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Résumé :

La région de Skikda (nord est algérien) est une région a vocation agrumicole dont les agrumes occupent une importante superficie. La
valorisation des déchets de taille (feuilles) peut constituer une source en matériel végétal trés exploitable comme biofongicide par le secteur
agricole. L'activité antifongique des huiles essentielles des feuilles de Mandarine (Citrus reticulata) a été évaluée vis-a-vis de : Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis et Alternaria sp. par la méthode de contact direct. L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par
hydrodistillation et la caractérisation moléculaire par CG/SM. L’huile essentielle montrent un grand pouvoir inhibiteur de la croissance
mycélienne (in vitro). Le Limonéne (32,04 %) et le y-Terpinene (25,52 %) possédent les pouvoirs inhibiteurs les plus importants. Les
résultats obtenus ouvrent la voie a I'utilisation de ’huile essentielle des feuilles de Citrus reticulata comme alternative aux fongicides
chimiques.

Mots-clés : Citrus reticulata, huile essentielle, composition chimique, CG/SM, activité antifongique.

Abstract:

The Skikda region (northeastern Algeria) is a citrus-growing region with a large citrus area. The recovery of the size waste (leaves) can
constitute a source of plant material very exploitable as biofungicide by the agricultural sector. The antifungal activity of the essential oils
of Mandarin leaves (Citrus reticulata) was evaluated with respect to: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis and Alternaria sp. by the direct
contact method. Extraction of the essential oil was carried out by hydrodistillation and molecular characterization by GC/MS. The essential
oil shows a great inhibitory power of mycelial growth (in vitro). Limonene (32.04 %) and y-Terpinene (25.52 %) have the most important
inhibitory powers. The results obtained pave the way for the use of leaves essential oil of Citrus reticulata as an alternative to chemical
fungicides.

Keywords: Citrus reticulata, essential oil, chemical composition, CG/MS, antifungal activity.

1. Introduction Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Kill et Maire)
Malengon et Gordon, est I’agent du “Bayoud”* du Palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.). Apparue au Maroc vers
fongicides naturels a pris une place trés importante dans 1870, la maladie a affecté la plupart des palmeraies
les stratégies alternatives aux fongicides de synthése. Ces marocaines (provoquant la mort de 12 millions d’arbres
derniers sont a l'origine de beaucoup de maladies de parmi les meilleurs variétés) avant d’atteindre

plantes. Ils causent de grandes pertes de rendement dans progressivement une partie des palmeraies algériennes et
les champs et affectent la qualité des aliments en de menacer celles de Tunisie [05].

conservation [01]. Alternaria est un genre de champignons
De nouveaux pesticides sont decouverts et développes deutéromycétes de la famille des Pleosporaceae. Ce genre
[02]. L’intérét pour les pesticides d’origines naturelles (en renferme un grand nombre despéces parasites ou

particulier d’origine végétale) comme alternatifs s’est h . | L -
développé, en particulier ceux qui préservent un saprophytes presents dans le sol, les matériaux en

environnement sain, biodégradables, non toxiques et

La lutte contre les champignons par I’application de

spécifiqgues dans leur action, gagnent une attention
considérable [03]. Ils sont également nécessaires pour
combattre I'évolution de la résistance aux pesticides [04].

1 Le terme « bayoud » est dérivé de I’arabe, abyed (blanc), en référence a
la décoloration blanchatre des palmes touchées par la maladie :
https:/fr.wikipedia.org/wiki/Bayoud_du_palmier_dattier
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décomposition et I'air. Plusieurs especes d'Alternaria sont
responsables de maladies des plantes cultivées ou non
(tomate, carotte, céréales...). Ces maladies sont parfois
regroupées sous le terme d'alternariose. Par exemple
Alternaria dauci infecte les feuilles de carottes cultivées,
plus ou moins selon les caractéristiques génétiques de la
souche en cause, et selon l'espéce de carotte infectée.
C'est un champignon a croissance rapide dans différents
milieux de culture, tels que I'agar, Sabouraud, le dextrose
de pomme de terre, la farine de blé et le mais. Cependant,
I'agar a la pomme de terre et a la carotte est le choix pour
l'identification, I’incubation est effectuée a 25 °C pendant
7 heures par jours [06].

