulata, avec 

Penicillium sp  (93.33 %) et Alternaria alternata (81.22 %) et pour Citrus aurantium avec 

Fusarium sp (86.62 %) (Figure 7). Chutia et al., (2009) obtiennent des PIs de 74 % et 

83 %  respectivement pour Alternaria alternata et  Fusarium oxysporum. 

La sporulation chez Fusarium sp   a été  stimulée de 46.11 %  pour Citrus limon  et de 

13.43% pour  Citrus reticulata (Figure 7).   

 

  Figure 7.  Effet des huiles essentielles sur le pourcentage d’inhibition de la 

sporulation  Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). 
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Ouraïni et al ., (2005) remarquent que les huiles essentielles de Thymus saturejoïdes L., 

Menthe pulegium L. et Rosmarinus officinalis L ont un effet favorisant sur la production des 

spores de M. gypseum , M. nanum et M. canis. 

Le pouvoir inhibiteur des  huiles essentielles des citrus sur la sporulation peut être relaté 

à leur composition chimique. Plusieurs composants peuvent agir comme régulateur pour des 

métabolismes intermédiaires ou substituer les facteurs limitant de ces derniers (Fries, 1973).  

 

2.2.5. Activité anti germinative des huiles essentielles des citrus. 

Les huiles essentielles de Citrus aurantium, Citrus sinensis, Citrus limon et Citrus 

reticulata  ont montré des pourcentages d’inhibitions différents et très significatifs (P<0.01) 

de la germination de spores. 

Des pourcentages d’inhibition de la germination de spores de 100 % ont été obtenus 

pour Citrus aurantium avec Fusarium sp et  pour Citrus sinensis  avec Fusarium oxysporum 

f.sp albedinis. Les huiles essentielles de Citrus sinensis enregistrent de forts pourcentages 

d’inhibition de la germination des spores (58.66 à 100 %) avec la totalité des espèces 

fongiques  (Figure 8). 

Les résultats montrent aussi des pourcentages d’inhibition avec les huiles essentielles de 

Citrus reticulata vis-à-vis de Fusarium oxysporum f.sp albedinis (77.33 %), Fusarium sp 

(62.13%) et Penicillium sp (60.66 %) (Figure 8).  

Nos résultats sont en accord avec ceux  de la littérature, ils suggèrent que les huiles 

essentielles peuvent inhiber la germination des spores fongiques (Chutia et al., 2009., Grbic et 

al., 2011  ) .  

Les huiles essentielles de Citrus limon et Citrus reticulata  stimulent  la germination 

des spores respectivement de 48 % et 53 %  chez Alternaria sp (Figure 8). 

Eckert et Ratnayake , (1994) ont remarqué que les huiles essentielles de Citrus 

sinensis ont stimulé la germination des spores de 10 souches et inhibé  la germination des 

spores de 8 autres souches de Penicillium digitatum . Filtenborg et al, (1996) expliquent que 

ceci pourrait être dû au mécanisme que développent certains pathogènes fongiques en utilisant 

les métabolites secondaires comme un signal pour déclencher la germination. 
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Figure 8. Effet des huiles essentielles sur le % d’inhibition de la germination des spores 

Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). 

 

Les composants de l'huile peuvent agir de manière synergique et l’association de 

plusieurs composés peut avoir une action stimulante sur la germination des spores fongiques 

(French, 1985).  

Les métabolismes actifs qui se produisent au cours de la germination des spores sont la 

respiration, la synthèse des ARN et des protéines (Chitarra, 2003). Ces mécanismes vitaux 

peuvent être inhibés sous l’effet des huiles essentielles (Grbic et al ., 2011). Elles ont la 

capacité de pénétrer, de perturber la paroi cellulaire fongique et les membranes 

cytoplasmiques, d’endommager et de perméabiliser les membranes mitochondriales (Akthar 

et al ., 2014). 

Les composés chimiques tels le limonène, caryophyllene oxyde, α-pinène, β-pinène, α-

terpinéol et le citral ont des activités antifongiques et  antibactériennes ; composés largement 

présents dans la composition chimique des huiles essentielles des citrus (Matasyoh et al., 

2007). 
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2.3. Conclusion partielle  

  L’activité antifongique des  huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, 

Citrus limon et Citrus reticulata  a été évaluée in vitro vis-à-vis de cinq champignons 

phytopathogènes à savoir Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata, 

Penicillium sp, Alternaria sp et de Fusarium sp.  

Les résultats obtenus mentionnent le grand pouvoir inhibiteur (100 %) des huiles 

essentielles de Citrus aurantium, Citrus limon et Citrus reticulata sur la croissance 

mycelienne en milieu solide et en milieu liquide.  

Les huiles essentielles de Citrus limon et Citrus reticulata ont respectivement la plus 

faible CMI (0.01 mg/ml) vis-à-vis de Fusarium oxysporum f.sp, albedinis et Alternaria sp.  

Quant à l’inhibition de la sporulation, les pourcentages d’inhibition les plus importants 

ont été enregistrés avec l’huile essentielle de Citrus limon pour Penicillium sp (97.85%) et 

avec l’huile essentielle de Citrus sinensis pour Fusarium oxysporum f.sp albedinis (95,6 %), 

Fusarium sp (86.29 %) et Alternaria sp (93.33 %).  

Les huiles essentielles de Citrus sinensis et Citrus limon  enregistrent un fort 

pourcentage d’inhibition de la germination de spores (PIg : 58.66 -100 %) avec la totalité des 

espèces phytopathogènes. 
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3. Activité antifongique des composés moléculaires majoritaires des huiles essentielles 

3.1. Matériel et méthodes  

3.1.1. Composés majoritaires des huiles essentielles 

En se basant sur les profils chimiques établis des huiles essentielles de Citrus sinensis, 

Citrus aurantium, Citrus reticulata et de Citrus limon, quatre composés majoritaires 

monoterpéniques ont été testés, il s’agit du  limonène (97 %) fourni par Alfa Aesar, du citral 

(97 %), de α – pinène (97 %) et de β- pinène (97 %)  fourni par Merck.  

3.1.2. Espèces fongiques. 

Les espèces Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Alternaria alternata ont été fournies 

par le laboratoire de pathologie des plantes, Institut des sciences agronomiques, Université de 

Chlef. Les trois autres espèces fongiques : Alternaria sp, Fusarium sp et Penicillium sp 

proviennent du laboratoire de mycologie de la station régionale de la protection des végétaux 

de Chlef. Toutes les souches ont été purifiées et maintenues sur milieu agar dextrose de 

pomme de terre (PDA) à 22 °C ± 2 °C. 

3.1.3. Activité antifongique des  composés volatils 

3.1.3.1. Effet des composants volatils sur la croissance mycélienne radiale  

 

L’effet du limonène, citral, α – pinène et β- pinène a été testé sur la croissance du 

mycélium de Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata Alternaria sp, 

Fusarium sp et Penicillium sp par la méthode de contact direct in vitro (Yahyazadeh et al., 

2008 ).  15 ml du milieu PDA ont été versés dans des boîtes de Pétri stériles (diamètre 

90 mm), additionnés de 0,05 % (v/v) de Tween-80 ; des quantités de limonène, citral, α – 

pinène et de β- pinène  ont été ajoutées individuellement au milieu de culture pour obtenir les 

concentrations désirées de 0,01, 0,025, 0.05, 0.1, 0.25 et 0.5 µl / ml. 

