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RESUME

L’Artemisia campestris L. connue sous le nom de Dgouft, est I'une des
especes répandue sur les étages bioclimatiques semi-aride, aride et saharien.

L’étude des caractéristiques phénologiques et biochimiques de I’Artemisia
campestris L. a pu montrer une variabilité des stades phénologiques selon les
écotypes sous I'effet des facteurs de milieu. Afin de l'utilisation de ces paramétres
comme principes actifs, des tests pharmaco-toxicologiques de [I'Artemisia
campestris ont été entrepris. Au stade germinatif, les graines issus des trois
provenances (Biskra, Djelfa et M’sila), ne présente aucune différence au niveau du
pouvoir germinatif. Le taux de germination est de 82.86 % (Biskra), 83.26 %
(Djelfa) et 84 % (M’sila).

L’accumulation des composés organiques et inorganiques varie d'un
écotype a un autre sous les contraintes de climat et du sol. Chez les deux
écotypes de la région aride et la région pré-saharienne, une diminution du taux de
la chlorophylle a été observer, elle est de 0.38+0.01 pg/g de MF (M’sila) et 0,53
+0.03 pg/g de MF (Biskra). En parallele, il ya eu une augmentation des composés
organiques notamment les sucres avec 4.18+0.02 ug/g de MF pour I’écotype de
M’sila et 3.13+0,06 pg/g de MF pour I'écotype Biskra.

Nous enregistrons pour la région semi- aride (Djelfa) une augmentation des
teneurs des pigments végétaux (chlorophylle et caroténoides) et une diminution
de la teneur des composés organiques avec une valeur de 3.13+0,06 ug/g de MF
pour les sucres, une moyenne de 1.09+0.03 pg/g de MF pour la proline et une
moyenne de 14 +2.61 ug/g de MF pour les protéines.

La valeur de la DLsy de I'extrait aqueux de cette espece obtenue lors de
notre expérimentation selon I'échelle de HODGUE et STERNER ne présente
aucun effet toxique, elle est de 0 g/kg. L’effet anti-inflammatoire le plus rapide et le
plus intense a été observé chez le lot de souris ayant recu la dose de 0,2g/ml de
'extrait aqueux d’Artemisia campestris de I'écotype de M’sila comparé au lot de

souris traité par le Diclofenac.

Mots clés : Artemisia campestris L., phénologie, physiologie, biochimie.



ABSTRACT

Artemisia campestris known to Dgouft, is a widespread species on semiarid
bioclimatic zones, arid Sahara.

The objective of our work is the study of biochemical and phenological
characteristics of three ecotypes of Artemisia campestris (Djelfa, Biskra and
M'sila). The goal is to determine the changes in physiological and biochemical
parameters influenced by environmental factors. To use these settings as active
ingredients, pharmaco-toxicological testing of Artemisia campestris were
undertaken.

Variability of the phenological stages according to ecotype under the influence of
environmental factors was observed.

Stage germination, seeds from the three sources (Biskra, and Djelfa M'sila),
shows no difference in germination rate. The germination rate is 82.86% (Biskra),
83.26% (Djelfa) and 84% (M'sila).

The accumulation of organic and inorganic compounds varies from one
ecotype to another under the constraints of climate and soil. In two ecotypes of the
arid region and the pre-Saharan region, we note a decrease of chlorophyll with a
value of 0.38 + 0.01 mg / g MF (M'sila) and 0.53 + 0.08 mg / g MF (Biskra). In
parallel, there was an increase of organic compounds: sugars (4.18 £0.02 mg / g
MF for the ecotype M'sila and 3.13 + 0.06 mg / g MF for the ecotype Biskra),
proline (1.33 £ 0.02 mg / g MF for M'sila ecotype) and protein (19.46 £ 0.89 mg /g
MF for the ecotype Biskra).

We record for the semi-arid region (Djelfa) increased levels of plant
pigments (chlorophyll and carotenoids) and decreased content of organic
compounds with a value of 3.13 £ 0.06 mg / g MF for sugars, a average of 1.09 +
0.03 mg / g MF for proline and averaged 14 £ 2.61 mg / g of protein for MF.

The aqueous extract of this species exhibits an anti-inflammatory and has
no toxic effect.

Keys words : Artemisia campestris L., phénology, physiology, biochimical.
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LISTE DES ABREVIATIONS

- % : Pourcentage.

- A : Longueur d’'onde

- ug: Microgramme

- Chl (a): Chlorophylle,

- Chl (b): Chlorophylley

- C?: Degré Celsius

- d : La densité.

- dl : Facteur de dilution.
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- E.P : Eau physiologique
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- EDD2 : Deuxiéme dose d’extrait aqueux d’Artemisia campestris d’écotype M’sila.
- EDTA : Ethyléne Diamine Tetra Acétique.
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INTRODUCTION

En Algérie, I'espace naturel est vaste et s’étend sur plusieurs étages
climatiques tempérés froids et chauds, ce qui explique les conditions naturelles
trés variées et le grand nombre d’especes végétales [1].

Les changements climatiques deviennent de plus en plus contraignants
pour la croissance et le développement des plantes notamment dans les zones

semi-arides et arides [2, 3].

L’Algérie fait partie des pays méditerranéens ou la sécheresse observée
depuis longtemps a conduit manifestement au processus de salinisation
des sols [4,5].

Ces deux contraintes naturelles, sécheresse et salinité ont modifié la
stabilité des écosystémes et sont en grande partie les causes de la désertification
des sols [6].

La variabilité du climat représente un stress permanent pour les
écosystemes. Par conséquent, ces variations climatiques et la composition du
milieu ont une influence sur la phénologie ainsi que sur les parameétres
physiologiques et biochimiques des plantes, cet intérét a suscité I'attention de

nombreux chercheurs [7].

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail. Nous avons étudié les
caractéristiques phénologiques et biochimiques de |'Artemisia campestris L.
provenant de trois régions différentes ; Biskra, M’sila et Djelfa.

La domination de plantes médicinales est réservée aux especes de plantes
qui contiennent des composés chimiques a action pharmacodynamique certaine,
utilisées dans un but thérapeutique. En phytothérapie traditionnelle, les plantes
peuvent étre utilisées fraiches ou séchées préservant leurs principes actifs [8].
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L’espéce d’étude est largement utilisée en médecine traditionnelle, dans cet
optique, nous avons étudié quelques propriétés pharmaco-toxicologiques de

I'extrait aqueux de cette plante.
Notre travail est répartit en quatre chapitres :
Le premier chapitre présente une synthése bibliographique.

Le second chapitre décrit les régions d'étude; afin de faciliter la lecture des

résultats obtenus.

Une présentation du matériel végétal et des méthodes utilisées lors des

expérimentations est étudiée dans le troisieme chapitre dont I'objectif est :

v" Etude morphologique et anatomique de I'espéce avec détermination des
périodes phénologiques.

v" Analyse de certains paramétres physiologiques afin caractériser le réle des
facteurs du milieu dans la modification de la physiologie de la plante.

v' Etude des paramétres biochimiques afin de définir les modifications
influencées par le milieu.

v Test de toxicité et anti-inflammatoire dont le but est de caractériser I'effet
thérapeutique de certains parametres physiologiques et biochimiques.

Le quatriéme chapitre est réservé aux résultats obtenus et discussion.
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CHAPITRE 1

SYNTESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Généralités surl'espéce Artemisia campestris

L’Artemisia campestris appartient a la famille des Astéracées qui constitue
une immense famille cosmopolite. Cette famille est 'une des plus importantes de
toutes les Phanérogames avec 25000 espéces [9].

1.1.1. Historique

Le territoire Algérien renferme 408 especes réparties en 109 genres [10].
Les Astéracées sont connues depuis I'oligocéne [11] et ont peuplé le globe entier
avec prédominance dans les régions tempérés et froides [9]. Cette famille est
moins fréquente dans les foréts tropicales [12].

La premiére extension marquée de cette plante d’apres les analyses sporo-
polliniques se situe vers la limite tertiaire—quaternaire lors des premiers
changements climatiques importants. Au cours du quaternaire, Artemisia est
souvent présente en faible quantité (grandes glaciations). Apres la période
glaciaire, la végétation a armoise s’étend surtout par suite de linfluence de
’homme et de ses activités (Néolithique : phase a Astéracées tubuliflores et
liguliflores) [13].

Artemisia campestris fut utilisée dés I'époque de I’Egypte Pharaonique pour
chasser les mauvais esprits. Cette espéce fut décrite en 1753 par LINNE [14].
L’espece a été découverte en Russie en 1835 sous le nom scientifique Artemisia
jussicana [14].

En Algérie, I'Artemisia campestris a été découverte en 1898 par GAY [14].
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1.1.2. Répartition géographique

DEYSSON, (1979) signale que les Astéracées ont peuplé le globe entier
avec prédominance dans les régions tempérées. lls sont moins fréquents dans les

foréts tropicales humides [12].

1.1.2.1. Famille des Astéracées

La famille des Astéracées est reconnaissable a ses petites fleurs [15]. Elle
est répartie en quatre sous familles: Tubuliflores, Labiatiflores, Liguliflores et
Radiées (Corymbiféres) [9]. Les Tubuliflores, les Radiées et les liguliflores
caractérisent les régions tempérées de I'Eurasie. Les Labiatiflores quant a eux

sont presque exclusivement localisées en Amérique du sud [9].

1.1.2.2. Genre Artemisia

Le genre Artemisia, se trouve actuellement dans les prairies et les steppes
des régions tempérées de I’hémisphére nord [16,17], en Afrique du sud et en
Amérique du sud [18]. Il est généralement localisé dans les zones ou les
précipitations ne dépassent pas 50 mm avec une extension vers les régions

tropicales [19].

L’armoise est une plante importante des steppes russes. En Amérique, elle
est répandue dans les plaines nord-américaines de l'ouest et les steppes des
bassins intérieurs des montagnes rocheuses (Artemisia tridentata qui arrive a un
recouvrement de 85%). Dans les steppes méditerranéennes, notamment dans les
hautes plaines nord-africaines qui sont des steppes naturelles (Atlas saharien,
haut atlas au Maroc), I'Artemisia est souvent psammophile (croissant sur les
sables) dans les déserts [13]. Cette plante se trouve également en Chine, qui
pousse souvent dans les terrains vagues [20].

1.1.2.3. Artemisia campestris

Selon MARIE, (1993) ; QUEZEL et SANTA, (1963) et OZENDA, (1983),
'espéce Artemisia campestris est trés répandue dans les régions pierreux et

sablonneux des oueds des montagnes dans les étages méditerranéennes.
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Elle se trouve plus rarement sur les pentes pierreuses de I'étage supérieur,

et elle peut se trouver dans I'étage tropical.

En Algérie, cette espéce est assez commune dans les hauts plateaux
constantinois, algérois, oranais et surtout dans les régions de Frenda, Machria,
Sétif, Bordj Bouarreridj, Ain M’Lila, M’sila, Khenchla et Djelfa [12].

Elle est trés connue dans les montagnes du Sahara centrale en altitude,
elle est répandue dans les Hoggars et moins fréquente dans les régions
Tefedeste, et du Tassili des Ajjer. Elle se rencontre dans I'Oued Tit a 1300 m,
dans I'Oued Outoul a 1450 m, Tamanrasset a 1500 m, dans le ravin au pied de
Tahat a 2500 m et dans les plateaux de Tigharghar entre 1000 et 2000 m
d’altitude [2].

1.1.3. Taxonomie

La premiere taxonomie du genre Artemisia a été réalisé par BESSER,
(1829). Le genre Artemisia est divisé en quatre sections selon la différence
fondamentale de la structure florale (Figure 1).

Capitules hétérogames Capitules homogames
Fleurs marginales présentes Fleurs marginales absentes
Fleurs centrales fertiles Fleurs centrales stériles

avec développement akenes avortés

normale des akeénes

Réceptacle Réceptacle avec
glabre longs poils

l l v v
Abrotanum  Absinthium Dracunculus Seriphidium
A. judaica A. absinthium A. dracunculus A. amoena
A.vulgaris A. arborescens A. filifolia A.blachanorum

A. campestris A. herba alba

Figure 1.1 : Différentes sections du genre Artemisia [23].
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Dialypétales AL
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Series : Superovariées Superovariées Inférovariees

pentacycliques tetracycliques pentacycliques
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AN

~

Tribus : Anthémidées Hellianthées Astérées
Calendulées /\
Genres : Santolina  Anthémis Cotula Artemisia eftc...
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Especes : A. campestris A. herba alba A. judaica  efc...
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1.1.3.1. Sous espéces d’Artemisia campestris

Il existe plusieurs sous especes d’Artemisia campestris [24, 25, 26] parmi
elles :

- Artemisia campestris subsp. alpina

- Artemisia campestris L. subsp. campestris
- Artemisia campestris subsp. Glutinosa

- Artemisia campestris subsp. borealis

- Artemisia campestris subsp. variabilis

1.1.3.2. Etymologie

Le nom armoise dérive du latin Artemisia, emprunté au grec Artémis, reine

d’Halicarnasse en Carie [20, 27].

Artémis, déesse qui assistait aux accouchements, a cause des usages
antiques de ces plantes en gynécologie [28]. L’'armoise est un symbole de fidélité

conjugale et signifie : rien ne me détournera de mes devoirs [29].

Nom vernaculaires : armoise rouge, armoise des champs, I'armoise

champétre, tgouft ou dgouft.

1.1.4. Etude botanique

Les Astéracées sont généralement des plantes herbacées, arbustes ou des
lianes cactoides en coussinet [11]. Ses Fleurs sont hermaphrodites a style et ont

en général une touffe de poils au sommet [10].

Selon OZENDA, (1991) cette famille se caractérise par un groupement de
fleurs en capitules et soudure des étamines par leur anthére. Ces derniers sont
presque toujours obtus a la base. Les feuilles sont alternées et rarement

opposées [28, 11].

Le fruit des Asteracées est un akéne provenant du développement du
calice apres fécondation [12]. La graine est exalbuminée, avec un embryon droit a

radicule infére [28].
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Le genre artemisia se caractérise par des plantes ligneuses, vivaces
rarement annuelles ou bisannuelles. Les feuilles sont alternées et divisées en

lobes de part et d’autre de la nervure centrale [28].

