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Résumé

Le Sahara le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde posséde une végetation
spontanée tres riche et diversifiée. Certaines especes possedent des biomolécules actives qui
leurs conférent un intérét medicinal.

Parmi ces espéces, on a choisi Zygophyllum album L. appelée localement "Aggaya",
celle-ci est explorée premiérement du point de vue phytochimique et ceci en vue de
déterminer les constituants chimiques de Z. album et son effet pharmacologique.

Les tests phytochimiques ont permis de mettre en évidence des flavonoides, tanins,
saponosides, glucosides, hétérosides cardiaque, terpeénes et mucilage... . L’estimation
quantitative des polyphénols totaux par le dosage spectrophotométrique, a révélé la teneur de
3.88mg EQ/g d’extrait et qui nous permet d’évaluer les activités biologiques.

L’¢évaluation de D’activité hypoglycémiante de notre plante a révélé que I’extrait
aqueux du Z. album est doté d’un effet anti-hypoglycémique minime & 10,24% pour une dose
de 0,125 g/ml et encore plus importante a 17,4% pour la dose de 0,25g/ml ; en comparaison
avec I’effet du médicament (metformine) qui permet une réduction a 39,68%.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire du Z. album nous a permis de confirmer que
son extrait aqueux a un effet anti-inflammatoire a la dose de 0,8 mg /ml puis qu’elle a permis
de réduire I’cedéme a 53,63% par rapport au diclofenac (pourcentage de réduction de I’cedéme
71,72%.)

La deuxiéme partie de notre étude est consacrée au volet biotechnologique (culture in
vitro), et ceci en vue de créer un systtme de productions de cultures organisées
essentiellement de type "hairy root" et un essai d’obtention de vitroplants par la gérmination
des graines de Z. album.

Nous avons remarqué une croissance rapide, autotrophie aux régulateurs de croissances
et des ramifications plagéotropiques des poils absorbants des chevelus racinaires.

Par ailleurs pour la germination in vitro des graines de Z. album, on a constaté un
pourcentage de germination estimé a 43% par contre le pourcentage des graines non germé
est de 37% et un pourcentage de contamination estimé a 20%. Ainsi on note des plantules
orientées vers une caulogénese et d’autres vers une callogenese, cela est die aux balances
hormonales testées.

Mots clés :
Zygophyllume album, métabolites secondaires, screening phytochimique, culture in vitro,

chevelus racinaires, activités biologiques.
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Abstract

Sahara The largest and hotest desert in the world has a very rich and varied
spontaneous vegetation. Some species have active biomolecules that give them a medicinal

interest.

Among these species, we chosen Zygophyllum album L. called locally "Aggaya” , this
one was explored first from the phytochemical point of view and this with a goal of to

determining the chemical constituents of Z. album and its pharmacological effects.

Phytochemicals tests helped to highlight: flavonoids, tannins, saponosides,
glucosides, cardiac heterosides, terpenes and mucilage... . The quantitative estimation of the
total polyphenols by the spectrophotometric dosage revealed contents of 3.88mg EAG /mg
extract and which allows us to evaluate the pharmacological studies.

The evaluation of the hyperglycaemic properties of our plant revealed that the aqueous
extract of Z. album has a minimal anti-hyperglycaemic effect in 10.24% for the dose of 0.125
g / ml and even more important in 17, 4% for the dose of 0.25 g / ml; in comparison with the

effect of the drug (metformin) which allows a reduction to 39.68%.

The study of the anti-inflammatory activity of Z. aloum allowed us to confirm that its
aqueous extract has an anti-inflammatory effect at a dose of 0.8 mg / ml and decreased edema

to 53.63% compared to diclofenac (percentage reduction of edema 71.72%.)

The second part of our study is devoted to the biotechnological aspect (in vitro culture)
, and this with a goal of creating a production system of an organized cultures essentially in a
" hairy root " and an essay to obtain vitroplants by the germination of the seeds of Z. album.

We noticed a rapid growth, autotrophy to growth regulators and plageotropic
ramifications of the absorbent webs in hairy roots.

On the other hand, for the in vitro germination of the seeds of Z. album we found a
percentage of germination of 43%, whereas the percentage of seeds not germinated was 37%
and a percentage of contamination of 20%. Also we note we noticed seedlings oriented to a
caulogenesis and others towards a calogenese are observed, this is due to the hormonal

balances tested.

Key words:
Zygophyllum album, secondary metabolites, Phytochemical screening, in vitro culture, hairy

roots, biological activities.
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Introduction

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours été
une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de tous les
médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des produits naturels
(des plantes, des animaux, des bactéries et des champignons). En dépit de cela, dans les
derniéres décennies, principalement en raison de l'avancée de la chimie de synthése, la
recherche sur les produits naturels dans l'industrie pharmaceutique a connu un lent déclin
(Muanda, 2010).

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), environ 81% de I’humanité a recours
aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire.

La végétation Algérienne est constituée de plusieurs variétés végétales que ce soit
méditerranéenne ou saharienne. Cette diversité explique ses nombreuses potentialités dans le

domaine de I’exploitation des espéces végétales (Belmimoun, 2016).

Au Sahara algérien, plusieurs plantes sont utilisées sous différentes formes pour le

traitement des pathologies telles que les maladies cardiaques, le diabéte, I’hypertension...ect.

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent 70% de nos médicaments, déja environ

170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plantes (Chaabi, 2008).

Parmi elles nous retrouvons les especes appartenant au genre Zygophyllum, qui jouissent

de propriétés antidiabétiques, antiseptiques, antispasmodiques et anti inflammatoire.

La culture in vitro des cellules, tissus ou organes peuvent remplacer 1’exploitation des
plantes entieres ou les synthétises purement chimiques pour la production des métabolites
secondaires. L’optimisation des conditions de culture par différentes techniques et 1’utilisation
de cellules immobilisées accroissent les rendements de production de métabolites secondaires.

Toutefois, 1’accumulation in vitro de biomolécules est le plus souvent corrélée a une
différenciation cellulaire, morphologique et métabolique.

La transformation par Agrobacterium rhizogenes est particuliérement intéressante pour
produire in vitro des métabolites secondaires.

Les racines transformées par Agrobacterium rhizogenes se caractérisent par un abondant
chevelu racinaire appelé "hairy root". De telles cultures organisées sont génétiquement
stables et accumulent des métabolites secondaires & des niveaux parfois plus élevés que ceux

rencontrés chez la plante entiere (Ahnetral, 1996) ou dans de cultures de racines non
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Introduction

transformees (yoshikawa et al., 1980). Enfin, la croissance du "hairy root" permet
d’envisager I’application industrielle de telles cultures.

A ce titre, I’un des objectifs de notre étude est d’optimiser les conditions de culture in vitro
de chevelus racinaires obtenus préalablement par Sahli et Gadiri, (2016).

L’étude de la phytochimie fait ’objet d’intenses investigations pour aider a déterminer les
constituants chimiques présents dans les plantes médicinales. Pour mener ces investigations,
divers organes des plantes (feuilles, fleures, écorces, racines, fruits) sont cueillis dans leur
habitat naturel afin de déterminer leur teneurs en métabolites secondaires et analyser leurs

éventuels effets pharmacologiques.

Dans cette optique, le screening phytochimique ou criblage phytochimique, est I’un des
outils indispensables qui permet de déceler la présence des métabolites secondaires (les

polyphénols totaux, les flavonoides, les tanins...etc.) dans une drogue donnée.

La présente étude portera donc sur 1’exploration de la plante saharienne nommeée:

Zygophyllum album L en se fixant les objectifs suivants :

# Screening phytochimique de 1’espéce Zygophyllum album et comparaison avec les
résultats obtenues par Touari (2012).

+ Dosage quantitatif des polyphénols totaux et des flavonoides d’un extrait méthanolique
de Z.album par spectrophotométrie.

# Détermination de deux activités biologiques de I’extrait aqueux de Z. album (anti-
hyperglycémie et anti-inflammatoire).

+ Essai d’optimisation des conditions de culture in vitro des lignées de chevelus racinaires
obtenues par Zaidi et Masmoudi (2016), aprés transformation d’explants de Z. album
par la souche Agrobacterium rhizogenese.