  

 Un disque mycélien de 6 mm de diamètre a été prélevé à partir de la périphérie d'une 

culture en croissance âgée de 7 jours, puis a été placé au centre de chaque nouvelle boîte de 

Pétri. Des témoins adjacents (sans composants majoritaires) ont été préparés. Les boîtes de 

Pétri ont été incubées à 28 ± 2 °C pendant 7 jours. Chaque traitement a été réalisé en triple.   
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 Le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne (PIc %) a été calculé selon la 

formule:  

                                 PIc (%) = [ (dc – dt)/dc] x100 

PIc (%) : Pourcentage d'inhibition de la croissance du mycélium 

dc : diamètre de la colonie fongique témoin 

dt : diamètre de  la colonie fongique traitée aux composants majoritaires volatils 

 

L’activité fongicide /fongistatique des composants volatils a été déterminée en utilisant 

la technique de Thompson (1989) ; les disques mycéliens ont été transférés à partir des boites 

de Pétri où aucune croissance n’a été observée (totale inhibition) sur un milieu PDA frais sans 

composants volatils. Après 7 jours d’incubation et une croissance nulle, l’effet est considéré 

fongicide. Les expériences ont été répétées trois fois. 

 

3.1.3.2. Activité antisporulante  des composants volatils   

Des spores  issues des colonies âgées de 7 à 11 jours  de  Fusarium oxysporum f.sp 

albedinis, Alternaria alternata Alternaria sp, Fusarium sp  et Penicillium sp, préalablement 

exposées au   limonène, citral, α – pinène  et β- pinène  ont été assemblées par addition de 

10 ml d’eau distillée stérile  à chaque boite de Pétri dont on racle la surface avec un scalpel 

stérile . Les expériences ont été répétées trois fois. 

 La suspension obtenue est mise dans des tubes à essai qui ont été agités par séquence 

de 3 secondes pendant 15 secondes afin de détacher les spores des conidiospores puis filtrées 

à travers la gaze.  

 

Le comptage du nombre de spores a été effectué à l’aide d’une cellule de Malassez à 

raison de dix comptages par suspension sous microscope  optique (Tzortzakis et Economakis, 

2007). Le pourcentage d’inhibition de la sporulation (PIs %) est calculé par rapport au 

Témoin. 

PIs (%) =               

Nc : nombre moyen de spores en présence  du composant. 

No : nombre moyen de spores chez le témoin.  
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3.1.3.3 Activité anti germinative  des composants volatils   

  L’effet fongicide ou fongistatique a été examiné sur la germination des spores après 

traitement  aux composants volatils. Les spores provenant des cultures âgées de 7 à 11 jours, 

de Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata, Alternaria sp, Fusarium sp  et de 

Penicillium sp précédemment exposées aux composants volatils,  ont été assemblées comme 

si décrit antérieurement. La suspension sporale est ajustée à 10
4
 conidies / ml. On prélève 

1.5 µl de  celle-ci, dont quatre gouttes sont deposées sur des lames  en verre préalablement 

préparées en les recouvrant de 4 ml d’eau gélosée (8 g/l).  Des lames témoins  ont été 

préparées.  Trois répétitions ont été réalisées pour chaque espèce. Les lames sont placées  

ensuite dans des boites de Pétri et incubées à 28 ± 2 °C pendant 48 h (Barbosa cavalcante 

,2009).  

Pour chaque traitement, 200 spores ont été examinées ; la germination de la spore a été 

évaluée en recherchant l'apparition des tubes germés (Grbic et al.  2011). La spore dont le 

tube germinatif atteint 50% de sa taille est considérée germée.  Le pourcentage d’inhibition de 

la germination  (PIg %) est calculé par rapport au témoin. 

 

3.1.4. Traitement  statistique 

Chaque expérience a été réalisée en triple et des valeurs moyennes ont été calculées. 

L'analyse statistique a été effectuée en utilisant l’analyse de la variance (ANOVA) et les 

différences entre les valeurs des moyennes ont été déterminées avec le test LSD de Fisher (P 

< 0,05). En cas de différences significatives, les moyennes ont été comparées avec  le logiciel 

Statistica 6.0. 

Ce test a permis de comparer les valeurs moyennes de l’effet de chaque composant 

volatil sur le  stade de la croissance mycélienne, la production et de la germination des spores 

de Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata, Alternaria sp, Fusarium sp  et de 

Penicillium sp. 



Chap.3 : Activité antifongique des composés moléculaires majoritaires des huiles essentielles                   

63 
 

3.2. Résultats et Discussion  

L’activité antifongique des quatre composants des huiles essentielles des Citrus à savoir 

le  limonène, le citral, l’α – pinène  et le β- pinène   a été testée vis à vis de cinq champignons 

phytopathogènes (Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Alternaria alternata, Alternaria 

sp,Fusarium sp  et Penicillium sp). Les paramètres d’évaluation de l’effet se sont portés sur 

les stades de vie du champignon : la croissance mycélienne (phase végétative), la production 

et la germination des spores (phase de reproduction), exprimées en pourcentage d’inhibition 

calculé par rapport au témoin.  

3.2.1. Activité antifongique  des composants volatils 

3.2.1.1. Effet des composants volatils sur la croissance mycélienne radiale 

Le citral, le limonène, l’α-pinène  et le  β- pinène   sont des constituants communs pour 

beaucoup d’huiles essentielles de citrus et peuvent avoir des actions antimicrobiennes 

(Wuryatmo et al., 2003 ; Belletti et al., 2004; Friedman et al., 2004;; Fisher & Phillips, 2008).  

Les résultats  obtenus (Figure 9) représentent l’effet du limonène, du citral,  de l’α – 

pinène  et du β- pinène   sur la croissance mycélienne des espèces fongiques testées.   Le 

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne obtenu par les quatre composés est 

inférieur à celui enregistré avec les huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus limon, Citrus  

aurantium  et de Citrus reticulata.  

Plusieurs études ont mentionné que l’activité  antifongique est le résultat  du  

synergisme ou l'antagonisme des divers composés d’huile essentielle des citrus (Sonboli et al 

., 2006 ; Deba et al., 2007 ). Bajpai et al., (2013) estiment que les performances 

antimicrobiennes dévoilées par les huiles essentielles pourraient être le résultat d'un certain 

équilibre quantitatif des divers composants. 

Il en ressort d’après l’analyse de l’ANOVA qu’au seuil 5 %  les composants volatils  

ont un effet très hautement significatif (P < 0.001) sur la croissance mycélienne des espèces 

fongiques.  

Fusarium sp est très résistant à l’effet des quatre composants monoterpéniques où on 

enregistre des pourcentages d’inhibition nuls. En revanche, Fusarium oxysporum f.sp 

albedinis et Alternaria alternata sont sensibles au  citral  avec des pourcentages d’inhibition 

de la croissance radiale (PIc %) respectivement de 39.13 % et 30.40% (Figure 8).  
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 Figure 9. Effet du β- pinène, α – pinène, citral , limonène sur la croissance mycélienne.  
Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). 

L'action antimicrobienne exercée par le citral contre les levures et les moisissures a été 

déjà démontrée (Wuryatmo et al ., 2003 ; Rivera-Carriles et al., 2005 ; Belletti et al., 

2007 ., Belletti et al., 2008 ; Tao et al .,2014 ; Zheng et al.,2015).  

