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Résumé

Peu nombreuses sont les études consacrées a mettre en évidence les particularités des especes
appartenant au genre Crataegus, communément appelées aubépines, malgré les divergences
apparentes sur leurs formes, leurs tailles et leurs fruits. Ce travail a pour objectif d’apporter une
contribution a 1’étude de quelques caractéristiques morpho-anatomiques, phytochimiques et
biochimiques de feuilles et des fruits de deux especes d’aubépine : Crataegus monogyna et
Crataegus pyracantha.

L’examen morphologique est basé sur 1’étude de I’aspect, la couleur, la taille et la forme des
feuilles, des fruits et des graines et I’examen microscopique est effectué par la technique de
double coloration sur les feuilles et les tiges de ces deux espéces. Ces examens ont fait ressortir
plusieurs points de similitudes et de divergence : I’organisation du parenchyme cortical et la
structures tissulaires secondaires est semblable dans les tiges semi-ligneuses des deux espéces
¢tudiées avec la présence d’une différence significative dans la nature de tissu médullaire
observé dans les tiges . Pour ce qui est des feuilles, elles se caractérisent par la présence d’une
symétrie bilatérale et un mésophile hétérogéne chez les deux espéces.

Les rendements des extraits éthanoliques obtenus par macération des feuilles et des fruits étaient
de 15.61% et 21.03% pour I’espece C. pyracantha alors que des taux plus faibles ont été
enregistrés pour les feuilles et les fruits de C. monogyna (14.91% et 10.96% respectivement).

Le screening phytochimiques des métabolites primaires et secondaires a permis de mettre en
¢vidence la présence de quelques groupes chimiques, parmi lesquels on peut citer : les
glucosides , les lipides , les leuco- anthocyanes, les flavonoides et les tanins aussi bien au
niveau des feuilles qu’au niveau des fruits, avec une absence d’amidon, des coumarines , des
saponines , des drivées anthracéniques libres et combinés ainsi que des stéroides. . Les résultats
de ces tests indiquent aussi la présence des sennosides au niveau des feuilles de C. pyracantha
et C. monogyna contrairement aux fruits. Des réactions positives ont été également mises en
¢vidence pour les mucilages, les composées réducteurs et les alcaloides au niveau des feuilles
de C. monogyna ainsi que les fruits des deux especes.

Les dosages biochimiques nous ont permis de mettre en évidence la presence notables des
sucres totaux (0,939 et 1,620 pg/g), des phénols totaux (17.83 et 13.41 pg eq ac gal/ mg ES)
, des flavonoides totaux (0,525 et 0, 0,614ug eq quer /mg ES), des flavonols (0,934 et 1,137 ug
eq rut/mg ES) ,et des tanins (1.66 et 1.44 pg eq ac tan /mg ES). Au niveau des feuilles de C.
pyracantha et C. monogyna respectivement.

Quant aux fruits, le paramétrage biochimique a validé la presence des sucres totaux (1,991 et
1,816 ng/g), des phenols totaux (0.58 et 3.03 pgeq ac gal/ mg ES), des flavonoides (0,539
et 0,557 pgeq quer /mg ES ), des flavonols (0,847 et 1,386 pgeq rut/mg ES ) ainsi que des
tanins (0.1 et 0.3 pg eq ac tan /mg ES les feuilles et les tiges de C. pyracantha et
C. monogyna ont présenté des teneurs variables en chlorophylle a (7.17 pg, 5.55 pg, 19,9 ug
et 0,509 respectivement) et en chlorophylle b (31,568 pg, 2,338 pug, 1,917 pg respectivement).

Mots clés: Crataegus monogyna, Crataegus pyracantha, examen morphologique,
microscopique, screening phytochimique, biochimique.




Abstract

Few studies have been devoted to highlighting the peculiarities of species belonging to the
genus Crataegus, commonly known as hawthorns, despite the apparent differences in their
shapes, sizes and fruits. This work aims to contribute to the study of some morpho-anatomical,
phytochemical and biochemical characteristics of leaves and fruits of two species of hawthorn:
Crataegus monogyna and Crataegus pyracantha.

The morphological examination is based on the study of the aspect, the color, the size and the
shape of the leaves, the fruits and the seeds and the microscopic examination is carried out by
the technique of double staining on the leaves and the stems of these two species. These
examinations revealed several points of similarity and divergence: the organization of the
cortical parenchyma and the secondary tissue structures is similar in the semi-linear stems of
the two species studied with the presence of a significant difference in the nature of medullary
tissue observed in the stems. As for the leaves, they are characterized by the presence of bilateral
symmetry and heterogeneous mesophilicity in both species.

The yields of ethanolic extracts obtained by maceration of leaves and fruits were 15.61% and
21.03% for C. pyracantha species while lower rates were recorded for leaves and fruits of C.
monogyna (14.91% and 10.96% respectively).

The phytochemical screening of the primary and secondary metabolites allowed to highlight
the presence of some chemical groups, among which we can mention: glucosides, lipids, leuco-
anthocyanins, flavonoids and tannins as well at the level of the leaves as at the level of the
fruits, with an absence of starch, coumarins, saponins, free and combined anthracene derivatives
as well as steroids. The results of these tests also indicate the presence of sennosides in the
leaves of C. pyracantha and C. monogyna contrary to the fruits. Positive reactions were also
found for mucilages, reducing compounds and alkaloids in the leaves of C. monogyna as well
as in the fruits of both species.

The biochemical assays allowed us to highlight the notable presence of total sugars (0.939 and
1.620 pg/g), total phenols (17.83 and 13. 41 pg eq ac gal/ mg ES), total flavonoids (0.525 and
0.614pg eq quer /mg ES), flavonols (0.934 and 1.137 pg eq rut/mg ES), and tannins (1.66 and
1.44 ng eq ac tan /mg ES). In the leaves of C. pyracantha and C. monogyna respectively.

As for the fruits, the biochemical parameterization validated the presence of total sugars (1.991
and 1.816 pg/g), total phenols (0.58 and 3.03 pg eq ac gal/ mg ES), flavonoids (0.539 and 0.557
ug eq quer /mg ES ), flavonols (0.847 and 1.386 pg eq rut/mg ES ) as well as tannins (0. 1 and
0.3 pgeq ac tan /mg ES leaves and stems of C. pyracantha and C. monogyna showed variable
contents of chlorophyll a (7.17 pug, 5.55 pg, 19.9 pg and 0.509 respectively) and chlorophyll b
(31.568 ng, 2.338 pg, 1.917 pg respectively).

Keywords: Crataegus monogyna, Crataegus pyracantha, morphological examination,
microscopic, phytochemical screening, biochemical.
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Signification

C.monogyna

Crataegus monogyna

C .pyracantha
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Classification APG Classification phylogénétique des
angiospermes

LDL Low Density Lipoprotein

FCR Réactif de Folin-Ciocalteu

DO La densité optique

Ca Chlorophylle a

Cb Chlorophylle b

ROS Réactive oxygene species
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Glossaire

Anorexie : désigne une pathologie qui se caractérise par une perte de l'appétit. L'anorexie
peut étre d'origine médicale, c'est-a-dire liée a 1'état général du patient, ou mentale, et elle
releéve alors de la psychiatrie.

Anxiété : Etat de trouble psychique causé par la crainte d'un danger.

L’artériosclérose : une forme de sclérose qui survient au niveau des artéres. En d’autres
termes, cela signifie qu’elle est caractérisée par un durcissement, un épaississement et une

perte d’élasticité de la paroi des artéres.

La neurasthénie (asthénie nerveuse) : un terme de psychopathologie qui définit un syndrome
associant les symptomes suivants : fatigue (asthénie), anxiété, céphalées, névralgies, état
dépressif. On parlait autrefois de mélancolie ou d’hypocondrie

La tachycardie : une maladie qui fait battre le cceur trop vite. Un cceur en bonne santé bat entre
50 et 80 fois par minute. L'exercice physique, le stress ou la peur peuvent faire accélérer le
coeur, mais c'est une réaction normale.

Clade : Groupement de plusieurs embranchements de plantes ou d'animaux ayant une
organisation et une origine communes.

Coriace : Tres dur ; qui ne se laisse pas couper, macher, etc.

Luisant : Qui a des reflets lumineux ou qui brille sous l'effet de quelque agent.
Pennatiséquée : une feuille simple qui est découpée de fagon symétrique, de chaque coté de
la nervure centrale, dépassant la moitié de la largeur du limbe.

Les calculs biliaires : des dépdts solides (essentiellement des cristaux de cholestérol) qui se
forment dans la vésicule.

L'insomnie : un manque ou une mauvaise qualit¢ de sommeil qui retentit le lendemain sur les
activités diurnes physiques, psychiques et sociales. Les principales causes de l'insomnie chez
l'adulte sont le stress, I'anxiété et la dépression.

Stade phénologique : est I’étude de leurs phases de développements saisonniers : feuillaison,
floraison, fructification, jaunissement automnal. Ces développements sont liés a certains
parametres climatiques.



https://www.dictionnaire-medical.fr/definitions/683-asthenie
https://www.dictionnaire-medical.fr/definitions/661-symptome

Introduction




Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus, d’ou I’Homme peut non seulement
sa nourriture, mais aussi isoler des substances actives qui procurent souvent un bienfait a son
organisme parfois affecté de troubles insidieux (Amour, 2018).

L’ Algérie fait partie de la région méditerranéenne considérée comme étant un centre de grande
variabilit¢ génétique (Abdelguerfi, 2003). Elle possede une richesse floristique considérable,
ce potentiel de plantes comporte des milliers d’especes présentant divers intéréts et constituent
un axe de recherche scientifique, plus particuliecrement dans le domaine des substances
naturelles (Bouzid ,2009).

L’aubépine est un nom commun pour toutes les especes appartenant au genre Crataegus
(Ferhad et al, 2019), il appartient a la famille des Rosaceae et est présente dans de nombreux
pays. Il existe environ 280 espéces d'aubépine connues (Magdalena et al ,2019).

Les especes du genre Crataegus sont utilisées dans différents domaines comme : I’alimentation
et la médecine traditionnelle, elles sont aussi utilisées pour 1’ornementation (Ferhad et al,
2019) .

Crataegus monogyna Jacq. (Aubépine monogyne) est une plante de la famille des Rosaceae
qui pousse spontanément en Europe, en Afrique et en Asie, on le trouve généralement sous
forme d'arbuste ou de petit arbre de 5 a 10 m de haut ( Seyed Fazel ef al., 2015). Elle se connue
en Algérie sous le nom « zaérour el barri » (Abdelgherfi, 2003). Selon Khelouf et al. (2021),
les arbustes d’aubépine ont tendance a vivre longtemps leurs fruits sont de couleur rouge
vermillon et parfaitement comestibles mais fades et farineux, ils sont particuliérement une
bonne nourriture pour les oiseaux pendant les mois d'hiver.

Crataegus pyracantha Medik est un arbuste épineux a feuilles persistantes que 'on trouve dans
le centre et le sud de I'[talie. Ses caractéristiques esthétiques et sa structure épineuse dense en
font une alternative aux clotures artificielles et une plante ornementale cultivée dans les jardins
(Javad Sharifi-Rad et a/ ,2021). Cette plante est aussi utilisée en médecine traditionnelle pour
les propriétés diurétiques, cardiaques et toniques de ses fruits (Kowaleuki, Mrugasiewicz,
1971).

L’objectif de ce travail consiste a réaliser une caractérisation morpho-anatomique et
biochimiques des feuilles et des fruits de deux especes d’aubépine : Crataegus monogyna et
Crataegus pyracantha. Le choix de ces plantes est justifié, par le fait qu’il y a peu de travaux
scientifiques qui se sont intéress€s a la valorisation leurs caractéristiques morpho-anatomiques
et biochimiques en Algérie. Cette étude vise a apporter également une contribution a 1’étude de
la biodiversité de la flore en vue de lui ouvrir les portes pour une éventuelle contribution au
développement durable de notre pays

Notre travail est reparti en trois chapitres :

v" Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique sur les deux espéces
étudiées (Crataegus monogyna et Crataegus pyracantha), leurs différentes utilisations
et leur composition biochimique.

v Le deuxiéme chapitre expose le matériel et les méthodes analytiques utilisées dans le
travail expérimental qui est présenté en deux étapes :

1




e Etape 1 : Etude morphologique et histo-anatomiques des feuilles, des fruits et
des tiges.
e [Etape 2 : Caractérisation des parametres phytochimiques et biochimiques des
fruits et des feuilles.
v' Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation et la discussion de I’ensemble des
résultats obtenus.




