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Introduction

Depuis des siécles, I’homme a utilisé les plantes, et en particulier les plantes
aromatiques, dans plusieurs domaines tels que la parfumerie, la pharmacologie et

I’agroalimentaire, grace a leurs propriétés découvertes par hasard (Himed,2018).

Dans la nature, en particulier dans le régne végétal, les plantes contiennent de
nombreuses substances biologiquement actives qui peuvent fournir des sources naturelles
et nouvelles d'agents antibactériens (Zellagui et al., 2012). Comme le clou de girofle
(Syzygium aromaticumL), qui est une plante médicinale traditionnellement utilisée,elle est
riche en métabolites secondaires, en particulier avec une variété d'effets biologiques, y
compris des activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et
antioxydanteset antifongiques.ll existe de nombreux rapports sur ses activités étendues
dans la littérature(Abd El Azim et al., 2014 ; Eman-Abdeenet al., 2015 ; BozZiket al.,
2017).

Parmi les métabolites secondaires des végétaux, les huiles essentielles sont les plus
étudiées et ont suscité, ces derniéres années, un intérét croissant dans de nombreux
domaines pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique, notamment par leurs propriétés

antioxydante et antimicrobienne(Bakkali et al.,2008).

Toutefois, les huiles essentielles en générale sont des substances volatiles, faiblement
solubles dans I’eau et sensibles aux conditions environnementales (lumiére, chaleur,
oxygene), limitant ainsi leurs applications. Ainsi, divers procedés d'encapsulation ont été
développés pour bénéficier de leurs propriétés tels que 1’encapsulation dans les

cyclodextrines (Drulis-Kawa et al., 2010).

L’encapsulation est 1’'une des techniques couramment utilisées. Elle permet
d’immobiliser les composés volatils des huiles essentielles, de stabiliser cette dernicre et de
la protéger contre la lumiére, I’oxygene et la température ainsi que de moduler sa libération
en prolongeant son profil cinétique (Hill, 2009). Par conséquent, ce procédé a tendance a

protéger et préserver les activités biologiques de ces huiles.

La moisissure grise causée par Botrytis cinerea a un impact économique important
sur la production végétale de diverses cultures (Monacoet al., 2009, Daniel et al., 2015,
Elad et al., 2016). Par exemple la tomate est I'un des hotes et peut étre endommagée a

différents stades de croissance.
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La lutte contre B. cinerea repose toujours sur de multiples applications de fongicides
pendant les périodes de floraison et de fructification. A I’heure actuelle, on a tendance a
I’échelle mondiale a explorer de nouvelles solutions de rechange aux fongicides
synthétiques afin de réduire au minimum les risques associés au développement de
populations insensibles a ces composés chimiques (Elad, 1992; Yourman et Jeffers,
1999).

Le présent travail constitue 1’ébauche d’un projet de recherche visant a proposer des
molécules naturelles douées d’activité antifongique manifeste pouvant enrichir le spectre

actuel des antifongiques et permettrait de cerner le probleme de résistances en plein essor.

Ce travail est divisé en deux parties principales : dans un premier temps, nous
proposons une mise au point bibliographique. Cette partie rassemble une synthese de
travaux sur les huiles essentielles du clou de girofle, une synthese de travaux sur

I’encapsulation et des généralités sur la pouriture grise causée par Botrytis cinerea.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale, dans laquelle nous décrivons les
protocoles d'extraction et I’évaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle de

Syzygium aromaticum suivit des résultats obtenus et enfin une conclusion.
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1. Clou de girofle

1.1. Description botanique

Le girofle ou giroflier, connu scientifiguement sous le nom de Syzygium
aromaticumL, Eugenia aromaticum ou Eugenia caryophyllata, est un arbre tres répondu en
Indonésie appartenant a la famille des myrtacées (Chaieb et al.,2007). L’arbre a une forme
conique de 10 & 12 metres de hauteur pouvant atteindre jusqu'a 20 meétres de hauteur
(Singh et al.,2012).

GénéralementSyzigium aromaticum est de taille moyenne, avec une base de cime
basse, des branches semi-dressées (Figure 1). Les feuilles sont glabres et il y a de
nombreuses glandes sébacées en dessous. Les fleurs sont petites, et dans les grappes de
cymes terminales, les fleurs de chaque pédoncule ont trois ou quatre tiges a leurs
extrémités, tandis que les sépales sont petits et ont des protubérances triangulaires(Figure
01).Les boutons floraux ont d'abord une Iégére ombre, puis deviennent progressivement

verts. Les fruits du giroflier sont des baies pourpres comestibles (Mbaveng et al., 2017).

Figure 1 :Photographies de I’arbre (A), des feuilles et des boutons floraux (B) de

Syzigium aromaticum (D’aprés Googleimages)
1.2. Classification

La classification botaniquedu giroflier(Syzigium aromaticum) comme suit d’aprés
Ghediraet al. (2010) :
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Régne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzygium

Espéce : Syzygium aromaticum

1.3. Repartition géographique
Originaires de Madagascar, la Réunion, les Antilles, le giroflier est également cultivé
en Indonésie et en Tanzanie. Les clous de girofle américains sont réputés étre de qualité

inférieure a cause de leur plus faible teneur en huile essentielle (Demangel,2011).

1.4. Principales utilisations

Cette plante est utilisée en alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Les huiles
essentielles issues des différentes parties de ’arbre (clous, griffes, feuilles...) sont tres
demandées sur le marché mondial comme source principale d’eugénol.

Les industries pharmaceutiques et chimiques utilisent 1’eugénol pour la production
d’analgésiques, de vanilline artificielle, de peinture et de vernis. Ces produits sont aussi
utilisés dans la parfumerie et rentrent dans les préparations dentaires tels que les bains de
bouche, les dentifrices, les ciments... Le clou de girofle a des propriétés antiseptiques et
anesthésiques reconnues depuis longtemps, mais aussi un pouvoir antifongique
(Demangel, 2011),anti-infectieux ; antibactérien puissant a large spectre d’action; mais

aussi antivirale, et antiparasitaire (Koroch et al., 2007).