Zhou et al., (2014) mentionnent que le citral modifie la morphologie des hyphes de 

Geotrichum citri-aurantii  en provoquant la perte du contenu cytoplasmique et la distorsion 

des mycéliums . Ils notent  aussi  que la perméabilité de la membrane de Geotrichum citri-

aurantii accroît avec l’augmentation de la concentration en citral. Zheng et al ,(2015) 

rapportent que des concentrations de 2.0 ou 4.0 μl/ml provoquent des dommages très 

importants aux structures mitochondriales de Penicillium digitatum 

Le limonène a efficacement inhibé la croissance mycélienne de Penicillium sp  et  

d’Alternaria alternata avec des pourcentages d’inhibition de la croissance respectifs de 

26.96% et 23.96% (Figure 9).  

 

Wilson et al. (1997) rapportent le grand pouvoir antifongique du D limonène  vis-à-vis 

de Botrytis cinerea.  Le limonène intervient dans la destruction de l’intégrité cellulaire et 

empêche l’activité respiratoire au niveau mitochondrial (Sikkema et al ., 1995).  

 

Marei et al., (2012) rapportent que le limonène  agit sur l’activité enzymatique de  la 

cellulase et la Pectin methyl esterase de Fusarium oxysporum et  Penicillium digitatum. 
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 Les deux isomères  β-pinène et α–pinène  produisent des effets similaires sur la 

croissance mycélienne des espèces fongiques à l’exception d’Alternaria alternata qui s’est 

montré sensible  à l’effet du  β-pinène avec un PIc de 22,59 % et résistante au α – pinène avec 

un PIc de 1.43 % (Figure 9).  

β-pinène est un terpène bicyclique, c’est un constituant commun avec son isomère α-

pinène des huiles de Lamiacées, conifères, d'agrumes et de nombreuses autres plantes 

(Canillac et Mourey, 2001 ; Belletti et al., 2004 ; Burt, 2004 ;  Hong et al., 2004).Ils ont été 

identifiés comme les plus importants constituants bioactifs et antifongiques de nombreuses 

huiles essentielles ( Wilson et al ., 1997 ; Aligiannis et al., 2001  et  Couladis et al., 2003 ). 

D'autre part, certains auteurs ont remarqué peu ou pas d'activité antimicrobienne pour le β-

pinène ( Filipowicz et al., 2003  et Pichette et al., 2006 ). 

 L’effet antifongique du β-pinène a été étudié par Uribe et al. (1985) et on lui attribue 

les altérations produites au niveau des membranes.  Ils spécifient que dans la plage des 

concentrations faibles, le β-pinène peut produire plusieurs altérations de la fonction 

mitochondriale. Il peut modifier les fonctions de la membrane plasmique  à des concentrations 

plus élevées.  

3.2.1.2. Effet de la concentration des composants volatils sur la croissance mycélienne 

radiale 

La figure 10 montre les résultats de l’effet  des concentrations  du limonène, du citral, 

de l’α–pinène  et de β- pinène sur le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne. 

Effectivement  l’effet de concentration se manifeste de manière très hautement significatif (P 

< 0.001) avec les espèces fongiques testées. Karatzas et al. (2000) et Vázquez et al. (2001) 

remarquent que l'action des constituants individuels des huiles essentielles étant en fonction 

de leurs concentrations. 

  Pour  le genre Alternaria,  les deux espèces se comportent différemment. La 

concentration de 0.5 µl / ml se révèle la plus inhibitrice avec tous les composants.   

En ce qui concerne Alternaria alternata,    à faible  concentration le   β- pinène semble 

posséder un pouvoir inhibiteur contrairement  à son isomère   α-pinène  qui a légèrement (4%) 

favorisé la croissance mycélienne à la concentration de 0.01 µl / ml (Figure 10 : À).  
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Hammer et al.(2003) mentionnent qu’il n’ y a pas de consensus clair définissant lequel 

des deux isomères pinène est plus activement inhibiteur vis-à-vis  des champignons.  

Alternaria sp  présente une résistance  vis à vis des quatre composants volatils (Figure 

10 :B) avec un pourcentage d’inhibition de la croissance qui n’excède pas 13.5 %. Les faibles 

concentrations de 0.01 et 0.025 µl / ml avec le citral, le limonène, le β- pinène et le α – pinène 

ne déclenchent aucune inhibition de la croissance (PIc = 0%).  Le citral et le limonène 

induisent l‘inhibition la plus importante à partir de la concentration  de 0.05 µl / ml .  

 Cox et al.(2000)  rapportent que les faibles concentrations des monoterpènes entrainent 

des modifications dans les processus respiratoires et  des changements dans la perméabilité 

membranaire. Stevens et al . (1971) obtiennent une inhibition totale de la croissance 

mycélienne d’Alternaria à la concentration de 0.125 µl / ml avec le citral.  

 Pour le genre Fusarium, l’espèce Fusarium sp montre une résistante très importante 

(PIc = 0%) aux quatre composés testés.   Fusarium oxysporum fsp albedinis est plus sensible 

à l’effet du citral. Moleyar et Narasimham, (1986) attribuent l’efficacité du citral vis  à vis du 

Fusarium oxysporum en présence du groupement -CHO.  Ils rapportent que les molécules 

présentant ce genre de groupe sont fortement électronégatives, indiquant que cette 

augmentation en électronégativité accroît l’activité antifongique. 

D’autre part, les faibles concentrations (0.01 à 0.25 µl / ml) d’α – pinène favorisent 

légèrement le développement mycélien de Fusarium oxysporum fsp albedinis. Par contre la 

concentration de 0.5 µl / ml  inhibe la croissance mycélienne (Figure 10 : C).  

Moleyar et Narasimham , (1986)  notent que la stimulation ou l’inhibition de la 

croissance mycélienne dépendent de la concentration en composés volatils utilisés dans le 

milieu.   

Quant à l’espèce de Penicillium sp, le pourcentage d’inhibition de la croissance 

mycélienne le plus important (PIc = 27 %)  a été enregistré avec le limonène à la 

concentration de 0.5 µl /ml (Figure 10: D). 
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Figure 10. Effet du β- pinène, α – pinène, citral et limonène aux différentes 

concentrations  sur la croissance mycélienne. 

Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). A: Alternaria alternata   

B: Alternaria sp   C: Fusarium oxysporum fsp albedinis  et D : Penicillium sp 
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La sensibilité de Penicillium sp vis-à-vis du limonène, citral, α – pinène  et du β- pinène  

accroît avec l’augmentation de la concentration. Zheng et al, (2015) rapportent que des 

concentrations  de 2.0 ou 4.0 μl/ml en citral  provoquent des dommages très importants aux 

structures mitochondriales de Penicillium digitatum .Zhou et al ., (2014) rapportent que  

l'effet inhibiteur du citral est positivement corrélé avec la concentration.   

3.2.2. Activité antisporulante des composants volatils  

3.2.2.1 Effet des composants volatils sur la sporulation 

L’effet du β- pinène, α- pinène, citral et du limonène a été étudié sur la sporulation  

d’Alternaria alternata   , Alternaria sp   , Fusarium oxysporum fsp albedinis, Fusarium sp et 

Penicillium sp. Le pourcentage d’inhibition de la sporulation (PIs %)  a été calculé par  la 

comparaison des spores produites  par les colonies précédemment exposées aux composants 

volatils  avec celles produites par le témoin  (Figure 11).  