Chapitre I ;

Synthese
bibliographigue




I.1. Généralités sur la famille des Rosaceae :

La famille des rosaceae regroupe plus de 3000 a 3500 especes classées en 4 sous familles :
Rosoideae, Spiracoideae, Amygdaloideae et Maloideae, ces derniéres sont fréquentes dans les
régions tempérées de I’hémisphere nord. Cette famille présente une grande variabilité
morphologique et une tendance évolutive marquée (Berkane ,2017).

I.2. Généralités sur le genre Crataegus :

Le genre Crataegus est 'un des genres les plus importants de la famille des Rosacées qui
comprend entre 150 et 1200 especes. Il existe une grande variabilité interspécifique enregistrée
chez les especes appartenant a ce genre, affectant plus particulierement : la morphologie
spécifique des feuilles et des graines, le nombre de graines et la couleur des fruits. Ces auteurs
ont egalement rapporté que de nombreuses espéces de ce genre sont polyploides : elles
présentent un polymorphisme qui avec 1’hybridation explique pourquoi elles ont différents
synonymes Martinelli et al (2021).

1.3. Aubépine monogyne (Crateagus monogyna)
1.3.1. Etymologie et nom vernaculaire :

Selon Abdeddaim (2016), I’origine de la nomenclature de 1’aubépine monogyne provient du
mot " Crataegus", ce nom générique est attribué¢ a toutes les Aubépines (Rosaceae), désignant
en latin ""Crataegon” ou "Crataegos’’, qui veut dire Fort résistant. Cependant, le nom de
I’espece C. monogyna souligne la particularité¢ de sa fleur qui ne dispose que d’un seul pistil
(un seul ovaire).

Selon Boudraa (2019), plusieurs noms vernaculaires ont été attribués a 1’aubépine monogyne
dans différents pays du monde et parfois méme eu sein de la méme région (tableau I)

Tableau I : Noms vernaculaires attribués a 1’aubépine monogyne (Boudraa, 2019).

Langue Nom vernaculaire

Arabe Zaarour Berri (¢4 Jsoe ), Admam(ple), Boumekhri(s_ss ),
baba aajina((duse LL)

Berbére Idhmim, atelmen, Zaarour,

Francgais Epine blanche, Epine de mai, Valériane du cceur, Senellier

Indien Vansaangli

Anglais Hawthorn, Quickthor




1.3.2. Classification botanique :

La classification APG IV (2016) proposée pour I’espece Crataegus monogyna est la suivante :

Clade Spermatophyta

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies

Clade Rosidées

Clade Eurosidées 1

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Crataegus

Espece Crataegus monogyna Jacq.

1.3.3. Description botanique :

Selon Bouzid (2009), Crataegus monogyna est une plante herbacée généralement vivace, de 4
a 10 metres de hauteur (figure la), a écorce lisse gris pale, puis brune et écailleuse, elle
comporte des épines droites et des inflorescences treés diverses.

Les feuilles, plus ou moins profondément lobées, ont un bord légérement denté ou presque
entier, pennatiséquées et divisées en 3 ou 5 lobes acuminés, leur face adaxiale est vert foncé ou
vert brun, leur face abaxiale est d’un vert-gris plus clair et présente une nervation réticulée
dense et saillante (figure 1b) (Hamdaoui ,2018) .

Les fruits (cenelles) ovoides, de 8 a 10 mm, ont une chaire farineuse et douceatre ; ils
renferment une seule graine, lisse et luisante. Ils prennent une couleur rouge sombre a maturité
au mois de septembre (Boudraa, 2019) (figure 1c).

Les fleurs sont trés abondantes en Mai, blanches et ont une odeur vive plutdt désagréable
(Boudraa, 2019) (figure 1d). Elles comportent un calice tubulaire vert-brun, composé de 5
sépales libres, réfléchies, une corolle formée de 5 pétales libres de couleur blanc jaune ou
brunatre, arrondis ou approximativement ovales (Hamdaoui ,2018).

Le tronc est érigé et arrondi, compact, a ramifications et pourvu d’épines, 1’écorce est lisse de
teinte grise puis brun foncé (Boudraa ,2019) (figure le).




Figure 1 : Aspect des organes aériens de ’aubépine monogyne (Crataegus monogyna)

https://www.maltawildplants.com/ROSA/Crataegus monogyna.php

(Consulté le 15/06/2022)

1.3.4. Origine et Aire de répartition :
1.3.4.1. Dans le monde :

L’aubépine monogyne est une espece qui-pousse spontanément dans les bois clairs et les foréts
de chénes dans les pays du Maghreb : en Algérie et au Maroc ou elle est commune, en Tunisie
ainsi que dans tous les pays d’Europe, notamment en France et en Asie occidentale ; elle est
naturalisée en Amérique du nord. Elle est originaire de toute I’Europe jusqu'en Afghanistan et
I’Inde, Hamdaoui ,2018).

1.3.4.2. En Algérie :

Crataegus monogyna Jacq est spontanée dans le Tell Méridionale Est, en particulier en zone
de montagne (Abdelgherfi, 2003).



https://www.maltawildplants.com/ROSA/Crataegus_monogyna.php

CABI, 2022 Crataegus monogyna. In: Invasive Species Compendium. Wallingford, UK: CAB
Imternational. https ./ www.cabi.orgsfisc

@ Introduced
@ Native
@ Origin notrecorded

Figuer 2 : Distribution de ’espéce de Crataegus monogyna dans le monde

https://www.cabi.org/isc/datasheet/16496#toDistributionMaps

(Consulté le 15/06/2022)
1.3.5. Exigences pédoclimatiques :

L’aubépine est trés rustique et supporte toutes les rigueurs du climat : vent, froid, sécheresse,
pluies torrentielles. Elle s’accommode a tous les terrains, mais elle préfere les sols calcaires et
se satisfait des plus secs. Cette espece préfere les emplacements ensoleillés, a terre 1égere qui
ne contient pas beaucoup d’argile, elle peut se développer dans les sols acides, neutres et méme
alcalins (Hamdaoui, 2018).

1.3.6. Utilisations de ’espéce Crateagus monogyna :
1.3.6.1. Utilisations médicinales :

En médecine, 1’aubépine monogyne est 1'une des plantes utilisées en médecine traditionnelle
en infusion ou décoction contre les fiévres, les spasmes nerveux, I’anxiété, ’insomnie, et les
calculs biliaires (Boudraa, 2019).

Selon Boudraa (2008), les fruits de Crataegus monogyna sont connus pour leur action
diurétique et utilisés pour traiter les problémes rénaux. Grace a leurs propriétés tonicardiaques,
ils favorisent aussi la circulation coronaire et régularisent la tension artérielle. Ils permettent
¢galement d’atténuer la diarrhée et sont utilisés pour traiter les maux de gorge et les arythmies
cardiaques (Boudraa,2019).

Des expériences réalisées in vivo par Zhang et al (2004), ont démontré que I’administration de
I’extrait obtenu a partir de la partie charnue des fruits de Crataegus monogyna inhibe
I’oxydation des LDL (Low Density Lipoprotein) humains. Ils ont également rapporté que les
acides phénoliques de I’aubépine augmentent et favorisent la fluidité du sang.




1.3.6.2. Utilisations alimentaires :

L’Homme consommait les baies de cette plante dont il faisait des produits fermentés et les
graines torréfiées remplacaient le café.

Ses cenelles sont juteuses, acidulées avec une saveur de prune, elles peuvent étre consommeées
crues ou cuites sous différentes préparations : Confitures et conserves. La pulpe des cenelles
¢tait autrefois séchée, moulue et mélangée aux farines pour la fabrication de gateaux. Cette
farine additionnée, est utilisée comme toute autre farine, elle posséde une odeur agréable
(Abdeddaim, 2016).

Les feuilles sont utilisées pour la préparation du thé ou des salades et les fleurs pour
'aromatisation des sirops et des desserts (Abdeddaim , 2016). .

1.3.6.3. Utilisations écologiques :

L’aubépine monogyne est cultivée pour la création de haies vives, par exemple pour
I’aménagement de parcs et d’espaces verts. La haie vive exerce sur le sol cultivé des influences
bénéfiques : elle protege, sur une grande distance, contre I’érosion éolienne et pluviale, contre
les dégats causés aux végétaux par les grands vents, elle réduit 1’évaporation du sol et la
transpiration des plantes, effets trés importants par temps de sécheresse. L’aubépine monogyne
par la densité de ses branches et de son feuillage, exerce une protection tres efficace contre le
vent, mais aussi contre 1’intrusion des animaux, I’abondance de ses fruits retient les oiseaux,
c’est un arbuste d'ornement mellifeére tres apprécié utilisé isolé, en groupe, en alignement massif
et en haies naturelles ou taillées. (Hamdaoui ,2018).

1.3.7. Composition biochimique de ’espéce Crateagus monogyna :

Des études réalisées par différents chercheurs montrent que 1’aubépine monogyne est une
source riche en plusieurs métabolites importants.

1.3.7.1. Les métabolites primaires :

Selon Boudjerda (2012), dans toutes les cellules végétales, il existe des métabolites primaires
qui sont nécessaires a la vie de la plante (la croissance, le développement et la reproduction
normale d'un organisme ou d'une cellule). Ils sont a la base de a machinerie moléculaire de la
cellule. Les molécules les plus importants parmi les métabolites primaires sont : glucides, les
lipides et les acides aminés.

Selon Herrera (1984), la partie comestible du fruit de Crataegus monogyna contient une
teneur en protéines de 2.5 €g/100g MS et environs 2.3g/100g MS de lipides.

Il a été également démontré que la partie comestible du fruit présente une valeur nutritionnelle
trés importante en raison de sa teneur élevée en substances minérales (tableau II).




Tableau II : Teneurs en minéraux de la partie charnue des fruits de Crataegus monogyna

) Teneur ( g/100g MS)
Fraction Boudraa (2008) | Herrera (1984)

Calcium 414.18 +£4.03 0.44

Magnésium 156.52 + 15.43 0.06
Sodium 31.20 -

Phosphore 20.09 +4.03 0.05

, ., Potassium 1694.8 £31.71 1.25
Eli’i";;;gﬁg?“x Cuivre 0.31+0.10 -
Fer 4.09+0.03 -

Manganese 1.52+£0.25 0.33
Zinc 0.32+£0.01 -
Cobalt 0.17£0.02 -
Plomb 0.79 £0.09 -

Boudraa (2008) a rapporté que I’analyse du contenu vitaminique des fruits séchés de
Crataegus monogyna a révélé la présence de : 1’a-Tocopherol (0.79+£0.09) %, la vitamine C
(4.07+£0.69%) ainsi que la thiamine (0.05%).

1.3.7.2. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires peuvent étre définis comme étant des molécules indirectement
essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires qui alimentent les
grandes voies du métabolisme basal. Ces métabolites secondaires exercent cependant une action
déterminante sur l'adaptation des plantes a leur environnement (Bibet et Naili, 2008). Ils
participent ainsi, de maniére trés efficace, a la tolérance des végétaux a des stress variés
(attaques de pathogenes, prédations d'insectes, sécheresse, lumiere UV ...)

Selon Bouzid (2009), la partie charnue des fruits de Crataegus monogyna comporte différents

groupes de métabolites secondaires, dont les plus importants sont les composés phénoliques
(tableau III).




Tableau III : Teneurs en métabolites secondaires de la partie charnue des fruits de
Crataegus monogyna. (Bouzid, 2009)

Les constituants Teneurs (%)
Acides Acide chlorogenique
phénoliques | Acide caféique

1-2

Flavonoides | Vitexin

- 2-3
Quercetine
Vitexine 2 rhamnoside
Tanins Coumarines. 53

Tritepénes et acides triterpénique
Huile essentielle (trace).