Il est utilisé par les industries agroalimentaires (produits carnés, biscuiterie...). Le
clou de girofle peut étre utilis€é sous forme moulue, d’huile essentielle ou

entier(Demangel,2011).1ls servent a aromatiser les conserves de lIégumes, le chou rouge ou
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la choucroute, les compotes de pommes et autres fruits (Davet et al.,1997). En
agriculture, I’huile essentielle posséde un effet herbicide et protecteur des cultures contre

les insectes et les champignons (Georgetti et al., 2003).

2. Les huiles essentielles

2.1. Définition et généralités
D’aprés I’Association Francaise de Normalisation (AFNOR) les huiles
essentiellessont des produits obtenus a partir d’une matiére premiére d’origine végétale soit
par entrainement a la vapeur d’eau soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe
des Citrus soit par distillation seche (Afnor, 2000). Cette définition est restrictive, car elle
exclut les huiles essentielles obtenues avecd’autres procédés d’extraction, comme

I’utilisation de solvants non aqueux ou I’enfleurage (Besombes, 2008).

Les huiles essentielles sont incolores ou jaune pale a I’état liquide et a température
ordinaire. Toutes les huiles essentielles sont volatiles et odorantes. Elles sont peu solubles
dans 1’eau, solubles dans les huiles végétales, dans les alcools et dans la plupart des

solvants organiques (El-Azrak, 2017).

2.2. Huile essentielle du clou de girofle
Elle est extraite a partir des boutons floraux cueillis avant épanouissement que l'on
appelle les clous de girofle (koroch, 2007). Il ont un aspect caractéristique brun foncé, a

saveur chaude, brulante, 1égérement amére et fortement aromatique (Ghedira, 2010).

Les racines, les rameaux, les feuilles les fleurs et les fruits contiennent tous une HE
dont la composition differe. Par exemple I’HE des feuilles contient seulement 2 a 3 %
d’eugénol. L'huile essentielle de girofle provient de la distillation des boutons de

girofliertraités a la vapeur (figure 2) (Rakotoatimanana, 1999).
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Figure 2 : Photographie de I’huile essentielle et des boutons floraux du clou de girofle

(D’apres Google images)

L’une des caractéristiques fondamentales de I’huile essentielle de clou de girofle est
sa densité élevée (d= 1,066 > d eaux = 1.00), ce qui nous permet de les séparer par simple
décantation (Treiner, 2000).

2.3.Composition chimique de I'HE du clou de girofle
L’huile essentielle de clou de girofle, extraite par hydrodistillation est caractérisée
par la présence d’un propénylphénol largement prépondérant, 1’eugénol. Majoritairement
libre et en partie sous 4 formes d’acétate d’eugényl. Sa teneur oscille entre 70 et 85 %.
L’eugénol est accompagné de plusieurs dizaines de composes terpéniques (Bruneton,
1999).
Les principaux composés chimiques des huiles essentielles de clou de girofleS.

aromaticumissues de trois régions sont indiquésdans le tableau | (Muchamad et al., 1982).

Tableau | : Pourcentages relatifs des principaux constituants isolé a partir de I'HE de

clou de girofle de différentes provenances

Composés Pourcentage relatif (%0)
Comores Madagascar Zanzibar
B-caryophylléne 3,2 3,2 3,2
Eugénol 63,8 73,8 70,0
Acétate d'eugényle 21,8 14,2 11,0

2.4.Localisation de I’huile essentielle
Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles
sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans

des cellules glandulaires spécialisées. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites
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cellules a huiles essentielles (Lauraceae), dans des poches sécrétrices (Myrtacée), dans des
canaux sécréteurs (Astraceae). Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux :
les fleurs (bergamotier, rose,..), les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois, ou

les graines (Oussala et al., 2006).

2.5. Toxicité

L’HE de clou de girofle est généralement reconnu comme slrlorsqu’elle est
consommeée a des concentrations plus faiblesque 1500 mg/kg. D’autre part, I’Organisation
mondiale de la sant¢(OMS) a établi que la quantité quotidienneacceptable de clou de

girofle par jour est de 2,5 mg/kg de poids corporel (Gulgin et al.,2012).

2.6.Activités biologiques
Le clou de girofle est une plante médicinale importante en raison de la vastegamme
d'effets pharmacologiques consolidés parl'utilisation traditionnelle depuis des siecles et

rapportés dans la littérature.

2.6.1. Activité antioxydante
L'extrait méthanolique des boutons floraux de S.aromaticum a montré une forte
activité de piégeage des radicaux libres contre le 2,2-diphényl-1-pyridohydrazino (DPPH*)
(Abd EI Azim et al., 2014). Les extraits phénoliques de clou de girofle ont également une
activité antioxydante élevée, telle que leur pouvoir réducteur élevé et captent le 2,2-azabis-
3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate (ABTS*) (Adefegha et Oboh, 2012).

2.6.2. Activité antidiabétique et anticancéreuse

Il a été constaté que le clou de girofle et I'insuline peuvent réguler de maniére
similaire I'expression de génes liés au diabéte, tels que les genes de phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) et de glucose 6 phosphatase (G6Pase) (Prasad et al., 2005).

L'HE de clou de girofle a montré des effets cytotoxiques sur les lignées cellulaires
cancéreuses et l'activité antimutagene (Abd El Azim et al., 2014). Il a également eté
signalé que I'extrait de méthanol du bourgeon de clou de girofle est cytotoxique pour la
formation de mélanine dans les cellules de mélanome B16 (Arung et al., 2011). Liu et al.
(2014) ont aussi montréque l'extrait du clou de girofle peut représenter un reméde a base de
plantes pour le cancer, et l'acide oléanolique semble étre l'un de ses ingrédients

biologiquement actifs.
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2.6.3. Activités anti-inflammatoires
L'extrait du clou de girofle et 1’eugénol ont des effets immunomodulateurs et anti-
inflammatoires sur la production de cytokines par les macrophages murins a des

concentrations non cytotoxiques (Bachiega et al., 2012).