L’Artemisia campestris se caractérise par des tiges subligneuses et
couchées a la base puis ascendantes, généralement rougeéatres et glabrescentes.
Elles sont tres ramifiées a rameaux étalés. Les feuilles sont alternées. L’épi de
capitule ovoide, large de 1,5 a 2,5 mm. Il est involucre glabre et luisant. Les
fleurs périphériques sont femelles, les autres sont des fleurs méales. Le fruit est un

akene et la pollinisation est anémogame [31].

1.1.5. Intérét thérapeutique d’Artemisia campestris

La plante entiere est recommandée en cas de troubles digestifs [32, 33].
L’infusion des sommités fleuris est recommandée en cas les douleurs

menstruelles [34].

En Tunisie, AKROUT et al., en 2001 ont étudié I'effet thérapeutique de la
plante et ont montré que la décoction de la racine a une efficacité contre les
venins des morsures des scorpions. Ces auteurs ont confirmé I'action d’inhibition

de I'activité microbienne.

La partie aérienne est utilisée comme antispasmodique, diurétique et
antirhumatismale [36]. C’est un bon anti-inflammatoire et  soulage les

rhumatismes. Elle traite la toux, le diabete et I'ulcére gastrique [37].

Elle est aussi efficace contre 'eczéma et est cicatrisante, en particulier en
cas de brdlure [36, 32]. Elle peut aussi étre utilisée comme cataplasme en cas de

circulation sanguine difficile [34].

1.1.6. Intérét pastorale

L'armoise champétre (dgouft) est une plante toxique pour la plupart des
animaux. Elle est broutée par les ovins en période de disette [38].
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Dans les régions de Tamanrasset, I'armoise champétre fournit un paturage
médiocre brouté en dernier recours par le cheptel exclusivement de caprins et de

chameaux [39].

1.2. Paramétres physiologiques

L’un des principaux caractéres physiologiques de tolérance aux contraintes
du milieu est I'ajustement osmotique. Celui ci est réalisé grace a une accumulation
de composés osmorégulateurs conduisant a une réduction du potentiel osmotique

permettant ainsi le maintien du potentiel de turgescence [40].

1.2.1 Eléments minéraux

Les végétaux chlorophylliens nécessitent pour leur développement une
alimentation exclusivement minérale [41]. Pour cela, le diagnostic foliaire
permettra éventuellement de corriger le déficit en éléments minéraux s'il est

décelé.

Les éléments minéraux essentiels peuvent étre classés en macroéléments
et en microéléments en fonction des concentrations qui sont normalement
requises [42]. Les macroéléments sont présents a des teneurs de 10°a 102 g/g
de tissus secs. Les micro ou oligoéléments se rencontrent a des teneurs de 1000
a 10000 fois plus faibles [41]. Chaque élément minéral essentiel joue un role
biochimique ou physiologique dans la plante [42].

1.2.1.1. Potassium

Selon MEYER et al., (2004) le potassium joue un r6le dans la régulation de
I’hydratation et de I’équilibre ionique. C’est I'ion inorganique le plus abondamment
associe aux changements du potentiel osmotique [44]. Il est responsable de

I'ouverture et la fermeture des stomates et I'activation d’enzymes.

Les ions phosphates, abondants et trés mobiles, sont capables de

s’accumuler dans la vacuole jusqu’a cent fois la teneur du milieu extérieur [41].

La potasse est empruntée par la plante sous forme de divers sels solubles :

parmi eux le chlorure.
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Cette absorption est sélective et rapide grace a l'intervention directe de K

dans les mécanismes de perméabilité cellulaire [45].
1.2.1.2. Sodium

Le sodium est accumulé en grandes quantités chez certaines halophytes, il
résulterait d’un faible potentiel osmotique [44]. Ce cation n’est pas vraiment
indispensable aux végétaux et il ne peut remplacer le potassium [46]. Les
halophytes accumulent les ions jusqu’a 800 mM. Quant aux glycophytes, ils le font
entre 300 et 600 Mm selon leur degré de résistance [47].

1.2.1.3. Phosphore

C’est un élément important qui entre dans la constitution du cytoplasme et
des membranes (phospho-lipides) [46]. Il a un réle de contrdle de la synthese de
saccharose et d’amidon [43].

1.2.1.4. Calcium

MEYER et al., (2004) signalent que le calcium est présent sous forme d’ion
libre ou lié dans la cellule. C’est un constituant de la paroi cellulaire. Il est
antitoxique vis-a-vis de quelques acides organiques que dans la plante (acide
oxalique, tartrique et citrique). Ce cation joue un réle souvent antagoniste vis-a-vis
d’autres ions métalliques. Le calcium diminue la perméabilité cellulaire et freine la

pénétration de I'’eau a travers les tissus [47].

1.2.1.5. Magnésium

C’est un constituant essentiel de la chlorophylle et pour quelques enzymes
de la glycolyse. Ce cation semble favoriser la pénétration des ions PO, dans la
cellule [47].

1.2.1.6. Chlorure

Il est présent constamment dans les plantes, généralement sous forme

ionique a des taux plus élevés et moins que ceux de sodium [48].
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MARTIN et al., (1987) soulignent que cet élément est essentiel pour la
multiplication cellulaire, mais le mécanisme n’est pas encore connu. Il est

€galement nécessaire a la photosynthése [48].

Généralement les excés de chlorure sont trés redoutés chez les végétaux,
le manque est extrémement rare [50], cependant il existe des plantes qui tirent un
effet bénéfigue de chlorure (régulation de [I'hydratation et de [I'équilibre

ionique) [51].

1.2.2 Pigments végétaux

Les principaux pigments des végétaux sont les caroténoides, les

flavonoides, les porphyrines (les chlorophylles) et les tanins.

1.2.2.1. Chlorophylles

Le caractere commun a tous les végétaux terrestres qui les composent, est
la couleur verte de la totalité ou d’une partie de leurs organes aériens : feuilles,
tiges herbacées. En effet, les chlorophylles pigments contenus dans les tissus de
ces organes leur conférent cette teinte verte [43].

Les chlorophylles sont les principaux pigments responsables de la capture
de I'’énergie lumineuse utilisée dans la photosynthése [41]. Ce sont des molécules
dont le squelette de base est celui d'un noyau de chlorine (un dérivé de la famille
des porphyrines) au centre auquel est fixé (complexé) un ion magnésium Mg?"*
grace aux doublets non-liants des atomes d'azote, a la périphérie du noyau se
trouve une chaine carbonée (Figure 2 et Tableau 1) [52].

La chlorophylle (a) est présente chez 'ensemble des plantes supérieures et
des algues. La chlorophylle (b) qui differe de la précédente par un groupement
aldéhyde en place d’'un méthyl, est également trés largement répandue [41].
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Chlorophylle (a)

chlorophylle (b)
Figure 1.2 : Structure chimique de la chlorophylle [53].

Tableau 1.1 : Formule chimique des chlorophylles [53]

Chlorophylle | Chlorophylle Chlorophylle | Chlorophylle Chlorophylle
(a) (b) (c1) (c2) (d)
Formule
brute Cs5H7205N4Mg | CssH700sNaMg | C3sH3005N4Mg | C3sH 505NaMg | CsaH700sNsMg
groupe Cs -CH=CH, -CH=CH, -CH=CH, -CH=CH, -CHO
groupe C, -CH; -CHO -CH; -CH; -CH;
groupe Cs -CH,CH3 -CH,CH3 -CH,CH3 -CH=CH, -CH,CH3
-CH,CH,CO0O- | -CH,CH,COO0- B B -CH,CH,COO0-
groupe Cyy Phytyl Phytyl CH=CHCOOH | -CH=CHCOOH Phytyl
liaison Cy7- . . .
C Simple Simple Double Double Simple
18
. principalement diverses diverses certaines
Occurrence Universel plantes vertes ..
algues algues Cyanobactéries
algues vertes
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1.2.2.2. Caroténoides

Ce sont des pigments non azotés, considérés comme des polymeéres de
l'isoprene [47]. lls sont liposolubles et localisés soit dans les membranes des
chloroplastes ou dans des plastes spécialisés nommés chromoplastes.

Les caroténoides absorbent trés fortement la lumiére bleu, ils peuvent aussi
protéger la chlorophylle de la photo-oxydation en absorbant 'excés de la lumiére
bleu [42].

1.2.2.3. Flavonoides

lls sont présents dans la pluparts des plantes, ce sont des pigments
polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en
jaune ou en blanc [54]. lls sont dissous dans la vacuole a I'état d’hétérosides ou
comme constituant de plastes particuliers, les chromoplastes [41]. Les flavonoides
sont également présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules, assurant
ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement
ultraviolet [55]. Environ 2% de tous les composés carbonés produits par les
plantes par photosynthése sont convertis en flavonoides ou des composés
apparentés [56].

1.2.2.4. Tanins

Ce sont des composés polyphénoliques, hydrosolubles, ayant la propriété
de tanner les tissus. Cette propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des
macromolécules (protéines et polysaccharides) [57]. Tous les organes végétaux
peuvent en renfermer (racines, écorces et feuilles). L’accumulation se trouve dans

les organes agés (écorces) [54].

Les tanins se trouvent dans le cytoplasme de la cellule végétale, ou

concentrés dans des poches spéciales appelés les vacuoles a tanins [58].

Les tanins ont un intérét thérapeutique certain car ils permettent de stopper
les hémorragies et de lutter contre les infections [59].
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1.3. Parameétres biochimiques

Certaines espéces possedent la faculté de produire, sous stress abiotique,
des composés organiques tels que la proline, les sucres solubles totaux et les
protéines. Ce type de comportement implique la mise en place des mécanismes
d’adaptation [40].

1.3.1. Hydrates de carbones

Les glucides sont des constituants universels des organismes vivants,
parfois appelés hydrates de carbones. Ce sont des composés organiques
carbonylés poly-hydroxylés [55]. lls jouent un rbéle de soutien et de réserves
énergeétiques chez les végétaux. Ce sont des constituants de métabolites variés
et des précurseurs indispensables de tous les autres métabolites.

Certains auteurs ont mis en évidence le role protecteur des sucres solubles
notamment le saccharose, le glucose et le fructose sur les membranes, en

particulier au niveau des mitochondriales [60, 61].

Leur présence permet le maintien des réactions de phosphorylation et de
production d’énergie. Outre ce rble protecteur des membranes, les hydrates de
carbones protégent les processus par lesquelles les enzymes sont synthétisés
[62]. Les sucres semblent intervenir dans le contrdle de la régulation de I'état
hydrique des cellules lors des contraintes osmotiques [63]. Une forte accumulation
d’hydrates de carbone dans les tiges est une protection de la plante contre un
stress abiotique du milieu [64].

1.3.2. Protéines

Les protéines jouent un réle central dans la biochimie des cellules. La
plupart des membranes renferment jusqu’a 50% de leur masse de protéines [42]

Nombreuses sont les protéines qui s’accumulent en réponse du déficit
hydrique, aux fortes salinités et aux basses températures (stress hydrique et
salin) [65, 66].
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1.3.3. Proline

La proline est un corps blanc soluble dans I'eau et I'éthanol, s’oxyde
facilement avec la ninhydrine. C’est le seul acide aminé qui peut se solubiliser
dans I'’eau a cause de sa fonction imine [67]. Elle posseéde un réle majeur dans la

structure des protéines [68].

Plusieurs facteurs induisent I'accumulation de la proline notamment

I'éclairement [69], les fortes températures [70] ainsi que le stress hydrique [71].

La proline est synthétisée a partir de I'acide glutamique par l'intermédiaire
de l'acide semi aldéhyde dont la cyclisation donne I'acide pyroline carboxylique qui

se réduit en proline [67].

1.4. Propriétés pharmaco-toxicologiques des plantes médicinales

En général, les plantes peuvent étre source de nouvelles molécules
utilisées comme bio-médicaments. Cependant, 'usage de plantes médicinales
peut apporter directement des réponses a certains problemes de santé. Avant de
pouvoir recommander 'usage de la plante ou de certains de ses organes pour
remeédier a une maladie, il est nécessaire de valider 'usage traditionnel qui en est
fait [72].

Pour cela, il convient d’évaluer scientifiquement I'activité pharmacologique

de la plante médicinale retenue et apprécier si celle-ci confirme sa réputation.

Il est impératif de vérifier également I'absence de toxicité des plantes
employées. L'usage de plantes médicinales locales, en réponse a des problémes
de santé peut-étre percu comme une alternative aux médicaments, en particulier
dans les pays du Sud ou ces médicaments sont souvent chers, peu accessibles et

quelquefois contrefaits [73].

1.4.1. Phytothérapie

Etymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode

thérapeutique qui utilise I'action des plantes médicinales.
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Selon ROUX, (2007) la phytothérapie utilise les plantes ou formes

galéniques dérivées des plantes excluant les principes purs isolés des plantes.

Deux types de phytothérapie ont une pratique courante, l'une est
traditionnelle et 'autre une pratique basée sur les avancées scientifiques et la

recherche des principes actifs des plantes [8].

La phytothérapie utilise les plantes ayant des propriétés médicinales. Les
préparations peuvent étre obtenues par macération, infusion, décoction, ou sous

forme de teinture et poudre totale.

Les plantes médicinales peuvent étre des espéces cultivées mais dans la
plupart des cas des especes spontanées d’ou la nécessité de lidentification
précise des plantes employées [73]. Cette identification représente une nécessité
concrete, car elle est la base de I'utilisation sécuritaire des produits de santé
naturels a base de plante.

1.4.2. Principe actif

Le principe actif (PA) est un facteur évident qui influence [I'activité
pharmacologique ou toxicologique d’'une plante [75]. Les PA d’origine végétale ont
une constitution chimique extrémement variée d'ou des effets pharmaco-
toxicologiques dissemblables (Figure 1.4.2.2). lls peuvent étre des alcaloides, des
glycosides ou des tanins. lls peuvent agir sur le systeme nerveux, I'appareil

digestif et méme le systeme cardio-vasculaire, [73].

La concentration en PA peut varier en fonction du stade de développement

de la plante ainsi que les facteurs climatiques et la nature du sol [75].

1.4.3. Principales familles de principes actifs d’origine végétale

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires qui ne
sont pas produits directement lors de la photosynthese, mais résultent de

réactions chimiques ultérieures.
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Parmi les plus importants au plan pharmaco-toxicologique nous citons :

1.4.3.1. Glucosides ou hétérosides

Ce sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. lls se
composent de deux parties.

L'une contient un sucre, par exemple le glucose, et est le plus souvent
inactivée. Elle exerce un effet favorable sur la solubilité du glucoside et son
absorption et distribution dans le corps. L'effet thérapeutique est déterminé par la
seconde partie, la plus active, nommée aglycone (génine) [73].