1.4. Buisson ardent (Crataegus pyracantha Medik) :
1.4.1. Etymologie et nom vernaculaire :

Crataegus Pyracantha est une plante qui appartient a la famille des Rosaceae. (Turu et al,
2020)

Pyracantha est un autre nom générique générique du buisson ardent (Pyracantha coccinea ),
il désignait en grec un arbuste épineux a fruit rouge vif et dérive de pyr : feu et achantha :
épine. L épithete coccineus signifie «écarlate» et dérive de coccum, cochenille qui servait a
teindre les étoffes de cette couleur. Ces divers termes évoquent tous la fructification orange
¢éclatante de cet arbrisseau. (Couplan, 2012)

Selon Steve et al. (2016), plusieurs noms vernaculaires ont été attribués au Buisson ardent dans
différents pays du monde (Tableau VI).

Tableau IV : Noms vernaculaires attribués au buisson ardent (Csurhes et al.,
2016)

Langue Nom vernaculaire
Arabe g el Ul el ol
Frangais buisson ardent
Anglais Scarlet firethorn
Allemand buisson ardent
Espagne Espino de fuego
Portugal Sarca ardente




I.4.2.Classification botanique :

La classification APG IV (2016) proposée pour cette espéce est la suivante :

Clade : Spermatophyta

Clade : Angiospermes

Clade : Dicotylédones vraies

Clade : Rosidées

Clade : Eurosidées I

Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae

Genre : Pyracantha

Espéce : Crataegus pyracantha Medik

Synonymes : | Pyracantha coccinea M. Roem
Cotoneaster pyracanthus L. Spach
Mespilus pyracantha L.
Gymnopyrenium pyracantha (L.) Dulac

1.4.3. Description botanique :

C. pyracantha est un arbuste épineux (Figure 2a), de port buissonnant, il se dresse sur un tronc
ramifié¢ des sa base, il peut atteindre des hauteurs allant de 3 & 4 métres. Les rameaux de cet
arbuste se caractérisent par de longues épines noires (Brahami et Karrour 2016 )

De petites feuilles de 2 a 5 cm de longueur et de 1 a 2 cm de largeur, lancéolées, coriaces,
brillantes, de couleur vert clair (jeunes feuilles) a vert foncé (Figure 2b), avec un bord finement
denté, court pétiole et les jeunes pousses sont rougeatres. (Maaoui, 2014)

Les petites fleurs blanches sont groupées en corymbes (Figure 2¢), formées de 5 sépales, 5
pétales arrondies, 20 étamines et a calice pubescent. Elles sont odorantes et attirent les abeilles
(Maaoui, 2014)

Les fruits sont des petites baies, charnues, rouge ou orange (Figure 2d), de forme ovoide,
contenant 5 noyaux (Maaoui, 2014), de 5 a 6 mm de diametre, elles supportent les conditions
climatiques séveres (froid et chaleur). Cette résistance lui attribue une longue durée de récolte
qui s’étale jusqu’a la fin de I’hiver (Brahami et Karrour 2016 ).
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Figure 3 : Aspect des organes aériens du Buisson ardent (Crataegus pyracantha)
(Maaoui, 2014)

a : Arbuste entier b : Feuilles ¢ : Fleurs d : Fruit

1.4.4. Origine et aire de répartition :

Crataegus pyracantha Medik est une plante spontanée qui est distribuée dans la région de 1'Asie
tempérée et celle de I'Europe (Iran, Liban, Azerbaidjan, Turquie, Arménie, Géorgie, Ukraine,
Albanie, Bulgarie, Ex-Yougoslavie, Gréce, France et Espagne) (Kardi et Sekiou, 2020).

Selon Fico et al. (2000), cette plante se trouve dans le centre et le sud de 1'Ttalie et également
cultivée comme plante ornementale dans le nord de I'[talie.

Kardi et Sekiou (2020) ont rapporté que cette plante pousse spontanément en Algérie, plus
précisément dans la région de Tipaza Brahami et karrour (2016) 1’ont également recensés
dans la région de Boumerdes.
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CABI, 2022. Pyracantha coccinea. In: Invasive Species Compendium. Wallingford, UK: CAB
International. https./www.cabi.org/isc

@ Introduced
@ Native
@ Origin not recorded

Figure 4 : Distribution de ’espéce de Crataegus pyracantha Medik

https://www.cabi.org/isc/datasheet/45994#toDistributionMaps
Consulté le 15/06/2022

1.4.5. Exigences pédoclimatiques :

L’espéce C. pyracantha pousse sur différents types de sol (humide, profond et drainé). Elle
tolére également les terres pauvres de nature calciques et séches. Selon (Maaoui (2014), cette
plante tolére parfaitement les basses températures pouvant allez jusqu’a -17°C.

Villabos et al. (2010) ont constaté que cette espece avait échouée a devenir abondante dans les
¢cosystemes méditerranéens suite a des difficultés de germination rencontrées souvent au cours
de la période estivale. Alors que les autres espéces ligneuses indigénes sont bien adaptées au
climat chaud et sec grace a leurs graines qui survivent en dormance durant 1’été.

1.4.6. Utilisations de I’espéce Crataegus pyracantha Medik :
1.4.6.1. Utilisations médicinales :

D’aprés les travaux réaliser par Sarikurkcu et Tepe (2015), C. pyracantha est considérée comme
une plante médicinale suite a son utilisation comme agent multifonctionnelle pour le traitement
du diabete type II, la maladie d’ Alzheimer et les problémes dermatologiques.

Cette plante est largement utilisée en Chine et dans I'Himalaya, ses fruits ont diverses propriétés
curatives contre l'anorexie, I'anxiété, 'artériosclérose, les brilures, l'insuffisance cardiaque, la
dysenterie, l'insomnie, 1’hypertension, les douleurs articulaires, la débilit¢ myocardique, la
neurasthénie et la tachycardie (Popuviciu et al., 2020). C'est aussi un excellent diurétique (Fico
atal.. 2000) .
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1.4.6.2. Utilisations alimentaires :

Dans le domaine de l'alimentation, le fruit peut étre cuit pour faire des gelées, des confitures,
des sauces et des marmelades (Popoviciu et al., 2020). Cependant, Lemoine (2016) a rapporté
que les graines de cette plantes peuvent €tre hautement toxiques en raison de leur richesse en
hétérosides cyanogenes, aucun effet toxique n’a été signalé pour les autres parties de cette
plante.

1.4.6.3. Autres utilisations :

L’espece C. pyracantha est cultivée comme plantes ornementales, dans les jardins, les parcs
ou les haies. (Popoviciu et al., 2020)

1.4.7. Composition biochimique de ’espéce Crateagus Pyracantha Medik:
1.4.7.1. Les métabolites primaires :

Selon Chaabani (2019), le métabolisme primaire regroupe toutes les voies de syntheése de
composés indispensables a la croissance et au développement de la plante.

A travers les recherches menées par Brahami et karrour (2015), la partie charnue des fruits
de C. pyracantha est riche en minéraux essentiels a 1’organisme, plus particulierement en :
sodium, magnésium, Fer, Zinc, manganése et en cuivre (tableau V). Ce méme auteur avait
rapporté que le contenu des fruits secs de cette espéce en vitamine C est 114 mg/I.

Tableau V: Teneurs en minéraux de la partie charnue des fruits de
C. pyracantha (Brahami et Karrour, 2015)

Minéraux Teneur (mg /g MS)
Na 26569,95
Mg 25486,37
Fe 5663,422
Zn 508,6550
Mn 292,294
Cu 228,949
Pb 183,57
Cr 6,887
Ni 5,178

cd 0,136
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1.4.7.2. Les métabolismes secondaires :

Le métabolisme secondaire regroupe les voies de synthése de composés qui ne sont pas
directement impliqués dans la croissance de la plante. Les métabolites secondaires interviennent
dans I’adaptation de la plante a son environnement (soutien, protection contre les UV, défense,
mise en place de symbiose, attraction d’insectes utiles pour la pollinisation...). Certains de ces
composés participent a la défense contre les bioagresseurs (Chaabani, 2019).

Selon Sharifi-Rad et al. (2021), la partie charnue des fruits de Crataegus pyracantha comporte
différents groupes de métabolites secondaires, plus particuliérement : les composés phénoliques
dont les teneurs sont récapitulés au niveau du tableau VI.

Tableau VI : Teneurs en métabolites secondaires de la partie charnue des fruits de C.
pyracantha (Sharifi-Rad et al., 2021).

Les constituants Teneurs
mg/g

Acide chlorogenique
Acide caféique

Acides Acide gallique

aE
phénoliques 14,48+1,09
protocate-

acide chuique

acide p-hydroxybenzoique
Quercetine

Catechine

Flavonoides ~ Kaempferol 0,13+0,01
Cépicatéchine
gallate d'épicatéchine
Tanins 4,56+0,31
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Durant la période allant du premier Mars a la fin du mois de Mai, nous avons effectué un stage
pratique au sein de du laboratoire de PFE de la facult¢ SNV, situé au sein de I’institut des
sciences vétérinaires de 1’université Blida-1.

Le travail expérimental qui été effectué au sein de ce laboratoire a ¢té effectué¢ en deux étapes :

- Dans la premiére €tape, nous avons réalisé une étude morphologique et histo-anatomique des
feuilles, des fruits et des tiges de deux especes de deux espéces d’aubépine : "Crataegus
monogyna" et "Crataegus pyracantha".

- Dans la seconde étape, nous nous sommes intéressées a la détermination des quelques
parametres phytochimiques et biochimiques des fruits et des feuilles de ces deux espéces.

II.1. Matériel :
I1.1.1. Matériel biologique :
I1.1.1.1. Collecte et identification du matériel végétal :

La collecte des feuilles et des fruits a été effectuée en décembre 2021, dans la région de
Bouarfa-wilaya de Blida (Algérie) pour I’espece de Crataegus monogyna et dans la région de
Beni Mered- wilaya Blida (Algérie) pour I’espece de Crataegus pyracantha (figure 3).

La quantité des fruits qui a été collecte est égale a 500g et 400g pour I’espéce de Crataegus
monogyna et Crataegus pyracantha respectivement et 150g pour les feuilles de deux espéces.
L’identification de ces especes a €té réalisée par P' Bradea au niveau du département de
Biologie de I’université Blida-1.

Figure 5 : Feuilles et fruits collectés des deux espéces d’aubépine

a : Fruits de Crataegus monogyna. b : Fruits de Crataegus pyracantha

¢ : Feuilles de Crataegus monogyna d : Feuilles de Crataegus pyracantha.
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I1.1.1.3. Séchages et conservation du matériel végétal :

Apres la collecte, les fruits ont ét¢ immédiatement sélectionnées et conservés au congélateur
pour les analyser ultérieurement, les feuilles ont été bien triées et séchées a 1’ombre dans un
endroit sec et aérée, puis réduits en poudre a ’aide d’un broyeur (Figure 4).

Les poudres végétales des feuilles obtenues ont été tamisées et conservées dans des bocaux en
verre bien fermés et maintenues a température ambiante jusqu’a leur utilisation. Par contre, les
fruits ont été séchés a 50°C et broyé€s juste avant la réalisation des tests pour éviter la
désintégration de leurs métabolites ainsi que pour pallier aux problémes de contaminations et
de moisissures.

Figure 6 : Les poudres végétales des feuilles et des fruits.

a : la poudre des feuilles de C.monogyna. b : la poudre des feuilles de C.pyracantha.
¢ : la poudre des fruits de C.monogyna. d : la poudre des fruits de C.pyracantha.

I1.1.2. Matériel non biologique

La verrerie, les appareillages utilisés pour la réalisation des différents essais sont tous listés en

annexe A et Les réactifs utilisés listés en annexe B.
11.2. Méthodes :

L’ensemble des méthodes d’analyses effectuées sur les deux espeéces C. monogyna et
C. pyracantha sont récapitulées dans la figure 5.
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I1.2.1. Etude morphologique

L’¢étude morphologique a été réalisée dans le but d’étudier les similitudes et les divergences qui
existent entre les deux especes d’aubépine : C. monogyna et C.pyracantha.