2.6.4. Activité antibactérienne
L'extrait méthanolique du clou de girofle s'est révélé avoir de bonnes propriétés
antibactériennes contre Escherichia coli, Salmonella typhi et Staphylococcus aureus a une
concentration de 10 mg/ ml (Abd EI Azim et al., 2014).

2.6.5. Activité antivirale
Selon des rapports, I'extrait de S. aromaticum inhibe de maniere significative la
production de cytomégalovirus murin dans les poumons des souris traitées et serait
bénéfique pour la prévention de la maladie du cytomégalovirus chez les patients
immunodéprimés (Yukawa et al., 1996). La forte activité inhibitrice de I'extrait de clou de

girofle et de I'acyclovir sur le HSV-1 a également été signalée (Kurokawa et al., 1995).

2.6.6. Activité antifongique
Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant les denrées
alimentaires(Lis-Balchin, 2002).I’activité fongistatique des composés aromatiques semble

étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques (Viennot-Bourgin, 1967).

L’activité antifongique décroit selon le type de fonction chimique : Phénols
>Alcools>Aldéhydes>Cétones >Ethers. En ce qui concerne les composés phenoliques,
I’activité antifongique augmente avec I’encombrement stérique de la molécule (p-n-

propylphénol> thymol > isoeugénol> eugénol) (Treiner, 2000).

Des travaux ont été réalisés et ont démontré que le clou de girofle présente une
activité antifongique « in vitro » contre plusieurs espéces de champignons tels que
Aspergillus spp, Penicillium citrinum (Valnet, 1984), Candidaalbicans, (Garg et al.,
2011 ; Pinto et al., 2009), Saccharomyces cerevisiae (Khan et al., 2012), Aspergillus

flavuset, Rhizopus nigricans (Xing et al., 2012), Trichophyton rubrum (Oliveira Pereira
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et al., 2013), Aspergillus terreus, Fusarium avenaceum, Fusarium oxysporum, Penicillium
expansum, Penicillium glabrum, Penicillium italicum, Aspergillus niger ( Belhouan et al,
2017). Des extraits de clou de girofle ont montré une activité antifongique significative

contre B. cinereain vitro (Sernaite et al., 2020).
2.7. Méthodes d’extraction

Le procédé d’obtention des HE intervient d’une fagon déterminante sur sa
composition chimique (Garnero, 1977). Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour
I’extraction des essences végétales, cette diversité est due a la variété des maticres
premiéres et a la sensibilité considérable de certains de leurs constituants. Parmis ces
méthodes on peut citer Extraction par entrainement a la vapeur d’eau, Extraction par hydro
distillation d’huile essentielle, Expression a froid, Extraction par solvants organiques,

Extraction par fluide a I’état supercritique.

3. Les cyclodextrines
3.1. Definition

Les cyclodextrines (CDs) ont été découvertes par Villiers en 1891.Ce sont des
oligosaccharides cycliques non réducteurs (Arun et al., 2008). Elle sont issues de la
dégradation enzymatique de 1’amidon par une enzyme la Cyclodextrine Glucosyl
Transférase (CGTases), d’origine bactérienne produite par Bacillus macerans et
Alcaliphilic bacilli (Tharin, 2002).

3.2.Structure
Les principales cyclodextrines(figures 3) sont ’a-CD (6 unités glucopyranose), la 3-
CD (7 unités) et la y-CD (8 unités). Ces unités glucopyranose, en conformation chaise

rigide, sont reliées entre elles par des liaisons glycosidiques a (1-4) (Gabelica et al., 2002).
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Figure 3 : Structures de a-CD, B-CD et y-CD (BiIIard etal,. 2011).

Gréace a la conformation de type chaise des unités glucopyranoses, les molécules de
cyclodextrines ont la forme d’un cone tronqué dont I’extrémité la plus large est bordée par
les groupements hydroxyles secondaire portés par les carbones C2 et C3 et la plus étroite
par le groupement hydroxyle primaire en C6. La partie extérieure est donc hautement
hydrophile.

L’intérieur de la cavité est constitu¢ d’atomes d’hydrogéne (portés par les carbones
C3 et C5) ainsi que d’atomes d’oxygene participant a la liaison glucidique ; ce qui confére
aux cyclodextrines un caractére hydrophobe (Castagne, 2010).

Le diamétre de la cavité et la masse moléculaire augmentent avec le nombre d’unités
glucopyranose constitutives. Bien que toutes les cyclodextrines soient solubles en milieu

aqueux, leur solubilité dans I’eau augmente dans le sens : - <a- <y- CD (Castagne, 2010).

Grace, a cette cavité apolaire, les cyclodextrines sont capables de former des

complexes d’inclusion en solution aqueuse avec une grande variété de molécules-hotes

hydrophobes (Boutelliez, 2009).

3.3. Propriétés physico-chimiques des cyclodextrines
Les CDs natives sont des composeés cristallins, homogénes et non-hygroscopiques
(Zafar et al.,2014).Leurs principales propriétés d’aprés Challa et al. (2005) sont

regroupées dans le tableau I1.
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Tableau Il : Propriétés physico-chimiques de a-, p- et y-cyclodextrines

Propriéte a-CD B-CD v-CD
Nombres d’unités de glucose 6 7 8
Formule moléculaire C36Hs0030 C42H70035 Ca8Hs0040
Masse moléculaire (g/mol) 972 1135 1297
Diametre de la cavité (A°) 5.7 7.8 9.5
Diametre de la périphérie (A°) 14.6-15 15.4-15.8 17.5-17.9
Hauteur du cone (A°) 7.8 7.8 7.8
Solubilité dans 1’eau a 25°C (mg/ml) 145 18.5 232

Les cyclodextrines sont solubles dans I’eau et leur solubilité augmente avec la
température. La B-CD est la moins soluble des cyclodextrines natives, & cause de
I’orientation et de I’intensité des liaisons hydrogenes établies entre les groupes hydroxyles
(C2-OH) et (C3-OH) des entités glucoses adjacents, car ces derniers interagissent moins
avec I’eau (Benhadi, 2010).