Selon leur composition chimique, plusieurs groupes de glucosides se
distinguent:

Saponosides (Les stéroides et les triterpénoides).
Cardiotoniques (cardénolides, bufadiénols)
Anthraquinoniques

Cyanogenes

Lactoniques

AN N N N SN

Les glucosinolates

1.4.3.2. Huiles essentielles

L’Huile essentielle (H.E) est un extrait volatil et odorant qui est extrait de
certains végétaux par distillation a la vapeur d'eau, pressage ou incision des

végétaux qui les contiennent.

L’H.E se forme dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du
métabolisme secondaire. Elle s'accumule d'autre part dans certains tissus au sein
de cellules ou de poches a essence, sous I'épiderme dans des glandules ou dans
les espaces intercellulaires [73].

L’H.E est un composé liquide trés complexe. Elle a des propriétés et des

modes d'utilisation particuliers qui ont donné naissance a I'aromathérapie.
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L’H.E est constituée de différents composants tels que les terpenes, les

esters, les cétones, les phénols et d'autres éléments [75].
1.4.3.3. Alcaloides

Ce sont des composés azotés complexes, a caractére basique, présentant

généralement une intense activité pharmacologique.

Les alcaloides sont pour la plupart des poisons végétaux tres actifs, dotés
d'une action spécifique. Les alcaloides sont utilisés comme antalgiques majeurs
(morphine), antipaludéen (quinine), pour combattre I'excés d'acide urique
(colchicine).

lls sont aussi utilisés comme substance paralysante, poisons, comme
stupéfiants, cholinergique (pilocarpine) ou comme anticancéreux (vinblastine et

vincristine) [74].

Selon leur structure moléculaire, les alcaloides peuvent étre divisés en
plusieurs groupes : les phénylalanines, les alcaloides isoquinoléiques, les
alcaloides indoliques, les alcaloides quinoléiques, les alcaloides pyridiques,

pipéridiques et les alcaloides stéroides.
1.4.3.4. Tannins

Les tanins sont contenus dans toutes les plantes a des teneurs plus ou
moins élevées [75]. Leur intérét meédicinal réside essentiellement dans leur
caractere astringent. lls ont la propriété de coaguler les albumines des muqueuses
et des tissus, en créant une couche isolante et protectrice, ayant pour effet de
réduire l'irritabilité et la douleur [75].

Les décoctions et les autres préparations a base d'organes de végétaux
riches en tanins sont employées le plus souvent a usages externes contre les
inflammations de la cavité buccale, les catarrhes, la bronchite, les hémorragies
locales, les bralures et les engelures, les inflammations dermiques, les

hémorroides et |a transpiration excessive.
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1.4.3.5. Mucilages

Ce sont souvent des macros glucides. Ces substances ont un réle de
réservoirs, surtout par leur capacité a retenir I'eau. lls forment en présence d'eau
des systéemes colloidaux fortement visqueux. Préparées en infusion ou en
décoction, les mucilages des plantes médicinales ont pour effet de réduire
l'irritation tant physique que chimique [74].

Les mucilages exercent donc une action favorable contre les inflammations
des muqueuses, notamment celles des voies respiratoires et digestives, ils
atténuent les douleurs des contusions, assouplissent la peau lors d'applications de

cataplasmes.

1.4.3.6. Substances aromatiques

Ce sont des substances fréquentes dans les organes végétales, de
composition et d'action  souvent trées variable. |l existe les glucosides
phénoliques, ou les dérivés du phényl-propane, telles les coumarines et les

hydroxycoumarines [73].
1.4.3.7. Flavonoides

Ce sont des substances aromatiques largement distribués dans le regne
végeétal et sont couramment consommés quotidiennement sous forme de fruits et
légumes [55]. lIs sont capables de moduler I'activité de certaines enzymes et de
modifier le comportement de plusieurs systémes cellulaires, suggérant qu’ils
pourraient exercer une multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés
anti-oxydantes, vasculo-protectrices, anti-hépatotoxiques, anti-allergiques, anti-

inflammatoires, anti-ulcéreuses et méme anti-tumorales significatives [73].
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1.4.4. Inflammation

Le mécanisme inflammatoire fait intervenir un grand nombre de substances
présentes dans le sang, entre autres de nombreuses hormones, comme les

prostaglandines, I'nistamine et les cytokines participent a l'inflammation.

L'inflammation se déroule en différentes phases: la premiere phase est
causée par une augmentation de la perméabilité vasculaire résultant en une
exsudation de fluide a partir du sang dans l'espace interstitiel, le second par
l'infiltration des leucocytes du sang vers les tissus par la formation de granulomes
[76].

1.4.5. Toxicité

L’effet toxique est une manifestation biologique résultante d’interaction
chimique entre molécules exogénes et endogénes (récepteurs). Il peut étre
exprimé par deux types de toxicité qui sont basés sur la durée d’expression aux
éléments toxiques a savoir ; toxicité aigué et toxicité a long terme [77].

Selon I'écrivain PARCELASE (XVI siécle) [78] aucune substance n’est un
poison en elle-méme. En effet, une substance a une action thérapeutique a une

certaine dose et peut avoir une action toxique a une dose plus élevee [78].

La dose statistiquement établie d’'une substance qui, administrée en une
seule fois par voie orale, est susceptible de provoquer dans un délai de 14 jours la
mort de la moitié d'un groupe d’animaux. La dose létale moyenne (DLso) est
exprimée en masse de substance étudiée par unité de poids corporel de I'animal
soumis a I'expérimentation (mg/kg) [78].
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CHAPITRE 2

ETUDE DU MILIEU

Les principaux facteurs influents de fagon significative sur la végétation sont
le sol et le climat. Le climat est un facteur écologique déterminant pour la
croissance et le développement des plantes. Il intervient directement par ses
effets sur les différents processus physiologiques et la succession des stades

phénologiques [79, 80].

Tableau 2.1 : Caractéristiques climatiques des stations étudiées [81].

Stations Longitude Latitude (deg) | Rugosité (m) Vents (m/s)
(deg)
Djelfa 3.25 34.68 0.08 2.7
M Sila 4.50 35.67 0.03 4.1
Biskra 5.73 34.8 0.02 4.1

2.1. Représentation géographique

La plante étudiée provient de trois régions : Djelfa, Biskra et M’sila.

La wilaya de Dijelfa représente la partie centrale du territoire steppique. Elle
constitue la zone de transit entre les hauts plateaux steppiques des wilayas
d’Atlas tellien et les parcours désertiques (Annexe 1.a). Le relief de Djelfa est
caractérisé par la succession de quatre zones non homogenes du Nord au Sud de

son territoire [82].

La ville de Biskra se situe au sud-est de I'Algérie, elle occupe une superficie
de 21671 Km? (Annexe 1.b). Son altitude est de 128 métres au niveau de la mer.
Elle est limitée par une chaine montagneuse et les hauts plateaux au nord ; avec
I'altitude de djebel Tekriout de 1942 m. Les grands plateaux se trouvent au sud de
la wilaya notamment sur la région d’Ouled Dijellal et Sidi Khaled. Les plaines

steppiques s’étendent sur I'axe EI-Outaya et Doucen [83].
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La wilaya de M'Sila a une superficie de 18 175 km?2. Elle est limitée par les
wilayas de Bouira et Bordj-Bou-Arreridj au nord, Batna et Sétif a I'est, Médéa et
Djelfa a I'ouest et Biskra au sud (Annexe 1.c) [84].

2.2. Pédologie

Les sols de la région de Djelfa sont formés d’un dépbt hétérométrique
variant de calcaire sablonneux au calcaire argileux, ils sont peu profonds allant de

0 a 20 cm [82]. lls sont pauvres en matiere organiques et en éléments fertilisants.

Les sols de la région Djelfa sont fragiles sauf dans les dayas ou ils sont peu
couverts [85]. La salinité est assez élevée. Le réseau hydrographique est de type

endoréique drainé vers les dépressions fermées (chotts et sebkha).

Sur le plan géomorphologique, la région de Biskra constitue une partie de la
transition entre les domaines atlasiques plissés du nord (Atlas Saharien) et les
étendues plates et désertiques du Sahara. Dans cette plate forme, le mésozoique
est largement recouvert par des atterrissements tertiaires et quaternaires des

dunes de sables constamment en mouvement, des croltes dit deb—deb [86].

Les sols sont généralement pauvres en éléments nutritifs, leur pH est
alcalin (varie de 7.79 a 8.15) et limite la solubilité des éléments minéraux. Le taux
de calcaire élevé insolubilise le phosphore et diminue son assimilation. La
perméabilité est élevée et provoque des pertes par lessivage d’éléments minéraux
notamment les nitrates, leur faible teneur en argile leur conferent une faible

capacité d’échange cationique [86].

La région de M’sila est caractérisée par un sol peu évolué d’apport alluvial
affecté a différents degrés par des sels sur les glacis récents et également dans
les plaines [87]. Ainsi, elle est caractérisée par un sol halomorphe moyennement a
tres fortement salin dans le chott en complexe avec des sols hydromorphe a
redistribution de gypse [88].
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2.3. Etude climatique

L’étude des régimes pluviométriques et thermiques est d’'une importance
capitale pour la caractérisation des différents types de climat [79].

2.3.1. Réqion de Dijelfa

Le climat de la région de Dijelfa se traduit par d’'importants écarts de
températures entre la moyenne des minimas et celle des maximas (8 a 21 £+ 1 °C)
et par une pluviométrie insuffisante, de 'ordre de 317 mm par an (Figure 2.3.1 et
2.3.2). Une fluctuation des précipitations est parfois tres marquée (150 a 380 mm).

Dans cette zone les especes végétales souffrent d’'un manque de ressource
en eau. Cet état est aggravé au cours des dernieres années par une diminution
sensible de la pluviométrie, entrainant un rabattement généralisé des nappes

d’eau souterraines.

La moyenne des précipitations ne dépasse guere les 152 mm en 46 jours
de pluie par an (Annexe 2.a) dont plus de 70% de cette quantité s’est précipité en
26 jours durant la période automnale.

Selon les données enregistrées par I'Office National de Météorologie a
Djelfa (O.N.M) pour la décennie 1998- 2008 le climat de la wilaya est caractérisé

par deux saisons contrastées :

- Une saison estivale seche et chaude (d’avril a octobre) ;

- Une saison pluvieuse et froide (de novembre a mars).
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Figure 2.3.1 : Températures moyennes mensuelles de la région de Djelfa
(Decénnie 1998-2008) [89].
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Figure 2.3.2 : Précipitations moyennes mensuelles de la région de Djelfa
(Decénnie 1998-2008) [89].
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2.3.2. Réqion de Biskra

Les principaux parametres climatiques retenus sont la température et les
précipitations. On s’est basé sur les données climatiques recueillies au niveau de

la station météorologique de Biskra.

Durant la décennie (1994-2004), la wilaya de Biskra se caractérise par une
température élevée dont la moyenne annuelle est d'environ 22,53 + 2 °C avec des
variations saisonniéres remarquables (34,39 £ 2 °C en juillet et 11,74 £ 1 °C en
janvier) (Tableau 2.3.2).

Tableau 2.3.2 : Températures moyennes mensuelles en °C (Biskra) [90].

Mois | Jan | Fév | Mar | Avr | Mai |Jui |Juill | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc

(1995- 12,38

2004)

11,74 | 13,78 | 17,29 | 20,74 | 26,33 | 31,44 | 34,39 | 34,01 | 28,79 | 22,91 | 16,57

2005 10 10.7 178 (218 | 279 |31.7 |359 |272 |285 |24 17.7 10.8
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Figure 2.3.3 : Températures moyennes minimales et maximales mensuelles

(Campagne 2009/ 2010) [91].

Tableau 2.3.3 : Précipitations moyennes mensuelles en (mm) a Biskra [91].

Mois | Jan | Fév |Mar | Avr | Mai | Jui | Juill | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc
(1995- | 25,68 | 1,86 | 15,59 | 20,96 | 8,85 | 4,18 | 0,34 | 3,38 | 10,17 | 10,1 | 18,4 | 15,44
2004)

41

L’analyse du tableau montre que le total des précipitations moyennes

mensuelles relevées durant la décennie est de I'ordre de 138,44 mm/an avec une

moyenne mensuelle de 11,53 mm/an.
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Figure 2.3.4 : Précipitations moyennes mensuelles (campagne 2009/ 2010) [89].

Durant 'année d’étude (2011), la pluviométrie annuelle est de I'ordre de
11.20 mm.

—— Pluviem trie {mm). —+— Temp raturss [ C).

F =zn mm Ten C
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Figure 2.3.5 : Diagramme ombrothermique de la région de Biskra

(Période 1977-2001) [90].
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Tableau 2.3.4 : Températures (minimales et maximales) et précipitations de la
région de Biskra (campagne 2009/ 2010) [91].

Mois Jan. | Fév. | Mars | Avr. | Mai | Juin | Juill. | Aout | Sep. | Oct. | Nov. | Déc. | Moy.

M(°C 16.6 | 18.8 | 21.8 | 25.6 | 30.7 | 36.2 | 39.7 | 389 |338 |273 | 211 | 171 | 27.3

m(°C 6.9 8.6 109 | 14.2 | 188 |23.6 | 26.6 | 265 | 226 | 171 | 114 | 7.8 16.25

P(mm) 12.1 | 8.6 12 10.4 | 12.7 | 5.9 1.9 6.1 23.1 | 16 185 | 7.3 11.21

Les données climatiques et leur analyse montrent que la région d'étude est
définie par un climat saharien sec sur toute I'année, une évaporation importante et

plus accentuée par les vents chauds en été (Sirocco).

2.3.3. Réqgion de M'sila

La région de M’sila se caractérise par les barrieres montagneuses du
Hodna qui empéchent toute influence méditerranéenne. De ce fait, il ne tombe que
trés peu de pluies, soit 225 mm par an avec des maximums durant les mois

d'automne et d'hiver. Le printemps est souvent sec.

Les données climatiques dans la présente étude proviennent de la station
meétéorologique de M’sila et couvrent une période de 21 ans allant de 1988 a
2008. Ces données recueillies concernent les températures maximales M (°C), les
minimales m (°C) et les précipitations P (mm).

Tableau 2.3.5 : Précipitations (mm) moyennes mensuelles et annuelles de M’sila
(Période 1988 — 2008) [92]

Mois |Jan. | Fév. | Mars | Avr. | Mai | Juin | Juill. | Aout | Sep. | Oct. | Nov. | Déc.