Il'y a 299 especes dans ce genre omniprésents dans
I'environnement et font partie intégrante de la flore
fongique partout. Au moins 20 % de l'altération agricole
est causée par les espéces d'Alternaria. Cependant, les
especes de ce genre sont souvent des producteurs
prolifiques d'une variété de composés toxiques. Les effets
de la plupart de ces composés sur la santé animale et
végétale sont peu connus [07].

Les huiles essentielles avec leurs larges spectres
d’action vis-a-vis d’un grand nombre d’espéces fongiques
constituent une alternative trés prometteuse, sans étre une
source de danger pour la santé humaine ou de pollution
pour I’environnement [08].

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel végétal

Des feuilles fraiches de mandarinier ont été
échantillonnées a partir d’un verger agrumicole de la
région de Azzaba? willaya de Skikda (Algérie) durant la
période du mois de Novembre (2016), [identité
taxonomique de la plante a était confirmée par la célébre
flore algérienne de Quezel et Santa [09].

2.2. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de 1’huile essentielle a été effectuée par
hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger [10].
Une distillation a été réalisée par ébullition pendant 03 h
de 300 g de matériel végétal frais avec 02 L d’eau selon la
Pharmacopée Européenne [11]. L’huile essentielle a été
stockée a 4 °C a I’obscurité en présence de sulfate de

2 500 km N-E de la capital Alger

sodium anhydre. Elle est diluée dans du méthanol (1/20,
v/v) avant de procéder a son analyse par CG/SM3.

2.3. Analyse chromatographique

L’identification des constituants a été réalisée en se
basant sur leurs indices de Kovats (IK) et sur la CG/SM
avec un chromatographe en phase gazeuse de type
Hewlett Packard (série HP 6890) couplé avec un
spectrométre de masse (série HP 5973). La fragmentation
est effectuée par impact électronique a 70 eV. La colonne
utilisée est une colonne capillaire  HP-5MS
(30 m x 0,25 mm), I’épaisseur du film est de 0,25 um. La
température de la colonne est programmeée de 50 a 250 °C
a raison de 4 °C.min%. Le gaz vecteur est ’hélium dont le
débit est fixé a 1,5 ml.min. Le mode d’injection est du
mode split (rapport de fuite : 1/70). L’appareillage est
relié a un systeme informatique gérant une bibliothéque
de spectre de masse NIST 98.

2.4. Evaluation de Iactivité antifongique

La méthode de contact direct a été appliquée pour
tester la sensibilité des moisissures vis a-vis de I’huile
essentielle [12-14]. La technique consiste a additionner
I’huile a différentes concentrations au milieu de culture
encore liquide & la température de 56 °C. Apreés
solidification du milieu de culture, pour chaque
moisissure, un disque mycélien de 6 mm de diamétre est
déposé aseptiquement a la surface du milieu gélosé au
centre de la boite de pétri de 9 cm de diameétre en verre.
Le volume du milieu utilisé est de 20 ml/boite de pétri. En
parallele des témoins composés de PDA “potatoes
dextrose agar” sans huile servent de contrdle.
L’incubation a été effectuée dans une étuve a la
température de 25 + 2 °C.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance
mycélienne radiale est calculé selon la formule suivante
[15]:

Plc (%) = (dt —dT/dt) x 100

dt étant la croissance diamétrale du témoin et dT la
croissance diamétrale du champignon en présence d’une
concentration (c) du fongicide.

3 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse
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3. Résultats et discussion
3.1. Rendement et composition chimique

Les résultats obtenus indiquent que le rendement
d’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation est
de 0,50 £ 0,2 %. Nos résultats sont en accord avec ceux
de Hamdani [16] avec un faible rendement de 0,51 %
pour Citrus reticulata et respectivement 0,96 et 1,02 %
pour Citrus sinensis et Citrus limon.

La cinétique d’extraction a montré que la quasi-totalité
de I’huile essentielle est extrait au bout des 95 premiéres
minutes.

L’analyse de I'huile essentielle étudiée par CG/SM a
permis d’identifier et de caractériser 20 composés
représentant 96,87 % de la totalit¢ de I’huile essentielle
(Tableau 1) révele que ses principaux composés sont : le
Limonéne (32,04 %), le vy-terpinéne (25,52 %) et le N-
méthyl anthranilate de méthyle (24,50 %).

Tableau 1.
Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Citrus
reticulata.