Cependant elle reste la plus intéressante du point de vue de la complexation.Plusieurs
méthodes ont été développées pour améliorer sa solubilité en solution. L’une d’elles
consiste en 1’addition de solvants organiques. Il a ét¢ montré que I’acétonitrile et 1’éthanol
permettent d’augmenter cette solubilité, contrairement au méthanol (Antonopoulos et al.,
2004 ; Clarot et al., 2000).

3.4. Toxicité des cyclodextrines
Toutes les études ont montré que la toxicité orale des cyclodextrines est presque
nulle, car elles ne sont pas absorbées au niveau du tractus digestif puisqu’elles ne peuvent
pas étre hydrolysées par les amylases salivaires et pancréatiques humaines. Cependant, la
a-CD et la B-CD peuvent étre fermentés par la flore microbienne intestinale.
L'administration par voie orale des CDs est, généralement tolérée et n'est pas associéee aux
effets nuisibles significatifs (Brewster et al., 2007 ; Gould et al., 2005)

3.5. Complexes d’inclusion

3.5.1. Définition

Un complexe d’inclusion (figure 4) est une association d’au moins deux molécules,

dont ’une, le substrat ou « molécule invitée » est encapsulée totalement ou partiellement
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(suivant sa taille) par 1’autre appelée le récepteur ou « molécule hote », sous I’effet
d’interactions faibles. Aucune liaison covalente n’est créée, ce qui permet une dissociation

aisée et douce du complexe formé (Karakasyan, 2006).

Figure 4 : complexe d’inclusion ( Benhadi, 2010)

Les cyclodextrines peuvent former des complexes d’inclusion a 1’état solide ou en
solution avec une grande variété de substances allant des composés organiques ou

inorganiques, neutres ou ioniques, polaires ou apolaires et gaz nobles (Karakasyan, 2006).

3.5.2. Mécanisme de formation
Le principe général d’inclusion d’un invité dans la cavité moléculaire de la CD est
basé sur le gain énergétique réalisé par le systeme hote-invité lors du processus. En effet,
en solution aqueuse, la cavité légerement apolaire de la CD est occupée par des molécules
d’eau qui engendre des interactions énergétiques défavorables de type polaire/apolaire
(Fleury, 2005).Ainsi ces molécules d’eau peuvent étre substituées par une molécule

invitée moins polaire que les molécules d’eau.

Les molécules pénétrent dans la cavité par la plus grande ouverture et le c6té le plus
accessible. La molécule invitée est incluse d’une maniere a éloigner sa portion polaire pour
avoir un maximum de contact avec la cavité hydrophobe, et sa partie polaire interagit avec
la surface hydrophile de la CD (Benhadi, 2010).

La formation d’un complexe d’inclusion est engendrée par plusieurs interactions
parmi lesquelles on distingue : des interactions hydrophobes, des interactions de Van Der

Waals, des liaisons hydrogénes (Charumanee, 2004).

3.5.4. Facteurs influencant le phénoméne d’inclusion
Un des parametres importants pour la formation des complexes d’inclusion est la
taille de la molécule substrat (invitée) par rapport a celle de la cavite de la cyclodextrine.
Etla complexation des CDs avec les molécules ionisables devra nécessairement prendre en
compte I’influence du pH. Toutefois, la complexation peut aussi dépendre d’autres facteurs
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comme les propriétés de la molécule hote (composition des fonctions chimiques,
solubilité...) et les structures des CDs (ioniques, ramifiés...), finalement plus la molécule

est hydrophobe, plus le complexe formé est stable (Yang, 2008).

3.5.5. Méthodes de préparation des complexes d’inclusion

Il existe différents procédés pour réaliser des complexes d’inclusion (Doijad et al.,
2005). Pour toutes ces techniques et pour chaque molécule invitée, les quantités d’ecaux, la
vitesse et le temps d’agitation, la température et le temps de chauffage doivent étre
optimisés (Challa et al., 2005).

Parmi ces méthodes de préparation on retrouve : la co-précipitation, le pétrissage, la
lyophilisation, le co-mélange, 1’extrusion, la co-évaporation, 1’atomisation ou
pulvérisation, I’inclusion a sec, I’inclusion par micro-ondes et I’inclusion au COz

supercritique (Nasir et al., 2012).

4. Botrytis cinerea

4.1. Description de I’agent pathogene
Le nom du genre Botrytis a été introduit pour la premiere fois par Micheli en 1729 et
validé en 1801 par Persoon. En 1949 Gregory a considéré Botrytis cinerea comme une
espéce. Aprés la description de Persoon le genre Botrytis a été élargi par 1’addition de 280
especes et soumis aux révisions périodiques donnant naissance a des nouveaux genres

séparés (Hawksworth, 1993).

Ce champignon connu sous le nom de pourriture grise est un champignon
phytopathogéne, ubiquiste, nécrotrophe et polyphage qui induit la mort de la cellule héte

ayant pour résultat de sérieux dommages aux tissus végétaux (Dean, 2012).

Il cause des maladies de pré et post-récoltes dans au moins 235 especes de plantes y
compris une large gamme de plantes importantes telles que la vigne, la tomate, la fraise, le
concombre et les plantes ornementales (figure 5). Toutes les autres espéces de Botrytis
n’infectent qu’une ou quelques espéces étroitement liées dans le méme genre de la plante.
Le nom de I'étape asexuée ou l'anamorphe de Botrytis cinerea est préféré au nom du
téléomorphe (étape sexuée) qui est rarement détecté dans les champs (Prins, 2000 ; Staats,
2005 ;Blancard, 2009).

13



Synthese bibliographique

Figure 5 : Photographies d’une tomate (A), et d’une fraise (B) infectées par Botrytis

cinerea (D’apres Google images)

4.2. Classification de Botrytis cinerea
La classification du genre Botrytis est en grande partie basée sur les caractéres
morphologiques.Actuellement une classification du genre a été établie et basée sur les
données de séquencage d’ADN des geénes codant pour des protéines nucléiques
(Romanazzi et al., 2015).
Botrytis cinerea connait une double classification selon la forme sous laquelle il se
reproduit (Chardonnetet al., 2000 et Staats, 2005).La classification est donnée dans le

tableau I11.