L’effet des composants volatils s’est significativement (P < 0.05) prononcé  sur 

l’inhibition de la production des spores des cinq espèces plus particulièrement Fusarium sp. 

L’inhibition de la sporulation des cinq espèces en présence de β- pinène, α – pinène, citral et 

du limonène a été fortement enregistrée.  

 L’α–pinène engendre une forte inhibition de la production de spores chez Alternaria sp, 

Fusarium sp  et Penicillium sp  avec des PIs respectifs 80 % ; 71.72 %  et 57.80 % (Figure 

10). Garcia et al., (2008) évoquent le pouvoir inhibiteur d’ α -pinène  sur Fusarium 

subglutinans f.sp. ananas. 

Les résultats trouvés montrent les pourcentages d’inhibition de sporulation importants  

de Fusarium sp et de Fusarium oxysporum fsp albedinis  respectivement de 58.39 et 53.28 % 

par le β- pinène et de 84.25 et 53.29 % par le citral (Figure 11).  

L’activité antifongique du   citral a été expliquée par le fait qu'il est un membre de l'α, β 

aldéhydes insaturés pouvant  jouer le rôle d'agent d'alkylation sur des groupes nucléophiles 

(Wuryatmo et al., 2003 ; Belletti et al ., 2010).   

Le limonène provoque une forte inhibition de la production de spores chez  Fusarium sp 

(83.45%), Alternaria sp (48 %) et aucun effet chez Alternaria alternata (Figure 11). 

Hamilton-kemp et al ., (1992) remarquent que le limonène n’a aucun effet inhibiteur sur la 

sporulation d’Alternaria alternata   et  de Botrytis cinerea . 
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Figure 11. Effet du β- pinène, α – pinène, citral, limonène sur la production des 

spores. Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). 

 

3.2.2.2 Effet de la concentration des composants volatils sur la sporulation 

L’effet des composants volatiles  sur  la sporulation  a été reporté sur la figure 12  pour 

les deux espèces d’Alternaria. Elle a été très influencée par les concentrations employées. 

Cependant  la sporulation d’Alternaria alternata  a été stimulée à la concentration de 0.01 µl / 

ml en présence  d’α – pinène, β- pinène et de limonène. La stimulation  persiste avec le 

limonène (PIs = 45 %) jusqu'à la concentration de 0.1 µl / ml (Figure 12: A).  

Les fortes inhibitions ont été enregistrées à partir de la concentration de 0.25 µl / ml 

avec les quatre composants volatils (Figure 12 : A).En revanche pour Alternaria sp les faibles 

concentrations en α – pinène et de β- pinène  inhibent fortement la production des spores.  
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Figure  12. Effet du Limonène, Citral, α – pinène  et β- pinène aux différentes 

concentrations  sur  la production des spores. 

Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur).À: Alternaria alternata B: 

Alternaria sp   C: Fusarium oxysporum fsp albedinis, D : Fusarium sp  et  E: Penicillium sp. 
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Les concentrations de 0.01 et 0.025 µl / ml de citral stimulent la sporulation, par contre 

la concentration de 0.5 µl / ml  inhibe la production de spores de 55 % (Figure 12 : B).  

Pour Fusarium oxysporum fsp albedinis,  la concentration de 0.01 µl / ml en limonène  

favorise la sporulation de 100 %. A  fortes concentrations, l’inhibition devient de plus en plus 

importante (Figure 12 : C).  

L‘inhibition de la sporulation du  Fusarium sp a été observée avec les quatre composés 

volatils et le pourcentage d’inhibition de la sporulation augmente avec l’accroissement de la 

concentration (Figure 12 : D).   

L’inhibition de la sporulation du Penicillium sp accroît avec l’augmentation de la 

concentration pour les quatre composés (Figure 12 : E).   

Hammer  et al.(2003) affirment que les monoterpènes, à hautes concentrations,  

entrainent une perte totale de l’homéostasie, de grands dommages membranaires et une forte 

probabilité de la mort . 

Le  pourcentage d’inhibition de la sporulation le plus important a été obtenu avec le 

citral (PIs = 95 %)  à la concentration de 0.5 µl / ml.  Garcia et al ., (2008) rapportent le 

pouvoir inhibiteur du citral sur la sporulation de Fusarium subglutinans f.sp ananas apporté   

à la concentration de 0.5 %. 

3.2.3. Activité anti germinative  des composants volatils   

3.2.3.1. Effet  des composants volatils  sur la germination des spores 

 Les résultats des pourcentages d’inhibitions de la germination des spores d’Alternaria 

alternata   , Alternaria sp   , Fusarium oxysporum fsp albedinis, Fusarium sp  et de 

Penicillium sp  collectés à partir de cultures précédemment exposées au  limonène, citral, α – 

pinène  et β- pinène sont reportés sur la figure 13   .  

Les quatre composants affichent tous un effet inhibiteur très significatif (P < 0.01) sur la 

germination de spores par rapport à celui enregistré avec les huiles essentielles de  Citrus 

sinensis, Citrus limon, Citrus  aurantium  et de Citrus reticulata.  

Les pourcentages d’inhibition fluctuent entre 18 et 76.66 %, le plus important a été 

enregistré avec le citral vis-à-vis du Penicillium sp (76.66 %).  
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Figure13.Effet du β- pinène, α – pinène, citral, limonène sur la germination des spores. 
Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). 

 

L’effet inhibiteur des monoterpènes sur  la germination des spores a été rapporté par 

plusieurs auteurs (Wilson et al ., 1987 ; Garcia et al., 2008.). 

3.2.3.2. Effet  de la concentration des composants volatils  sur la germination des spores 

Les résultats  montrent que le  β- pinène, α – pinène, citral et le limonène à différentes 

concentrations ont réduit la germination des spores  des cinq espèces fongiques en 

comparaison aux témoins (Figure 14). 

L’augmentation de la concentration des composants volatils diminue le taux  de la 

germination des spores. On enregistre de forts pourcentages d’inhibition (48 à 75 %) 

d’Alternaria alternata par les  quatre composants (Figure 14 : À). Il est remarquable de noter 

que les autres espèces fongiques  montrent une sensibilité de même ampleur à l’effet de 

concentration des quatre composants. 
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Figure  14 . Effet du limonène, citral, α – pinène  et β- pinène aux différentes 

concentrations  sur  l’inhibition de germination des spores. 

Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur).A: Alternaria alternata   B: 

Alternaria sp   C: Fusarium oxysporum fsp albedinis  , D : Fusarium sp  et  E: Penicillium sp 
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Alternaria sp réagit à l’effet de dose par augmentation du pourcentage d’inhibition en 

fonction de la  concentration ; le limonène annonce une efficacité dans l’inhibition de la 

germination des spores en progressant d’un  PIg de 17 % à la concentration de 0.01 µl / ml  et 

de 66 %  à la concentration de 0.5 µl / ml (Figure 14 : B).  

Quant au  Fusarium oxysporum fsp albedinis, l’effet dose semble jouer un rôle très 

important dans la germination des spores pour le citral et le β- pinène. 