+ Germination in vitro des graines de Zygophyllum album, traitées par différentes
concentration hormonales de (AIA/ BAP. 2-4D/ BAP).
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I. Synthése bibliographique

I.1 Présentation de la plante

1.1.1. La famille des Zygophyllacées

Cette famille comprend environ 25 genres et 500 espéces. Elle se subdivise en sous familles:
Peganoideae, Nitrarioideae, Balanitoideae, Tribuloideae, Zygophylloideae (HassanAl Barre,
2003).

Les Zygophylloideaes, constitue la sous famille la plus large avec 180 especes, regroupées
en quatre genres, Augea (monotypique), Tetraena (monotypique), Fagonia (30 espéces) et
Zygophyllum (150 especes) (Sheahan et Chase, 1996).

Les zygophyllacées, dans la classification de Sheahan et Chase, sont constitués environ 285
especes (Sheahan et Chase, 2000).

Ces derniéres sont largement distribuées dans les régions arides, semi-arides, les terrains

salés, et les paturages désertiques (Quezel et Santa, 1963 et Sheahan et Chase, 2000).
La famille des zygophyllaceae est représentée dans tous les continents mais principalement
dans les régions arides : ainsi au Sahara Algérien on observe 7 genres et 27 espéces, c’est-a-
dire que les Zygophyllacées forment plus de 3% de la flore de notre désert. Parmi ces
derniéres, plus du tiers des especes et de nombreuse variétés sont des endémiques du Sahara
(Ozenda, 1977)

Les plantes appartenant a cette famille, sont trés reconnaissables a 1’aspect de ses arbustes,
ou arbres.

Les rameaux sont parfois articulés. Les feuilles sont charnues, épaisses, coriaces,
généralement opposées avec des stipules en général épineuses, tres polymorphes, Leur bois
produit des substances stéroidiques qui leur donne des propriétés médicinales.

Les fleurs sont bisexuées de 4 & 5 meres, isolées ou inflorescences, la corolle, est également
de 4 a 5 meéres, et parfois nulle. Généralement, ces plantes renferment 10 étamines, le plus
souvent, a stipules unies, un ovaire de 4 a 5 carpelles, a un ou plusieurs ovules par loge.

Leurs fruits, sont en général, capsulés, loculicides, ou septicides, se dissociant en coques,
parfois bacciformes, ou drupacés (Quezel et Santa, 1963).

» Intéréts biologiques de la famille Zygophyllaceae

Beaucoup d’espéces de cette famille ont des propriétés thérapeutiques remarquables et sont
utilisées en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples
d’espéces de tres grande importance thérapeutique :

e Balanites aegyptiaca : c’est une plante riche en saponines, elle a plusieurs activités :

Anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-nociceptives, anti-fongiques, antiseptiques,
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I. Synthése bibliographique

anti-malaria, anti-syphiliques et anti-virales, traditionnellement, ses extraits aqueux sont
utilisés dans le traitement de la jaunisse et le diabéte.

e Larreadivaricata : ¢’est une plante populaire en médecine, elle est utilisée dans le
traitement des tumeurs : des maladies inflammatoires, des reumatismes et de la fiévre.

e Larrea tridentata : c’est une plante désertique, elle est largement utilisée dans la
thérapeutique, ses extraits peuvent soigner 1’acné et les psoriasis et en méme temps ont des
effets cicatrisants, anti-fongiques et anti-viral, elle a aussi des activités analgésiques, anti-
inflammatoires et anti-oxydantes.

e Zygophyllum eichwaldii : cette espece a des propriétés nombreuses, anti-septiques,
antieczéma, anti-diabétiques, anti-bactériennes et anti-fongiques.

e Zygophyllum coccineum : ¢’est une plante commune en médecine traditionnelle dans les
pays mediterranéens, elle est utilisée contre le rhumatisme, la goutte et I’hypertension, et le
diabéte.

e Zygophyllum gaetulum : tres connue avec ses propriétés anti-diabétiques, elle est
également anti-spasmodique, anti-eczéma et un bon remeéde pour I’estomac.

e Zygophyllum geslini : cette espece est utilisée contre le diabéte, elle a également des
activités cytotoxiques.

e Zygophyllum album : ses extraits aqueux sont utilisés dans le traitement des diarrhées et
des diabétes. Ils sont carminatifs, anti-septiques, et stimulants (Ayad, 2008).

Figure 1 : Les especes de la famille des Zygophyllaceae.

[ ot




I. Synthése bibliographique

1.1.2. Genre Zygophyllum

Celle-ci numériquement le plus important de la famille, comprend une centaine d’espéces du
désert et des steppes du Vieux Monde.

Ce sont des buissons ramifiées, a feuilles opposées, pourvues d’une paire de folioles ; celle-
ci tantbt etroite et cylindrigue comme chez les especes nord-africaines, tantdt aplaties en
raquette comme chez beaucoup de types sud-africaines ou asiatiques.

Sept espéces en Afrique de nord, dont 1’une Z. simplex est aisément reconnaissable a ses
feuilles simples et sa racine gréle, et les six autres étant par contre difficiles a distinguer entre
elles. Leur morphologie est en effet tres analogue, les seuls caractéres distinctifs valables
reposent sur la forme de fruit, les échantillons sont a peu pres toujours indéterminables et
comme la forme de fruit se modifie sensiblement au cours de son développement. Les
échantillons présentant des fruits immatures sont eux-mémes d’une détermination délicate ; il
parait d’ailleurs exister de nombreux termes de passage entre ces especes, dont certaines sont

probablement des hybrides (Ozenda, 1977).

1.1.3. Modél végétal Zygophyllum album
a. Définition
Zygophyllum album connu sous le nom « aaggaya, agga », ou zygophyllum blanc est une espéce du
genre Zygophyllum de la famille des Zygophylaceae (Figure 2) (El Ghoul et al ; 2011). Ce sont des
plantes trés adaptées au milieu désertique par leur systeme de racines horizontales qui parcourent de

longues distances et absorbent la moindre goutte d’eau (Smati, 2009).

Figure 2 : Zygophyllum album L (Anonyme)
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b. Position systématique

D’apres Judd et al; 2002 :
Regne : Plantae
Sous embranchement : Angiospermes
Superdivision : Spermatophyta (seed plant)
Division : Magnoliophyta (flowering plants)
Classe : Magnioliopsida (Eudicotylédones)
Sous-classe : Rosidae Il
Ordre : Zygophyllales
Famille : Zygophyllaceaes
Genre : Zygophyllum
Espeéce : Zygophyllum album L.

c- Répartition géographique de Zygophyllum album.

Cette espece colonise les sols a encroltements gypseux des bordures des chotts et des
sebkhas. Cette plante est également liée aux sols a alcalis ou salins. Elle présente une grande
amplitude écologique. Elle pousse sous des précipitations allant de 3mm/an a 158 mm/an
(Fahmy et Ouf, 1999).

Zygophyllum album est une espéce saharo-mediterranéenne commune dans le sud tunisien,
moins fréquente en Algérie (Ozenda, 1977). On la trouve principalement dans les régions
arides du Sahara septentrional au Tidikelt et au Touat. Au Sahara central, il est signalé dans
I'Ahaggar, a Fort-Polignac (Illizi) et dans la région d’El Goléa ( Sahki et Sahki, 2004). Cette
espece est commune dans tout le sud saharien notamment a Tamanrasset et Bechar (More et
White, 2005)

d. Description botanique

Les especes du genre zygophyllum se présentent souvent sous forme de buissons bas,
ramifiés de 20 a 30 cm de hauteur dont les feuilles petite opposées, composées en général de 2
folioles cylindriques, charnues et gorgées d’eau (Figure 3)(Smati., 2009). Le pétiole est aussi
long et charnu que les deux folioles Les feuilles deviennent oranges en séchant. Les fleurs sont
petits blanc-jaune ou creme (Quezel et Santa, 1963), axillaires ont 10 étamines a base élargie
(Figure 4). Le fruit de Z. album est une capsule portée par un pédoncule court (Figure 05). Elle
est formée d’une partie inférieure soudée et d’une partie supérieure dont les 5 lobes libres ont a

peu pres la méme longueur que la partie soudée (Smati, 2009). Parfaitement adaptée a la
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I. Synthése bibliographique

sécheresse, Z. album présente un réseau racinaire important sous forme de rhizomes et de fines

soies sur les feuilles qui permettent de retenir la vapeur d’eau.