L’examen morphologique est basé sur des observations a 1'eeil nu, puis a la loupe binoculaire,
afin de chercher les spécificités morphologiques de chaque plante. Pour cela, nous avons
effectué :

e Un examen macroscopique des feuilles : afin de décrire les caractéristiques foliaires de
chaque espéce (type de nervation, taille et aspect des feuilles, phyllotaxie).
e Un examen macroscopique des fruits : Nous nous sommes basées sur la description de:

- La forme, la taille et la couleur des graines.

- La consistance et la texture du mésocarpe.

I1.2.2. Etude histo-anatomique :

Une étude microscopique a été réalisée au niveau des feuilles et des tiges, afin de dévoiler leur
structure anatomique et rechercher éventuellement les divergences et les similitudes qui existent
sur le plan tissulaire chez ces deux especes d’aubépine.

I1.2.2.1. Préparation des échantillons :

Les rameaux feuillés fraichement récoltés, des deux especes d’aubépine, sont soigneusement
nettoyés a l'eau courante.

I .2.2.2. Réalisation des coupes histologiques :

Une bonne réalisation des coupes mene a une bonne visualisation des différentes structures
cellulaires étudiées. Les coupes ont été réalisées a 1'aide d'une lame de rasoir neuve, les organes
sélectionnés sont coupés a main levée. Le mouvement doit étre rapide et le plan de la coupe
doit étre perpendiculaire au grand axe de 1’organe, pour avoir des sections transversales. Les
coupes doivent étre aussi fines que possible et sont immédiatement recueillies dans 1'eau pour
¢éviter leur desséchement.
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IT1 .2.2.3. Coloration des coupes histologiques :

Pour la différenciation des tissus, nous avons utilisé¢ la technique classique de double
coloration décrite par Langeron (1949), qui se déroule selon les étapes suivantes (figure 5) :

1- Un traitement des coupes a I'hypochlorite de sodium pendant 15 min, qui vide le contenu
cellulaire a l'exception des parois cellulaires qui persistent.

2-Un ringage soigneux des coupes a I'eau de robinet pendant 5 minutes.

3-Un traitement a 1'acide acétique a 0.1% pendant 1 min afin de neutraliser le pH et favoriser
la fixation des colorants sur les parois.

4-Un traitement au vert de méthyle pendant 10 min pour colorer les parois lignifiées.
5-Un ringage soigneux des coupes a I'eau de robinet pendant 5 min.

6-Un dernier traitement avec le rouge Congo, pendant 10 min pour colorer les parois
pectocellulosiques.

7-Un dernier ringage des coupes a I'eau de robinet.

II .2.2.1. Observation :

Apres coloration, les coupes ont été placées entre lame et lamelle pour 1’observation au
microscope photonique de la marque LIIOOA.
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Figure 8: Schéma récapitulatif des étapes de coloration des coupes réalisées au niveau des feuilles et des tiges des

espéces étudiées.
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I1.2.3. Extraction par macération dans 1'éthanol :

Les quatre poudres végétales obtenus a partir des feuilles et des fruits de C. monogyna et
C. pyracantha ont ét¢ soumises séparément a une extraction par macération dans 1’éthanol,
dans le but de déterminer le rendement d’extraction de leur fraction polaire. Cette méthode
consiste a mettre en contact direct le solvant avec la poudre végétale, durant un temps déterminé
et a température ambiante selon le protocole décrit par Romani et al. (2006).

e Mode opératoire :

On verse 100 ml d’éthanol sur 10 g de poudre végétale contenue dans un bécher, ce mélange
est maintenu sous agitation magnétique pendant 24 heures, ensuite filtré deux fois. Le filtrat
obtenu est évaporé a sec dans une étuve de séchage (55°C) jusqu’a I’obtention d’un résidu sec.

e (Calcul du rendement des extraits secs obtenus :

Les résidus secs des quatre extraits obtenus sont pesés pour déterminer leurs rendements, puis
conservés au frais (+4°C), dans des flacons sombres bien fermés, afin d’éviter tout éventuel
risque d’oxydation de leurs constituants. Le rendement est calculé par la formule :

R = (Masse d'extrait sec / Masse de la prise d'essai) x 100

Remarque : les quatre résidus éthanoliques secs obtenus aprés macération et évaporation de
1’éthanol ont été soigneusement conservés au frais (4°C) et a I’abri de la lumicre, dans des petits
flacons hermétiquement fermés, pour I’analyse biochimique de quelques métabolites
secondaires.

I1.2.4. Etude de quelques paramétres phytochimiques :

L’¢étude des caractéristiques phytochimiques de C. monogyna et C. pyracantha, a été réalisée
dans le but de rechercher 1’éventuelle présence de certaines familles de métabolites
primaires/secondaires par des tests qualitatifs (tests de révélation colorimétrique). Ces tests sont
indispensables pour orienter le choix des paramétres biochimiques a analyser.

Les tests phytochimiques ont été pratiqués sur 1’infusé et/ou la poudre végétale pour les feuilles
et les fruits de ces deux especes.

Remarque : les protocoles utilisés pour la préparation du réactif de Valser-Mayer et réactif de
Stiasny utilisés dans la caractérisation phytochimique, sont détaillés en annexe B.

e Préparation de I’infusé :

Elle consiste a introduire 1g de poudre végétale dans 20 ml d’eau bouillante qu’on laisse infuser
pendant 15 minutes. Ensuite, on filtre et on rince avec un peu d’eau chaude de manicre a obtenir
20 ml de filtrat (EL-Haoud et al., 2018).
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I1.2.4.1. Recherche des glucosides :

A deux grammes de poudre végétale, on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SO4
IM), la formation d’une coloration rouge brique, ensuite violette indique la présence des
glucosides (Pharmacopée URSS, 1991).

11.2.4.2. Recherche de I’amidon :

A deux grammes de poudre végétale, on ajoute quelques gouttes d’iode, la formation d’une
coloration bleu-violacée, indique la présence de I’amidon (Pharmacopée URSS, 1991).

11.2.4.3. Recherche des composés réducteurs :

On introduit 5 ml de 1'infusé dans une capsule, puis on laisse évaporer au bain Marie jusqu’au
séchage. Au résidu obtenu, on ajoute 1ml de réactif de Fehling.

L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs (Diallo,
2005).

11.2.4.4. Recherche des lipides :

Une quantité de 20g de poudre la poudre végétale est macérée dans 150ml d’éther du pétrole
pendant 30 minutes dans un tube a essai. Ce mélange est filtré, puis le filtrat obtenu est évaporé
sur une plaque chauffante a haute température afin d’obtenir un résidu huileux.

Au résidu huileux obtenu, on ajoute 3 gouttes de H>SO4. Une forte coloration violette ou une
coloration verte indique la présence des lipides (Matenga, 1996).

11.2.4.5. Recherche des alcaloides :

On fait humecter 5 g de poudre végétale avec 20 ml d’ammoniaque (NH4OH 1M), qu'on laisse

macérer pendant 24 h dans 50 ml d’un mélange éther/chloroforme (3v/1v), le filtrat est épuisé
par de I’acide chlorhydrique (HCI 2N). A 1 ml du filtrat, on ajoute quelques gouttes du réactif
de Valser-Mayer, l'apparition d'un précipité blanc jaunatre, indique la présence d'alcaloides
(Pharmacopée URSS, 1991).

11.2.4.6. Recherche de sennosides :

On introduit 2,5 g de poudre végétale dans une fiole conique, a laquelle on ajoute 50 ml d’eau
distillée et 2 ml d’acide chlorhydrique concentré, ensuite on chauffe dans un bain Marie pendant
15 min. Apres refroidissement, on lui ajoute 40 ml d’éther puis on filtre.

Le filtrat est placé dans une ampoule a décanter, on sépare la couche éthérée, qu'on séche sur
du sulfate de sodium anhydre. Au résidu obtenu, on ajoute 5 ml d’ammoniaque (NH4OH 1M),

il se développe une coloration jaune-orangée, indiquant la présence des sennosides
(Pharmacopée URSS, 1991).
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I1.2.4.7. Recherche des substances polyphénoliques :
a) Les anthocyanes :

On prend 5 ml d’infusé auquel on ajoute 5 ml d’acide sulfurique (H2SO4 1M), puis 5 ml
d’ammoniaque (NH4OH 1M). Si la coloration s’accentue par acidification, puis vire au bleu-
violacé en milieu basique, on peut confirmer la présence d’anthocyanes (Diallo, 2005).

b) Les leuco-anthocyanes (pro-anthocyanidols) :

On additionne 2 g de poudre végétale a 20 ml d’un mélange propanol/acide chlorhydrique
(v/v), qu’on porte a ébullition dans un bain Marie pendant 3 min. La réaction donne une
coloration rouge en présence des leuco-anthocyanes (Pharmacopée URSS, 1991).

¢) Les tanins :

Les tanins sont des polyphénols polaires, ils existent dans les écorces d'arbres, les feuilles,
les fruits et les racines (Berthod et al., 1999 ; Cowan, 1999). IIs sont divisés en deux groupes,
qui peuvent &tre révélés séparément :

- On ajoute 15 ml de réactif de Stiasny a 30 ml d’infusé. Ce mélange est chauffé au
bain-marie a 90°C pendant 15 min. L'apparition d'un précipité confirme la présence
de tanins cathéchiques (Judith, 2005).

- Pour rechercher les tanins galliques, il faut saturer 10 ml de l'infusé avec l'acétate
de sodium pulvérisé. On y ajoute goutte a goutte 1 ml d’une solution de FeClz (1%).
L’obtention d'une couleur bleu-noiratre indique la présence de tanins galliques
(Judith, 2005; Diallo, 2005).

d) Les flavonoides :

Iml de I'infusé a été traité par quelques gouttes d'acide chlorhydrique concentré HCI et
quelques tournures de magnésium, l'apparition d'une coloration rouge-orange ou jaune indique
la présence des flavonoides (Safer, 2018).

e) Recherche des coumarines :

On fait bouillir 2 g de poudre végétale dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 min au bain
Marie. Apres refroidissement, on filtre ensuite on prend 5 ml de ce filtrat auquel on ajoute 10
gouttes de KOH (10%) et quelques gouttes d’HCI (10%), 1’apparition d’un trouble indique la
présence des coumarines (Diallo, 2005).

11.2.4.8. Recherche des saponines :

A 1 ml de l'extrait aqueux, on a ajouté quelques volumes d'eau distillée dans un tube a essai. La
solution a été agitée vigoureusement et I’apparition d’une mousse persistante stable pendant 2
min témoigne la présence des saponines (Boudjenna et al ,2020).
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11.2.4.9. Recherche des mucilages :

On introduit 1 ml de l'infusé dans un tube a essai, et on lui ajoute 5 ml d’éthanol absolu, apres
10 min, la formation d’un précipité floconneux indique la présence des mucilages (Diallo,
2005).

11.2.4.10. Recherche des anthraquinones :
a) Dérivés anthracéniques libres :

A un gramme de poudre végétale, on ajoute 10 ml de chloroforme, ce mélange est chauffé au
bain Marie a 80°, pendant 3 min puis filtré. On introduit 1ml de ce filtrat dans un tube a essai
et on lui ajoute 1ml d’ammoniaque (NH4OH 1M). L'apparition d'une coloration rouge indique
la présence des dérivés anthracéniques libres (Togola, 2002 ; Diallo, 2005).

b) Dérivés anthracéniques combinés

Deux grammes de poudre végétale sont additionnés a 5 ml d’acide sulfurique (H>SO4 2M), puis
portés a reflux pendant 2 heures. Le produit d'extraction est filtré, puis épuisé par 20 ml de
chloroforme. La solution chloroformique est évaporée a sec, puis reprise par le NH4OH.
L’apparition d'une couleur rouge foncée, indique la présence des quinones combinées
(Pharmacopée URSS, 1991).