1988—
2008 18,86 | 12,71 | 14,95 | 20,81 | 27,52 | 9,28 | 4,19 | 8,19 | 27,47 | 26,28 | 20,43 | 20,48
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Le tableau (2.3.5) montre que le mois le plus pluvieux a M’sila est le mois
de mai avec 27.52 mm. Le mois de juillet est marqué par de faibles précipitations
avec 4.19 mm. La région de M’sila recgoit en moyenne 211.16 mm de pluie par an.
La figure (2.3.6) illustre l'irrégularité des précipitations.

P(mm)
307

25-

20-

1617

1017

Jan Fev Mar Av Mai Jun Jull AoutSept O Nov Dec OIS

Figure 2.3.6 : Précipitations moyennes mensuelles en mm de la région de M’sila
(1988 — 2008) [92].

Le tableau ci-dessous permet de caractériser le régime pluviométrique en
fonction des saisons. Le régime saisonnier de M'sila est de type APHE, ceci
signifie que 'automne est la saison la plus arrosée alors que I'été est la saison la

plus séche.

Tableau 2.3.6 : Régime pluviométrique saisonnier de la région de M’sila [84].

Saison Automne (A) Hiver (H) Printemps (P) | Eté (E)

P (mm) 75,18 52,04 63,28 21.66
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La température la plus basse de la station de M’sila est atteint au mois de
Janvier avec 3.48%1°C et le maximum est de 38.62+1 °C au mois de juillet. La
température moyenne annuelle (M+m/2) de la région d’étude est de 19.24+1°C
(Annexe 2.b, Figure 2.3.7).

M-+m)/2 °C
o

30 4

25

20

151
104
5
0-

Jan Fev Mar Av Mai Juin Juil AoutSept Oct Nov Dec ~ Mois

Figure 2.3.7 : Moyennes mensuelles des températures de la région de M’sila
(Période 1988-2008) [92].
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Figure 2.3.8 : Diagramme ombrothermique de la région de M’sila
(Période1988 — 2008) [92].
Selon le Diagramme ombrothermique de BAGNOULS et GAUSSEN, (1953)
la période séche de la zone d’étude (M’sila) s’étend entre 9 et 10 mois. Elle va du

mois de mars jusqu’au mois de décembre (Figure 2.3.9).
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Figure 2.3.9 : Positionnement de la région de M’sila dans le Climagramme
d’Emberger [94, 95].

La région de M’sila est située dans I'étage bioclimatique aride a hiver

tempéré avec un quotient pluviothermique égale a 20.43.
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CHAPITRE 3

MATERIEL ET METHODES

L’espéce étudie de I’Artemisia campestris L. provient de trois régions

d’Algérie différentes ; Djelfa, M’sila et Biskra.

Le choix et le prélevement des plantes sont faits d’'une maniére aléatoire
dans des parcelles suffisamment étendues.

3.1. Caractéristiques phénologiques et physiologiques

3.1.1. Phénologie d’Artemisia campestris L.

Les étapes phénologiques sont des marqueurs du climat [97, 98]. Ce sont
aussi des éléments-clé de [I'adaptation des étres vivants aux
variations climatiques [99].

Un total de 30 arbustes d’Artemisia campestris L. est étudié dans trois sites
(Biskra, M’sila et Djelfa) suivant un gradient d'aridité croissant. Nous avons choisis
au hasard dix individus (arbustes) par région. Les phases suivies sont la
feuillaison, la floraison et la fructification. Les relevés sont réalisés tous les 15
jours durant la période janvier — juin 2011.

3.1.2. Etude morphologiqgue et anatomique de I'espéece

L’expérimentation s’est déroulée au niveau des laboratoires de botanique,
de biologie végétale et de physiologie végétale.

Nous avons effectué une description des feuilles, des graines, des fleurs et
des tiges a I'ceil nu et a la loupe binoculaire pour préciser la forme, la taille et la

couleur des organes étudiés.

L’étude anatomique nous a permis de réaliser des coupes histologiques
des tiges et des feuilles. Les coupes ont été effectuées a main levée et colorées
par la méthode classique de double coloration (Annexe 3), elles ont été ensuite
observées au microscope photonique.
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3.1.3 Paramétres physiologiques

3.1.3.1. Germination

Nous avons adopté deux modes de germination : in-vivo et in-vitro pour

suivre I'aptitude et la faculté des graines a germer.

Les fruits mirs de I'’Artemisia campestris L. (récoltés en été) ont été
décortiqués manuellement afin d’extraire la graine de son enveloppe. Apres
décortication, nous avons séparé les graines endommagées sous leffet de

frottement et nous avons utilisé seulement les graines viables.

Les graines sélectionnées ont été lavées par I'eau courante puis elles ont

été désinfectées sous une hobte stérile selon le mode de désinfection suivant :

- Trempage dans I'alcool a 70 % pendant 10 minutes.
- Trempage dans la solution d’hypochlorite de sodium (NaClO) a 8% pendant
20 minutes.

- Trois ringages dans I'eau distillée stérile, 5 minutes chacun.

3.1.3.1.1 Germination in-vivo

Nous avons réalisé les essais de germination dans des boites a Pétri en
plastiqgue de 9 cm de diametre. Les graines sont placées sur du coton recouvert
de papier filtre imbibé d’eau distillée. Chaque essai a porté sur 100 graines, soit
20 graines par boite et cinq boites par écotype.

Les boites sont placées dans une étuve a I'obscurité a 151 °C pendant 7
jours. Le dénombrement est effectué toutes les 24 heures, et le critere adopté
pour le début de germination est I'apparition d’'une radicule de 1 mm environ de

longueur.

Un arrosage des graines est réalisé un jour sur deux a raison de 5 ml par

boite et ce pour imbiber le coton.
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3.1.3.6.2. Germination in-vitro

Nous avons utilisé un milieu de culture artificiel pour la germination, celui de
MURACHIGE et SKOOG, (1963) (Annexe 4).

Les solutions méres utilisées sont :

- La solution mére des macroéléments concentrée 50 fois.
- La solution mére des microéléments concentrée 20 fois.

- La solution mére de FEEDTA concentrée 100 fois.

L’ensemencement des graines s’est déroulé sous hotte stérile a flux

laminaire a I'abri d’éventuelles infections.

Chaque essai a porté sur 100 graines, avec 24 graines par portoir. Chaque

portoir contient 24 tubes, soit cinq portoirs par essai.

Les tubes repiqués sont placés dans une chambre de culture a une
température moyenne de 25+1 °C, ou ils sont soumises a une photopériode de 16

heures de lumiére sur 8 heures d'obscurité.

Au cours de notre travail, nous avons enregistré les observations tous les

trois jours. Nous avons retenue les parametres suivants :

- Taux de reprise (TR).
- Taux de nécrose (TN).
- Taux de contamination (TC).

3.1.3.7. Dosage de la chlorophylle

Le dosage de la chlorophylle se fait selon la méthode de FRANCIS et al.,
(1970) qui consiste a une macération de 100 mg de tissus foliaires dans un
mélange de I'acétone et I'éthanol (75% et 25% de volume soit 80% et 40% de
concentration). Les feuilles sont coupées en petits morceaux et mises dans des
tubes a essai fermés et recouvertes par de papier aluminium, pour éviter
I'oxydation de la chlorophylle par la lumiere. Les tubes sont mis au repos a la
température ambiante pendant 48 heures.
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Aprés 48 heures, on procéde a la lecture de la densité optique des
solutions a l'aide d’'un spectrophotometre a deux longueurs d’ondes ; 645 nm pour
la chlorophylle (a) et 663 nm pour la chlorophylle (b). La détermination des teneurs

de chlorophylles se réalise selon les formules suivantes :

Chl (a) (ug/g MF) = [12,7 x Doegg) - 2,59 x Doess)] x V/1000 x W

Chl (b) (ug/g MF) = [22,9 x DOess) — 4,68 x Dogss)] x V/1000 x W

Chl (a + b) (ug/g MF) = Chl (a) + Chl (b)

V: volume de la solution extraite ; W : le poids de la matiere fraiche.

3.1.3.8. Dosage des caroténoides

Le dosage des caroténoides se fait comme celui de la chlorophylle a une
longueur d’'onde de 470 nm. La formule utilisée pour le calcul de la teneur des

caroténoides est la suivante:

Caroténoides (mg/ml) = [(1000 x Dowuzo)) — (1,82 x chl b) + (85,02 chl b)] / 198

3.1.3.9. Détermination des tanins

Les tanins sont détectés selon la méthode de SARKER, (2007), pour cela,

nous préparons tout d’abord I'extrait méthanolique (Annexe 5).

Dans une série des tubes, nous mettons 1ml de cet extrait, et nous
ajoutons 1ml d’'une solution aqueuse de FeCls a 1%, cette fraction permettra de
détecter la présence ou non des tanins. La couleur vire au bleu noire en présence

de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques [103].
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3.1.3.10. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont dosés selon la méthode de DJERIDANE et al., (2006)
(Figure 3.1.1). Pour établir la courbe d’étalonnage la quercetine est utilisée

comme standard.

1,5 ml de I'extrait méthanolique 1,5 ml de chlorure d’aluminium a 2%

Incubation pendant 10minutes

Lecture par spectrophotométre a 430nm

Figure 3.1.1 : Dosage des flavonoides.

3.1.3.11. Dosage des ions K* et Na*

Nous avons adopté la technique de minéralisation par calcination de la
matiere végétale (poudre) décrite par AFNOR, (1988) (Annexe 6). Le principe
consiste a se débarrasser de toute la matiére organique par des dégradations

thermiques et de mettre en solution I’élément a doser.

Le dosage de sodium et potassium et des gammes étalon a été réalisé par

photométrie a flamme.
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Réactifs utilisés :

- acide chlorhydrique concentré d = 1,19
- acide fluorhydrique
- eau distillée.

La gamme d’étalonnage :

Nous avons préparé successivement deux solutions méres (SM) a 1000 ppm
pour :- Na:2,5413 gde NaCldans 1 Ld’'HCla 1 %

-K: 1,907 g de KCl dans 1 L d’'HCI & 2%.

La sensibilité du spectrophotomeétre a été réglé a une longueur d’onde

A =760nm pour K et A =590 nm pour Na.

Le calcul est effectué selon la formule suivante :

dl x ppm x 50
Teneuren K/ Na ------------m-mmmmmmmmm pg /g ou ppm de la MS

P : poids en gramme de matiére seche de I'échantillon.
ppm : mesure en NaetKenpug/|I.

dl : facteur de dilution.
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3.2. Etude des parametres biochimiques

3.2.1. Dosages des sucres solubles

La méthode utilisée pour le dosage des sucres solubles est celle de
DUBOIS, (1956) qui consiste en une macération de100 mg de matiere fraiche

dans 2 ml de I'éthanol a 80 % de concentration (Annexe 7).

La détermination de la teneur des sucres solubles est réalisée en utilisant la

formule suivante :

Sucres solubles (ug/g MF) = Dogo) x 1,657

3.2.2. Dosage de la proline

La méthode utilisée est celle de TROLL et LINDSLEY, (1955) simplifie et
mise au point par DRIER et GORING, (1974). Elle a été modifiée par
MONNEVEUX et NEMMAR, (1986). Le principe est la quantification de la réaction
proline-ninhydrine par mesure spectrophotomeétrique (Figure 3.2.2).

La proline se couple avec la ninhydrine en formant un complexe colore,
l'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de proline dans
I’échantillon (Figure : 3.2.1). La détermination de la teneur de la proline est

réalisée selon la formule suivante :| Proline (ug/g MF) = Doszs) x 0,65

1- Ecotype de Biskra
2- Ecotype de Djelfa

3- Ecotype de M’sila

1 2

Figure 3.2.2 : Couplement de la proline avec la ninhydrine selon les écotypes.
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100 mg de matériel végétal frais / \ 2 ml de méthanol a 40%

Ebullition au bain marie (85°C) pendant une heure
Apres refroidissement

Iml d’acide acétique —~y
25 mg de ninhydrine —» _ Prélever 1ml

* réactif lml ——» b U

Ebullition au bain marie (85°C) pendant 30min

v
Refroidissement > \
5ml de toluene

——» Passer au vortex

Ajouter Smg de sulfate de sodium

\ Apparition de deux phases

Prélever la phase supérieure

l

Repos pendant 48 heures ——— lecture par spectrophotometre a 528nm

Figure 3.2.2 : Dosage de la proline.

(*Réactif : 120 ml d’eau distillée + 300ml d’acide acétique + 80ml d’acide orthophosphorique).
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3.2.3. Dosage des protéines

La méthode de BRADFORD, (1975) a été utilisée pour le dosage des
protéines. C’est un dosage colorimétrique, basé sur le changement d'absorbance a une
longueur d’onde 595 nm. Il se manifestant par le changement de la couleur du bleu de
comassie apres liaison avec les acides aminés et les résidus hydrophobes des acides
aminés présents dans la ou les protéines (Figure 3.2.3).

La méthode exige la préparation des solutions tampons de phosphate (0,1
M) pour I'extraction des protéines ; solution A, solution B et la solution de KCI
(0,1M) (Annexe 8.a).

Nous avons préparé une série des tubes contenant des différentes
concentrations en albumine d’ceuf & partir d’'une solution mére 1mg/ml pour établir

la courbe d’étalonnage (Tableau 3.2.1 et Annexe 8.b).

Tableau 3.2.1 : Différentes concentrations d’albumine d’ceuf.

N°de tube 1 2 3 4 5 6
Concentration en albumine d’ceuf (ml) 0 0,01 | 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,08
Eau distillée (ml) 0,1 0,09 | 0,08 | 0,06 | 0,04 |0,02
Réactif de BRADFORD (ml) 5 5 5 5 5 5




3 g de MF broyé au froid dans 5 ml de solution tampon phosphate

J

CENTRIFUGATION
(15 mn a 4 500 trs/mn a 4°C)

l

v

SURNAGEANTH1

v

CULOT 1

4

LAVAGE
(Avec 5 ml d’eau distillée)

l

CENTRIFUGATION

Vg R
SURNAGEANT 2 CULOT 2
CULOT 2

+ 5 ml de tampon
phosphate + KCI
a pH =7

J

CENTRIFUGATION

J

¥ X
SURNAGEANT 3 CULOT 3

ll

Dosage au spectrophotometre A = 600 nm

Figure 3.2.3 : Extraction des protéines solubles [110].
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3.3. Propriétés pharmaco-toxicologiques de I'espéece

L’Artemesia campestris L. est une plante médicinale, pour cela nous avons

testé I'effet anti-inflammatoire et la toxicité de I'extrait aqueux de la plante.