Figure 3 :Feuilles de Figure 4 : Fleurs de Figure 5: Fruits de

Z. album (Anonyme). Z. album (Anonyme). Z. album (Anonyme).
e- Propriétés et usages thérapeutiques

Comme la plupart des plantes appartenant au genre Zygophyllum cette espéce posséde
plusieurs effets biologiques. Elle est employée pour traiter le diabéte, les spasmes, les coliques
(Ould EIl Hadj et al; 2003 a ourgla ; Smati et al ; 2004 a Sahara Algérien; Hammiche et
Maiza, 2006 a Tassili).

Elle a un intérét en Pharmacopée : est utilisée, en décoction, en poudre ou en pommade pour
les traitements des diabeétes, des indigestions et des dermatoses (Chehma, 2006).

Aussi cette plante est utilisée dans la médicine traditionnel comme un reméde pour les
rhumatismes, la goutte, asthme et comme diurétique (Amal et al ; 2007 a Egypte).

D’autres vertus telles que les activités anti- inflammatoire, antipyrétique et antivirale sont
tres connues a ces espéces (Saad et al; 1967 Egypte).

Z. album a été décrite comme une espéce d’intérét pastoral vu qu’elle soit considérée une

plante bien broutée par les dromadaires (chehma, 2006).
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I.2. Les métabolites secondaires
1.2.1. Définition

Le terme «métabolite secondaire », est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés
chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique, indirectement
essentielles a la vie des plantes. (Guillaume, 2008).

Par opposition aux métabolites primaires (glucides, lipides et protéines) qui alimentent les
grandes voies du métabolisme basal (Cuendet, 1999 ; Gravot, 2008). Les métabolites
secondaires, issus de métabolites primaires (figure 6), interviennent dans la structure des
plantes mais également, elles exercent une action déterminante sur 1’adaptation des plantes a
leur environnement (Gravot, 2008; Kansole, 2009). Ils participent ainsi, d’une maniére trés
efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress variés, par action anti-herbivore, inhibition
des attaques pathogenes des bactéries et des champignons, prédation d’insectes, défense contre
la secheresse et lumiére ultra violet « UV ». Mais elles peuvent étre anti-nutritives, Beaucoup
de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des vésicules spécifiques
ou dans la vacuole. D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes
actifs que 1’on retrouve chez les plantes médicinales (Gravot, 2008). Ces molécules furent
sélectionnées au cours de I’évolution pour I’interaction qu’elles ont avec un récepteur d’un
autre organisme. Elles représentent donc une grande source potentielle d’agents thérapeutiques
(Boukri, 2014).

Les métabolites secondaires (SM) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans I'organisme de la plante ; dont plus de 200.000 structures ont été
définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits
en faible quantité. Ces molécules marquent de maniére originale, une espéce, une famille ou un

genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.

Les voies de metabolisme

Erythrose4- | [ Poly ides, glucides
phosphate
Voie shikimate 1 l Glycolyse
Phospho-énol =
Shikimate |€———— pyl")uvate Pheénols,
quinones, acides
l gras, lipides...
Voie acetate/
l Polyacétates
Flavanoides, -
Coumarins - Acétyl-CoA
Cycle de
[Prowmes | vore
mévalonate

| L
Figure 6: Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires
(Bruneton, 1993).
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1.2.2. Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiees. Classés selon leur appartenance chimique en composés

phénoliques, alcaloides et terpénoides (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).

1.2.2.1. Polyphénols totaux

Les polyphénols constituent un groupe largement distribué des substances dans le régne
vegétal, avec plus de 8000 structures phénoliques. Ils résultent bio génétiquement de deux
voies synthétiques principales, la voie de shikimate et d’acétate (Hopkins, 2003 ; Lugasi et al ;
2003).

v La voie de I’acide shikimique conduit aux acides cinamiques et a leurs dérivés : acides

benzoiques et phénylpropanoiques, acétophenones, lignanes et lignines, coumarines.

v' La voie de I’acétate conduit par cyclisation d’un polyacétate aux chromones, orcinols et

autres quinones.

v’ La participation simultanée de ces deux précurseurs a un méme processus conduit pour

sa part (Belguidoum, 2012).

Les composés phénoliques présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des
graines ou la maturation des fruits (Crozier et al ; 2006).

La classification de ces substances a été proposée par Harborne (1980). On peut distinguer
les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes
constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes sont
largement répandues (Macheix et al ; 2006).

A. Polyphénols monomériques

a. Acides phenoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature (Haslam, 1994). IIs se divisent en deux
classes: les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés de
I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).

v"Acide phénols dérivés d’acide benzoique

Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1)

(Figure 7), ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar,
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2012). Les plus répandus sont: I’acide salicylique et 1’acide gallique (Bruneton, 1999). Sont

contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales (Barboni, 2006).
v"Acide phénols dérivés d’acide cinnamique

Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (figure 8) sont souvent estérifiés.
Les plus courants sont I’acide cinnamique, 1’acide caféique, 1’acide férulique, I’acide

pcoumarique et I’acide synaptique (Haslam, 1994).

< HO.C( 2
OH
Figure 07: Acide benzoique Figure 08: Acide cinamique
(Pawlowska et al; 2006). (Gorham, 1977).

b. Les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, <gaune»> en latin) représente une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). IIs constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes
vegétaux (Fiorucci, 2008). Ces molécules ont des structures chimiques variées et des
caractéristiques propres (Benhammou, 2011).

Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux, ces composes existent sous
forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est a- dire liée a des oses et autres
substances (Heller et Forkmann, 1993 in Aref et Heded, 2015). Ont un squelette de base
formé par deux cycles en C6 (A et B) relies entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en
un hétérocycle (Cycle C) (figure 9) (Akroum, 2011).

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :
anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes,
flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et aurones (Wichtl et Anton, 2003 ; Medic
et al; 2004).

Figure 09: Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
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B. Polyphénols sous forme de polymeres
a. Tanins

Les tanins sont des composes phénoliques complexes et hydrosolubles (Kamra et al; 2006).

IIs sont trés répandus dans le regne végétal (Ghesterm et al ; 2001). Ces composés peuvent
exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains
(Khanbabae et Ree, 2001).

» Structure et classification

La structure des tannins est complexe, formée d'unités répétitives monomériques qui varient
par leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation. On distingue habituellement chez les
vegétaux supérieurs deux groupes de tanins (Ghestem et al ; 2001). Qui distincts en fonction
du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité
chimique de la molécule (Rira, 2006) :

v' Les tanins hydrolysables
v’ Les tanins non hydrolysables ou tanins condensés (Ghestem et al ; 2001).

b. Coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont des
2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-7-
cinnamiques Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et dans les solvants
organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides) sont plus ou moins
solubles dans 1’eau (Bruneton, 1999).

La coumarine et ses dérives ont des actions phyto-biologiques (Hostettmann, 1992 in
Benayache, 2005), bactériostatiques et anti fongiques (Rufini et Sampaolo, 1977). Ils ont un

effet anti-oedémateux (Hoult et Paya, 1996).

1.2.2.2. Les alcaloides
A. Définition

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caracteére alcalin et
présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011). Généralement,
les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines. Puis,
ils gagnent ensuite des lieux différents et lors de ces transferts, ils peuvent subir des
modifications. Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les piéces florales,
les fruits ou les graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief,
2003).
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B. Classification
a. Selon I'origine biosynthétique
On distingue trois types d’alcaloides :

¢ Alcaloides vrais : d’aprés certains auteurs, ils sont issus seul régne végétal. Ils existent

a I’¢état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiquement formés a partir d’un

acide aminé (Bruneton, 1999).

¢+ Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999).

% Proto-alcaloides : se sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
systéeme hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir
d’acides aminés (Bruneton, 1999).

b. Selon leur composition chimique et structure moléculaire

Les alcaloides peuvent étre divises en plusieurs groupes.

% Phénylalanines: comme capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.

¢ Alcaloides iso-quinoléiques : comme: morphine, éthyl-morphine, codéine et

papavérine continues dans I'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine,

ergotamine et ergo-toxine de I'ergot des céréales (Gonzalez et al; 1984).