En effet les concentrations de 0.01 et 0.025 µl / ml ont augmenté le taux de germination 

des spores respectivement de 50 % et  28 % par le citral, de 11 % et 17 %  par le β- pinène.  

En revanche à la concentration de 0.5 µl / ml, on assiste à une inhibition de  32 %  par  

le citral et de 78.4 % par le β- pinène (Figure 14 : C).  

Moleyar et Narasimham, (1986)  ont obtenu des pourcentages d’inhibition de la 

germination des spores  par le citral de 100 % avec Fusarium oxysporum.  

Mercier  et al ., (2009) signalent que le mécanisme par lequel les α-et les β-pinènes sont 

actifs contre les champignons résident principalement dans leur capacité à induire des effets 

toxiques sur la structure et les fonctions de la membrane. 

En revanche la germination des spores de Fusarium sp  semble ne pas être dépendante 

de la dose pour le citral et l’α-pinène aux  concentrations allant de 0.025 à 0.25 µl / ml. Le 

pourcentage d’inhibition le plus élevé (85,40 %) a été obtenu par le citral à la concentration de 

0.5 µl / ml (Figure 14 : D). 

Le limonène signalé par plusieurs auteurs comme un composant antifongique s’est 

avéré être aussi un composant stimulateur de la germination des spores. Wilson et al ., (1987), 

indiquent que le limonène a favorisé la germination des spores de Botrytis cinerea.  

Pour le Penicillium sp, les pourcentages d’inhibition de la germination des spores  

fluctuent entre  3 % et 91,45 %.  Le pourcentage le plus important (91.45 %) a été enregistré 

avec le limonène  à la concentration de 0.5 µl / ml (Figure 14 : E) 

Eckert et Ratnayake, (1994) remarquent  que le taux de germination des conidies de 

Penicillium digitatum  diminue avec l’accroissement de la concentration du limonène et α – 

pinène dans le milieu de culture. 
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3.3. Conclusion partielle 

Les composants volatils testés à savoir le limonène, citral, α – pinène  et le β- pinène 

ont présenté un pouvoir inhibiteur important, mais de moindre effet par rapport à celui 

exprimé par les huiles essentielles. Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne 

obtenu pour les quatre composés n’excède pas 50 %. Il est inférieur à celui enregistré avec les 

huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus limon, Citrus  aurantium  et Citrus reticulata.    

Le citral et le limonène enregistrent les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne 

les plus importants.  

Le pourcentage d’inhibition  de la croissance mycélienne augmente avec 

l’accroissement de la concentration du limonène, citral, α- pinène  et de β- pinène.  

Alternaria alternata  et Penicillium sp sont les plus sensibles à l’effet inhibiteur des 

quatre composants volatils. Le  pourcentage d’inhibition de la sporulation (PIs = 95 %)  le 

plus important a été obtenu avec le citral à la concentration de 0.5 µl / ml. 

Le  β- pinène, α – pinène, citral et le limonène ont réduit la germination des spores  de 

même effet que celui exprimé par les huiles essentielles. L’augmentation de la concentration 

des composants volatils diminue le taux  de la germination des spores à l’exception 

d’Alternaria alternata dont on note  l’absence de la dépendance de l’inhibition à la dose.  

Les composants volatils testés ont exprimé un fort pouvoir inhibiteur de la germination 

des spores vis-à-vis d’Alternaria sp et de Fusarium sp.  Nous constatons que l’effet inhibiteur 

du composant est plus efficace en phase de reproduction qu’en phase végétative du 

champignon. 
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 4. Activité antifongique des huiles essentielles vis-à-vis d’Alternaria alternata in-vivo 

4.1. Matériel et Méthodes 

4.1.1. Matériel végétal 

Des tubercules de pomme de terre  (Solanum tuberosum ) de la variété Spunta  ont été 

plantés, un tubercule par pot, sous serre dans des pots contenant 1/3 de terreau et 2/3 de la 

terre d'argile. Les pots  ont été remplis au taux de 5 kg / pot. L’arrosage est réalisé à l'aide 

d'une solution nutritive de Knop réduite au 1/4. Des folioles de pomme de terre sont prélevées 

30 à 40 jours après la levée pour être utilisées dans l’évaluation de l’activité antifongique des 

huiles essentielles.  

 

4.1.2.  Matériel fongique  

L’espèce Alternaria alternata précédemment utilisée dans les tests d’évaluation de 

l’activité antifongique des huiles essentielles in vitro  et maintenue sur milieu PDA à 22 ± 

2 °C ; elle  a été utilisée pour l’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielles in 

vivo. 

4.1.3. Les huiles essentielles 

Des échantillons d’huiles essentielles extraites par hydrodistillation  à partir des 

feuilles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et Citrus reticulata (protocole déjà 

décrit en chapitre I) ont été utilisées pour l’activité antifongique in vivo.  

4.1.4.  Étude de l’activité antifongique des huiles essentielles in vivo 

4.1.4.1.   Activité antifongique sur foliole de pomme de terre en survie 

L’effet inhibiteur de l’huile essentielle est testé vis-à-vis d’Alternaria alternata  agent 

responsable  de l’alternariose de pomme de terre. Les paramètres d’évaluation  pris en 

considération  sont la notation de l’apparition des taches sur folioles de pomme de terre en 

survie. L’expression des résultats se fait par le calcul de l’indice de sévérité de la maladie 

(IS).  

L'évaluation du potentiel antifongique de l’huile essentielle in vivo a été déterminée 

par contact direct et a été testée en utilisant trois traitements d'application à savoir préventif, 

en simultané et curatif. 
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Après une désinfection superficielle suivie de plusieurs rinçages à l’eau distillée, les 

folioles sont placées dans des boîtes de Pétri sur l’eau gélose (4%) afin d’assurer une humidité 

saturante tout au long de l’essai.  L’inoculation des folioles a été faite à l’aide de 20 µl   d’une 

suspension sporale (10
5
 spores/ml) répartie en six points. Selon Benabderrahmane et al. 

(2009), la dilution de l’huile essentielle a été faite dans l’éthanol (10 µl /ml éthanol) pour 

préparer des solutions aux différentes concentrations (1, 0,5, 0.25, 0.125 et 0.0625 mg/ml).  

 

Pour les tests préventifs, l’huile essentielle est utilisée 24 h avant l’inoculation des 

folioles par la suspension sporale ; pour le test en simultané, l’huile essentielle est apportée 

5 min  après l’inoculation par la suspension sporale et  pour les tests curatifs, elle  est utilisée 

24 h après l’inoculation ;  

 

 L’huile essentielle est ajoutée directement (contact directe) au milieu de culture afin de 

permettre une bonne adhérence de l’huile avec la totalité de la surface foliaire et réduire le 

risque d’évaporation  (Feng et al., 2011) .   

 

Des témoins sans huiles essentielles (temoin négative et positive)  pour chaque essai ont 

été préparés de la même manière que les traitements. Ces folioles sont incubées à l'obscurité 

pendant 48 heures et  ensuite placées à la lumière dans les conditions ambiantes du laboratoire 

(El abdellaoui et al., 2005). Chaque essai est répété trois fois. La notation de sévérité de la 

maladie est calculée en se référant à la surface foliaire et estimée d'après l'échelle de notation 

de Notteghem et al. (1980). Cet indice de sévérité est calculé selon la formule : 

 

IS= (∑Xi ni / 9Nt) *100 

IS: indice de sévérité de la maladie. 