Tableau I11: Classification sexuée et asexuée de B. cinerea (Romanazzi et al., 2015).

Forme sexuée Forme asexuée
Classe Leotiomycete Hyphomycete
Ordre Helotiale Moniliale
Famille Sclerotiniaceae Moniliaceae
Genre Botryotinia Botrytis
Espéce Botryotiniafuckeliana Botrytiscinerea

4.3.Cycle de développement de la pourriture grise
B. cinerea peut produire du mycélium, des spores asexuées ou conidies, des spores
sexuées ainsi que des sclérotes. Le mycélium de B. cinerea comprend des filaments
articulés, grisatres ou olivatres, cylindriques, quelquefois vésiculeux. Lorsque le mycélium
est au stade de fructification, il produit des touffes de conidiophores grisatre (Viennot-
Bourgin, 1967).
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Le cycle de vie de Botrytis comporte deux étapes (figure 6) : une étape somatique
(asexuée) ou végeétative ou anamorphe dans laquelle le mycélium produit les conidies
asexuelles (macroconidies) et des sclérotes dans des conditions environnementales
difficiles. Une étape sexuée (téléomorphe) ou le champignon forme des microconidies et

qui fonctionne principalement comme spermaties (Romanazzi et al., 2015).

\
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Figure 6: Cycles de vie de Botrytis cinerea (Romanazzi et Feliziani, 2014).

Les symptdmes qui sont les plus typiques pour les feuilles et les petits fruits sont
I’apparition de taches brunes, suivies par I’apparition de feutrage grisatre, qui sont en fait

les conidies (Williamson et al., 2007).

4.4, Gamme d’'hote
Botrytis cinerea est ubiquiste et on dénombre de nombreuses espéces de plantes sur
lesquelles il peut engendrer des dégats sérieux avant et aprés la récolte. Le risque
d’infection est considérablement augmenté chez la culture de plantes hors saison, sous
serres et sous tunnels plastiques, afin de produire davantage de fruits, de 1égumes, d’herbes
et de fleurs particulierement chez la tomate, le concombre et le poivron (Williamson et al.,
2007).

4.5. Facteurs influencant le développement de Botrytis cinerea

Pour Botrytis cinerea, différents facteurs d’origines extérieures ou dépendants de la
plante interviennent dans les premiers stades d’infection, dans le développement de la
maladie et dans la sporulation du champignon (Elad and Yunis, 1993; Yunis et al.,

1990).Parmis ces facteurs ; il y a des facteurs abiotique et des facteurs biotique.
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Les facteurs climatiques température (Gomez, 2007), humidité (Corbez, 1994),
lumiére (Nicot et al., 1996), exigences nutritives (Yoder et al., 1975) sont des des facteurs

abiotiques qui influence le développement de ce champignon.

En revanche parmi les facteurs biotiques qui influence I’infection par B. cinerea figure
I’etat physiologique de la plante héte (Jarvis, 1977) et le systéme d’irrigation ( Dik et al.,
2007).

4.6.Importance économique

Botrytis cinerea est 1’agent responsable de la pourriture grise. Cet agent pathogéne
peut entrainer la destruction partielle ou totale de la plante hote, et dans certains cas de la
récolte. Sur le plan économique, ce champignon est par exemple considéré comme un
probléme phytosanitaire majeur en viticulture dans le monde (Martinez et al., 2005). .En
culture sous abris, les risques d'attaque par ce champignon pathogénes sont permanents sur
par exemple, la tomate, le poivron, la laitue ou la fraise (Jarvis, 1992). Dans les serres
chauffées de tomates, I’infection des blessures peut résulter des chancres sur tiges ou ils
peuvent directement détruire la plante entiére (Decognet et al., 2010) avec des pertes
estimées chaque année a 2 Milliards de dollars ( EImer et al., 2004)

I'utilisation de fongicides entraine des colts financiers importants. Le marché
mondial des produits de contrdle de B.cinerea est estimé entre 15 et 25 millions de dollars
par an (Elad et al., 2004).
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Matériel et Méthodes

Objectifs

L’huile essentielle du clou de girofle et son constituant majeur I’Eug sont des
molécules d’origine naturelle a activités biologiques remarquables, notamment
antimicrobienne, anti-oxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, ect. Par conséquent,
ces molécules peuvent constituer des alternatifs aux composés synthétiques sans présenter
les mémes effets secondaires. Toutefois, en raison de leur faible solubilité dans I’eau, leur

volatilité et leur sensibilité a la lumiére limitent leur application.

Des systemes d’encapsulation de cette huile ont été développés pour bénéficier de
ses propriétés et améliorer sa stabilité. L’encapsulation de I’huile essentielle du clou de

girofle produit un complexe d’inclusion.

Le but de cette étude est de mettre en place un protocole expérimental afin d’évaluer
I’activité antifongique de 1’huile essentielle de clou de girofle et du complexe d’inclusion

sur Botrytis cinerea.

I. Matériel
1. Matériel végétal

Dans le cadre de notre étude, la matiere vegetale utilisee est le clou de girofle, il
provient d’Inde et a été acheté du commerce. En vue d’en extraire ’huile essentielle, les

bourgeons ont été soumis a la méthode d’hydrodistillation.

2. Matériel fongique

Dans ce present travail, trois souches (ALG 227, ALG66, BC1) de Botrytis cinerea
agent de la pouriture grise sont utilisées. Elles ont été obtenues de la collection du
laboratoire de mycologie de 1’université de Bejaia (figure 7).

Le choix de ces souches a été parce qu’elle sont fréquemment impliquée dans
diverses infections qui posent des problemes sur les récoltes.