I1.2.4.11. Recherche des stérols et terpénes

1g de matériel végétal est nécessaire pour préparer un macérat dans 20ml d’éther pendant 24h
dans un flacon en verre fermé.

Iml de CHCI3 (chloroforme) est ajouté au résidu de 10ml du macérat évaporer. La solution
obtenue est placée dans un tube a essai. 2 ml de H>SO4 est ajouté a ce tube. La présence des
stérols et polyterpénes est révélée par la formation d’un anneau rouge brun et /ou violet au
niveau de la zone du contact entre les deux solutions (Bouabid, 2016).

I1.2.4. Etude de quelques parameétres biochimiques :

La caractérisation biochimique consiste a réaliser une évaluation quantitative de certains
métabolites primaires/secondaires au niveau des différents organes de C. monogyna et
C. pyracantha. Dans le cadre de cette étude nous avons effectué¢ le dosage biochimique des
sucres, phénols totaux, flavonoides et tannins au niveau des feuilles est des fruits. Cependant la
caractérisation biochimique des pigments totaux a ét¢ mise en évidence au niveau des feuilles
et des tiges.

L’ensemble des dosages biochimiques ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotométre UV-
visible (Type SHIMADZU UV-1601).
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I1.2.4.1. Dosage des métabolites primaires
11.2.4.1.1. Dosage des sucres solubles totaux :

Nous avons procédé au dosage des sucres solubles totaux au niveau des feuilles, et des fruits
des plantes, selon le protocole décrit par Dubois et al. (1956).

e Mode opératoire :

On place 100 mg de maticre végétale séche des feuilles et des fruits dans un tube a essai,
auquel on ajoute 3 ml d’éthanol a 80 % a I’aide d’une micropipette, pour I’extraction des sucres,
et on laisse les tubes fermés a température ambiante pendant 48 h , ensuite les tubes sont placés
dans une étuve a 80°C pour faire évaporer I’alcool, apres refroidissement ,on ajoute dans chaque
tube 20 ml d’eau distillée : c’est la solution & analyser, on prend 1 ml de la solution a analyser,
et on lui ajoute 1 ml d’une solution de phénol 5 %, les tubes sont soigneusement agités, on leur
ajoute 5 ml d’acide sulfurique concentré a 1’aide d’une burette, dont le jet tombe brutalement
sur la surface du liquide, la température atteint alors environ 110°C, apres on laisse les tubes au
repos pendant 30 min a 1’obscurité.

e Lecture:
- La densité optique (DO) est mesurée a 490 nm en utilisant le spectrophotometre
UV-visible.
- Le trajet optique de la cuve de mesure est de lcm.
- Le blanc utilisé pour le réglage de 1’appareil est composé par : 20ml d’eau distillée,
Iml de phénol a 5 % et Sml d’acide sulfurique concentré.
e Calcul:

Le calcul de la teneur en sucres solubles totaux est réalisé selon la formule suivante :

[C]= DO x1.657

[C] : Concentration des sucres solubles totaux, (ug/g)

Remarque : I’analyse chromatographique des lipides et des protéines n’a pu étre réalisée en
raison de non-disponibilité des équipements et des produits au sein des laboratoires de la
faculté.

11.2.4.2. Recherche de quelques métabolites secondaires

Les extraits éthanoliques des feuilles et des fruits des deux especes d’aubépine étudiées, qui ont
¢té obtenus apres macération dans 1’éthanol, ont servis pour la réalisation de quelques dosages
concernant les métabolites secondaires.

11.2.4.2.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols contenus dans les extraits éthanoliques secs, est réalisé selon le
protocole décrit par Singleton et Rossi (1965).
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Le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) est un acide de couleur jaune, constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 11 est
réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxyde bleu de tungsténe et de
molybdéne (Ribereau, 1968).

e Mode opératoire

Un volume de 200ul de chaque extrait (1mg/ml) est mélangé avec 1ml du réactif de Folin—
Ciocalteu et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5%. L’ensemble est bien mélangé et incubé a
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotomeétre a 765nm.

Calcul :

On utilise une gamme-étalon établie dans les mémes conditions avec de l'acide gallique.
L'indice de Folin-Ciocalteu est exprimé en microgramme équivalent acide gallique par
milligramme d'extrait sec (ug eq ac gal/mg ES).

11.2.4.2.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits est déterminée par la méthode colorimétrique
décrite par Kim et al. (2003).

e Mode opératoire

Une quantité de 100pl de chaque extrait (1mg/ml) est mélangée avec 0,4ml d’eau distillée puis
avec 0,03ml d’une solution de nitrite de sodium (NaNO: 5%). Aprés Smin, 0,02ml d'une
solution de trichlorure d’aluminium (AICl; 10%) est ajoutée. On additionne a ce mélange 0,2ml
de solution de carbonate de sodium (Na;CO; 1M) et 0,25ml d’eau distillée, ce mélange est
maintenu sous agitation a 1’aide d’un vortex, pendant 5 minutes, a température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 510 nm.

e Calcul

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant la quercétine a différentes concentrations,
pratiquée dans les mémes conditions opératoires. La concentration des flavonoides est exprimée
en microgramme €quivalent quercétine par milligramme d'extrait sec (ug eq quer/mg ES).

11.2.4.2.3. Dosage des flavonols
La teneur en flavonols est déterminée par la méthode de Yermakov et al. (2004).
e Mode opératoire

On mélange 2 ml de l'extrait ethanolique sec avec 2 ml d'une solution de trichlorure
d’aluminium (AICI3 20 g/1) et 6 ml d'une solution d'acétate de sodium (50 g/1). Apres 2 heures
et demi d'incubation a 20°C, la lecture de 1'absorbance est réalisée a 440 nm.
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e Calcul:

La courbe d'étalonnage est réalisée avec des concentrations allant de 120 a 500 pg/ml de
solution méthanolique de rutine. Le taux des flavonols est déterminé en microgramme
équivalent rutine par milligramme d'extrait sec (ug eq rut/mg ES).

I1.2.4.2.4. Dosage des tanins

Les tanins sont dosés selon la méthode colorimétrique Folin-Denis, décrite par Joslyn (1970).
Son principe est basé sur la réduction de I'acide phosphomolybdique et tungstique en milieu
alcalin, qui en présence des tanins donne une coloration bleue, dont l'intensité est mesurée a
760 nm.

e Mode opératoire

Dans une fiole de 100 ml, on introduit 75 ml d'eau distillée, 1 ml de I’extrait éthanolique
(Img/ml), 5 ml de réactif de Folin-Denis et 10 ml d'une solution saturée de Na.CO3 (10%).
Aprés agitation mécanique, la préparation est incubée pendant 30 min, la mesure de la densité
optique est faite a 760 nm.

e Calcul:

Une gamme ¢étalon d'acide tannique est préparée dans les mémes conditions avec des
concentrations allant de 0.025 a 0.1 mg/l. Les résultats sont exprimés en microgramme
équivalent acide tannique par milligramme d'extrait sec (ug eq ac tan/mg ES).

11.2.4.2.5. Dosage des pigments totaux

Le dosage des pigments totaux (chlorophylle a + chlorophylle b ) est réalisé¢ conformément au
protocole décrit par Plassard et al. (1983). Ce protocole est réalisé en deux phases : la phase
d’extraction des pigments photosynthétiques puis la phase de dosage des pigments totaux
proprement dits.

e Extraction des pigments photosynthétiques

Selon Plassard et al. (1983), Il est important de mener ’extraction rapidement et de conserver
les extraits au frais et a 1’abri de la lumiére (en I’enveloppant avec du papier aluminium) afin
de minimiser les risques de dégradation des pigments. Les étapes a suivre pour I’extraction sont

. Laver, égouter puis peser précisément 1.5g de matériel végétale (tiges/feuilles)

. Couper le matériel végétal en petits fragments.

. Ajouter 4ml d’acétone et broyer jusqu'a obtenir un mélange homogene.

. Ajouter 6 ml d’acétone a 80% et broyer de nouveau soigneusement.

. Laisser décanter quelques minutes (10min).

. Récupérer le surnageant dans un erléne (de préférence, filtrer sur papier filtre et

recueillir la solution acétonique de chlorophylle) et compléter a 10 ml avec de I’acétone 80%
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. Fermer le flacon contenant I’extrait pigmentaire avec du parafilm et agiter.

e Mode opératoire :

- Introduire 2ml d’extrait pigmentaire dans une fiole jaugée de 20 ml et compléter avec de
I’acétone 80%;

- Fermer la fiole avec du parafilm et agiter manuellement.

- Placer une cuve en verre, qui contient le solvant d’extraction, et régler le zéro de I’appareil
(spectrophotometre UV-visible Type SHIMADZU UV-1601) a 460nm.

- Remplacer cette cuve par une autre qui est remplie au 2/3 par 1’extrait pigmentaire dilué (1/4)
et lire I’absorbance.

- Recommencer les opérations successivement a 645 et 663nm (régler le zéro de I’appareil pour
chaque longueur d’onde utilisée).
e Calcul:

Les formules ci-dessous établies a partir de loi de BEER-LAMBERT permettent de calculer
les concentrations en pigments, les résultats obtenus sont exprimé en pg/ml.

Ca= 12.7 (A663) — 2.63 (A645)

Cb=22.9 (A645) — 4.68 (A663)
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Ill.1.Résultats de I’étude morphologique :

Les feuilles et les fruits des deux especes d’aubépine (C. monogyna et C. pyracantha) ont été
soumis a un examen morphologique afin de relever les critéres phénotypiques qui les
caractérisent. Cet examen est basé sur des observations faites a I’ceil nu et/ou a la loupe
binoculaire.

IIl.1.1.Examen macroscopique des feuilles :

e C. pyracantha

Les feuilles sont simples, glabres et elliptiques d’un vert brillant persistant, opposées
décussées (figure 7a). Chaque feuille est caractérisée par un limbe simple et entier, a contour
crénelé, avec une forme lancéolée (figure 7b), de 20 a 25 mm de long sur 8 & 12 mm de
large, et présentant une nervation pennée (figure 7c). Chaque feuille est rattachée a la tige
par un pétiole court de 2 a 5 mm.

Figure 9 : Aspect des feuilles de ’espéce C. pyracantha

a : Rameaux feuillés b : Face adaxiale de la feuille. ¢ : Face abaxiale de la feuille

<d—
<

»

(0.5¢m sur la réalité 1cm sue la photo )

e C. monogyna

Les feuilles sont glabres d’un vert claire caduques et alternes (figure 8a). Chaque feuille est
caractérisée par un limbe simple qui est formé de 3 a 5 lobes, a contour denté, avec une forme
ovale (figure 8b), de 20 a 28mm de long sur 18 a 25 mm de large, et présentant une nervation
pennée (figure 8c). Les feuilles se raccordent avec 1’axe principal de la plante par un pétiole
long de 1cm en moyenne.
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Figure 10: Aspect des feuilles de I’espece C. monogyna

a : Rameaux des feuilles. b : Face adaxiale de la feuille. ¢ : Face abaxiale de la feuille.

-
<

»
—>

(0.5cm sur la réalité 1cm sue la photo )
II[.1.2. Comparaison morphologique des feuilles des deux espéces étudiées :
L’examen morphologique des feuilles a fait ressortir quelques critéres de divergence :

- Les feuilles de 1’espece C. monogyna présente des limbes ayant une surface plus large, a
contours denté et de couleur plus claire que celles de I’espece C. pyracantha, qui se caractérise
par des feuilles petites a limbe entier, a contours crénelé et de couleur foncée.

-Le pétiole de I’espece C. monogyna est plus long que celui de I’espece C. pyracantha

- La phyllotaxie des feuilles de C. monogyna est de type alterne par contre celle de 1’espéce
C. pyracantha est opposée décussée.

AIEED Sed
K ‘oot

Figure 11 : Aspect des feuilles des deux espéces étudiées

a : Les feuilles de Crataegus pyracantha. b : Les feuilles de Crataegus monogyna.
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III.1.3. Examen macroscopique des graines et des fruits :

Apres la récolte, les fruits des plantes étudiées (C. monogyna et C. pyracantha) ont été
décortiqués manuellement, afin d’isoler les graines et les séparer de la pulpe.