¢+ Alcaloides quinoléiques: se trouvent dans les écorces de Cinchona (Donatien, 2008).
+ Alcaloides pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin.
++ Alcaloides dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la belladone.
¢ Alcaloides stéroides: racine de veératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par
exemple (Gonzalez et al; 1984).
1.2.2.3. Les Terpénes
A. Définition
Le terme terpéne ou terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isoprene (Figure 10), ces composés
sont majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes,
organismes marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011). L’exploitation de
ces composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes (huiles essentielles) par le

moyen de la distillation (Harbone, 1998 ; Bruneton, 1999).

T

C CH
B =
H.C C
. I \

H

Figure 10 : structure d’isopréne (Benaissa, 2011).
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Beaucoup de terpenes servent comme des additifs dans les industries alimentaires et
cosmétiques et plusieurs d’entre eux possedent des activités biologiques :

Antimicrobienne, insecticide, anti-carcinogenique, anti-inflammatoire, anesthésique et
antihistaminique (des mono et sesquiterpenes), diurétique, neuro-protective. On peut citer
également les propriétés anti-tumorales et cytotoxiques des diterpénes (Taxol), et des activités
anti-oxydantes attribuées surtout aux diterpenes phénoliques (Ayad, 2008).

B. Classification des terpénes

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes ou
monoterpénes en C10, les sesquiterpénes en C15, les diterpenes en C20, les triterpenes C30, et
les tétraterpenes C40 (Ayad, 2008).

a. Monoterpénes

Les monoterpenes comportent dix atomes de carbones et sont issus de la condensation de
deux unités d’isopréne, selon le mode de couplage «téte-queue». Dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des mono-terpenes).
Ce sont des molécules légeéres, tres peu fonctionnalisées et trés odorantes. (Ayad, 2008)

Les mono-terpénes peuvent étre acycliques (Mycénes, ocyméne), monocycliques (terpinéne,
p-ciméne) ou bi-cycliques (pinéne, sabinéne ) (Bruneton, 1999). IIs existent sous la forme
d'hydrocarbures simples (limoneéne, Mycenes ...), d'aldéhydes (linalal, géranial...), d'alcools
(linalol, geraniol...) et d'acides (acide linalique géranique ...) Voire d'esters (acétate de linalyle
...), ce sont des composés aromatiques qui constituent les essences florales, les huiles
essentielles et les résines (Singh et al; 1989).

b. Sesquiterpenes

Les sesquiterpénes sont des molécules a 15 atomes de carbone constituées de trois unités
isopréniques et dérivant du Farnésyl diphosphate (FPP) (Wink, 2003); il s'agit de la classe la
plus diversifiée des terpenes.

c. Diterpenes

Les diterpénes sont formés de quatre unités isoprenes (C20H32) (Hernandezochoa, 2005),
il comprend les gibbérellines (phytohormones du développement impliquées dans des
processus cellulaires fondamentaux tels que la germination (Graebe, 1987).
d.Triterpenes

Les triterpenes sont des molécules & 30 atomes de carbone. Ils ont comme précurseur le
squalene . Ex : Le lanostérol qui est ensuite transformé en cholestérol, c'est de plus un des

constituants de la graisse de la laine de mouton (Klaas, 2002 ; Belbache, 2003).
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e. Tétraterpenes

Les Tetraterpénes contiennent une longue chaine de 40 atomes de carbones, a doubles
liaisons conjuguées de configuration « trans » dont les extrémités sont des chaines ouvertes ou
des cycles. Les tétraterpénes les mieux connus sont les caroténoides.

1.2.3. Fonction des métabolites secondaires
a. Fonctions pour la plante

¢+ La coopération avec les animaux

Les métabolites secondaires peuvent étre des moyens de signalisation et d’interaction entre
les plantes et les animaux disséminateurs ou pollinisateurs : certains métabolites secondaires
interviennent dans les mécanismes d’attraction des animaux (mono-terpénes parfumées,

anthocyanes de couleur ou de caroténoides dans les fleurs), nécessaires a la dispersion des

graines et des insectes pollinisateurs par I’intermédiaire de couleurs et d’odeurs.

% Lutte contre la compétition avec d’autres plantes
Les métabolites secondaires participent a des réponses allélopathiques : compétition entre
les plantes pour la germination et croissance au moyen de toxicité qui empéchent la croissance

des autres plantes compétitrices (Wink, 2003).

b. Réle pour ’'Homme

Les métabolites secondaires végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composés sont en grande
mesure illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997).

+ Utilisation en médecine
Les métabolites secondaires qui font la base des remédes pour I’Homme :

v En urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs, sommeil

et désordres nerveux.
v’ Systemes cardiovasculaires.

v" Drogues immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoire extraits des

plantes Melaleuca alternifolia et Echinacea angustifolia.
v Contre le diabéte (Azadirachta indica).
v les maladies du stress, ces métabolites ont une activité antioxydante. (Lee et al; 2005).

v Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire (Mohammedi, 2006).
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c. En alimentation : Les épices et les herbes aromatiques contennants des diverses métabolites
sont utilisées dans 1’alimentation sont pour une bonne part responsables des plaisirs de la table,
considérées comme condiments et aromates, ont été et reste tres liée a leurs propriétés
organoleptiques. Mais également ces métabolites trouvent leur utilisation comme suppléments
diététiqgues (Mohammedi, 2006).

d. En cosmétique : Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d'hygiéne
(Mohammedi, 2006).

1.2.4.Activités biologiques et intérét pharmacologiques des métabolites secondaires

De nombreuses etudes ont prouve que les flavonoides deploient leurs activités
pharmacologiques, notamment anti-inflammatoires, par I’inhibition d’importantes enzymes de
régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production des
prostaglandines, des molécules pro inflammatoires tres actives. Cet effet serait du a la réduction
du metabolisme de I’acide arachidonique par 1’inhibition de la lipooxygenase, de la
cyclooxygenase et de la phospholipase A2 (Bruneton, 1993).

Les flavonoides peuvent empécher le diabéte ou du moins le reduire en inhibant 1’aldose
réductase. En effet, Marfak (2003), a rapporté que la myrecitine posséde un effet
hypoglycémiant chez les animaux diabétiques.

A ce jour, des nombreuses plantes hypoglycémiantes ont été recensees. Les résultats sur des
modeéles animaux in vitro et in vivo ont montré que les extraits (aqueux, polyphénoliques,
alcaloidiques et a saponines) pouvaient agir par divers mécanismes pour abaisser la glycémie
(Masunda et al ; 2014).
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1.3.La culture in vitro
1.3.1. Définition

D’aprés Peters, 1986 la culture in vitro recouvre toutes cultures de matériel végétal
effectuées en conditions aseptiques. Elle fait appel aux potentialités génétiques des cellules
vegétales. Celles-ci renferment la totalité de l'information génétique d'une plante dans leurs
noyaux et devraient, par conséquent, pouvoir reproduire cette plante. Cette aptitude des cellules
a exprimer la totalité du génome est la totipotence cellulaire. Elle se manifeste lors de la mise
en culture in vitro, I'explant etant libéré des corrélations existant dans la plante entiére.
La mise en culture in vitro s'accompagne généralement d'une dedifférenciation et d'une reprise
de [lactivité mitotique. L'explant peut évoluer dans différentes directions (calogéne,
organogene, embryogéne...) suivant certains facteurs : - le choix de I'explant

- le milieu de culture
- les conditions de culture.

La culture in vitro vise a orienter et a contrdler les processus physiologiques qui
commandent le devenir de I'explant en modulant ces trois facteurs. (Peters, 1986)
1.3.2. Facteurs influencant la culture in vitro

La nature de I’environnement (lumiére, hygrométrie, et le photopériodisme) et la nature du
milieu de culture utilisé ainsi que 1’équilibre hormonale jouent un réle primordial sur le type
d’organogenése a réaliser.
1.3.2.1. Environnement

Pour une bonne réussite d’organogenése, les conditions environnementales doivent étre
contr6lées périodiqguement. Parmi ces facteurs nous citons :
a. Température

La température de beaucoup de chambres a culture est constante de 1’ordre de 22° a 25° C
(Margara ,1989)

En outre, une température ¢élevée +30°C peut favoriser I’initiation des primordium racinaire
alors qu’une température de +25°C favoriserait plutét leur développement. (Zryd et al ; 1988)

D’aprés Piatti, (1988), quelques expériences ont été conduites en utilisant des températures
qui sont écartés sensiblement pour les phases de germination et d’embryogenése proprement
dites qui se déroule habituellement a température ambiante.
b. La lumiére et la photopériode

La lumiere est un facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes, elle a une grande

influence de part la durée d’exposition (photopériode), Moret confirme, qu’apres le repiquage
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dans les tubes a essai et les boites de Pétri, ceux-ci sont placés dans une chambre de culture ou
la photopériode et la température sont contrélées, le développement des souches est optimal.
Selon Teoule, (1993), la photopériode appliquée est généralement longue (16 heures
d’éclairement et de 8 heures d’obscurité) et I’intensité lumineuse comprise entre 2000 et 6000
lux.