Les isolats sont entretenus par un repiquage bimestriel sur milieu PDA incliné et les
milieux ensemencés sont incubé a 28 C° pendant 5 a 7 jours puis conservés a 4 C° afin de

garder la viabilité de la souche

17



Matériel et Méthodes

Figure 7: Photographie des souches de Botrytis cinerea de droite a gauche

3. Choix du milieu de culture

Le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) est utilisé tout au long de 1’étude
pour I’obtention de cultures en boites de Pétri. Ce milieu a été utilisé pour I’étude de la
croissance mycélienne. Il a eté préalablement autoclavé & 120°C pendant 20 minutes, puis
coulés dans des boites de Pétri stériles. Le choix de ce milieu de culture est basé sur son

adéquation pour un bon développement du pathogéne.
4. Matériel de laboratoire

Au cours de notre travail, nous avons utilisé divers matériels et consommables de
laboratoire a savoir : boites de Pétri en plastique de 9cm de diamétre,tubes eppendorf,
Vortex,connes de pépetage, micro pipettes, bec Bunsen, incubateur, bain-marie, balance de

précision, autoclave, plaque chauffante agitatrice, ect.

I1. Méthodes

1. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction a été réalisée au laboratoire de physicochimie des aliments de
I’université de Bejaia en utilisant la méthode de I’hydrodistillation (water distillation).

Cette méthode consiste en une distillation d’un mélage hétérogéne d’eau et d’un
liquide organique, non miscible a I’eau qui permet d’extraire a température assez basse
(<100 C°) I’huile essentielle.
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Protocole d’extraction

La matiere végétale (100 g), constituée de boutons floraux, est introduite dans un
ballon de 2 L rempli d’eau jusqu’au (2/3) de son volume. Ce dernier est ensuite mis a
ébullition pendant 2 heures. Le ballon ainsi chauffé produit de la vapeur chargée de
produits volatils. Cette vapeur se condense au contact d’un réfrigérant. Le condensat est
ensuite recueilli dans une ampoule a décanter lieu ou s’effectue la séparation des deux
phases non miscibles : phase aqueuse et phase organique. Cette derniére constitue I’HE qui
sera recupérée et conservée a une température de 4°C dans un flacon en verre fumé, en vue

de son analyse. Le dispositif d’extraction est illustré dans la figure 8.

Figure 8: photographie d’un appareil pour I’hydrodistillation

Rendement de I’extraction

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile essentielle
extraite et le poids du matériel végétal utilisé. 1l est exprimé en pourcentage (%) et calculé
par la formule suivante (Mrabkt et al, 1999).

Rdt % = (Mi / Mvs)*100
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Avec : Rdt %: Rendement en HE.
Mi : Masse de I’huile essenticelle extraite (g).

Muvs : Masse de la matiere végétale seche (Q).

2. Préparation des complexes d’inclusion dans la phase aqueuse

Le complexe d’inclusion(B-cyclodextrine — HECG) a été obtenu par la méthode de

lyophilisation décrite par Emerson Santoset al en 2014 avec certaines modifications.

Pour une ration de 1:1 nousavons ajouté 2,77 g de B-cyclodextrine dans 75 ml d’eau
distillée préalablement chauffée a 50°C. Une fois la B-cyclodextrine dissoute dans 1’eau,
nous avons ajouté 0,5 g de I’HE de clou de girofle et nous avons laissé le mélange en en
agitation pendant 24h, a I’abri de la lumiére et a température ambiante. Le mélange ainsi
obtenu a été congelé a -80 °C, puis lyophilisé pendant 48 heures. Le complexe d’inclusion

obtenu a été conservé au réfrigérateur a +4°C jusqu’a utilisation.

3. Evaluation de P’activité antifongique de I’huile essentielle de

Syzygium aromaticum
L’activité antifongique a été évaluée par la méthode de dilution en milieu solide pour

déterminer les taux d’inhibition.

Repiquage des souches pathogénes

Les souches ALG66, ALG 227, BC1 de B. cinerea ont été repiquées sur milieu PDA
et incubées a 22°C pour avoir des cultures jeunes de 3 a 4 jours. Le repiquage des souches
est effectué par prélévement d’un hyphe terminal aprés culture en boite de Pétri sur un
milieu PDA neuf. Les souches sont ensemencées au centre de la boite. Le préléevement a

lieu lorsque le développement de la souche est suffisant.

Préparation des solutions de I’huile essentielle du clou de girofle et

de complexe d’inclusion
En se basant sur des essais préalables, deux concentrations ont été préparées a

savoir : 100 et 250 ppm. La concentration 1 (100 PPM) a été préparée par 1’addition de 10
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pl de I’huile essentielle de clou de girofle a 100 ml de milieu PDA en surfusion en ce qui
concerne la gélose contenant 1’huile essentielle de clou de girofle. Nous avons ajouté 65,2
mg du complexe d’inclusion a 100 ml de milieu PDA en surfusion pour la gélose contenant
le complexe d’inclusion. La concentration 2 (250 PPM) a été préparée en rajoutant 25 pl
de I’huile essentielle ou de 163 mg du complexe d’inclusion a 100 ml de milieu PDA en

surfusion.
L'ensemencement

L’huile essentielle et le complexe d’inclusion ont été peses, puis incorporés au milieu
PDA en surfusion a 45°C de maniere a obtenir la gamme souhaitée de concentrations. Le
milieu est coulé a raison de 20 ml dans des boites de Petri de 90 mm de diamétre. Apres
solidification, un disque mycélien de 5 mm de diamétre, prélevé sur une jeune colonie de

trois jours de B. cinerea, est déposé au centre de la boite. L’incubation a lieu a 22°C.

Un temoin sans traitement a été réalisé pour chaque souche.

Lecture

La croissance de filaments sur chaque boite est relevée et il est procédé, a une
mesure des diamétres de différentes colonies de champignons filamenteux pour calculer le
taux d’inhibition (1 %) (Kordali et al., 2003). Pour cette méthode, la technique consiste a
mesurer les diametres de champignon apres le temps d’incubation requis.L.e pourcentage

d’inhibition (I) de la croissance mycélienne est calculé selon la formule suivante :
A-B
1(%) === x 100

Ou : A : diamétre des colonies témoins

B : diameétre des colonies traitées
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Résultats et discussion

3. Résultats

L’activité antifongique de I’huile essentielle du Clou de girofle et du complexe

d’inclusion a été évaluée in vitro vis-a-vis de trois souches de Botrytis cinerea; un

champignon phytopathogéne.