Le tableau VI et la figure 10 récapitulent I’ensemble des caractéristiques morphologiques que

nous avons relevé sur les deux lots de fruits étudiés.

Tableau VI : Caractéres morphologiques des fruits de C. pyracantha et C. monogyna.

C. pyracantha C. monogyna
Forme du fruit Ovoide Ovoide
Taille moyenne du fruit 53 6 mm 8a 10 mm
Couleur du fruit Orange Rouge
Texture du mésocarpe Farineux Farineux
Type de fruit Drupe Drupe
Forme des graines Triangulaire Ovoide
Tille moyenne de la 2 mm 5,5 mm
graine
Couleur des graines Jaune claire avec du marron au Marron
sommet
Nombre de graines/fruit 5 petits noyaux /fruit un seul noyau/fruit
(polysperme) (monosperme)

31
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Figure 12 : Aspect macroscopique des graines et des fruits de C. pyracantha et
C. monogyna
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Ill.1.4.Comparaison macroscopique des fruits et des graines :

L’examen morphologique des fruits et des graines a fait ressortir plusieurs critéres de
divergence dont les plus importants sont cités ci-dessous :

- Les fruits et les graines de C. monogyna sont plus grands que ceux de I’espece C.
pyracantha

- Les graines de C. pyracantha ont une forme triangulaire avec des facettes aplaties par contre
les graines de C. monogyna sont de forme ovoide.

- Le fruit de C. monogyna comporte une graine unique contrairement au fruit de I’espece C.
pyracantha qui comporte en moyenne 5 graines.

Les fruits de deux especes ont la méme forme et la méme texture farineuse qui a été détectée
par un simple examen sensoriel réalisé au laboratoire.

Khaloufi et al (2021) ont rapporté que les fruits de C. monogyna présentent une longueur allant
de 0.73 a 14.9 mm, cependant, les graines avaient une taille moyenne allant de 0.43 a 8.29mm.

Guessoum (2021), a rapporter que le fruit poursuit sa croissance pendant plusieurs semaines et
augmente de volume a la suite de deux phénomenes :

e Division des cellules contenues dans le fruit.
e (Qrossissement de ces mémes cellules.

Beaucoup de facteurs influent sur le développement des fruits (1I’ensoleillement, 1’irrigation, la
fertilisation), mais le nombre de fruits et leurs pépins, parait exercer I’action la plus directe.
Adra (2017) a rapporté que 1’¢élévation de la température entraine une diminution du potentiel
hydrique des arbres, ce qui peut entrainer une réduction importante de la taille de ses fruits. La
réduction du taux de photosynthese des feuilles dans des conditions de forte température ou par
carence des ressources minérales dans le sol ralentissent la croissance végétative et peuvent par
conséquent limiter le développement des fruits et perturber la maturité des graines

IIl.2. Résultats de I’étude histo-anatomique :

L’examen microscopique nous a permis de dévoiler plusieurs similitudes concernant
I’organisation anatomie des tiges semi-ligneuses et des feuilles de C. monogyna et
C. pyracantha. Les observations ont ¢té¢ effectuées sur des coupes transversales réalisées
manuellement et soumises a une double coloration au Vert de Methyl-Rouge Congo.

IIl.2.1. Comparaison histo-anatomique des tiges semi-ligneuses :

Sur le plan microscopique, 1’organisation du parenchyme cortical, du sclérenchyme ainsi que
les structures tissulaires secondaires a savoir : le bois hétéroxylé et le liber, sont semblables
dans les tiges semi-ligneuses des deux especes étudiées (figure 11).
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Cependant, la principale divergence réside dans la nature du tissu médullaire observé au niveau
de la partie centrale des tiges de ces deux especes, qui se caractérise par des cellules dont les
parois sont entierement imprégnées de lignine chez I’espéce C. pyracantha : il s’agit d’un
parenchyme médullaire lignifié, alors que le tissu médullaire que 1’on retrouve chez I’espece C.
monogyna est un parenchyme a parois pectocellulosique (figure 11).

La lignine est un composé phénolique (polymeére de phenylpropanoides), ayant un role
structural dans les parois cellulaires, elle est accumulée dans les structures de conduction
(¢léments conducteurs) et de soutient structurel (sclerenchyme). Cette rigidité permet la
croissance verticale des plantes et un degré de ramification souvent élevé, permettant d'accroitre
les surfaces photosynthétiques et le transport de la séve brute via les vaisseaux conducteurs
(Gayal et Vindit, 1991). Selon Macheix et al. (2005), le bois renferme un pourcentage ¢levé
de lignine allant de 15 a 35%.
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Figure 13 : Anatomie des tiges de C. pyracantha et C. monogyna observés au microscope optique




II.2.2. Comparaison histo-anatomique des feuilles

L'observation microscopique des coupes transversales des feuilles étudiées nous a permis de
mettre en évidence une structure foliaire a symétrie bilatérale. La feuille présente une nervure
principale saillante a la face inférieure, et une 1égére dépression a la face supérieure (figure 12
B). La face supérieure de la feuille est recouverte par un épiderme supérieur cutinisé (figure
12A). La face inférieure est protégée par un épiderme inférieur.

C. pyracantha ‘ C. monogyna

A

Epiderme ——|
supérieur cutinisé

Epiderme/

inferieur

(G:x10)

Parenchyme chlorophyllien
palissadique

Nervure secondaire

Nervure principale

Parenchyme chlorophyllien
lacuneux

(G :x10) (G :x10)

;‘O:“\. e Gaine de

(Bl T s

sclerenchyme

Zoom sur la nervure centrale
réalisé a partir de la photo (G: x40)

Figure 14: Anatomie des feuilles de C. pyracantha et C. monogyna observés au
microscope optique.
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Pour ces deux especes, le mésophile est hétérogene, il comprend le parenchyme
chlorophyllien palissadique et le parenchyme chlorophyllien lacuneux dans lequel se trouvent
les nervures (figure 12 C). Celles-ci sont constituées de faisceaux libéro-ligneux collatéraux,
avec le liber du coté abaxial (face inferieure de la feuille) et le bois du coté adaxial (face
supérieure), les faisceaux cribro-vasculaires sont delimités du coté abaxial par une gaine de
sclérenchyme.

II1.3. Résultats du rendement des extraits secs obtenus :

Les résultats présentés dans le tableau VIII montrent que parmi les quatre extraits
¢thanoliques préparés par macération a partir des feuilles et des fruits de C. monogyna et C.
pyracantha respectivement, 1’extrait des feuilles de C. monogyna présente le rendement le
plus élevé (21.03%) , suivi par I’extrait des feuilles de C. pyracantha (15.61%), alors que les
rendements des extraits de fruits étaient plus faibles par rapport a ceux des feuilles (14.91% et
10.96 % des fruits de C. pyracantha et C. monogyna respectivement.

Tableau VIl : Rendement des extraits secs obtenus des feuilles et des fruits de deux
espéces étudiées

Feuilles Fruits Feuilles Fruits

15.61 14.91 21.03 10.96

L’extraction de la fraction polaire d’une matiére végétal est une étape trés importante dans sa
caractérisation biochimique (Garcia-Salas et al., 2010). La diversité structurale de chaque
organe dans une méme plante est responsable de la grande variabilité des rendement obtenus
(Koffi et al., 2010).

Les travaux conduits par Katalinic et al. (2010), Bonnaillie et al. (2012) et Mahmoudi et al.
(2013) ont indiqué que 1’éthanol solubilise correctement les composés phénoliques fortement
et moyennement polaires, la solubilit¢ des polyphénols dépend principalement du nombre de
groupements hydroxyles, du poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique du
squelette de base. L’éthanol et I’eau sont les meilleurs solvants d’extraction recommandés, car
ils ont 1’avantage d’étre non polluants, moins chers et non toxiques par rapport a d’autres
solvants comme le méthanol (Jokize et al., 2010).

Dans ce méme contexte, Mahmoudi et al. (2013) ont remarqué que la macération par 1’éthanol
est considérée comme ¢étant la meilleure technique d’extraction des biomolécules
thermosensibles.

I11.4. Résultats de I’étude phytochimique :

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence qualitativement la présence
de certains groupes de métabolites primaires et secondaires au niveau des feuilles et des fruits
de C. monogyna et C. pyracantha, la détection de ces composés est basée sur des essais de
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solubilité¢ des constituants, des réactions de précipitation et de changement de couleur
spécifique.

Les résultats obtenus sont présentés dans tableau IX .
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Tableau IX : Résultats de screening phytochimique des feuilles et des fruits des deux espéces d’aubépine.

Métabolites recherchés Indicateur (réaction positive) C. pyracantha C. monogyna

Feuilles Fruits Feuilles Fruits

L’apparition d’une coloration rouge brique i + + +
L’apparition d’une coloration bleu-violacée - - - -

Les composés réducteurs L’obtention d’un précipité rouge brique - + + +

Les lipides L’apparition d’une forte coloration violette ou une + + +
coloration verte

Les alcaloides La formation d'un précipité blanc jaunatre - +

Les sennosides L’apparition d’une une coloration jaune-orangée + -
Les anthocyanes L’apparition d’une une coloration bleu-violacée - -

Les leuco-anthocyanes L’apparition d’une une coloration rouge
Les tanins cathéchiques L'apparition d'un précipité

Les tanins galliques L’apparition d'une couleur bleu-noiratre

Les flavonoides L'apparition d'une coloration rouge, orange ou jaune
Les coumarines L’apparition d’un trouble - - - -
Les saponines La formation d'une couche de mousse de 1 cm - - - -

- + + +

Dérivés anthracéniques libres L'apparition d'une coloration rouge - - - -
e da e vaiiiiss - LPapparition d'une couleur rouge foncée - - - -

Les stérols et terpénes La formation d’un anneau rouge brun et /ou violet au - - - -
niveau de la zone de contact entre les deux solutions

Remarque : toutes les photos des résultats de I’étude phytochimique sont regroupées en annexe C
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I11.4.1. Les glucosides :

Dans notre étude, nous avons noté que les deux especes d’aubépine étudiée contiennent des
2
glucosides aussi bien au niveau des feuilles qu’au niveau des fruits.

D’apres Hassaine (2020a), les glucosides sont tres répandus dans le régne végétal, on les trouve
a peu pres dans tous les organes (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits).

Ces métabolites sont tres fréquents chez les plantes a fruits rouges, les plantes herbacées, et les
plantes a feuilles épaisses. Les plantes utilisent ces composés pour se défendre contre des agents
pathogénes extérieurs (Hassaine, 2020b).

111.4.2. L’amidon :

La caractérisation phytochimique de I’amidon s’est avérée négative aussi bien dans les feuilles
que dans les fruits des deux espéces étudiées

L’amidon est la principale forme de réserve glucidique des végétaux (Hamdaoui, 2018).
Cependant, le résultat négatif que nous avons obtenu nous laisse suggérer les trois suppositions
suivantes :

- L’amidon n’est pas stocké au niveau des organes étudiés (feuilles, fruits),
- L’amidon est présent a des seuils non détectables par cette méthode qualitative.

- Les fruits étaient, au moment de leur collecte, a un stade de maturité trés avancé durant lequel
les sucres complexes ont tendance a se convertir en sucres simples, donnant ainsi une saveur
sucrée aux fruits

I11.4.3. Les composés réducteurs :

Apres les tests de caractérisations des composés réducteurs réalisées sur les parties étudi¢es de
C. pyracantha et C. monogyna, nous avons obtenu des résultats négatifs au niveau de feuilles
de C.pyracantha et des résultats positifs au niveau de leurs fruits ainsi qu’au niveau des feuilles
et fruits de C. monogyna.

Nos résultats rejoignent partiellement ceux de Kardi et Sekiou (2020) qui a rapporté 1’absence

totale de ces composées au niveau des feuilles de C. pyracantha, par contre, ces auteurs avaient
noté également leur absence au niveau des fruits C. pyracantha. Cela peut étre justifié par le
degré de maturité ou non du fruit au moment de sa récolte.