 Xi: sévérité de la maladie. 

ni: nombre de folioles présentant la sévérité de la maladie.  

Nt: nombre total des folioles 

9 : note-la plus élevée de l’échelle 
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4.1.4.2. Activité antifongique sur tubercules de pomme de terre 

Des tubercules de pomme de terre  (Solanum tuberosum ) de la variété Spunta ont été 

lavés, désinfectés par une solution d’hypochlorite de sodium (0.1 %) pendant deux minutes, 

rincés trois fois à l’eau distillée stérile et séchés entre deux papiers buvards stériles.  Des 

blessures de  1à 2 mm  de profondeur et en nombre de douze par tubercule ont été  faites 

artificiellement par un scalpel stérile à la surface du tubercule. L’inoculation des tubercules 

est faite par un trempage dans un bain d’inoculum (Entsar & Badawy, 2012).  

L’inoculum est obtenu par raclage de la surface d’une  culture d’Alternaria alternata 

âgée de dix jours à l'aide d'un scalpel stérile. Le mycélium est ensuite mis en suspension dans 

l'eau distillée stérile, puis une agitation est réalisée pendant une minute au vortex, la 

suspension résultante est filtrée à travers de la gaze pour séparer les conidies des fragments 

mycéliens. Après 24h de ressuyage, les tubercules sont stockés à 20 ± 2°C dans l’étuve. 

Pour étudier la persistance  du pouvoir inhibiteur de l’huile essentielle, deux traitements 

d’application ont été adoptés. Dans le premier traitement (test en simultané), on trempe  les 

tubercules  blessés dans la solution de l’huile essentielle de concentration de 1mg/ml diluée 

dans l’éthanol  pendant cinq minutes suivi d’un autre trempage dans l’inoculum pendant 3 

minutes. Pour le deuxième traitement (test préventif), les tubercules blessés ont subi un 

trempage préalable dans la solution de l’huile essentielle pendant cinq minutes, 24 heures 

avant leur trempage dans l’inoculum, pendant 3 minutes (Plooy et al ., 2009).  

Des témoins sans huiles essentielles pour chaque essai ont été préparés de la même 

manière que les traitements.  Les tubercules inoculés sont incubés dans l’étuve à 20 ± 2°C.  

Après quinze jours d’incubation, on les fait ressortir pour être conservés dans les conditions 

ambiantes du laboratoire pendant deux mois (Entsar & Badawy, 2012). Les essais conduits 

ont été répétés trois fois. 

L’expression des résultats est faite par le calcul de l’indice de maladie  calculé selon la 

formule : 

                      IM =  (N/12) *100   

           IM :    indice de maladie 

           N :      nombre des blessures infectées 

           12 :     nombre  total des blessures d’un tubercule      
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4.1.5. Traitement statistique 

 Chaque expérience a été réalisée en triple et des valeurs moyennes ont été calculées. 

L'analyse statistique a été effectuée en utilisant ANOVA et les différences entre les valeurs 

des moyennes ont été déterminées selon le test LSD de Fisher (P <0,05).  

4.2. Résultats et Discussion 

4.2.1. Activité antifongique sur foliole de pomme de terre en survie 

 La virulence d’Alternaria alternata a été confirmée par la présence de taches typiques 

sur les folioles du témoin.  La figure 15 montre les résultats de l’effet des différentes 

concentrations des huiles essentielles de  Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et 

Citrus reticulata sur l’indice de sévérité de la maladie (IS).  Trois traitements  sont réalisés à 

savoir préventif, en simultané et curatif. L’évolution de l’indice de sévérité de la maladie est 

similaire dans les trois traitements  soit le préventif (Figure 15 : A),  en simultané (Figure 15 : 

B) et curatif (Figure 15 :C).  

 

Néanmoins les indices de sévérité de la maladie les plus faibles  ont été enregistrés avec 

le traitement préventif pour l’huile essentielle de Citrus limon (IS  = 0 %). Mohammadi et al, 

(2015) rapportent  l’effet des huiles essentielles sur la dimunition de l’indice de séverité de 

maladie. Messego –Moumene et al,(2015) signalent l’effet des huiles essentielles des citrus 

dans la  diminution  de l’apparition des symptomes de mildiou (taches et les necroses) sur 

folioles de pomme de terre. 

La réduction de l’apparition des taches  nécrotiques  dans le traitement préventif peut 

être attribuée au temps de contact de l’huile essentielle (24 h avant l’infection) avec la foliole, 

ce qui favorise l’augmentation de la résistance  de la plante vis-à-vis d’Alternaria alternata 

(Annexe 4) 

Plusieurs études mentionnent la contribution des huiles essentielles dans l’augmentation 

de la résistance des plantes vis-à-vis des agressions externes et  fournissent une stratégie 

importante de la défense des plantes, en particulier contre les insectes parasites des herbivores 

et les champignons phytopathogènes (Langenheim, 1994 ; Dayan et al ., 2009). Elles  agissent 

comme des signaux moléculaires et  illustrent les liens évolutionnaires avec leurs rôles 

fonctionnels  Theis et Lerdau, 2003). 
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Figure 15. Effet des concentrations des huiles essentielles sur l’indice de sévérité 

de la maladie (sur foliole). 

Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur).À : préventif   B : simultané et  

C : curatif. Les données sont des moyennes ± écarts-types (barres d'erreur). 
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Il est à noter aussi que seule l’huile essentielle de  Citrus reticulata qui a  montré un 

effet de concentration significative (P <0,05).Les concentrations de 0.0625, 0.125 et 

0.25 mg/ml engendrent des indicees de sévérité de maladie les plus faibles (0.71 % à 6.08 %) 

pour les traitements préventif (Figure 15 : A) et curatif (Figure 15 : C). Elles présentent un 

effet inhibiteur significatif (P < 0.05)  sur l’apparition des symptômes de la maladie. 

Messego –Moumene et al,(2015) indiquent que le taux d’infection varie selon l’huile 

essentielle de citrus testé et la concentration ; ils attribuent l’augmentation du developpement 

du champignon à la diminution de la concentration des huiles essentielles . 

 

Feng et Zheng (2007) remarquent que le développement d’Alternaria alternata a été 

inhibé par les fortes concentrations en huile essentielle de Cinnamomum aromaticum in vivo 

chez la tomate. Tian et al .,(2011) obtiennent une réduction du développement d’Alternaria 

alternata de 83.3 % sur tomates cerises traitées avec l’huile essentielle d’Anethum graveolens 

L.     

Les concentrations de 0.5 et 1 mg/ml en huiles essentielles de Citrus aurantium et 

Citrus reticulata entrainent l’apparition des signes de phytotoxicité avec des indices de 

sévérité de maladie très élèvès (IS = 100 %) pour les traitements simultané (Figure 14 B) et 

curatif (Figure 15 : C). Les folioles présentent des surfaces foliaires translucides de couleur 

jaune-marron à brun foncé. Cet état accentue la croissance mycélienne d’Alternaria alternata. 

Des signes de phytotoxicité  sur feuillage provoqués par  l’augmentation de la concentration 

en  huiles essentielles ont été rapporté par Hanana et al, (2014) . 