1.3.2.2. Potentiel hydrique

Le pH du milieu de culture est aussi un facteur critique. La pratique habituelle fait que I’on
ajuste le pH a 5,5 — 5,8 pendant la préparation du milieu (Boccon-Gibod, 1984).

D’apres Boccon-Gibod (1984), plus le pH est bas, plus la gelose tend a devenir liquide.
1.3.2.3. Milieu de culture

Les milieux de culture choisis doivent étre les plus parfaitement adaptés aux besoins
nutritifs de la plante étudiée, afin de laisser s’exprimer pleinement son potentiel génétique
(Choi et al ; 1999).

Le milieu nutritif (ou base nutritive) doit fournir tous les éléments chimiques nécessaires au
développement de la plante : carbone, azote, oligoéléments, vitamines, régulateurs de
croissance (Boulay, 1993).

Ce milieu étant également favorable au développement des micro-organismes qui est plus
rapide que celui de la plante, il convient donc de cultiver en conditions aseptiques totales (Choi
etal ; 1999).
1.3.2.4. Composition minérale du milieu

La composition du milieu de mise en culture joue un role trés important dans
I’organogenese.

L’effet d’un milieu de culture résulte de I’ensemble des interactions des différents éléments
qui le composent. Certains d’entre eux stimulent les processus du développement in vitro,
d’autres par contre ont peu d’influence sur le débourrement (Brhada, 2003).

On peut repartir les éléments essentiels en microélément et macroéléments :
a. Microélément

Ils sont nécessaires en tres petites quantités sous formes de traces (Concentration -10mg/ kg
de matiere seche : molybdeéne, nickel, cuivre, zinc, manganese, bore, fer, chlore) (Margara,
1989).

b. Macroélément

Exigés une quantité plus importante que les oligoéléments (-100 mg/kg de matiére seche :
soufre, phosphore, magnésium, calcium, potassium, azote, oxygeéne, carbone, hydrogene)
(Raven, 2014).
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1.3.2.5. Les régulateurs de croissance

Les régulateurs naturels de croissances des végétaux, appelés souvent hormones de
croissance, se répartissent actuellement en cing groupes : auxines, cytokinines gibbérellines,
acides abscissiques, éthylénes selon Margara, (1989). Les facteurs de croissance suivants les
auxines (AIA, AIB, AIP) et les cytokinines (la kinétine et la benzylamenopurine) sont des
régulateurs de croissance indispensables au bon démarrage et a ’entretien de ces cultures de
tissus vegeétaux in vitro. L’effet des hormones dépend a la fois de leur concentration, de leur
site d’action, du stade de développement de la plante ainsi que de leur concentration relative

(une hormone pouvant inhiber le réle d’une autre) (Figure 11) (Quennoz, 2001).
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Figure 11 : Roles des auxines et cytokinines dans le développement des plantes.

I. 3.2.6. Source de carbone

Pour la culture in vitro le saccharose constitue une source d’énergie car la plante n’est pas
encore arrivée a satisfaire ses besoins énergétiques, on peut dans un cas particulier utiliser
d’autres sources, tels, le galactose et le lactose (Téoulé, 1993).
1.3.2.7. Les vitamines

En culture in vitro certaines vitamines sont favorables aux croissances des tissus, parmi les
principales, citons : la thiamine, I’acide nicotinique, la pyridoxine, leurs concentrations sont
fréquemment de I’ordre de 1mg/1 (Téoulé, 1993).
1.3.3.Culture in vitro de Zygophyllum : Etat de question

Plusieurs publications ont été faites par des chercheurs dans le monde entier, afin de montré

I’intérét de genre Zygophullum, le tableau ces dessous montre ces publications (Tableau 1).
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Tableau 1: Quelques études publient sur le genre Zygophyllum.

Pays La publication Référence

Chine Protoplast culture and plant regeneration of | Wang Y; Chen G; lJia,
Zygophyllum xanthoxylum Hao J; 2009

Egypt In vitro Production of callus from Zygophyllum Eman A et Alam, 2011
cocconeum L.

India Salt stress enhanced antioxidant response in callus of Sharma V et Ramawat
three halophytes (Salsola baryosma, Trianthema G K, 2014
triquetra, Zygophyllum simplex) of Thar Desert

Chine Rapid clonal propagation of Zygophyllum xanthoxylon | Landi Sun ; Suiwen Hou ;

(Bunge) Maxim., an endangered desert forage species ggggNu ; Yingeong Zhang ;

Egypt Initiation of Pharmaceutical Factories depending on Eman, A. Alam, 2012
more Application of Biotechnology on some Medicinal
Plants Review Article (In Vitro Production of some
Antioxidant, Analgesic, Antibacterial, Antidiabetic
agents)

1.3.4.Induction de chevelus racinaires par Agrobacterium rhizogenes.

La maladie de chevelues racinaires est causée par l'infection d’une large gamme des plantes
blessees par Agrobacterium rhizogenes. Cette bactérie de gram négatif du sol transfére un
segment d'ADN (T-DNA) de son grand plasmide induisant la racine (Ri) dans le génome de la
plante infectée. Cette T-DNA comporte un ensemble de génes qui codent pour des enzymes qui
contrdlent la biosynthése des auxines et de la cytokinine. Le nouvel équilibre hormonal induit

la formation de racines adventives, appelées "hairy root", qui émergent sur le site des blessures.

Le phénotype de chevelus racinaire se caractérise par une croissance rapide,une
autotrophie aux régulateurs de croissances, 1’absence de géotropisme, une ramification latérale

et une stabilité génétique (Guillon et al ; 2006).
1.3.4.1. Mécanismes moléculaires du transfert de ’ADN-T.
Le mécanisme d’infection par cette bactérie se fait en trois étapes (Figure 12) :

a. Adhésion bactérie-plante : Cela nécessite d’abord une reconnaissance de la cellule
végétale par la bactérie qui s’attache a la paroi de celle-ci. Les de reconnaissances sont

portées par le chromosome bactérien. (Casse-Delbart, 1990).
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b. Activation des génes vir : L’activation du processus d’infection est régulé par les génes
VirA et virG situés sur le T-DNA et certain génes chromosomiques. Les genes vir sont
activés par trois types de signaux chimiques que la plante relache en cas de blessure Les
composés phénoliques de types d syringone, les monosaccharides (tels que le glucose) et
le pH acide. (Giri et Narasu, 2000)

c. Insertion du T-DNA dans le génome nucléaire de la plante héte : au cours de cette
étape le T-DNA entre les régions TR (Right) et TL (Left) du plasmide Ri s’intégre au
génome nucléaire de la plante hote. L expression des génes portés par le T-DNA conduit
a la formation de chevelus racinaires au niveau de site d’infection et la production des
opines qui servent de substances de croissances pour la bactérie (Zhi-Bi et Min; 2006).

Les chevelus racinaires formés comme réponse a ’infection par cette bactérie peuvent étre
isolés de la plante et cultivés en conditions axéniques sur milieu sans hormones. Le caractere
transgénique des chevelus racinaires peut étre confirmé par la détection des opines ou des
fragments d’ADN dérivé du T-DNA intégré dans le génome de la plante hote.
Morphologiquement les chevelus racinaires sont reconnaissables par une croissance
plagiotrope, une forte ramification et développement des poils absorbants a haute densité
(Zarouri,2012).
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Figure 12 : Représentation schématique d’une infection par Agrobacterium (Umber, 2004)

1 : Attachement de la bactérie a la surface de la cellule hote grace a ’ensemble des geénes chv (chromosomal
virulence) présents sur le chromosome bactérien ; 2 : Induction des genes vir par des signaux de la plante. ; 3 :
Production du brin T et assemblage du complexe T. 4 : Exportation et transport vers le noyau de la cellule
végétale ; 5 : Intégration du T-DNA dans un chromosome de I’hdte ; ME : membrane externe ; MI : membrane
interne ; PN : pore nucléaire ; PP : périplasme.
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1.3.4.2.Co-culture bactérie-plante et Isolement des racines induites.