Nous avons préparé une infusion a base de la poudre végétale (poudre +
eau physiologique bouillante). Cette infusion est laissée au repos pendant 15 a 20
minutes (jusqu’au refroidissement). Une premiere filtration a I'aide d’un papier filtre
stérilisé s’est réalisée, suivie d’'une deuxieme filtration a I'aide de micro-filtre

stérilisé.

3.3.1. Effet toxicologique

Selon VILAIN, (1999) pour tout produit a base de plante destiné a un usage
externe ou un usage interne, il est indispensable, d’en déterminer la toxicité de ce

produit.

Le but de cette méthode est de déterminer la toxicologie si elle existe, avec
un calcul de la DLsy de produit végétal testé.

L’expression numérique de la toxicité aiguée est la DLso. Elle est
généralement exprimée sur le plan expérimental en mg/kg de poids corporel.

La méthode de BEHREN et KARBER, (1935) consiste a administrer a
chaque fois a un nombre d’animaux constants, des doses croissantes de la

substance a tester de fagon a avoir un pourcentage de mortalité variant entre 0 et
100%.

Pour ce test, nous avons utilisé 9 lots de souris du méme sexe et de poids
moyen de 22 g. Ces animaux recoivent des doses croissantes d’extrait aqueux
(3 lots pour chaque écotype) et un groupe témoin ne recevant que l'eau
physiologique (Tableau 3.3.1).

Avec une seringue stérile en verre de 1 ml, équipée d’une canule a bout
émoussée, nous avons prélevé 0,5 ml de notre extrait, ce dernier sera administré

a chaque souris en faisant attention a ne pas blesser I'cesophage.



59

Le pourcentage de mortalité est noté aprés des périodes de 1H, 4H, 24H,

48H, et 8 jours apres le début de I'essai.

Tableau 3.3.1 : Test toxicologique

Lot 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nature E.A E.A E.A E.P
de

oroduit écotype de Djelfa | écotype de Biskra écotype de M’sila

Dose 0,25, 03|04 (025(03 (04 |0,25 |0,3 0,4 -
g/ml

- E.A: extrait aqueux
- E.P:eau physiologique

3.3.2. Effet anti-inflammatoire

La mise en évidence de l'effet anti-inflammatoire a été réalisée selon la
méthode de LEVY, (1969). Elle consiste a provoquer I'inflammation de I'cedeme
de la souris par application local de la carraghénine a 1%. Elle peut étre réduite
par application de substances anti-inflammatoires.

Le test d’effet anti-inflammatoire se réalisé généralement sur des rats
winster. Durant notre expérimentation nous avons testé le produit (extrait aqueux)
sur des souris de méme sexe (male) et méme age. Ce choix est di au non
disponibilité des rats winster au niveau de laboratoire de Saidal (Unité anti-

bioticale de Medea).

Pour chaque écotype nous avons testé deux doses, 0,1g/ml et 0,2g/ml.
Pour cela, 8 lots de 10 souris chacun ont été testés. Chaque souris a regu 0,5 ml
de lextrait aqueux d’Artemisia campestris L. par voie oral, 0,05 ml de
carraghénine a 1% par injection en sous plantaire (Tableau 3.3.2).

Une heure aprés administration du traitement, nous injectons la
carraghénine a 1% dans I'’eau physiologique, sous la peau de la plante de la patte
postérieure de la souris. Les animaux sont gardés dans des conditions de
stabulation habituelle au cours de I'expérience.
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Tableau 3.3.2 : Test anti-inflammatoire

Lot 1 2 3 4 5 6 7 8
Nature E.A E.A E.A E.P | Diclofenac
de de sodium
oroduit écotype de Dijelfa écotype de écotype de
Biskra M’sila
Dose 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 - 0,1
g/ml

- E.A. extrait aqueux
- E.P. eau physiologique

3.3.2.1. Mesure de I'épaisseur de la patte

A laide d’un pied & coulisse précis au 1/50°™ de millimétre, nous avons
mesuré I'épaisseur initiale de la patte de la souris avant linjection de la
carraghénine. Nous avons pris une deuxieme mesure immédiatement apres
injection de carraghénine et des mesures toutes les 30 minutes pour suivre

I’évolution de I'inflammation jusqu’a 210 minutes.

Les mesures sont faites au niveau de I'articulation tarso-métatarsienne des

pattes postérieures des souris, dans le sens antéropostérieur.

3.4. Mode d’expression des résultats

Le logiciel utilisé pour I'analyse statistique est le STATITCF. Les résultats

sont traités par une analyse de la variance au seuil de 5%.

Le test de NEWMAN et KEULS (seuil de 5%) est utilisé pour la

comparaison des moyennes.
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CHAPITRE 4

RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Parameétres phénologiques et physiologiques

4.1.1. Phénologie

Les observations des événements phénologiques se sont déroulées durant
la période allant du mois de janvier au mois de juin (Tableau 4.1.1).

Tableau 4.1.1 : Stades phénologiques d’Artemisia campestris L.

Régions Débourrement Floraison Fructification
Pré-saharienne (Biskra) 3 février 2 avril 29 avril
Aride (M’sila) 15 février 21 avril 10 mai
Semi-aride (Djelfa) 27 février 3 mai 28 mai

Nous avons constaté que les stades phénologiques d’Artemisia campestris
débutent assez t6t (début de février) pour I'écotype pré-saharien de Biskra
comparés aux deux autres écotypes aride et semi-aride ou le débourrement a eu

lieu durant la période allant de la mi a la fin du mois de février.

Cette étude confirme l'existence, au sein de I'espéce Artemisia campestris,
d'une différenciation phénologique qui est d'autant plus importante que les
populations sont éloignées géographiquement et croissent sous un étage
climatique différent.

Les dates des phénophases dépendent des facteurs topo-géographiques
(longitude et altitude) [114]. Le gradient phénologique altitudinal a été estimé avec
un retard d'un peu plus de 2 jours par 100 m d'altitude [115].

ROTZER et CHMIELEWSKI, (2001) estiment que pour le débourrement et
la floraison un gradient altitudinal de 3 jours par 100 m est retenu.
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Cela explique la précocité de débourrement pour I'écotype de Biskra par
rapport aux écotypes de M'sila et de Djelfa. En effet, Biskra se trouve a une
altitude de 128 m par rapport au niveau de la mer alors que M’sila est a 500 m.
L’altitude la plus élevée est a Djelfa qui se trouve a 1140 m.

Selon LEBOURGEQIS, (2006) les différentes modélisations ont montré que
la latitude et I'altitude jouent tous deux un réle clé surtout dans les processus de

débourrement printanier.

La précocité révélée pour I'écotype de Biskra par rapport a ceux de M’sila
et Djelfa peut aussi s'expliquer par des différences de caractéristiques édaphiques
[118]. Une augmentation de 'ETP en mars de 10 mm se traduit par une avancée
du débourrement entre 4 et 9 jours selon les especes. Concernant la température,
une augmentation de 1°C pendant cette période se traduit par une précocité de 2
a 5 jours environ [114].

Ceci confirme les donnés climatiques enregistrés au niveau des régions
d’étude (Tableau 4.2.2). Nous avons relevé une augmentation de la température
au mois de février de 4°C entre Biskra et M’sila, et une augmentation de 7°C entre
Biskra et Djelfa.

Tableau 4.1.2 : Températures moyennes mensuelles des régions d’étude
(Campagne 2010/1011).

Mois | Jan. | Fév. | Mars | Avr. | Mai | Juin | Juil. | Aout | Sep. | Oct. | Nov. | Déc.

Biskra | 10.8 | 13.7 | 16.3 | 20 |23.9|27.5|32.8|31.8 |28.5|20.4| 16 12

M'sila | 88 | 9.2 | 149 |20,8|275| 9,2 | 45 | 8,2 | 27.6 | 26,3 | 20,5 | 20,4

Djelfa | 48 | 6.4 | 98 | 12 |17.4]23.2|26.8 259|208 |16.1| 9 5.4

Cet écart de température se traduit par une précocité de 12 jours de la
phase de débourrement de I'écotype de Biskra par rapport a I'’écotype M’sila et de
24 jours par rapport a Djelfa. La précocité des phases de floraison et de
fructification suit le méme processus que le débourrement (Figure 4.1.1).
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I Biskra

I M'sila
I Djelfa

Jan. Fev. Mars Avr. Mai Juin Juil.  Aout Sep. Oct. Nov. Déc.

[] Début de débourrement [ | Début de floraison [l Début de fructification

Figure 4.1.1 : Stades phénologiques d’Artemisia campestris L.

Toutefois, il faut préciser qu'une des caractéristiques essentielles du cycle
végetatif et reproductif d’'une espéce est son indépendance vis-a-vis des
précipitations et donc de la dynamique de la réserve hydrique du sol [114].

Concernant nos observations et selon les donnés pédologiques, la région
de Djelfa se caractérise par un sol variant de calcaire sablonneux au calcaire
argileux ayant des réserves hydriques importants comparés aux autres écotypes
étudiés avec un sol glacis calcaire (Biskra) et un sol hydromorphe a redistribution
de gypse (M’sila).

REICH et BORCHERT, (1984) ont souligné que la pluviométrie influe sur la
teneur en eau du sol qui détermine I'état hydrique de la plante et contrble sa
phénologie. Ces auteurs concluent que I'état hydrique interne de la plante apparait

comme étant le principal facteur déterminant de son comportement phénologique.
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4.1.2. Etude botanique de I’Artemisia campestris L.

La description de la plante d’Artemisia campestris L. revét une importante

capitale.

4.1.2.1. Morphologie des tiges et des feuilles

Les observations macroscopiques de la plante d’Artemisia campestris L.
montrent que les tiges sont subligneuses, glabrescentes et trés ramifiées (Figure
4.1.2). Les rameaux sont étalés et deviennent rougeétres a I'état adulte.

Quant aux feuilles, elles sont alternées de couleur verte et glabre a I'état
juvénile et deviennent vétues a I'état adulte (Figure 4.1.3). Elles sont trés velues et

totalement recouvertes de poils épidermiques (Figure 4.1.4).

Les coupes histologiques transversales des feuilles des différents écotypes
étudiés répondent au méme plan d’organisation. Elles sont limitées par un
épiderme a cuticule plus au moins épaisse avec présence de stomates sur les

deux faces (supérieure et inferieure).

Sous [I'épiderme nous retrouvons un parenchyme palissadique
chlorophyllien développé de deux assises. Le parenchyme sous-jacent présente
des cellules arrondies ; il renferme des faisceaux libéro-ligneux. Le xyléme et le

phloéme sont de structure primaire (Figure 4.1.5).

Les sections transversales des tiges montrent une anatomie plus
homogene que celle de la feuille. Elles présentent un contour plus au moins
polygonal ou subcirculaire. Sous I'épiderme, un collenchyme occupe les cotés
entres lesquelles se place le parenchyme chlorophyllien. Le parenchyme cortical
se termine par un endoderme au-dessous des fibres péricycliques ; il renferme

des cavités sécrétrices (Figures 4.1.6 et 4.1.7).
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ZLZL LL-P0-6L

Jeune
feuille
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herbacé

Plante juvénile Plante adulte

Figure 4.1.3 : Feuilles d’Artemisia campestris L.



—————— Poils épidermiques

Figure 4.1.4 : Feuille d’Artemisia campestris L. sous loupe binoculaire (GX10).

Cuticule

Parenchyme palissadique

Parenchyme sous-jacent
Phloéme primaire

Xyléme primaire

Figure 4.1.5 : Coupe transversale de la feuille vue au microscope photonique
(Gx10).
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Epiderme collenchymateux
Parenchyme cortical
Endoderme

Péricycle sclérifie

Figure 4.1.6 : Coupe transversale de la tige vue au microscope photonique
(Gx10).

Epiderme

Collenchyme

Liber sclérifiée
Bois secondaire
Bois primaire

Moelle sclérifiée

Figure 4.1.7 : Coupe transversale de la tige vue au microscope photonique
(Gx20).
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4.1.2.2. Inflorescence

L’inflorescence est en capitules globuleux de couleur vert jaunatre
(Figure 4.1.9). L’analyse macroscopique nous a permis d’établir le diagramme
floral (Figure 4.1.8). Cette observation fait ressortir que la fleur d’Artemisia

campestris est zygomorphe a symétrie bilatérale, elle est hermaphrodite.

Axe de symétrie bilatérale

Formule florale :5S+5P+4E+2C

Figure 4.1.8 : Diagramme floral d’Artemisia campestris L.

4.1.2.3. Graine

La graine de I’Artemisia campestris L. est formée d’un disque ovoide de 1.5
mm, de couleur brune rougeéatre (Figure 4.1.10). Elle est entourée de deux

téguments, I'un est brun et I'autre gris clair.
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Figure 4.1.9 : Inflorescence d’Artemisia campestris L.

a- Graines avec téguments b- Graines décortiquées

Figure 4.1.10 : Graines d’Artemisia campestris vue a la loupe binoculaire (Gx 10).
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4 .1.3. Germination in-vivo

Aprés cing jours de mise en germination, nous avons observés I'apparition
de radicule de quelques graines des trois écotypes (Figure 4.1.11). Nous avons
observé la prolifération des champignons. Les résultats pour ce mode de

germination étaient tres faibles (Figure 4.1.12).

Cette apparition des microorganismes est probablement due a une

mauvaise conservation des graines ou une stérilisation insuffisante.
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Figure 4.1.11 : Taux de germination in-vivo des graines d’Artemisia campestris L.

Graines germées Graines contaminées

Figure 4.1.12. Germination des graines d’Artemisia campestris L. in-vivo.
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4 1.4. Germination in-vitro

Aprés une semaine de la mise en culture, nous avons remarqué
I'éclatement de la quasi-totalité des graines récoltés selon les trois écotypes
retenus. L’apparition des petites plantules (tiges feuillées) est observée apres 15

jours de la mise en culture (Figures 4.1.13 et 4.1.15).

Nous avons enregistré I'apparition des nécroses (brunissement du milieu de

culture et des graines) quatre a cinqg jours apres la mise en culture (Figure 4.1.14).