I11.4.4. Les lipides :

Les résultats des tests de caractérisations des lipides montrent que tous les organes étudiés
contiennent des lipides.

D’apres William (2003), les lipides sont des composées qui rentrent dans la composition des
membranes biologiques, plus précisément de la bicouche des membranes phospholipidiques.
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II1.4.5. Les alcaloides :

Dans cette ¢étude, nous avons noté que les alcaloides sont absents dans les feuilles de
C. pyracantha. Cependant, ils ont été détectés au niveau des fruits de cette espece ainsi que
dans les feuilles et les fruits de C. monogyna .

Nos résultats rejoignent ceux de Kardi et et Sekiou (2020), qui ont signalé¢ I’absence totale
des alcaloides au niveau des feuilles de C. pyracantha, ainsi que les travaux de Brahami et
Karrour (2016), qui ont confirmé la présence de cette classe de métabolites au niveau des fruits
de C. pyracantha.

Cependant, les résultats que nous avons obtenus ne corroborent pas avec ceux Kardi et al
(2020) ainsi que Bouzid (2009), qui ont obtenus des résultats négatifs validant 1’absence totale
des alcaloides au niveau des fruits de C. monogyna et C. pyracantha.

D’apres Clautriau (1900), les alcaloides sont des déchets de 1’activité cellulaire, dont la
présence dépond de taille et de 1’¢état juvénile des cellules.

111.4.6. Les sennosides :

Les feuilles des deux especes d’aubépine présentent les sennosides dans leur composition
chimique, contrairement aux fruits de ces especes.

Roux et Catier (2007) ont rapporté¢ que les sennosides des plantes exercent une action
diurétique sur les reins, par amélioration du débit sanguin. Cette action augmente la filtration
glomérulaire, qui aboutit par conséquent a accroitre la sécrétion urinaire. Ces résultats ont été
¢galement validés par les travaux de Boudraa (2008) et Fico ez al (2000)

I11.4.7. Les anthocyanes et les leuco-anthocyanes :

Les résultats de la caractérisation phytochimique confirment I’absence des anthocyanes dans
les feuilles et les fruits de C. pyracantha ainsi que dans les fruits de C. monogyna par contre,
les leuco-anthocyanes sont présents dans 1’ensemble des organes étudiés.

Kardi et Sekiou (2020) ont rapporté que les anthocyanes sont présents au sein des feuilles et
des fruits de C. pyracantha. Cependant les travaux de Brahami et Karrour (2016) ont rapporté
des résultats positifs concernant la présence des anthocyanes au niveau des fruits.

D’aprés Mberdoum et al (2020), les anthocyanes se trouvent chez la plupart des especes
végétales, dans les fruits, les fleurs, feuilles et les organes de réserve, la variation des teneurs
en anthocyanes totales entre les organes est probablement liée a la couleur de ces derniers.

I11.4.8. Les tanins cathéchiques et les tanins galliques :

Dans notre étude, nous avons noté que les deux especes d’aubépines présentent des tanins au
niveau des organes étudiés. Cependant, les fruits de C. pyracantha et les feuilles de C.
monogyna étaient dépourvues de tanins cathéchiques et de tanins galliques respectivement.
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La présence des tanins condensés (les tanins catéchiques) est responsable de l'astringence
caractéristique des fruits avant maturité.

Nos résultats rejoignent ceux de Bouzid (2009) qui a trouvé des résultats positifs, validant la
présence des tanins catéchiques au niveau des fruits de C. monogyna et corroborent ¢galement
avec les travaux de Kardi et Sekiou (2020) qui ont mis en évidence cette classe de métabolites
au niveau des feuilles et fruits de C. pyracantha.

Concernant les tanins galliques, nos résultats ne sont pas compatibles avec ceux de Bouzid
(2009) qui a retrouvé des résultats négatifs au niveau des fruits de C. monogyna, et ne
corroborent pas avec ceux de Brahami et Karrour (2016), qui ont obtenus des résultats positifs
au niveau des fruits de C. pyracantha.

Pour une espece végétale donnée, le stade végétatif influence la concentration en tanins. De
maniére générale, lors de la croissance de I’appareil végétatif, on note une diminution du taux
des tanins. Dans les feuilles, la quantité et la qualité des tanins varient lors de la maturation.
Enfin, la teneur en tanins diminue graduellement lors du mirissement des fruits (Sabater,
2012).

111.4.9. Les flavonoides :

Le test phytochimique des flavonoides réalisés sur les feuilles et les fruits de C. pyracantha et
C. monogyna a donné suite a des résultats positives.

Nos résultats rejoignent ceux de Kardi et Sekiou (2020) qui ont trouvé des résultats positifs
valident la présence des flavonoides au niveau des feuilles et fruits de C. pyracantha ; et
corroborent aussi ceux de Brahami et Karrour (2016) et Bouzid (2009) qui ont signalé la
présence de ces composés au niveau des fruits de C. pyracantha et C. monogyna
respectivement.

Les flavonoides ont un effet protecteur contre le stress induit par la sécheresse. Ils pourraient
¢galement permettre aux plantes de survivre sur les sols riches en métaux toxiques comme
I’aluminium. Ils jouent un réle important dans la protection contre les UV en absorbant les
radiations UV et en protégeant ainsi les tissus internes des tiges et des feuilles. Les flavonoides
sont de puissants piégeurs des especes réactives de 1’oxygene (ROS) et préviennent ainsi la
peroxydation des lipides (Aouissi et al, 2020).

I11.4.10. Les coumarines, les stérols et terpénes :

Les tests de caractérisation phytochimique des coumarines, des stérols et des terpenes réalisés
sur les fruits et les feuilles C.pyracantha et C.monogyna avaient donné suite a des résultats
négatifs. L absence des stérols et des terpenes peut €tre justifiée par le fait que ces deux especes
ne synthétisent pas des huiles essentielles, donc elles ne font pas partie du groupe des plantes
aromatiques.

Les résultats que nous avons obtenus corroborent parfaitement avec ceux de Kadri et Sekiou
(2020). Par contre, les résultats que nous avons obtenus pour les fruits se sont avérés
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completement différents par rapport a ceux rapportés par Brahami et Karrour (2016) et
Bouzid (2009) ayant travaillé sur C. pyracantha et C. monogyna respectivement.

Audray (2015), a indiqué que la localisation des coumarines au sein des plantes est aussi
soumise aux conditions environnementales et peut donc varier au cours du temps.

I11.4.11. Les saponines :

Dans notre étude, nous avons noté que les deux especes d’aubépine étudiées C. monogyna et
C.pyracantha ne comportent pas des saponines.

Nos résultats qui concernent 1’espece C. pyracantha ne sont pas compatibles avec ceux de
Kardi et Sekiou (2020), ces auteurs avaient obtenus des réactions positives aussi bien dans les
feuilles que dans les tiges.

I11.4.12. Les mucilages :

Nous avons obtenu des résultats négatifs au niveau de feuilles de C. pyracantha, par contre, les
mucilages étaient présents au niveau de ses fruits ainsi qu’au niveau des feuilles et fruits de
C.monogyna.

C’est une substance végétale de nature visqueuse, trés miscible a I’eau, et qui peut se
transformer le plus souvent en une autre substance séche et concrete appelée gomme. Elle est
répondue dans presque tous les végétaux, elle est plus abondante dans les racines et les
semences que dans les autres parties. Chez les végétaux supérieurs, les mucilages se trouvent
essentiellement dans la séve. On ignore l'utilit¢ exacte des mucilages pour les plantes
(Hammouda-Bousbia, 2021).

I11.4.13. Les dérivés anthracéniques libres et combinés :

Les résultats obtenus ont confirmé 1’absence des dérivés anthracéniques libres et combinés au
niveau des feuilles et fruits de C.pyracantha et C.monogyna.

Les résultats de Brahami et Karrour (2016) sont parfaitement similaires a nos résultats,
confirmant ainsi 1’absence des dérivés anthracéniques libres et combinés au niveau des feuilles
et des fruits de C.pyracantha.

IIL.5. Résultats de I’étude biochimique :

Afin de caractériser quantitativement les extraits préparés a partir des feuilles et fruits de
C. pyracantha et C. monogyna, nous avons effectué des dosages pour les parametres
biochimiques suivants : les sucres solubles totaux, les polyphénols totaux, les flavonoides, les
flavonols, les tanins ainsi que les pigments totaux (chlorophylle a et b).
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I[.5.1. Dosage des sucres solubles totaux :

La teneur en sucres solubles totaux contenus dans les extraits des plantes étudiées, a été
représentée dans 1’histogramme ci-dessous (figure 15).
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Figure 15: Teneurs des extraits des feuilles et des fruits en sucres solubles totaux.

Les résultats obtenus ont révélé que les extraits des fruits sont plus riches en sucres solubles
que les feuilles, ou nous avons enregistré une teneur de 1.991 pg/g pour C. pyracantha et 1.816
ug/g pour I’espéce C. monogyna. Quand aux extraits des feuilles, les teneurs moyennes
obtenues étaient de 1’ordre de 0.939 ng/g et 1.620 pg/g respectivement.

La variabilit¢é des teneurs en sucres solubles totaux obtenus entre les deux espéces de
C. pyrycantha et C. monogyna est dle a plusieurs facteurs, dont il convient de citer : 1’organe
végétal étudié, les conditions climatiques, la nature du sol et le patrimoine génétique de la
plante.

A I'échelle cellulaire, les sucres solubles se trouvent généralement dans des cellules bien
déterminées (épiderme, endoderme, péricycle, etc). En plus des sucres solubles, une méme
plante peut contenir également plusieurs glucosides (Hassaine, 2020a).

II[.5.2. Dosage des phénols totaux :

Le dosage des phénols totaux contenus dans les extraits éthanoliques préparés a partir des
feuilles et des fruits des deux espéces étudiées, a été réalisé par méthode spectrophotométrique
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en utilisant le réactif Folin Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols ont été déterminées grace a
une courbe d’étalonnage, tracée en utilisant 1’acide gallique comme standard (voir annexe D).
Les résultats sont présentés dans la figure 16.

Nous avons constaté que les feuilles de C. monogyna et C. pyracantha sont plus riches en
polyphénols par rapport aux fruits, avec des teneurs de 13,41 pgeq ac gal/ mg ESet 17,83 pug
eq ac gal/ mg ES respectivement. Par contre, les fruits ont présenté des teneurs relativement
basses qui étaient de 1’ordre de 3,03 pg eq ac gal/mg ES chez C. monogyna et 0,58 pg eq ac
gal/mg ES chez C. pyracantha
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Figure 16 : Teneurs en polyphénols des extraits des feuilles et des fruits de
C. pyracantha et C. monogyna.

Bouzid (2009) a rapporté dans ses travaux que la teneur des polyphénols contenus dans les
fruits de C. monogyna est estimée a 21.72 +£ 6.10 pg eq ac gal/mg ES.

On suppose que cette grande divergence est en relation avec plusieurs facteurs pouvant influer
sur la teneur en composés phénoliques, des études établies par Evenamedede et al. (2017) ont
montré que les facteurs extrinséques (tels que des facteurs géographiques et climatiques), les
facteurs génétiques, ainsi que le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont
une forte influence sur le contenu en polyphénols.

II[.5.3. Dosage des flavonoides :

La quantité des flavonoides totaux contenus dans les extraits testés est estimée, a I’aide de la
courbe d’étalonnage de la quercétine (voir annexe D) a partir des valeurs des absorbances
mesurées de cette derniére. Les résultats obtenus sont présentés au niveau de la figure 17.
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Figure 17 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits des feuilles et des fruits de
C. pyracantha et C. monogyna.

Nous avons noté que les teneurs des flavonoides dans les extraits de I’espece C. monogyna sont
plus élevées par rapport a ceux de C. pyracantha aussi bien dans les feuilles (0.614 contre 0.525
pg eq quer /mg ES respectivement) que dans les fruits (0.557 contre 0.539 pg eq quer /mg ES
respectivement)

Nos résultats sont nettement plus bas en comparaison avec ceux de Bouzid (2009), qui a

enregistré une teneur en flavonoides dans les fruits de C. monogyna égale 4 3.2 +0.02 (ug eq/mg
ES).