Les huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et Citrus 

reticulata  révèlent un pouvoir inhibiteur moindre que celui observé in vitro.  Ceci peut être 

expliqué par l’influence du végétal hôte  sur le comportement d’Alternaria alternata.  

Farbood et al. (1976), attribuent cet état aux conditions nutritives et  à l’humidité qui 

sont meilleures que celles  présentes dans les milieux de culture, menant à une croissance plus 

facile du champignon. À cet effet  Tian et al . (2011) suggèrent l’augmentation des  

concentrations en huiles essentielles dans les conditions in vivo plus que celles appliquées in 

vitro.  
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4.2.2. Activité antifongique sur tubercules de pomme de terre 

Les résultats obtenus illustrent  l’effet inhibiteur  des huiles essentielles dans le 

traitement préventif en comparaison avec le témoin ; on enregistre des indices de la maladie 

de l’ordre de 0 % pour les huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus 

limon et Citrus reticulata (Figure 16). 

 

Les tubercules de pomme de terre préservent leurs formes, leurs fermetés et aucun 

changement n’est observé durant les deux mois de conservation. Elshafie et al,(2015) notent 

la possibilité  d’application des huiles essentielles  comme agents de biocontrol dans la 

conservation des aliments.  Jhalegar  et al,(2015) rapportent  l’influence  positive des huiles 

essentielles sur le processus de respiration ; ce qui pourrait aider à maintenir la qualité des 

fruits et prolonger la durée de conservation . 

 

 
 

 

Figure 16. Effet du traitement  des huiles essentielles de Citrus sur l’indice de la 

maladie (sur tubercule de pomme de terre). 

 

 En revanche,  cet effet inhibiteur disparait quand les huiles essentielles sont employées 

dans le traitement en simultané (Figure 16). On enregistre des indices de la maladie supérieurs 

à 80%. Des changements dans la forme et la fermeté, accompagnés par l’apparition de 

prolifération mycélienne au niveau des zones de blessures ont été observés. 
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Plooy et al .,(2009) en testant deux traitements préventif et curatif , ils remarquent que 

l’application de l’huile essentielle de Lippia scaberrima de manière préventive réduit 

considérablement le pourcentage des fruits de citrus malades inoculés de Penicillium 

digitatum  par comparaison au témoin . Kohli et al. (1998) rapportent que l’activité inhibitrice 

des huiles essentielles augmente avec la durée d’exposition à celles ci.  

 

4.3. Conclusion partielle 

 

 

 Les résultats de l’effet des huiles essentielles des citrus sur le développement 

d’Alternaria alternata sur foliole de pomme de terre inoculée révèlent que l’huile essentielle 

de Citrus limon expose un  fort pouvoir inhibiteur. Les indices de sévérité de la maladie les 

plus faibles  ont été enregistrés avec le traitement préventif.   Les concentrations  de 0.0625, 

0.125 et 0.25 mg/ml engendrent des indices de sévérité de la maladie les plus faibles pour 

l’ensemble des espèces de citrus.  

Pour l’effet des huiles essentielles sur  le développement d’Alternaria alternata sur 

tubercule de pomme de terre inoculé, les résultats obtenus dans le traitement préventif 

enregistrent des indices de maladie de l’ordre de 0 % pour les huiles essentielles des Citrus 

testés. 

 

Effectivement aujourd'hui, un intérêt considérable s'est développé pour la conservation 

des aliments  par l'utilisation des huiles essentielles dont l’effet se prononce sur le 

ralentissement de la croissance et la limitation de la production des mycotoxines Smith et 

al.,2005 ; Omidbeygi et al.,2007) 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Les résultats obtenus lors de cette étude consolident une investigation scientifique 

importante à savoir, l’utilisation des plantes comme source  alternative  naturelle aux produits 

de synthèse.   

 L’étude de la caractérisation nous a permis de déterminer les propriétés physiques et 

chimiques  des huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et de 

Citrus reticulata. Il en ressort que  les rendements obtenus oscillent entre 0.51 % et 1.02 %.  

Les huiles essentielles analysées présentent une densité allant de 0.855 à 0.863,  un 

indice de réfraction de 1.475 à 1.477,  un indice d’ester de 1.15 à  2.24 et un indice d’acide de 

12.25 à 12.34. Pour le pouvoir rotatoire, on constate que les huiles essentielles des citrus sont 

toutes dextrogyres. 

 Quant à la caractérisation moléculaire, l’étude nous a permis d’une part  d’enregistrer 

de forts pourcentages en  monoterpènes hydrocarbonés (61.41 – 73.64 %), à l’exception  de 

l’huile essentielle de Citrus aurantium qui a un fort pourcentage en monoterpènes oxygénés 

(71.85 %) et d’autre part d’identifier  le D-limonène  (7.18 %- 36.10 %), le β-pinène (4.35 %- 

30 %) et l’α–pinène (2.04  % - 4.36 %) comme composants majoritaires des huiles 

essentielles testées. 

  Pour l’activité antifongique in vitro des huiles essentielles, les résultats obtenus 

mentionnent le grand pouvoir inhibiteur de l’huile essentielle de Citrus limon sur la croissance 

mycélienne, la production et la germination des spores de Fusarium oxysporum f.sp albedinis, 

Fusarium sp, Alternaria alternata, Alternaria sp et de Penicillium sp.  

Les composants volatils testés à savoir le limonène,  le citral,  l’α – pinène  et  le β- 

pinène ont présenté un pouvoir inhibiteur important  mais de moindre effet par rapport à celui 

exprimé par les huiles essentielles in vitro.  Le citral et le limonène enregistrent les 

pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne les plus importants. 

 Les espèces d’Alternaria alternata  et de Penicillium sp sont les plus sensibles à 

l’effet inhibiteur des quatre composants volatils pour la production de spores (PIs = 95 %).  
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Le  β- pinène, l’α- pinène, le citral et  le limonène ont réduit la germination des spores  

de même effet  que celui exprimé par les huiles essentielles avec les cinq espèces fongiques.     

Le pourcentage d’inhibition de la germination des spores (91.45 %)  le plus important a été 

enregistré avec le limonène vis-à-vis du Penicillium sp  à la concentration de 0.5 µl / ml. 

L’effet inhibiteur du composant est plus efficace en phase de reproduction qu’en phase 

végétative du champignon.  

Les résultats de l’effet des huiles essentielles des citrus sur le développement 

d’Alternaria alternata in vivo,  en traitement préventif, sur folioles de pomme de terre, 

montrent que  l’huile essentielle de Citrus limon expose un  fort pouvoir inhibiteur (IS= 0%)  

de l’apparition des symptômes de la  maladie. 

  L’ensemble des résultats obtenus in vitro montrent le grand pouvoir inhibiteur des 

huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon et de Citrus reticulata 

vis-à-vis des cinq champignons phytopathogènes. De plus les données obtenues in vivo 

suggèrent  leurs utilisations dans la conservation de la pomme de terre et des aliments.  

 

À la lumière des résultats obtenus, le travail ouvre la voie à d’autres perspectives. Dans 

le but de proposer une formulation biofongicide commerciale  et d’approfondir les recherches 

concernant la relation entre la composition chimique et l'activité antifongique des huiles 

essentielles, il serait intéressant de compléter le travail plus  particulièrement par : 

 

  L’étude des facteurs influençant la composition chimique des huiles essentielles à 

savoir, les facteurs environnementaux (la localisation géographique, le climat, la saison 

de collecte, les conditions de plantation et le milieu), les facteurs propres à la plante (le 

génotype, l’organe de prélèvement et les stades phénologiques) et les conditions de 

conservation des huiles essentielles (température et durée de stockage). 