100
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Taux de germination %
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mBiskra mM'sila ©ODjelfa 30jours

Figure 4.1.13 : Taux de germination in-vitro des graines d’Artemisia campestris L.

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que les graines issues

des trois écotypes ont une aptitude de germer in vitro.

Les résultats de l'analyse de la variance montrent que le facteur
provenance des graines de I'’Artemisia campestris (Biskra, M’sila et Djelfa) ne
révéle aucune différence significative pour le taux de germination. Il n’existe
aucune différence au niveau du taux de germination des graines des trois
provenances (Biskra 84%, M’sila 83.25% et Djelfa 82.86%).
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Nous supposons que I'apparition des nécroses est due a la concentration
de I'hypochlorite de sodium, notons que ce dernier est un produit qui pénétre dans
les tissus et provoque la détérioration des cellules (éclatement des vacuoles).

Ce probléme se manifeste par un jaunissement qui risque de géner la

croissance ultérieure.
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Figure 4.1.14 : Taux de reprise de germination des graines en culture in-vitro des
trois écotypes.
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Figure 4.1.15 : Evolution des vitro-plants d’Artemisia campestris L. issus de
germination in-vitro.

Biskra Djelfa M'sila

Figure 4.1.16 : Vitro-plants aprés trois mois de mise en culture selon les écotypes.



4.1.5. Chlorophylle
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Les résultats de dosage de chlorophylle montrent que la teneur en

chlorophylle varie selon I’écotype. Le testde  NEWMAN et KEULS au seuil de

5%, montre trois groupes homogenes et distincts (Figure 4.1.17), du taux le plus

élevé au plus faible.

Tableau 4.1.3 : Teneur moyenne de la chlorophylle

Ecotypes Moyennes Ecart type Groupes
Djelfa 0,84 +0,02 A
M’sila 0,53 +0.03 B
Biskra 0,38 +0.01 C

Nous constatons que I'écotype Djelfa présente un taux de chlorophylle plus

élevé avec une moyenne de 0,84+ 0,02 par rapport a I'écotype Biskra qui

présente un taux plus faible (0.38+0.01) (Tableau 4.1.3).
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Figure 4.1.17 : Variation de taux de chlorophylle selon les écotypes.
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La photosynthése facteur primaire de la production totale en matiére
végetale, constitue un meilleur indicateur du fonctionnement hydrique de la plante

au cours d’un déficit hydrique [120].

Les résultats montrent une réduction de la teneur en chlorophylle
enregistrée chez I'écotype de la région saharienne de Biskra avec une valeur de
0.38+0.01 pg/g de MF. Elle est suivie de I'écotype de la région aride de M’sila. La
teneur en chlorophylle est plus accentuée chez I'écotype de la région semi-aride

de Djelfa avec une moyenne de 0.844+0.02 pg/g de MF.

Notons que la teneur de la chlorophylle diminue selon le niveau de la
sécheresse et de la salinité. La région de Biskra est caractérisée par un taux de

salinité trés élevé.

La diminution de la quantité de chlorophylle est liée a la diminution de la
quantité relative en eau qui est due essentiellement, a la réduction des échanges
du COg, limitée par une fermeture des stomates. Ce phénoméne engendre par
consequent la résistance de la feuille a la diffusion du CO; [120].

Cette constatation se confirme par la diminution de la capacité
photosynthétique de la plante entiére due a la réduction des surfaces foliaires de
la plante [121].

4 1.6. Caroténoides

Nous remarquons que les résultats enregistrés (Figure 4.1.18) montrent
que le taux le plus élevé des caroténoides est enregistré chez les plantes de
I’écotype Dijelfa (1,73+ 0,02 ug/g de MF) et le plus faible est enregistré chez ceux
de I'écotype de Biskra (0,92+0,01 pg/g de MF). Le taux de caroténoides reste
faible au niveau des échantillons récoltés dans la région de M’sila (1,25+0,02
ug/g de MF).
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Figure 4.1.18 : Variation de taux des caroténoides selon les écotypes.

Le test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5% fait ressortir trois groupes

homogenes distincts en fonction des écotypes (Tableau 4.1.4).

Tableau 4.1.4 : Teneur moyenne des Caroténoides

Ecotypes Moyennes Ecart type Groupes
Djelfa 1.73 +0,02 A
M’sila 1.25 +0.02 B
Biskra 0.92 +0.01 C

4 .1.7. Flavonoides

La teneur moyenne en flavonoides totaux d’Artemisia campestris est de

3.97+0.2 mg/g. Nous enregistrons une légeére différence entre les échantillons
étudiés (Figure 4.1.19).
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Figure 4.1.19 : Variation de taux des flavonoides selon les écotypes.

Les résultats de test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5% présentent

trois groupes homogénes (Tableau 4.1.5).

Tableau 4.1.5 : Teneur moyenne des flavonoides

Ecotypes Moyennes Ecart type Groupes
M’sila 4.10 +0.05 A
Biskra 4.06 +0.05 B
Djelfa 3.75 +0,03 C

D’apres les résultats de I'analyse de la variance, nous avons remarqué que

les plantes de I'écotype de M’sila présentent le taux de flavonoides le plus élevé

avec une moyenne de 4,10+0.05 mg/g (Groupe A) suivie de I'écotype de Biskra

avec une valeur de 4.101+0.05 mg/g (Annexe 9).




78

4.1.8. Tanins

Nous avons remarqué |'apparition de la couleur brune verdatre, ce qui

détermine la présence de tanins catéchiques (Figure 4.1.20).

Figure 4.1.20 : Détection des tanins (tanins catéchiques).

Les résultats de dosage des flavonoides et détection des tanins montrent la
richesse de la plante Artemisia campestris en composés phénoliques.
DJERIDANE et al. (2006), classent I'espéce Artemisia campestris, selon sa
richesse en composés phénoliques, en 3°™ position parmi les 11 plantes
medicinales algériennes sujettes a leurs travaux, ainsi que pour la fraction

flavonoidique.

La coloration jaune est observée aprés I'ajout de chlorure d’aluminium a la
solution éthanolique de quércitine. Cette couleur est observée dans le cas des
extraits d’Artemisia campestris indiquant ainsi la présence de complexes par
chélation des ions d’aluminium par les flavonoides [122, 123].

La teneur en flavonoides totaux enregistrée des échantillons testés
d’Artemisia campestris est de 3,97 + 0.05 mg/g, elle est plus faible que celle
retrouvée par DJERIDANE et al., (2006) en Tunisie pour cette méme espéce
(7.46 mg/g).
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4.1.9. Teneur en Na et K

Les résultats du test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5% concernant la
teneur en sodium, présentent trois groupes distincts (Tableau 4.1.6). Le taux le
plus élevé est observé chez I'écotype de Biskra avec une valeur de 220.93+15.96
ug/g de MF (Figure 4.1.21).

Tableau 4.1.6 : Teneur moyenne de sodium et potassium

Ecotypes Sodium Potassium
Moyennes Groupes | Moyennes Groupes
Djelfa 148.40 + 14.01 C 60.60 +1.72 A
M’sila 176.40 £ 10.82 B 50.33 £ 1.84 B
Biskra 220.93 + 15.96 A 40.33 £1.40 C

Concernant la teneur en potassium, les échantillons de Biskra
enregistrent une faible quantité par rapport aux échantillons des autres
écotypes (Figure 4.1.21).

Ho/g
250

200

150

E Na

100 mK

50

Biskra Djelfa M'sila

Figure 4.1.21 : La teneur en Na et k selon les écotypes.
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Concernant 'accumulation des ions minéraux nous avons remarqué que la
teneur en Na* est trés élevée chez les plantes de I'écotype Biskra par rapport a
celle de I'écotype M'sila et de Djelfa. En revanche, la teneur en K* est plus élevée
chez les plantes de la région Djelfa.

Nous avons constaté que laugmentation de taux de sodium est

accompagnée d’une faible accumulation de potassium.

La faible accumulation pour de K* est due a une diminution de la teneur en
eau, I'évolution de cette derniére, signifie que la croissance de la feuille est liée a
la quantité de K* qui lui parvient. Cette situation résulte essentiellement de
I'exportation sélective vers le haut de la plante du sodium importé dans la feuille
par xyleme [124].

L’accumulation excessive du sodium sous conditions de salinité favorise

des compétitions d’antagonisme avec le potassium [125].

En cas des contraintes environnementaux (stress hydrique et salin) comme
c’est le cas des régions d’étude, I'ajustement osmotique implique I'accumulation
d’ions minéraux K* et Na*. L’enrichissement des tissus en sodium serait la cause
de la réduction de la croissance [126]. Notons que cet élément intervient dans
I’équilibre cationique [49].
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4. 2. Parameétres biochimiques

4.2 1. Sucres solubles

Aprés I'étude de la variance et le test de NEWMAN et KEULS au seuil de
5%, nous constatons que la provenance des échantillons a un effet tres

hautement significatif sur la teneur en sucres solubles (Tableau 4.2.1).

Nous avons enregistré une quantité plus élevée en sucres solubles pour les
plantes d’Artemisia campestris (écotype Biskra) comparée aux autres écotypes de
M'’sila et Djelfa (Figure 4.2.1).

Tableau 4.2.1 : Teneur moyenne des sucres solubles

Ecotypes Moyennes Ecart type Groupes
Djelfa 3.13 10,06 C
M’sila 418 +0.02 B
Biskra 5.58 +0.48 A
7

Teneur en sucres solubles ug/g

Ecotypes
Biskra Djelfa M'sila P

Figure 4.2.1 : Teneur en sucres solubles selon les différents écotypes.
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D’apres nos résultats, I'écotype de Biskra présente un taux de sucres
solubles plus élevé (5.58+0.48 ug/g de MF) comparé au taux le plus faible
enregistré de I'écotype Djelfa (3.13+0.02 ug/g de MF).

L’augmentation de la teneur en sucres chez les plantes des deux écotypes
Biskra et M'sila par rapport a I'écotype Djelfa peut provenir de I'hydrolyse de
I'amidon [44].

Cette dégradation serait un facteur de résistance au stress abiotique [127],
notamment I'espéce étudiée peut se retrouver face a un stress hydrique et salin
car elle pousse sur des surfaces séches ou nous enregistrons des températures

trés élevées et de faibles précipitations.

Ainsi, les régions arides et semi-arides caractérisés par une salinité des

sols sont une contrainte pour le développement des plantes [128, 129].

DARBYSHIRE, (1974) signale que les sucres ont un réle dans I'ajustement
osmotique et ils participent également a la préservation de l'intégrité membranaire

dans les organes desséchés ainsi qu’une protection des protéines.

4.2.2. Proline

Les résultats de l'analyse de la variance montrent un effet hautement
significatif sur la teneur en proline selon les régions de récolte (Annexe 9). D’apres
le test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5%, trois groupes homogéenes sont
enregistrés pour les trois écotypes (Tableau 4.2.2).

Tableau 4.2.2 : Teneur moyenne en proline

Ecotypes Moyennes Ecart type Groupes
Djelfa 1.09 +0.03 C
M’sila 1.33 +0.02 B
Biskra 217 +0.01 A
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Le taux le plus élevé est enregistré chez les échantillons récoltés dans la
région de Biskra avec une moyenne de 2.17+0.01 ug/g de MF, comparés aux
plantes récoltées dans la région de Djelfa qui présentent un taux plus faible avec
une moyenne de 1.094+0.03 pg/g de MF (Figure 4.2.2).
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Figure 4.2.2 : Variation de la teneur en proline selon les régions.

L’accumulation de la proline est un phénoméne d’adaptation des plantes a
des conditions extrémes a la sécheresse. Elle permet a la plante de maintenir sa
turgescence par la diminution du potentiel hydrique, c’est une forme d’ajustement
osmotique [44].

De nombreux travaux rapportent que la proline s’accumule dans la plante
lorsgu’elle se trouve en conditions défavorables [131] ce qui traduit le caractére de
la résistance aux stress [47]. Ce type de tolérance permet a la plante d’assurer
normalement ses fonctions physiologiques malgré une dégradation de son état
hydrique due a la sécheresse.

L’explication de P'accumulation de la proline est confuse selon les
auteurs. HANSON et al, (1977) affirment que c'est une conséquence
pathologique.
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STEWART et LEE, (1974) quant & eux montrent que la proline a de fortes
concentrations agit comme soluté pour l'ajustement osmotique, et aussi pour
servir de réservoirs de composés azotés et de carbone pour une utilisation

ultérieure dans la croissance.

FEITOSA et al., (2001), MELONI et al., (2004) affirment que le réle attribué

a la proline dans la réponse des plantes aux stress reste parfois controversé.

Le mécanisme de I'accumulation de la proline permet de penser a la

présence de sites de résistance de la plante a la contrainte abiotique [136].

En effet, le transport de la proline de la source (lieu de synthése) au site de
la résistance est admis depuis longtemps comme un paramétre important dans

I'acquisition de cette résistance [129].

PAQUIN, (1986) signale que la proline serait synthétisée dans les feuilles et

transportée vers ces sites de résistances.

D’apres nos résultats, nous avons remarqué que la concentration des
sucres solubles est proche de la proline, donc les sucres sont des effecteurs de
I'accumulation de la proline [137].
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4.2.3. Protéines

Les résultats de I'étude de la variance sont confirmés par le test NEWMAN
et KEULS au seuil de 5%. lls indiquent que les échantillons de I'écotype de Biskra
sont classées dans le groupe A avec une moyenne de 19.46+2.61 pg/g de MF
suivie de I'écotype de M'sila dans le groupe B avec une moyenne de 15.48+2

ug/g de MF. L’écotype de Djelfa est classé dans le groupe C (Tableau 4.2.3).

Tableau 4.2.3 : Teneur moyenne en protéines.

Ecotypes Moyennes Ecart type Groupes
Djelfa 14 +2.61 C
M’sila 15.48 +2 B
Biskra 19.46 +0.89 A
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Figure 4.2.3 : Variation de la teneur en protéines selon les régions.
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Le facteur provenance de I'espece a un effet significatif sur I'accumulation

des protéines.

Nous avons constaté que I'écotype de Biskra présente un taux de protéines
plus élevé par rapport a I'écotype M’sila. L’écotype Djelfa présente un taux plus

faible avec une moyenne de 14 +2.61 ug/g de MF (Figure 4.2.3).

Notre étude révéle une augmentation de la teneur en protéines dans les

échantillons des deux écotypes de Biskra et M’sila par rapport a I'écotype Djelfa.