Selon Evenamedede et al. (2017) , les flavonoides assurent la protection des tissus de la plante
contre les effets nocifs du rayonnement solaire et la présence de ces métabolites dans les organes
de la plante pourrait faire penser que la plante possede des activités anti-inflammatoires et
antimitotiques, ils jouent également un rdle positif dans le traitement des maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives.

III.5.4. Dosage des flavonols :

Le dosage des flavonols a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium décrite par
Yermakov et al. (2004). La rutine a été¢ utilisée comme standard (dont la courbe d’étalonnage
est présentée en annexe D). Les résultats sont présentés en figure 18.
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Figure 18: Teneurs en flavonols des extraits des feuilles et des fruits de C.pyracantha et
C.monogyna.

A travers les résultats présentés, on constate que les deux especes d’aubépine contiennent des
flavonols, mais en quantités différentes, puisque C. monogyna en contient les teneurs les plus
¢levées estimées a 1.386 ug eq rut/mg ES dans les fruits et 1.137ug eq rut/mg ES dans les
feuilles, alors que 1’espéce C. pyracantha n’en contenait que 0.847 pg eq rut/mg ES des fruits
et 0.934 ug eq rut/mg ES des feuilles.

IIL.5.5. Dosage des tanins :

Les teneurs en tanins ont été retenues a partir d’une courbe d’étalonnage tracée en utilisant
I’acide tannique comme standard (voir annexe D).
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Figure 19 : Teneurs en tanins des extraits des feuilles et des fruits de C. pyracantha et
C. monogyna.
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D’apres les résultats obtenus, il apparait que les extraits des feuilles de C. pyracantha et
C. monogyna sont particulierement riches en tanins (1,66 et 1,44 pg eq ac tan /mg ES
respectivement). Par contre, les extraits des fruits contiennent des teneurs relativement plus
faibles estimées a 0,1 pg eq ac tan /mg ES chez C. pyracantha et 0,3 ng eq ac tan /mg ES chez
C. monogyna.

Bouzid (2009) a rapporté dans ses travaux sur C. monogyna, que la teneur des tanins dans les
fruits est de 1’ordre de 2.1 £0,01png eq ac tan /mg ES.

La différence observée en terme de teneurs en tanins entre ces deux especes est susceptible
d’étre influencée par le stade phénologique.En outre, cette différence observée peut
particllement é&tre attribuée aux facteurs génotypiques qui contrélent la biosynthése et
I’accumulation de ces métabolites secondaires dans la plante. Sachant que I’accumulation des
métabolites primaires et secondaires est une propriété physiologique de la plante et elle varie a
travers les especes et les familles végétales (Haouli, 2015).

Selon Ali- Rachedi et al (2018), 1a présence des tanins chez une plante t¢émoigne de la capacité
d’une plante a exercer un puissant effet antimicrobien et antioxydant.

III.5.6. Dosage des pigments totaux :

Dans cette étude nous avons analysé quantitativement les extraits préparés a partir des tiges et
des feuilles fraichement récoltées de chaque plante, en utilisant la technique de dosage décrite
par Plassard et al. (1983).

e Teneurs en chlorophylle a :

Les résultats des teneurs en chlorophylle a sont présentés en figure 18.
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Figure 20: Teneurs en chlorophylle a des extraits des feuilles et des fruits de C.
pyracantha et C. monogyna .
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A travers ces résultats, on constate que les extraits des feuilles des deux espéces d’aubépine
sont riches en chlorophylle a avec une teneur estimée a 4.976 ug chez C. monogyna et 1.793
ug pour C. pyracantha, suivi par I’extrait des tige de C. pyracantha qui contient 2.836 ng,
tandis que les extraits des tiges de C. monogya contiennent une trés faible quantité de
chlorophylle a estimée a 0.77ug.

Selon Khelil et Hammouche (2017), I’altération de 1’état physiologique des plantes, causée
par des conditions défavorables de 1’environnement, se refléte rapidement au niveau des
signaux lumineux et thermiques émis par les feuilles. La quantité de la chlorophylle des feuilles
et des tiges peut étre influencée par beaucoup de facteurs tels que I'dge, la position, et des
facteurs environnementaux tels que la lumicre, la température et la disponibilit¢ en eau
(Hikosaka et al., 2006).

e Teneurs en chlorophylle b :

Les résultats des teneurs en chlorophylle b sont présentés en figure 21.
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Figure21 : Teneurs en chlorophylle b des extraits des feuilles et des fruits de
C. pyracantha et C. monogyna.

D’aprés ces résultats, on note que la chlorophylle b n'est présente que dans les feuilles de
I’espece de C. pyracantha 7.892ug. tandis que les extraits de et C. pyracantha et les extraits
des tiges des deux especes d’aubépine ne contient pas de chlorophylle b.

Lorsque la plante subit un stress, le niveau de chlorophylle diminue, affectant la coloration de
la plante et ralentissant ses activités de croissance. La chute observée des teneurs en
Chlorophylle a et b résulte probablement de la synergie de plusieurs facteurs : réduction de
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I’ouverture des stomates qui limite les pertes en eau par évapotranspiration et par augmentation
de la résistance, baisse de 1’entrée du CO» atmosphérique nécessaire a la photosynthese. Ainsi,
la diminution en Chlorophylles perturbe la redistribution des assimilates stockés par la tige vers
les différentes parties de la plante, ce qui perturbe sa croissance (Khelil et Hammouche, 2017)
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Dans le cadre de I’étude de la variabilité de la composition chimique et la biodiversité morpho-
anatomique des espéces végétales, nous nous sommes intéressées a I’étude de deux espéces
d’aubépine : C. pyracantha et C. monogyna, appartenant a la famille des Rosaceae, collectées

dans la région de Blida.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en relief la variabilité morphologique des feuilles,

des fruits et des graines selon différents parametres morphométriques (forme, taille, couleur).

D'apres les résultats de 1'é¢tude histo-anatomique des tiges semi- ligneuses et des feuilles de ces
deux especes, il ressort que 1’organisation du parenchyme cortical et les structures tissulaires
secondaires sont semblables dans les tiges semi-ligneuses des deux especes étudiées avec la
présence d’une différence significative dans la nature de tissu médullaire observé dans leurs
tiges. Pour ce qui est des feuilles, elles se caractérisent par la présence d’une symétrie bilatérale

et un mésophile hétérogene chez les deux especes.

Le screening phytochimique nous a permis de caractériser quelques groupes chimiques
existants dans les feuilles et les fruits de C. pyracanyha et C. monogyna, parmi lesquels on
peut citer : les glucosides , les lipides , les leuco- anthocyanes, les flavonoides et les tanins
aussi bien au niveau des feuilles qu’au niveau des fruits, avec une absence d’amidon, des
coumarines , des saponines , des drivées anthracéniques libres et combinés ainsi que des
stéroides. Les résultats de ces tests indiquent aussi la présence des sennosides au niveau des
feuilles de C. pyracantha et C. monogyna contrairement aux fruits. Des résultats positives ont
été également mises en évidence pour les mucilages, les composées réducteurs et les alcaloides

au niveau des feuilles de C. monogyna et les fruits des deux especes.

Quantitativement, 1I’évaluation du contenu des polyphénols totaux dans les feuilles et des sucres
solubles au niveau des fruits de ces deux especes a révélé la présence de teneurs trés
intéressantes. Les flavonoides, les flavonols, les tannins ainsi que les pigments totaux avaient

présenté également des teneurs variables.

Les résultats obtenus dans ces différents tests révelent la diversité et la richesse de ces plantes
en métabolites, et apportent une modeste contribution a la valorisation de ces ressources
naturelles peu exploitées et n’ayant fait I’objet que de quelques rares travaux de recherche a

I’échelle national.
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Ce travail reste ouvert a de larges perspectives, parmi lesquels il convient d’établir :

e Une ¢étude biochimique approfondie des feuilles et des fruits de C. pyracantha et C.
monogyna, pouvant €tre ¢élargie vers d’autres organes, tout en recherchant ’impact de

la période de récolte et des conditions environnementales sur leur composition chimique

e Une étude morpho-anatomiques et phytochimiques des fleurs, des racines et des graines

de C. pyracantha et C. monogyna.

e Une étude de la biodiversité de ces deux espéces d’aubépine récoltée dans différents
régions du territoire national.

e Une ¢tude comparative entre ces deux espéces étudiées avec d’autres especes
d’aubépine

e Un essai de micropropagation de ces deux especes

e Une étude du comportement physiologique de ces deux especes suite a I’induction d’un

stress.

e Réaliser une caractérisation moléculaire de ces espéeces.
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Annexe A

A.l. Verrerie utilisée au laboratoire :

Eprouvette Frlenmever

Becher

Verre a montre

Tube a essai

Ampoule a décanter

Figure 22 : Verrerie utilisée au laboratoire




Annexe A

A.2. Instruments et consommables utilisés au laboratoire :

Boite de Pétri Pipette graduée

Micropipette réglable Support du tube a essai

Spatule métallique

Pissette

Figure23: Instruments utilisés au laboratoire




Annexe A

A.3. Appareillages utilisés au laboratoire :

| Balance analytique |

Agitateur magnétique/plaque
chauffante

Loupe binoculaire

Vortex

Spectrophotométre UV-visible

Figure24: Les appareils utilisés au laboratoire




Annexe A

A.4. Liste des produits chimiques utilisés :

1 Acétate de sodium pulvérisé
2 Acide acétique

3 Acide chlorhydrique

5 Acide ortho-phosphorique

5 Acide sulfurique

6 Alcool éthylique

7 Ammoniaque

8 Carbonate de sodium

9 Carbonate de sodium (Na,COs3)
10 | Chloroforme

11 | Chlorure de mercure

12 | Ethanol

13 | Ether

14 | Ether de pétrole

15 | Folin Ciocalteu

16 | Folin Denis

17 | Formaldéhyde

18 | Hydroxyde de sodium (NaOH)
19 | lode

20 | Iodure de potassium

21 | Méthanol

22 | Nitrite de sodium

23 | Phénol

24 | Propanole

25 | Sulfate de cuivre (CuSO4)
26 | Sulfate de sodium

27 | Trichlorure d’aluminium

28 | Trichlorure de fer (FeCl3)




Annexe B

Préparation des réactifs utilisés dans la caractérisation phytochimique :

1. Réactifs de Mayer :

Déposer 13,55 g de chlorure de mercure et 50 g iodure de potassium dans un ballon
jaugé de 1 litre. Ajouter de eau distillée petit a petit en remuant, puis en ajouter jusqu’
au trait de jauge. Prélever dix volumes de la solution ainsi obtenue et ajouter un volume
acide chlorhydrique 17 %..( Iserin P, 2007)

2. Réactif de Stiasny :
Dissoudre 40 g de formaldéhyde dans 100 ml eau distillée. Ajouter un volume égal acide
chlorhydrique 1 N pour avoir une solution de formol chlorhydrique.( Iserin P, 2007)




Annexe C
Résultats de I’étude photochimique

Figure 25 : Résultats de la recherche des glucosides

Figure 26: Résultats de la recherche de ’amidon
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Figure 27 : Résultats de la recherche des composés réducteurs
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Figure 28 : Résultats de la recherche des lipides
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Figure 29 : Résultats de la recherche des alcaloides
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Figure 30: Résultat de la recherche des sennosides
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Figure32: Résultats de la recherche des leuco-anthocyanes
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Figure 33 : Résultats de 1a recherche des tanins cathéchiques
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Figure 34 : Résultats de la recherche des tanins galliques

Figure 35 : Résultats de 1a recherche des flavonoides

Figure 36 : Résultats de la recherche des coumarines
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Figure 39 : Résultats de la recherche des anthracéniques libres
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Figure 40: Résultats de la recherche des dérivés anthracéniques combinés

Figure 41 : Résultats de la recherche des stérols et terpénes




Annexe D

Les courbes d’étalonnage utilisées
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