1.1. Le rendement d’extraction en HE

Le rendement de I’HE extraite par hydrodistillation a I'échelle de laboratoire a partir

des clous de girofle est donne dans le tableau 1V.

Tableau IV : Rendement d’extraction en HECG

Huile du clou de girofle Norme AFNOR
Minimum maximum
Rendement (%) 3,5 5 8

D’aprés le tableau IV, nous avons enregistré un rendement faible en HE. Cette
faiblesse de rendement est probablement due a une perte d'huile dans la phase aqueuse du
distillat et la simplicité de notre dispositif d'hydro distillation. On peut dire qu'en terme de
quantité et malgré ce pourcentage qui semble inférieur dans la pratique ce rendement reste
satisfaisant pour mener notre étude.

En termes de valeurs, le rendement en huile essentielle du clou de girofle extraitest
meilleur par rapport a celui signalé par Naili et al. (2013) qui a eu un rendement égal a
0.84%. Selon certains auteurs, la composition chimique et le rendement en HE varient
suivant diverses conditions a savoir : la méthode employee, les parties végétales utilisées et
les produits et réactifs utilisés pendant I'extraction, I'environnement, le génotype de la
plante, son origine géographique, la période de récolte de cette plante, le degré de séchage,
les conditions de sechage, la température et la duree de séchage, présence de parasites, de

virus et mauvaises herbes (Naili et al., 2013).

22




Résultats et discussion

1.2. Evaluation de ’effet antifongique de ’huile essentielle du clou de

girofle sur la croissance mycélienne de B. cinerea

L’activité antifongique de I’huile essentielle du clou de girofle et du complexe
d’inclusion a été évaluée in vitro vis-a-vis de trois isolats(BC1l, ALG 227, ALG66)
deBotrytis cinerea.Elle est exprimée par le pourcentage d’inhibition de la croissance

mycelienne radiale (1%). Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures 14 et 15.
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Figure 9 : Taux d’inhibition de la croissancemycélienne des souches traitées par le

complexe d’inclusion et I’huile essentielle du clou de girofle a 100 PPM
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Figure 10 :Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des souches traitées par le

complexe d’inclusion et I’huile essentielle du clou de girofle a 250 PPM.

Les résultats indiqués dans les figures 14 et 15 montrent un pouvoir inhibiteur sur la
croissance mycélienne radiale exercé par ’HECG et le CI. Il est a noter que le pourcentage

d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration.

A 100 ppm, le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de la souche
ALG 66 par I’'HE est faible (29,63 %). Cette valeur est supérieure a celle observée avec le
ClI (25,93%).

En ce qui concerne la souche ALG 227, le taux d’inhibition de I’'HE & 100 PPM est
de 53,57 %, le taux d’inhibition du CI 42,86 %. Ceci montre que 1’activité antifongique de
I’HE est plus élevée que celle du CI.

A 100 ppm le pourcentage d’inhibition de BC1 est faible en ce qui concerne la
souche traitée par I’HE seulement (17,39 %), et le pourcentage d’inhibition de 1’échantillon

traité par le Cl est beaucoupplus faible (13,04 %).

A 250 PPM I’HE a completement inhibé la croissance radiale de ALG 66 et cet effet
est observé pendant toute la durée de I’expérience. De plus le pourcentage d’inhibition a
250 ppm de ALG 66 par le CI est de de 48.15 % , ceci montre que ’activité antifongique
de ’HE est plus élevée par apport a celle du CI sur la souche ALG66.
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Dans le cas de ALG 227 lorsqu’elle est traitée avec I’'HE et le CI a 250 ppm le
pourcentage d’inhibition est respectivement de 64.29 % et 60.71 %, ceci montre que le
taux d’inhibition n’est pas trésélevée et ne varie pas vraiment si les souches sont traitées
avec I’HE ou le CL

En ce qui concerne la souche BC1, lorsqu’elle est traitée par le Cl a 250 ppm le taux
d’inhibition est de 43.48 %, donc le taux d’inhibition est faible, mais reste plus élevée par
rapport a celui observé avec I’'HE (17.39 %), ceci montre que 1’activité antifongique du CI

est plus ¢élevée sur BC1 que celle de I’HE.

4. Discussion

Les résultats obtenus dans cette étude révelent une inhibition significative par I’huile
essentielle du clou de girofle et par le complexe d’inclusion de la croissance mycélienne

des trois souches de Botrytis cinerea.

D’apres les allures des graphiques présentés dans les figures (14 et 15), ’HECG et le
complexe d’inclusion manifestent une activité inhibitrice vis-a-vis des souches fongiques
testées variables selon plusieurs facteurs, dont la concentration de 1’huile essentielle ou du

complexe d’inclusion ainsi que de la souche fongique utilisée.

Il est a noter que I’HE de Syzygium aromaticum a exercé un effet inhibiteur de la
croissance mycélienne considérable vis-a-vis de toutes les souches fongiques testées. La
comparaison des taux d’inhibitions de la croissance mycélienne des différentes souches
traitées avec cette huile révele que la souche la plus sensible est ALG 227 a 100 PPM
(53,57 %) et ALG 66 a 250 PPM (100 %) qui a été complétement inhibée tandis que la
souche la plus résistante a 1’action de cette huile est BC1 a 100 PPM et a 250 PPM (17.39
%).

En ce qui concerne le complexe d’inclusion,d’aprés les figures 14 et 15 la souche la
plus sensible est ALG 227 a 100 PPM (42,86 %) et a 250 PPM (64.29 %) tandis que la
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souche la plus résistante a 1’action du complexe d’inclusion est BC1 a 100 PPM et 250
PPM.