Cette augmentation est due a une activation d’un ensemble de genes
permettant la synthése des protéines spécifiques associées au stress tel que les
protéines « LEA » (Late Embryogenesis Aboundant proteins) qui assurent une
protection de I'ensemble vitale des protéines cellulaires [138], ainsi que les
protéines de choc thermiques qui permettent un maintien des structures

protéiques et membranaires de la cellule végétale [139].

TODD, (1972) a remarqué une augmentation de la teneur en protéines
solubles et acides aminés chez l'espéce Atriplex, suite a la dégradation des

molécules de poids moléculaires élevés.
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4.3. Propriétés pharmaco-toxicologiques

4.3.1. Test de toxicité

Aprés une semaine de I'administration de nos différents extraits sur les

souris par voie orale, nous avons enregistré les résultats concernant la mortalité.

Tableau 4.3.1 : Application de la méthode de BEHREN et KARBER d’Artemisia

Campestris L.

Concentration 250 300 400

mg/ml

Dose g/kg 6,25 7,5 10

Nbre d’animaux 10 10 10

Nbr. de mortalité 0 0 0

% de mortalité 0 0 0

Difference  entre
deux doses
successives (A)

1,25 2,5

Moyenne de
mortalité de deux

doses successives

(B)

AxB 0 0

Somme d’Ax B 0

DL5O _ DLlOOH—ZAXB _ 10-0 DLSO - Og/kg

10

n : étant le nombre de souris par lots.
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Selon BRUNETON, (1999) la DLsy est de 17ml/kg chez le rat. Une dose
thérapeutique usuelle de 0.05 a 0.2 ml/g ne présente aucun risque toxique pour

’lhnomme.

En comparant la valeur de la DLsy obtenue lors de notre expérimentation
selon I'échelle de HODGUE et STERNER, (1943) nous constatons que I'extrait

aqueux administré par gavage aux souris est relativement inoffensif.

Tableau 4.3.2 : Echelle de HODGE et STERNER (1943)

DLsg Indice de toxicité

Jusqu’a 1 mg/kg Relativement inoffensif

De 1 a 50 mg/kg

Presque pas toxique

De 5 a 500 mg/kg

Légerement toxique

De 500 a 5000 mg/g

Modérément toxique

De 5000 a 15000 mg/kg

Hautement toxique

Plus de 15000 mg/kg

Extrémement toxique

4.3.2. Test anti-inflammatoire

4.2.2.1. Effet de la carraghinine

Le lot ayant recu une injection de carraghinine en sous plantaire sans avoir
recu de traitement au préalable a montré une évolution continue et presque

linéaire du pourcentage moyen de I'oedeme en fonction du temps.

La carraghinine est donc un produit pro-inflammatoire, sachant que le lot

témoin qui a regu de I'eau physiologique n’a donné aucune évolution de I'cedeme.
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4 .2.2.2. Effet anti-inflammatoire de I'extrait agqueux

Les lots de souris, ayant recu par voie orale la dose 0,2g/ml ont réagi
globalement d’'une maniere semblable a ceux traités par I'anti-inflammatoire

Diclofenac de sodium (Annexe 10).

L’effet le plus rapide et le plus intense a été observé chez le lot de souris
ayant recu la dose de 0,2g/ml (EMD2) comparé au lot de souris traité par le

standard anti-inflammatoire le Diclofenac (Figure 4.3.1).
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Figure 4.3.1 : Evolution du pourcentage de I'cedéme au niveau des pattes.

EMD 1 : Premiére dose (0,1 g/ml) de I'extrait aqueux de I'écotype M’sila.
EMD 2 : Deuxieéme dose (0,2 g/ml) de I'extrait aqueux de I'’écotype M’sila.
EBD 1 : Premiére dose (0,1 g/ml) de I'extrait aqueux de I'écotype Biskra.
EBD 2 : Deuxiéme dose (0,2 g/ml) de I'extrait aqueux de |'écotype Biskra.
EDD 1 : Premiére dose (0,1 g/ml) de I'extrait aqueux de I'écotype Djelfa.
EDD 2 : Deuxiéme dose (0,2 g/ml) de I'extrait aqueux de I'’écotype Djelfa.
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L’effet anti-inflammatoire ne s’est manifesté qu’aprés 90 minutes et de
facon modéré pour le lot de souris ayant recu la dose de 0,1g/ml de I'extrait

aqueux de I'écotype de Dijelfa.

La comparaison des lots ayant recu les doses de I'extrait aqueux et ceux de
Diclofenac a montré que I'effet anti-inflammatoire est plus important a partir de 0,2
g/ml mais il est moins rapide que celui de la dose 0,1 g/ml.

Le test de l'effet anti-inflammatoire et la toxicité de la plante permet de
mettre en exergue le rble thérapeutique des substances ou principes actifs de la
plante. Ces derniers sont a I'origine du mécanisme de la photosynthese.

Les produits formés par la photosynthése sont des hydrates de carbone, de
faible masse moléculaire (oses). A partir de ces oses sont ensuite formés tous les
métabolites primaires nécessaires a la survie de la plante tels que les glucides
complexes (polyméres comme la cellulose, I'amidon ou les pectines), acides

aminés (constitutifs des protéines), acides gras (constitutifs des lipides).

C'est également a partir de ces premiers oses que se forment les
substances dont le réle dans la plante est encore souvent mal connu, nous
citerons les métabolites secondaires. [141]. lls sont le plus souvent classés en
trois catégories principales : composés phénoliques, terpénes et stéroides,
alcaloides.

Les extraits végétaux d’A. campestris L. contiennent une proportion
importante de composés phénoliques notamment les flavonoides (3.97+0.2) et

les tanins.

Les tests phytochimiques de certains chercheurs [142] sur I'extrait aqueux
de cette méme espéece révelent la présence de plusieurs familles de composés
chimiques (stéroles, flavonoides et triterpénes).

L’effet anti-inflammatoire de I'extrait aqueux d’Artemisia campestris est
attribué a la teneur en composants présents réduisant ainsi le processus de

I'inflammation.
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Selon TAMARA, (1998) I'Artemisia campestris L. est constituée de
flavones, flavonones, dihydroflavonols, acetophénones, coumarin et triterpénes.
Le kaempferol qui a une action anti-inflammatoire est 'un des constituants des
dihydroflavonols [143].

Selon SALVADOR et CHISVERT, (2007) les flavonoides seront a I'origine

de l'effet anti-inflammatoire.

Les résultats obtenus montrent que I'effet le plus intense et le plus rapide a
été observé chez I'écotype de M’sila, qui contient un taux de flavonoides
(4.10+0.05 mg/g) plus élevé par rapport aux plantes des autres écotypes de
Biskra et Djelfa avec respectivement 4.06+£0.05 mg/g et 3.75+0.03 mg/g.

Ainsi les flavonoides sont souvent présentés comme anti-inflammatoire. lls
sont compatibles avec les interactions des polynucléaires et les thrombocytes ou
encore avec le métabolisme de I'acide arachidonique [39].

Les caroténoides sont largement utilisés dans l'industrie cosmétique et
pharmaceutique pour leurs propriétés antioxydantes, photo-protectrice, pro-

vitaminiques et anti-inflammatoire [145].

Nous pouvons déduire que, I'intérét thérapeutique de la plante est dans sa
richesse en composés phénoliques et chimiques qui sont a lorigine des

composantes de métabolisme primaire.
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CONCLUSION

Le travail que nous avons réalisé, sur [|'étude agro-biologique et
biochimique de I'Artemisia campestris a montré que les paramétres étudiés
présentent des modifications sous I'effet de facteurs de milieu (le sol et le climat).
La physiologie des plantes varie sous les conditions abiotiques selon les étages
bioclimatiques.

L’étude phénologique de la plante fait ressortir que les phénophases
dépendant des facteurs abiotiques du milieu. Nous avons enregistré une précocité
des stades biologiques chez I'écotype Biskra.

Le taux de reprise aprés germination in-vitro est de 83%. Les trois écotypes
ont une aptitude de germination tres élevé en condition in-vitro. La provenance

des plantes n’a aucun effet sur le taux germination.

Le dosage des paramétres physiologiques et biochimiques montre que le
facteur région a un effet significatif sur I'accumulation des éléments inorganiques

et les éléments organiques.

En effet, la variation de la teneur en proline et en sucre est remarquable
selon les écotypes. Le taux de sucres solubles le plus élevé est enregistré chez
I’écotype Biskra (5.58+0.48 ug/g de MF) et le taux le plus faible est enregistré
chez I'écotype Djelfa avec une moyenne de 3.13+0.06 pg/g de MF.

La synthése de la proline est liée au métabolisme des sucres. Le taux le
plus élevé en proline est observé chez I'écotype Biskra avec une moyenne de
2.1740.01 pg/g de MF. La synthése de la chlorophylle est liée au métabolisme
des sucres, de proline et des protéines.

Nous pouvons déduire qu’en allant de la région semi-aride de Dijelfa a la
région pré-saharienne de Biskra, une diminution du taux de la chlorophylle et des
caroténoides est observée. Nous avons enregistré un taux de chlorophylle et de
caroténoides avec respectivement 0.8 = 0.2 ug/g de MF, 1.73 0.02 ug/g de MF
respectivement) plus élevé chez I'écotype Dijelfa, le taux le plus faible est

enregistré chez I'écotype Biskra.
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Parallelement, il y a eu une augmentation de la teneur des composés

organiques tels que sucres totaux, la proline et les protéines.

Ces composés retrouvés en quantité importante montrent des modifications

physiologiques et biochimiques influencés par les variations du milieu.

Une corrélation entre les parametres physiologiques, biochimiques et les
variations du milieu est constatée. Cette corrélation est marquée par une
diminution de taux de pigments végétaux (chlorophylle, chlorophylley) et
caroténoides) et une augmentation des composés organiques (sucres, proline et
protéines) chez les deux écotypes de la région aride et la région prés-aharienne.
Contrairement aux plantes de la région semi- aride (Djelfa), nous enregistrons une
augmentation des teneurs des pigments et une réduction de teneur des composés

organiques.

La plante accumule les sucres, proline et protéines pour surmonter un effet
de stress (hydrique ou salin). En effet elle ralentie la croissance de certains de
ses organes (réduction des surfaces foliaires).

Ce phénomeéne suppose qu’il y a eu ajustement osmotique qui permet a la
plante de poursuivre sa croissance de facon ralentie, grace a une bonne

résistance aux contraintes des facteurs abiotiques.

Concernant les éléments minéraux, ils varient selon I'accumulation des
protéines et des sucres solubles. Nous avons enregistré une augmentation de la

teneur en sodium accompagnée d’'une diminution de la teneur potasium.

Les tests pharmaco-toxicologiques ont montré que l'Artemisia campestris
posseéde une propriété médicinale. L’espéce ne présente aucun effet toxique. Les
résultats du test anti-inflammatoire ont montré cette propriété en comparaison

avec le Diclofenac de sodium.

Ces résultats restent préliminaires et méritent d’étre approfondis.



ANNEXES

ANNEXE 1. Cartes géographiques des régions d’étude
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ANNEXE 2.a : Moyennes mensuelles des précipitations Station : DUELFA
(Période 1994 — 2003).
Mois | Jan. | Fév. | Mars | Avr. | Mai | Juin | Juill. | Aout | Sep. | Oct. | Nov. | Déc.
1994 | 49,8 | 52 20 6 9,6 1,4 3,9 17,6 96 77,8 | 28,4 | 8,3
1995 | 44,2 | 12,7 | 498 | 112 | 85 | 462 | O 12,5 | 10,5 | 26,4 | 6,5 | 257
1996 | 92 74,7 | 58,3 57 | 51,1 | 26,7 | 55 | 279 | 156 | 2,8 0,6 | 26,9
1997 | 40,4 | 46 | 05 | 874 | 44 | 92 | 24 | 445|768 | 11 | 554 | 19
1998 | 6,5 | 25,7 | 4,7 | 346 | 376 | 1,7 0 186 | 27,5 | 4,8 3,6
1999 | 61,1 | 23,5 | 244 | 9,1 34 | 158 | 26 | 16,6 | 25,1 | 28,9 26 68,6
2000 0 0 1,2 9,7 | 27,2 | 3,2 0,4 15 | 634 | 82 8,2 23
2001 | 59,6 | 12 02 | 37 | 3.1 0 04 | 228 | 781 | 281 | 12,4 | 17,5
2002 | 10,9 | 5,3 2,2 38,5 | 52 6,1 134 | 356 | 7,8 | 153 38 38
2003 | 55,1 | 453 | 13,2 | 17,8 | 148 | 2,9 4,6 0,7 | 32,5 | 439 | 41,5 | 54,3

ANNEXE 2.b. Moyennes mensuelles des températures en°C (station de M’sila
durant deux décennies 1988 — 2008) [93].

Mois |Jan |Fév |Mar | Avr |Mai | Jui Juill | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc
m(C) |3,48 [436 |[7.61 |1055 | 16,04 | 20,95 | 24,42 [ 24,12 [ 19,23 | 14,56 | 8,33 [ 4,6

m(C) | 13,98 | 16,21 | 20,23 | 23,06 | 27,93 | 34,64 | 38,62 | 38,02 | 32,17 | 25,68 | 18,8 | 14,15
M+m/2 | 8,73 | 10,28 | 13,92 | 16,8 | 21,98 | 27,79 | 31,52 | 31,07 | 25,7 |[20,12 | 13,56 | 9,37
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ANNEXE 3. Technique de la double coloration :

- Faire des coupes tres fines a l'aide d’'une lame.

- Les coupes sont traitées par une solution d’hypochlorite de sodium a 12%
pendant 20 minutes, pour détruire le contenu cellulaire.

- Lavage des coupes dans deux bains successifs d’eau distillée et d’acide
acétique a 1%, qui élimine les traces d’hypochlorite restantes et qui facilite
la fixation ultérieur de réactif de coloration.

- Colorer 15 a 20 minutes dans le vert de méthyle.

- Rincer les coupes a I'eau courante pendant 10 minutes.

- Colorer 15 a 20 minutes dans le rouge de Congo.

- Dernier lavage par I'’eau distillée pour éliminer I'excés de colorant ; monter
les coupes colorées entre lame et lamelle puis observer au microscope

photonique.