N° Composants IK (%)
01  a-Thujéne 928 2.02
02  o-Pinene 938 3.30
03  Sabinéne 974 Traces
04  B-Pinene 980 3.35
05  Myrcéne 985 1.10
06  o-Phellandréne 1004 0.30
07  A’Caréne 1013 0.88
08  Limonene 1029 32.04
09  Z-p-ocimene 1042 0.91
10  y-Terpinéne 1056 25.52
11 Terpinoléne 1087 1.87
12 Linalol 1091 0.21
13 Terpinéne-1-ol 1138 0.03
14 Terpinen-4-ol 1175 0.15
15  o-terpinéol 1187 0.10
16  Citronellol 1218 0.11
17 Nérol 1220 0.30
18 Néral 1227 0.09
19  N-méthyl anthranilate de méthyle 1402 24.50
20  B-caryophylléne 1434 0.09
Total 96.87

Des études réalisées également menées par Hamdani
[16] dans la région de Chlef* (Algérie) ont donné : y-
terpinene (26,62 %), D-limonéne (22,52 %), a-pinéne
(4,36 %) et B-pinéne (4,35 %). La composition trouvée
étant aussi similaire a celle trouvée dans la littérature pour
Citrus reticulata en Algérie par Baaliouamer et al. [17] et
en Uruguay par Verzera et al. [18].

Choi-Hyang, [19] a analysé les composés volatils de
I'huile essentielle provenant de Satsuma mandarin cultivé
en Corée. Il mentionne I’abondance du D-limonene
comme composant majoritaire (82,8 a 89,2 %), suivi du y-
terpinene (4,2 a 51%) et le myrcéne (1,7 %).
Contrairement, d’autre travaux rapportent I’abondance du
linalool (54,51 %), du B-pinéne (18,85 %) et y-terpinéne
(4,5 %) pour I’huile essentielle de Citrus reticulata [20].

Dans les travaux de Ekundayo et al.[21], une
combinaison de GC et GC/MS a été utilisée pour
caractériser la composition chimique de I'huile de feuille
de mandarine (Citrus reticulata) du Nigeria. Un total de
vingt-deux composés a été identifiés dans I'huile. Les
principaux composés se sont révélés étre le y-terpinéne
(20,15 %), le p-cyméne (16,29 %), le linalol (9,55 %) et le
terpinen-4-ol (7,13 %).

Parveen el al. [22] rapportent que le principal
constituant de I'huile essentielle hydro-distillée de Citrus
reticulata Blanco var. kinnow du Pakistan analysé par
(GC-MS) était le p-phellandréne (62,00 %), Le B-pinéne
(6,53 %), le p-myrcéne (2,81 %), le limonéne (2,81 %) et
le caryophylléne (0,51 %) ce qui représente une quantité
considérable de 74,66 % de I'huile.

3.2. Activité antifongique de I’huiles essentielle

Les résultats de I’activité antifongique de [I’huile
essentielle des feuilles de Citrus reticulata sont résumés
dans le tableau 2. L’huile essentielle a exercé une
importante activité inhibitrice vis-a-vis des champignons.
Les deux souches fongiques ; Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis a été inhibées a partir de la concentration
minimale 1/2000 v/v et la concentration de 1/3000 v/v a
été suffisante pour arréter la croissance de Alternaria sp.
Nos résultats sont en accord avec ceux rapportées par
Hamdani qui montrent qu’avec les huiles essentielles de
Citrus reticulata, I’inhibition de la croissance mycélienne
a été complete (Plc de 100 %) avec les concentrations
allant de 0,1 & 1 mg/ml pour I’espéce testée du genre
Fusarium [16].

4200 km a I’Est la capital Alger
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Van Hung et al. [23] rapportent que la croissance obtiennent un Plc de 50,9 % vis-a-vis de Fusarium
mycélienne diminue avec 1’augmentation de Ia proliferatum. Chutia et al. [24] enregistrent un Plc de
concentration en huile essentielle de Citrus reticulata. lls 42 % pour Fusarium oxysporum.

Tableau 2.

Activité antifongique de I’huiles essentielles des feuilles de Citrus reticulata.

Dose (mg/ml)

Souches 1/100 viv 1/250 viv 1/500 viv 1/1000 v/iv 1/2000 v/iv 1/3000 viv 1/5000 viv T
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis - - - - + + + +
Alternaria sp. - - - - - + + +

T : témoin ; (-) : inhibition ; (+) : croissance
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