L’infection se fait par dépot a 1’aide d’une seringue contenant la suspension bactérienne
(0.5 a DO = 600 nm) au niveau des hypocotyles (Figure 13). Les vitro-plants agés de 8
semaines et d’une longueur de 4 a 5 mm sont infectés au niveau de la tige (hypocotyle) qui a
été coupée par un ciseau stérile afin de provoquer une blessure. La co-culture est réalisée a
I’obscurité, a une température de 26 + 1 °C jusqu’a apparition du cal.

L’isolement des racines néoformées est réalisé lorsqu’elles atteignent 2 cm de longueur
(Figure 13). Elles sont repiquées sur un milieu Murashige et Skoog (MS) gélosé, dépourvu de
régulateurs de croissance et contenant 0,25 g/l de céfotaxime pour éliminer la prolifération

bactérienne. Chaque racine isolée est considérée comme lignée unique (Tikhomiroff, 2002).
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Figure 13: Méthode de I’infection, de la co-culture et de 1’isolement des racines induites.
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1.3.4.3. Caractérisation biochimique des lignées de CRs.

Aprés isolement et mise en culture des racines induites dans le milieu MS sans régulateurs
de croissance et supplémenté de 0,25 g/l de céfotaxime, certaines racines ne démarrent plus

alors que d’autres se développent a une vitesse variable (Sahli et Gadiri, 2015).

La sélection des lignées racinaires par Sahli et Gadiri (2015) est basee sur deux critéres :

les caractéristiques phénotypiques et la vitesse de croissance. On distingue deux groupes :

1. Le premier, regroupe des racines gréles, peu ramifiées a croissance faible ou callogenes.
Les racines de ce groupe sont éliminées.

2. Le deuxiéme groupe comporte des racines avec des ramifications latérales abondantes,
et une croissance plagiotropes plus ou moins rapide (Tepfter, 1982). Les racines de Z. album
qui ne montrent pas des caractéristiques d’un chevelu racinaire décrit par Tepfter (1982) sont
considérées comme racines non transformées. Le choix des lignées racinaires est limité donc a

Ce groupe.

Figure 14 : Deux lignées de CRs sélectionnées par Sahli et Gadiri (2015).
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I1. Matériel et méthodes

Notre stage pratiqgue a été réalisé durant 08 mois (Février a Septembre 2017) aux
laboratoires de physicochimie et de pharmacotoxicologie a SAIDAL BIOTIC de Semmar. Pour
réaliser les tests phytochimiques, dosage quantitatif des polyphénols totaux ainsi que 1’étude
pharmacologique. L’étude biotechnologique a été effectuée au niveau du laboratoire de projet
de fin d’¢tudes (PFE) « laboratoire d’amélioration des plantes et laboratoire de physiologie
végétale » de la Faculté des Ssciences de la Nature et de la Vie (BLIDA 1).

Les objectifs de notre stage sont les suivants :

» Etude phytochimique qualitative "screening phytochimique" de la partie aérienne de
Zygophyllum album L.

» Dosage quantitatif des teneurs en polyphénols totaux d’un extrait méthanolique de
Zygophyllum album L, obtenus par spectrophotométrie.

» Etude pharmacologique pour tester 1I’effet anti-hypoglycémique et anti-inflammatoire de
I’extrait aqueux de Zygophyllum album L.

» Etude de la germination in vitro des graines de Zygophyllum album et comparaison de
différentes doses d’hormones de croissances "auxines et cytokines" : (AIA / BAP et
2,4D | BAP).

» Optimisation des conditions de culture des chevelus racinaires, obtenus par Zaidi et
Masmoudi (2016) via la transformation génétique par la bactérie Agrobacterium

rhizogenes.
11.1. MATERIEL :
11.1.1. Matériel biologique
A. Matériel végétal
Notre étude est réalisée sur différentes parties la plante de Zygophyllum album L.

a) Partie aérienne de Z . album (Figure 15.A) (tige, feuille, fleur, fruit) récoltée dans la

région de Adrar en Avril 2017, séchée a I’ombre et broyée sous forme de poudre (Figure 15.B

). Nous I’avons utilisé pour préparer I’infusé (figure 15.C) afin de réaliser le screening
phytochimique.

L’identification botanique de cette plante a été effectuée par Madame Bradea M.S

maitre de conférence (A) et Monsieur MATTAI maitre-assistant (B) du laboratoire de

biologie végétale du département d’Agronomie de 1I’Université de Blida.
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b) Graines de Z. album (Figure 15. D) sont obtenus a maturité au mois d’Avril 2017, dans

la région de Bechar.
c) Les chevelus racinaires (hairy roots) (Figure 15. E) obtenus par transformation
génétique via la souche A, d’ Agrobacterium rhizogenes. Ils sont obtenues par Sahli et Gadiri

(2015) et Zaidi et Masmoudi (2016) au niveau de I’Institut National de la Recherche Forestiére

(INRF) de Bainem a Alger.

d, B
A : Partie aérienne B : Poudre de la partie aérienne C : L’infusé
D L, | £

D : Graines E : Chevelus racinaires

Figure 15 : Différentes parties de la plante Zygophyllum album L.
(Originale, 2017)
B. Matériel animal
L’évaluation des deux activités biologiques (Activité anti-hypoglycémiante et anti-
inflammatoire), est réalisé sur des souris Albinos (Figure 16), de souche N.M.R.I. (Naval
Medical Research Institute), de sexe male et femelle, de poids corporel variant entre 24 a 30g,

au nombre de 20, provenant de Saidal (Semmar).
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» Condition d’élevage :
e Nourriture : granulée
e Boisson : eau de robinet
e  Temperature : 20 a25 °C
e Taux d’humidité : 50%
e Eclairage : 10h/ jour

Figure 16: Souris albinos utilisées pour 1’étude des activités biologiques (Originale, 2017).
11.1.2. Matériel non biologique (Annexes 1,2)
a. Culture invitro
Milieux de culture : Milieu MS solide et liquide
Verrerie : Erlenmeyer, tubes a essai, pipettes pasteur...etc
Appareillage : Hotte a fllux luminaire, Autoclave, Etuve, pH métre...etc
b. Screening phytochimique

Produits chimique et réactifs : Nous avons utilisé, Acide gallique, Réactif de stiany, Réactif
de folin ciocalteu ...etc

c. Activités biologiques

Accessoires : Sondes de gavage, seringues de 2.5 ml, Flacon ambré... etc
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11.2. Méthodes

11.2.1. Tests phytochimiques
Le but de ces tests, est de vérifier la composition en métabolites secondaires de notre espece.
Ils sont effectués soit sur la poudre obtenus aprés broyage de la partie aérienne séchée de Z.

album, soit sur I’infusé ou soit sur la partie aérienne concassée.

11.2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux (infusé) :

Aprés séchage, dans un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumiére du soleil, la plante est
broyée entierement, puis pesée (M =500 g).

La préparation de I’extrait aqueux a 20 % de Z. album est reéalisée en additionnant une
quantité de 20 g de poudre de la partie aérienne (tige, feuille, fleur, fruit) a un volume de 100ml
d’eau distillée bouillit. Ce mélange est laissé pendant 30 minutes en infusion, avec agitation.
L’extrait aqueux obtenu est ensuit centrifugé a 1000 tour/ min pendant 10 minutes pour le faire
débarrasser des débris de plante puis filtré sur papier de type Wattman. Le filtrat est ensuite mis
dans des petits flacons en verre.

11.2.1.2. Screening phytochimique

C’est un ensemble de réactions colorimétriques qui permet de déterminer les différents
groupes chimiques contenus dans une plante. Ces derniéres se manifestent soit par la présence
ou I’absence du métabolite secondaire recherché.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut en citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols totaux (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les
stéroides, les coumarines, les stérols, les terpénes, les hétérosides cardiotoniques, les huiles
essentielles, les sucres réducteurs (oses-holosides et mucilages).

a. Flavonoides

On met 10 g de poudre végétale dans 150 ml d’acide chlorhydrique (HCI) concentré (37 %)
(1g dans 100), pendant 24h, ensuite on filtre la solution sur papier Wattman.