A 250 PPM le taux d’inhibition de BC1 et ALG 227 par le complexe d’inclusion est
plus élevée que celle de ’'HECG, cela peut s’expliquer, car plusieurs études ont montré que
I’encapsulation des molécules, en particulier I’Eug dans des complexes d’inclusion
augmente leur solubilité aqueuse (Hill et al., 2013 ; Kfoury et al., 2014 ;), et de se fait

augmente son efficacité.

En effet, I’activité biologique des huiles essenticlles est probablement liée a une
relation avec les groupes fonctionnels des composants, leurs proportions et I’interaction

entre eux (Dorman et Deans, 2000).

Le Clou du girofle est constitué principalement d’eugénol (72 a 84%) etNeri et al.
(2006)ont rapporté que 1’eugénol peut exercer, en fonction de sa concentration, une activité

fongistatique ou fongicide sur Botrytis cinerea.

A travers ces résultats, on peut suggérer que 1’activité antifongique de clou de girofle
est due principalement a son profil chimique riche en 1’eugénol qui est tres actif contre
différents micro-organismes. Ces composés sont solubles dans les milieux aqueux et
provoquent d’importants dégats sur les parois cellulaires des microorganismes (Dorman &

Deans, 2000).

Des recherches récentes sur 1’action antimicrobienne de 1’eugénol a montré une
perturbation de la membrane des champignons et des bactéries (Gill et Holley, 2006).
Tous ces rapports suggérent que ce mécanisme antimicrobien est dii a ’endommagement
de la membrane. L’eugénol, connu pour étre un composé lipophile peut pénétrer entre les
chaines d’acides gras qui composent la bicouchelipidiguemembranaire, altérant ainsi la

fluidité et la perméabilité des membranes cellulaires (Braga et coll., 2007).

D’apres Gu et al. (2010), I’eugénol pourrait inhiber directement la croissance de B.
cinereain vitro. L’eugénol peut étre utilisé dans le controle de B.cinerea et d’autres
champignons phytopathogénes et peuvent également étre considérés comme une

alternative potentielle aux fongicides synthétiques.
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Conclusion

L’huile essentielle de clou de girofle et son constituant majeur I’eugénol sont des
composés aromatiques naturels qui se caractérisent par un large spectre d’activités
biologiques. Toutefois, les constituants de ’HECG sont volatils, sensibles aux conditions

environnementales et faiblement solubles dans 1’eau.

Les huiles essentielles ouvrent une voie prometteuse dans la lutte contre les maladies
en post-récolte des fruits. L’analyse de 1’huile essentielle de clou de girofle obtenue par

hydrodistillation a montré un pouvoir inhibiteur sur la croissance myceélienne de B.cinerea.

La valeur enrigéstrée du rendement en huile essentielle était de 3.5% .Cette valeur est
supérieure par rapport aux proportions acquises auparavant par les études sur la méme

espece.

Dans ce travail, nous avons evalué I’activité antifongique de 1’huile essentielle de
clou de girofle et celle du complexe d’inclusion sur un champignon parasite de tomate ;
B.cinerea par la méthode dedilution en milieu solide pour déterminer les taux d’inhibition

de la croissance mycelienne sur trois souches (ALG 227, ALG 66, BC1).

Les variations de I’activité¢ antifongique évaluées sont liées a plusieurs parametres
dont la nature et la concentration de I’huile essentielle, la méthode d’application ainsi que

la souche fongique utilisée.

Pour la mise en évidence de I’activité antifongique in vitro del’huile essentielle, les
résultats obtenus mentionnent le grand pouvoir inhibiteur de I’huile essentielle du clou de

girofle sur la croissance mycélienne de B.cinerea.

Ces résultats ne sont que la premiére étape préliminaire et mérite d’étre poursuivis

dans 1’avenir afin d’ :

v Elargir ’échantillonnage afin de confirmer les résultats obtenus dans cette
étude.

v' Etendre cette étude sur d’autres souches ;

<\

Etudier d’autres méthodes de préparation des complexes d’inclusion ;

v Réaliser une étude statistique.
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Résumé :

L’objectif de cette étude est de limiter 1’utilisation des antifongiques dans le traitement de
quelques pathologies et de trouver d’autres solutions alternatives. L’activité antifongique
de I’huile essentielle de Syzygium aromaticumest étudiée dans le présent travail contre trois
souchesde Botrytis cinerea. L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydro
distillation a 1’aide d’un appareil de type Clevenger. L’activité antifongique a été évaluée
par la méthode de dilution en milieu solide pour déterminer les taux d’inhibition. L’huile
essentielle et le complexe d’inclusion ont révelé une activité antifongique puissante. Les
variations de D’activité antifongique évaluées sont liées a plusieurs parameétres dont la
nature et la concentration de I’huile essentielle et celle du complexe d’inclusion, la
méthode d’application ainsi que la souche fongique utilisée. Ces résultats suggérent que
I’huile essenticlle étudiée et le complexe d’inclusion peuvent constituer a priori des

véritables alternatives dans le contrdle des champignons phytopathogénes.

Mots clés : Huile essentielle - Cyclodextrine - Syzygium aromaticum— Botrytis cinerea -

Activiteé antifongique .
Abstract :

The objective of this study is to limit the use of antifungal agents in the treatment of
some pathologies and to find alternative solutions. The antifungal activity of the essential
oil of Syzygium aromaticum is studied in the present work against three strains of
Botrytis cinerea. The extraction of the essential oils was performed by hydro distillation
using a Clevenger type apparatus. The antifungal activity was evaluated by the solid-state
dilution method to determine the inhibition rates. The essential oil and the inclusion
complex showed potent antifungal activity. The variations in antifungal activity evaluated
are related to several parameters including the nature and concentration of the essential oil
and the inclusion complex, the method of application and the fungal strain used. These
results suggest that the studied essential oil and the inclusion complex, can constitute real

alternatives in the control of the phytopathogenic fungus.

Key words : Essential oil - Cyclodextrin - Syzygium aromaticum - Botrytis cinerea -

Antifungal activity .