  La prise en considération des conditions affectant  le cycle de vie du champignon 

(température, pH, humidité et milieu de culture). 

  L’étude de l’effet des composants mineurs et les associations entre les différents 

composants des huiles essentielles.  

 L’étude de l’activité antifongique in vitro des huiles essentielles en fractions. 

 Des essais sur des plantes entières en serre, dans les champs et rechercher d’autres 

possibilités de formulation des huiles essentielles (fumigation et pulvérisation) 
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Annexe 1 : Effet des huiles essentielles  vis-à-vis de cinq espèces fongiques 

phytopathogènes 

Analyse de la variance du pourcentage d’inhibition de  la croissance mycélienne (PIc ) 

 
SC ddl MC F p 

ord. origine 1176047 1 1176047 672,2289 0,000000 

huile essentielle 19692 3 6564 3,7520 0,012214 

espèce fongique 18839 4 4710 2,6921 0,032990 

huile essentielle*espèce fongique 8563 12 714 0,4079 0,958962 

Erreur 279916 160 1749 
  

 

Analyse de la variance de l’effet des huiles essentielles sur le poids sec des espèces 

fongiques  

 
SC ddl MC F p 

ord. origine 0,511797 1 0,511797 26,34580 0,000100 

Huiles essentielles 0,040682 4 0,010171 0,52355 0,719914 

Espèces fongiques 0,277155 4 0,069289 3,56679 0,029094 

Erreur 0,310818 16 0,019426 
  

 

Annexe 2 : Effet des composants volatils  vis-à-vis de cinq espèces fongiques 

phytopathogènes 

Analyse de la variance du pourcentage d’inhibition de  la croissance mycélienne (PIc )  

FACTEURS SC ddl MC F p 

ord. origine 8178,227 1 8178,227 257,7111 0,000000 

espèces 4424,064 4 1106,016 34,8526 0,000000 

composants 1243,998 3 414,666 13,0669 0,000000 

espèce*composant 2950,081 12 245,840 7,7469 0,000000 

Erreur 3173,409 100 31,734 
  

 

Analyse de la variance du pourcentage d’inhibition de  la sporulation  (PIs) 

FACTEURS SC ddl MC F p 

ord. origine 214489,7 1 214489,7 281,3533 0,000000 

Espèces 40861,7 4 10215,4 13,3999 0,000000 

composants 7083,9 3 2361,3 3,0974 0,030244 

Espèces*composants 29668,7 12 2472,4 3,2431 0,000572 

Erreur 76235,0 100 762,4 
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Analyse de la variance du pourcentage d’inhibition de  la germination (PIg) 

 
SC ddl MC F p 

ord. origine 261474,1 1 261474,1 758,2013 0,000000 

Espèces 36693,0 4 9173,2 26,5998 0,000000 

composants 820,7 3 273,6 0,7933 0,500420 

Espèces*composan

ts 
16502,1 12 1375,2 3,9876 0,000050 

Erreur 34486,1 100 344,9 
  

 

Effet des concentrations des composants volatils vis-à-vis de cinq espèces 

fongiques phytopathogènes 

Analyse de la variance du pourcentage d’inhibition de  la croissance mycélienne (PIc ) 

facteurs SC ddl MC F p 

ord. origine 8178,227 1 8178,227 92,05422 0,000000 

composant 1243,998 3 414,666 4,66748 0,004348 

concentration 1925,952 5 385,190 4,33571 0,001336 

composant*concentration 92,825 15 6,188 0,06966 0,999999 

Erreur 8528,776 96 88,841 
  

 

Analyse de la variance du pourcentage d’inhibition de  la sporulation  (PIs) 

Facteurs SC ddl MC F p 

ord. origine 214489,7 1 214489,7 202,4375 0,000000 

composant 7083,9 3 2361,3 2,2286 0,089794 

concentration 43063,7 5 8612,7 8,1288 0,000002 

composant*concentration 1986,3 15 132,4 0,1250 0,999972 

Erreur 101715,4 96 1059,5 
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Annexe 3  Effet des huiles essentielles sur le développement d’Alternaria 

Alternata in vivo 

 

Analyse de la variance de l’effet des huiles essentielles sur la sévérité de la maladie  (test sur folioles 

détachés) 

 
SC ddl MC F p 

ord. origine 14720,30 1 14720,30 83,46486 0,000001 

Huiles essentielle 2596,35 3 865,45 4,90716 0,018846 

concentrations 7284,91 4 1821,23 10,32646 0,000735 

Erreur 2116,38 12 176,37 
  

 

Analyse de la variance de l’effet des huiles essentielles  sur l’Indice de la maladie (Test inoculation 

tubercule 

 
SC ddl MC F p 

ord. origine 48186,17 1 48186,17 1032,753 0,000000 

Huiles essentielle 139,97 3 46,66 1,000 0,454725 

Concentrations 24288,94 2 12144,47 260,287 0,000001 

Erreur 279,95 6 46,66 
  

 

 

 

 

 

 



Planches : Activité antifongique des huiles essentielles vis-à-vis d’Alternaria alternata in-vivo 

 

141 
 

Annexe 4:Effet des  huiles essentielles de Citrus sur l’apparition des symptômes de la maladie 

 

 

 

 

Planche N°1 : Effet de l’huile essentielle de Citrus aurantium sur l’apparition des symptômes de la 

maladie. 1 : Simultané ; 2 : Préventive ; 3 : Curatif 

A : 1 ; B : 0.5 ; C : 0.25 ; D : 0.125 ; E : 0.0625 mg/ml. F : temoin négative G : temoin positif 

A

 
 A 

C D 

B 

E 

1 1 1 1 

A 

1 

C D E 

2 2 2 

A B  C D E 

3 3 3 
3 3 

F G 

2 2 
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Planche N°2 : Effet de l’huile essentielle de Citrus reticulata sur l’apparition des symptômes de la 

maladie. 1 : Simultané ; 2 : Préventive ; 3 : Curatif 

A : 1 ; B : 0.5 ; C : 0.25 ; D : 0.125 ; E : 0.0625 mg/ml. F : temoin négative G : temoin positif.

A

 
 A 

B C 
D 

B 
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1 1 1 1 
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1 

C D E 

2 2 2 2 2 

A B C D E 

3 3 3 3 3 
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Planche N°3 : Effet de l’huile essentielle de Citrus limon sur l’apparition des symptômes de la 

maladie. 1 : Simultané ; 2 : Préventive ; 3 : Curatif 

A : 1 ; B : 0.5 ; C : 0.25 ; D : 0.125 ; E : 0.0625 mg/ml. F : temoin négative G : temoin positif 

A

 
 A 

B C D 
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1 1 1 1 
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1 

C D E 

2 2 2 2 2 
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Planche N°4 : Effet de l’huile essentielle de Citrus sinencis sur l’apparition des symptômes de la 

maladie. 1 : Simultané ; 2 : Préventive ; 3 : Curative 

A : 1 ; B : 0.5 ; C : 0.25 ; D : 0.125 ; E : 0.0625 mg/ml. F : temoin négative G : temoin positif 

A
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