On prend10 ml du filtrat et on ajoute 5 ml d’hydroxyle d’ammoniac (NH,OH) concentré
(30%) (30 g de soluté dans 100 g d’ammoniac) dans le but de rendre le milieu basique.

Un test est considéré comme positif, par I’apparition d’une couleur jaune, dans la partie
supérieure du tube a essai (N’Guessan et al ; 2009).

b. Polyphénols totaux

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis de caractériser les polyphénols totaux. A

un volume de 2 ml de I’extrait aqueux, on ajoute une goutte de solution alcoolique de chlorure
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ferrique a 2/.. L apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée serait
le signe de la présence des poly phénols (Gherib, 1988).
c. Dérivées phénoliques
On ajoute une goutte de la solution chlorure ferrique (FeCls) (5%) a I’extrait aqueux.
L’apparition d’une coloration verte ou bleue indique la présence des dérivées
phénoliques (Gherib, 1988).

d. Coumarines

On fait boullir 2 g de poudre végétale avec 20ml d’éthanol absolu (C,HgO) pendant 15 min
en agitant. On laisse le mélange refroidir puis on le filtre.

On ajoute au 2 a 3 ml du filtrat, 10 gouttes d’hydroxyde de potassium (KOH) dilué dans
1’éthanol 10% (10 g de poudre de carbonate dans 100 ml d’éthanol) et quelques gouttes d’acide
chlorhydrique (HCI) concentré (37%) dilué a (10%). Le test est positif par 1’apparition d’une
couleur rouge (Gherib, 1988).

e. Alcaloides

On ajoute a 1 g de poudre végétale 10 ml d’acide sulfurique (H>SO4) (10%) dans un tube a
essai. Puis on Agite énergiquement pendant 2 min ensuite on filtre, et on ajoute 2 gouttes du
réactif de Dragendorff. L’apparition d’un précipité rouge orangé indique la présence des
alcaloides.

f. Anthocyanes

On prend 5 ml d’extrait aqueux a 20 % que I’on mélange avec 4 ml d’hydroxyle
d’ammoniac (NH4OH) concentré (30 %). L’apparition d’une coloration rouge indique la
présence des anthocyanine (Gherib, 1988).

g. Anthracénosides

% Formes aglycones oxydeées

Une quantité de 0.2g de poudre végétale est mise a macérer pendant 15 min, en présence de
5 ml de chloroforme (CHCI3). Aprés filtration, on ajoute au filtrat un volume de 2 mi
d’hydroxyle d’ammoniac (NH,OH) diluée au demi %. On laisse décanter le mélange et on
observe que la phase aqueuse se colore en rouge pourpre indiquant la présence des formes
aglycones oxydées.

< Formes combinées

On infuse une quantité de 0.025 g de poudre végeétale au bain marie pendant 15 min, en
présence de 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique (HCL) concentré. Apres la
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filtration, on ajoute 5 ml de chloroforme (CHCIs) et on agite. On laisse decanter et on préléve la
phase chloroforme (trichloro-methan) que 1’on évapore a sec.

On ajoute au résidu 2 ml d’ammoniaque dilué¢ au demi(¥2). Une coloration jaune qui se
développe en vire au rouge par chauffage au bain marie indique la présence des formes
combinées (Paris et Moyse, 1965).

h. Tanins

La présence de tanins est mise en évidence en ajoutant a Iml de I’extrait aqueux a 20%, 1 a
2 gouttes de solution de chlorure ferrique (FeCls) diluée 10 % (10 g dans 100 ml d’eau
distillée). L’apparition d’une coloration vert foncée ou bleu-vert indique la présence des
tanins.(karumi et al, 2004)

% Tanins galliques

A 5 ml de I’infusé, on ajoute 2 g d’acétate de sodium (C,H3NaO,) et quelques goutte de
chlorure ferrique (Fe Cl 3) a (1%). La réaction donne une coloration une coloration bleue foncée
en la présence des tanins gallique.

% Tanins catéchiques

On additionne 15 ml d’infusé (20%) a 7ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol (CH,0) a
40 % et 5 ml d’HCI concentré) que I’on chauffe au bain marie a 90°c. La réaction donne une
coloration rouge brique en présence des tanins catéchiques.

5 ml de I’infusé (10 %) avec quelque goutte de solution de chlorure ferrique(FeClz) a 5 %.
La réaction donne une coloration bleue noire en présence des tanins catéchiques.

I. Saponosides

On prend 2 ml d’extrait aqueux a 20 % , on ajoute 2 ml d’une solution a 1 % (1 g d’acétate
de plomb Pb(C,H30,), dans 100 ml d’cau). Le test est considéré comme positif par 1’apparition
d’un précipité (Gherib, 1988).

On s’est basé sur 1’indice de mousse, on reléve la hauteur de la mousse en cm. Si elle est
supérieur @ 1 cm cela indique la présence de saponosides (N’Guessan et al, 2009).
On verse 80 ml d’eau distillé a 2 g de poudre végétale et on laisse jusqu’a 1’ébullition, puis on
filtre et le refroidi la solution. On agite le filtre verticalement. L’apparition d’une mousse qui
dure quelque instantes.

j.  Quinones

Les substances quinoniques ont été recherchées a partir du réactif de Bornstraegen. On
évapore a sec 2 ml de I’extrait aqueux. On traite le résidu dans 5 ml d’acide Chlorhydrique
(HCI) au 1/5. On verse le triturat dans un tube a essai, puis on le porte au Bain-marie pendant

30 min. Apres refroidissement, il est extrait par 20 ml de chloroforme (CHCIs). On ajoute 0.5
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ml de I’ammoniaque (NH,) diluée 2 fois a la solution chloroformique. Une coloration rouge ou
violette constituait le signe de la présence des quinones (Gherib, 1988).

k. Terpénes

On mélange 5ml d’extrait aqueux (20%) avec 5 ml d’acide phosphomolybdique
(H3PMo01,040) (couleur verte : dissolvez 4g d’acide phosphomolybdique R dans R de 1’eau R et
complétez a 40 ml avec méme solvant, puis ajoutez prudemment et en refroidissant 60 ml
d’acide sulfurique R préparer extemporanément (pharmacopée Europien, 2017)) et 5 ml
d’acide sulfurique concentré(H,SO4) (96%).

L’apparition d’une couleur bleue révele la présence des terpénes (Gherib, 1988).

I. Trridoide

On ajoute 1 ml d’acide chlorohydrique (HCI) concentré a 1’extrait aqueux. La formation de
précipité noire aprés chauffage de cet extrait caractérise la présence des irridoides (Paris et
Moyse, 1965).

m. Hétérosides cardiotonique

A 1ml d’extrait aqueux a 207, on ajoute 1ml de solution de sulfate ferrique (Fe2(SQ4)3) (5%)
et 100ml d’acide sulfurique concentré (H,SOy,), selon la réaction de Keller- Kiliani on obtient
une coloration en fonction de la structure des hétérosides cardiotoniques mise en jeu a savoir
(Parekh et al ; 2006).

n. Glucosides
On mélange 2 g de poudre végétale avec quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SOy),
Concentré (96 %). Le test est considéré comme positif quand le mélange prend une couleur
rouge-bleue (Gherib, 1988).

0. Mucilage

On introduit 1ml de I’infusé a 107 dans un tube a essai et on ajoute 5ml d’alcool absolu(

C,HsOH), on attend 10 min. L’obtention d’un précipité floconneux par mélange indique la

présence de mucilage. (Gherib, 1988).

p. Acides aminés

On met 1 g de matériel végétal concassé dans un tube a essai contenant de I’eau distillée
chaude. On agite le mélange, puis on le filtre.
On ajoute une quantité de la solution de ninhydrine (C9HgO,) au filtrat. Une coloration rouge

indique la présence des acides aminés (Paris et Moyse, 1965).
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11.2.1.3. Dosage des polyphénols totaux

A. Préparation de I’extrait végétal brut

Dans un bécher, on additionne 1 g de poudre végétale (drogue) a 100 ml d’éthanol 707
qu’on laisse pendant 48h. On filtre le mélange puis on le séche dans un rotavapeur. Le résidu
sec est récupéré avec 100 ml d’eau distillée bouillante. Apres refroidissement, le mélange est
décanté avec 50 ml de n-butanol (Figure 17)(Harborne, 1973).
Deux phases apparaissant (Figure 18):

» Hypo-phase agueuse : de couleur brunatre est éliminé

> Epi-phase butanolique : de couleur verdatre contenant les polyphénols totaux, est

évaporée a sec hotte ventilée. L’extrait est récupéré avec 5 ml de méthanol puis conservé

aux frais pour étre utilisé pour les analyses quantitatives par spectrophotometre.