ANNEXE 4. Milieu de culture de MURACHIGE et SKOOG, (1963) :

Constituants

Concentration mg/l

Macro - éléments:

NHsNO; 1650
KNO; 1900
MgSO,, 7H.0 370
CaC|2, 2HQO 440
KH,PO, 170
Micro — éléments:

HsBO; 6,2

Kl 0,83
MnSO, 4H,0 22,30
ZnS0O, 7H,0O 8,60
Na2M04 2HQO 0,25
CUSO4 SHQO 0,025
COC|2 GHQO 0,025
Fer — EDTA:

Fe SO47HQO 27,8
Na,EDTA 37,3
Vitamines:

Acide nicotique 5
Myo — inositol 100
Pyridoxine — HCL 5
Thiamine — HCL 1
Acides aminés

Glycine 2
Saccharose 20000
Agar 8000

ph=5.8
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ANNEXE 5. Préparation de I'extrait méthanolique :

Nous introduisons 1,5 g de la poudre végétale dans des tubes a essai
contenant 10 ml de méthanol a 80%, aprés agitation pendant 15 minutes les
extraits sont filtrés. Le filtrat obtenu est I'extrait méthanolique.

ANNEXE 6. La technique de minéralisation par calcination (AFNOR, 1988):

- Homogénéiser la poudre végétale finement broyée et la sécher pendant 16
heures a 70°C et refroidir durant 30 minutes au dessiccateur.

- Peser 2 g dans une capsule en silice ou en porcelaine.

- Disposer la capsule dans un four a moufle froid, élever la température

progressivement a 550 ° C, refroidir.

- Humecter les cendres par 2 a 3 ml d’eau distillée et 1 ml d’Hcl concentré

(lentement ajouté).

- Chauffer sur plaque chauffante jusqu’a l'apparition des premiéres vapeurs,
ajouter quelques ml d’eau distillée.

- Filtrer sur filtre sans cendre, dans une fiole jaugée de 100 ml, rincer la capsule 3
ou 4 fois a I'eau tiede (30°a 40°C).

- Incinérer le papier filtre et son contenu dans la capsule pendant une demi-heure
a550°C.

- Reprendre par 5 ml d’acide fluorhydrique.
- Aller a sec sur plague chauffante douce sans dépasser 100°C.
- Reprendre par 1 ml d’Hcl concentré, laver a I'eau tiéde, puis filtrer.

- Apres refroidissement les fioles ont été ajustées avec de I'eau distillée.
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ANNEXE 7. Méthode de DUBOIS, (1956) de dosage des sucres solubles :

Macération de100 mg de matiéere fraiche dans 2 ml de I'éthanol a 80 % de
concentration. Apres 48 heures de repos dans la température ambiante, les tubes
sont mis au bain marié réglé a une température de 70°C ; pour faire évaporer
I'alcool, puis sont refroidis, aux quels on a ajouté 20ml de I'eau distillée. 1ml a été
prélevé de la solution précédente auquel on a ajouté 1ml de phénol a 5%.

Bien agiter les tubes, puis repos a la température ambiante pendant 10
minutes, puis les passer au bain marie a une température de 30°C pendant 15
minutes. Ensuite, procéder a la lecture par spectrophotométre a une longueur
d’onde de 490 nm.

ANNEXE 8.a. Solutions tampons potassique utilisées pour I'extraction des

protéines :

- Solution A 0.1M de phosphate monopotassique : 13,6 g de KH2PO4+ 100
ml d’eau distillée ((136,09 x 0,1 = 13,6g/L).

- Solution B 0.1M de phosphate dipotassique: 17,4 g de K;HPO4 + 100 ml
d’eau distillée.

- Pour avoir une solution a pH=7 on mélange les deux solutions A et B.

- Solution de KCI (0,1M) : 119,2 g de KCI dans 1000 ml d’eau distillée.

ANNEXE 8.b. Courbe d’étalonnage des protéines

D.O
12 - y=1,762x + 0,798
’ R2=0,846
08 ‘/‘_A/Q/"//’
4 DO
0,4 -
[c]albumin
0 T T T T e d'oeuf
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1l




ANNEXE 9. Analyse de la variance :

a- Analyse de la variance : Chlorophylle.
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S.C.E DDL Carres |TESTF |PROBA | E.T C.v
moyens
Var. 1.69 44 0.04
totale
Var. 1.67 2 0.84 2777.01 | 0.000
facteur
Var. 0.02 12 0.00 0.02 3.3%
résiduelle
b- Analyse de la variance : Caroténoide.
S.C.E DDL Carres |TESTF |PROBA | E.T Cc.v
moyens
Var. 4.90 44 0.11
totale
Var. 4.89 2 2.45 7321.81 | 0.0000
facteur
Var. 0.01 42 0.00 0.02 1.4%
résiduelle
c- Analyse de la variance : Sucres totaux.
S.C.E DDL Carres |TESTF | PROBA | E.T Cc.v
moyens
Var. 48.82 44 1.11
totale
Var. 45.57 2 22.79 294.91 | 0.000
facteur
Var. 3.25 42 0.08 0.28 6.5%
résiduelle
d- Analyse de la variance : Proline.
S.C.E DDL Carres TESTF | PROBA | E.T C.v
moyens
Var. 9.64 44 0.22
totale
Var. 9.62 2 4.81 10091.5 | 0.000
facteur 7
Var. 0.02 42 0.00 0.02 1.4%

résiduelle




e- Analyse de la variance : Protéines.
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S.C.E DDL Carres | TESTF | PROBA | E.T C.v
moyens
Var. 401.60 |44 9.13
totale
Var. 239.24 |2 119.62 | 30.94 0.000
facteur
Var. 162.36 |42 3.87 1.97 12.1%
résiduelle
f- Analyse de la variance : Sodium.
S.C.E DDL Carres TESTF | PROBA | E.T C.v
moyens
Var. 48095.66 | 44 1093.08
totale
Var. 40141.53 | 2 20070.76 | 105.98 | 0.000
facteur
Var. 7954.13 |42 189.38 13.76 7.6%
résiduelle
g- Analyse de la variance : Potassium.
S.C.E DDL Carres | TESTF | PROBA |E.T C.v
moyens
Var. 3196.98 | 44 72.66
totale
Var. 3080.71 |2 1540.36 | 556.44 | 0.000
facteur
Var. 116.27 |42 2.77 1.66 3.3%
résiduelle
h- Analyse de la variance : Flavonoides.
S.C.E DDL Carres |TESTF | PROBA |E.T C.v
moyens
Var. 1.15 44 0.03
totale
Var. 1.07 2 0.53 292.58 | 0.000
facteur
Var. 0.08 42 0.00 0.4 1.1%

résiduelle
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ANNEXE 10. Test anti-inflammatoire (Evolution du I'cedéme de la patte de la souris).

Ecotype de Biskra 1%"° dose (0.1 g/ml) :

Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(8) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
21 2,46 3,14 2,66 2,78 2,64 2,48 2,46 2,46 2,4
25 2,44 2,66 2,66 2,66 2,54 2,46 2,45 2,44 2,44
23 2,16 2,72 2,68 2,56 2,46 2,26 2,2 2,16 2,16
22 2,3 2,76 2,64 2,6 2,56 2,52 2,48 2,42 2,38
22 2,4 3,14 2,86 2,78 2,64 2,48 2,46 2,46 2,4
20.5 2,1 2,7 2,68 2,56 2,46 2,26 2,2 2,16 2,1
25 2,18 2,8 2,72 2,68 2,56 2,46 2,26 2,2 2,18
24 2,26 2,98 2,64 2,48 2,46 2,38 2,3 2,3 2,28
23 2 2,8 2,6 2,6 2,43 2,41 2,36 2,2 2,13
22 2,5 3 2,8 2,6 2,56 2,5 2,5 2,5 2,5
- Ecotype de Djelfa 1°® dose (0.1 g/ml) :
Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
24 2,26 2,98 2,64 2,48 2,46 2,38 2,3 2,3 2,28
25 2 2,64 2,54 2,44 2,4 2,36 2,3 2,26 2
23 2,18 2,84 2,4 2,36 2,28 2,26 2,2 2,18 2,18
21 2,26 2,66 2,58 2,32 2,3 2,26 2,26 2,26 2,26
22 2,3 2,9 2,8 2,7 2,56 2,46 2,4 2,33 2,3
22 2,16 2,7 2,7 2,6 2,5 2,42 2,3 2,21 2,16
23 2,2 2,9 2,7 2,63 2,48 2,38 2,26 2,2 2,2
25 2,4 3 2,9 2,6 2,52 2,46 2,4 2,4 2,4
20 2,1 2,8 2,6 2,6 2,53 2,41 2,36 2,13 2,1
20.5 2 2,6 2,6 2,48 2,4 2,36 2,28 2,2 2
- Ecotype de M'sila 1°"® dose (0.1 g/ml) :
Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
20 1,98 2,33 2,8 2,5 2,68 2,61 2,58 2,5 2,5
22 2 2,46 2,9 2,66 2,62 2,62 2,52 2,48 2,48
23 2,3 2,8 2,9 2,6 2,7 2,68 2,6 2,53 2,48
21 2 2,7 2,6 2,6 2,56 2,53 2,48 2,4 2,3
25 2,4 3,1 3 2,92 2,9 2,87 2,8 2,68 2,6
23 2,3 3 2,9 2,7 2,6 2,6 2,53 2,48 2,38
27 2,6 3,3 3 2,97 2,9 2,82 2,7 2,65 2,6
20 2,2 2,8 2,66 2,62 2,56 2,52 2,48 2,44 2,43
25 2,33 2,92 2,9 2,9 2,89 2,88 2,8 2,77 2,7
24 2,42 3 2,8 2,76 2,72 2,6 2,54 2,5 2,46




Ecotype de Biskra 2°™ dose (0.2 g/ml) :

103

Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
24 2,32 2,9 2,82 2,62 2,6 2,54 2,5 2,4 2,33
25 2,34 2,96 2,72 2,68 2,56 2,48 2,4 2,34 2,34
23 2,38 3 2,66 2,46 2,46 2,74 2,5 2,41 2,38
21 2,24 2,6 2,46 2,38 2,36 2,24 2,24 2,24 2,24
22 2 2,86 2,62 2,56 2,34 2,68 2,6 2,42 2,4
22 2,3 2,9 2,8 2,6 2,6 2,54 2,5 2,4 2,3
23 2,43 3 2,9 2,72 2,68 2,56 2,48 2,45 2,44
25 2,2 2,8 2,7 0,62 2,56 2,4 2,38 2,3 2,22
20 2,12 2,8 2,9 2,6 2,5 2,35 2,26 2,12 2,12
20.5 2,1 2,7 2,7 2,5 2,4 2,36 2,2 2,1 2,1
- Ecotype de Djelfa 2°™° dose (0.2 g/ml) :
Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
20 2,46 3,14 2,66 2,78 2,64 2,48 2,46 2,46 2,4
22 2,44 2,66 2,66 2,66 2,54 2,46 2,45 2,44 2,44
23 2,16 2,72 2,68 2,56 2,46 2,26 2,2 2,16 2,16
21 2,3 2,76 2,64 2,6 2,56 2,52 2,48 2,42 2,38
25 2,4 3,14 2,86 2,78 2,64 2,48 2,46 2,46 2,4
23 2,1 2,7 2,68 2,56 2,46 2,26 2,2 2,16 2,1
27 2,18 2,8 2,72 2,68 2,56 2,46 2,26 2,2 2,18
20 2,26 2,98 2,64 2,48 2,46 2,38 2,3 2,3 2,28
25 2 2,8 2,6 2,6 2,43 2,41 2,36 2,2 2,13
24 2,5 3 2,8 2,6 2,56 2,5 2,5 2,5 2,5
Ecotype de M'sila 2°™ dose (0.2 g/ml) :
Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) avant In;j. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
21 2,26 2,98 2,64 2,48 2,46 2,38 2,3 2,3 2,28
22 2 2,64 2,54 2,44 2,4 2,36 2,3 2,26 2
23 2,18 2,84 2,4 2,36 2,28 2,26 2,2 2,18 2,18
24 2,26 2,66 2,58 2,32 2,3 2,26 2,26 2,26 2,26
23 2,3 2,9 2,8 2,7 2,56 2,46 2,4 2,33 2,3
22 2,16 2,7 2,7 2,6 2,5 2,42 2,3 2,21 2,16
24 2,2 2,9 2,7 2,63 2,48 2,38 2,26 2,2 2,2
25 2,4 3 2,9 2,6 2,52 2,46 2,4 2,4 2,4
21 2,1 2,8 2,6 2,6 2,53 2,41 2,36 2,13 2,1
20 2 2,6 2,6 2,48 2,4 2,36 2,28 2,2 2
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- Témoin:
Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
20 2,5 2,7 2,6 2,8 2,7 2,72 2,71 2,7 2,6
22 2,16 2,7 2,6 2,5 2,6 2,62 2,62 2,63 2,63
23 2,4 2,7 3,2 2,8 2,78 2,79 2,78 2,79 2,79
21 2,3 3,3 2,8 2,9 3,1 2,9 2,91 2,92 2,92
25 1,9 2,6 3,2 2,5 2,7 2,4 2,46 2,48 2,5
23 2,1 3 2,7 2,75 2,75 2,76 2,78 2,76 2,76
27 2,1 2,9 2,7 2,7 2,72 2,74 2,75 2,76 2,76
20 2,5 3,1 2,7 2,71 2,73 2,9 2,9 2,58 2,56
25 2,2 2,9 2,8 2,81 2,83 2,83 2,84 2,84 2,84
24 2,2 2,7 2,6 2,7 2,7 2,73 2,74 2,76 2,75
- Declofenac de Na.
Poids Mesure de la patte de la souris (mm)
(g) Pts/avant | Inj. 30min | 60min | 90min | 120min | 150min | 180min | 210min
(mm)
21 2,2 2,9 2,6 2,5 2,6 2,4 2,38 2,3 2,24
22 2,1 3,1 2,5 2,3 2,5 2,35 2,3 2,21 2,1
23 2,3 3,1 2,7 2,6 2,5 2,32 2,3 2,3 2,3
24 2,22 2,5 2,56 2,42 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22
23 2,36 2,9 2,58 2,56 2,56 2,46 2,4 2,38 2,36
22 2,2 2,46 2,36 2,3 2,28 2,28 2,26 2,24 2,2
24 2,22 2,62 2,52 2,44 2,4 2,38 2,36 2,34 2,3
25 2,2 2,9 2,6 2,5 2,42 2,22 2,2 2,2 2,2
21 2,1 3 2,7 2,6 2,5 2,38 2,3 2,28 2,2
20 2,4 3,2 2,8 2,7 2,58 2,46 2,44 2,4 2,4
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