1 g de poudre végétal Evaporation a sec de Récupération de résidu sec 100 ml
+ 100 ml d’éthanol macérat avec un d’eau distillée bouillante et laisser
707. pendant 48h rotavapeur refroidir le mélange

Evaporation a sec Epiphase butanolique

sous hotte ventilée Dans une ampoule a décontract on
4’ introduit le mélange + 50 ml de

Récupération avec
5 ml de méthanol Polyphénols totaux, butanol.

Analyse quantitative par spectrophotomeétre.

Figure 17: Protocole expérimental d’extraction, dosage et identification des polyphénols

totaux de la partie aérienne de Z. album.

Figure 18 : Récupération de La solution aqueuse obtenue par le méthanol (Originale, 2017).
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B. Dosage quantitatif des polyphénols totaux par spectrophotométrie

» Principe

Le principe repose sur 1’absorbance de la lumicre par les espéces chimiques. L’appareil
comporte une source de lumiére blanche, un systeme dispersif permettant de sélectionner la
longueur d’onde de la radiation et un systéme détecteur permettant la mesure de I’intensité
lumineuse de la radiation monochromatique traversant la solution. Le spectrophotométre
effectue une comparaison entre les intensités lumineuses incidentes et transmises et permet par
I’intermédiaire d’un circuit électronique d’afficher 1’absorbance. Ceci se traduit par une loi

d’absorption appelée loi de Beer-Lambert (Di denedetto et al., 2007).

Loglp/1=DO=K.e.C

C : la concentration de 1’espéce absorbante, exprimée en (moles. I'), de I’espéce absorbante.
| : le trajet optique, exprimé en (cm). e : le coefficient d’absorption molaire, exprimé en (l.mol

Lem™) ou coefficient d’extraction molaire (cm?.mol™)
a. Dosage des polyphénols totaux

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végetales, dont leur
nature chimique et teneurs sont extrémement variables d’une espéce a une autre. Plusieurs

méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des polyphénols totaux.
L’analyse par le réactif de Folin Ciocalteu est la plus utilisée (Chouih, 2012).
» Principe

Le réactif est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). 1l est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WsO,3) et de molybdéne (MogO3). La coloration
produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la

quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits végétaux. (Boizot, 2006)

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotomeétrie ultraviolet-visible, suivant

le protocol appliqué par Miliauskas et al (2004).
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» Mode opératoire

Nous mélangeons 0,5 ml de I’extrait methanolique de Z. album & 2,5 ml du réactif de Folin
Ciocalteu dilué a 10% et 5 ml d’eau distillée. Aprés 1 min, nous ajoutons 7,5 ml de carbonate
de sodium (20%.).

La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide gallique a différentes concentrations (0.06,
0.12, ..0.3 mg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage (les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids d’extrait (mg
EAG / gE). La lecture de l'absorbance de chaque solution préparée est mesurée a l'aide d'un
Spectrophotometre ultraviolet-visible, a une longueur d'onde de 765 nm aprés 2h d’incubation,
a I’obscurité et a température ambiante contre un blanc préparé de la méme maniere sauf qu'il
ne contient pas d'acide gallique mais de méthanol. Les valeurs de l'absorbance de chaque
concentration nous ont permis de tracer la courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

La concentration des polyphénols totaux présents dans 1’extraits méthanolique exprimée en

mg équivalant d’acide gallique par g d’extrait est calculée selon la formule suivante :
[Polyphénols totaux] = a.f/b

a = concentration des polyphénols en mg/ml déterminée a partir de courbe étalon.
f= facteur de dilution.
b= Concentration initiale de 1’extrait méthanolique (Mechernene, 2014).
11.2.1.4. Etude des activités biologiques de la partie aérienne de Zygophyllum album L.

A. Etude de Pactivité hypoglycémiante de I’extrait aqueux de Zygophyllum album L.
Nous avons suivis la méthode décrite par Skima et al ; (1999)

» Principe

Consiste a provoquer une hyperglycémie temporaire chez les animaux non diabétiques et
ensuite vérifier I’effet de nos extraits de Zygophyllum album produits en étude sur
I’hyperglycémie.

» Préparation de I’extrait aqueux de Zygophyllum album
Pour la dose 1: On infuse 0.025 g de poudre végétale avec 10 ml de I’cau bouillante, on laisse
la solution infuser, puis on filtre sur papier Wattman. donne un infusé dosé a 0.25g/ml.

19 —p 1000g
X ) 25¢

X=0.025¢
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Pour la dose 2 : le méme protocole appliqué pour I’obtention d’une dose de 0. 125g/ml

» Préparation de la solution médicament

On utilisé le médicament Metformine (850 mg), qui traite le diabéte 1. On prépare une
solution de 10% (10g de médicament en poudre sont dissous & 100 ml d’eau).

» Mode opératoire

Pour appliquer les traitements, les souris sont répartis en 4 lots de 5 souris. Elles sont soumis
a un jeun, non hydrique pendant 18h. Nous avons mesuré la glycémie de base et provoqué une
hyperglycémie temporaire chez les souris en administrant par gavage un volume de 0,5 ml de
glucose al0% (1g de glucose dilué¢ dans 10ml de ’cau distillée) (Figure 19.A). Nous avons
mesuré la glycémie au bout de 30min (Figure 19.B).

Pour appliquer des traitements, les souris repartis en 4 lots de 5. Ils ont été traités comme
suit :

Lot témoin : chaque souris regoit 0,5 ml d’eau physiologique

Lot essai 01 : référence, les souris regoivent 0,5 ml dun produit de metformine 0.5g/kg

Lot essai 02 : traité avec 0,5 ml de I’extrait aqueux de Z album. A une dose de : 0.5g/kg

Lot essai 03 : traité avec 0,5 ml de I’extrait aqueux de Z album. A une dose de : 1g/kg

L’administration des solutions a été faite par le gavage a I’aide d’une sonde gastrique par
voie orale.

La glycémie des quatre lots est évoluée a 1’aide d’un glucometre pendant 3heures.

A : Administration par gavage des suspensions B : Mesure de glycémie

Figure 19 : Administration des suspensions par gavage et mesure du taux de glycemie a 1’aide
d’un glucométre (originale, 2017).
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Le protocole experimental utilisé dans 1’activité anti-hypoglycémiante est résumé dans le

diagramme représenté sur la figure 20 :

Mesure de glycémie a jeun

Provoque une hyperglycémie en administrant par
gavage une suspension du glucose a 10%
Qrés 30 miD
Mesure de glycémie

Administration des extrais aux souris (0.1g/ml de
metformine , 0.025 g/ml et 0.0125g/ml de I’extrait
aqueux de la partie aérienne

Apres 3heures

, -

Mesure de la glycémie

Figure 20: Diagramme expérimentale de ’activité anti-hypoglycémiante de I’extrait aqueux de
Z. album.
B. Etude de ’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de Zygophyllum album.
L.

La mise en évidence de I’activité anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode de levy,
(1969) citée par Touari, (2012).

» Principe

Le principe général consiste a réduire expérimentalement chez I’animal de laboratoire un
processus inflammatoire qui sera antagonisé par des substances censées étre douées d’une

activité anti-inflammatoire ; administrées préalablement (extrait aqueux de la partie aérienne de

Z album.).
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» Mode opératoire

Le test consiste a évaluer I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux a (0,2; 0,4 et
0,8mg/ml) sur I’cedéme des pattes postéricures apres injection d’une solution de carragénine a

1% chez les souris.

L’injection de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de la patte de la souris provoque

une réaction inflammatoire.

La préparation de la solution carragénine (1%), a été faite par une dilution de 50mg de la

carragenine dans S5ml d’eau physiologique.

Les souris sont reparties en 5 lots de 4 souris chacun, un lot témoin et 4 lot tests. Les souris

des 5 lots ont été mises a jeun pendant 18 heures avant 1’expérience.
Au temps To

Les souris ont recu par gavage les suspensions suivant a 1’aide d’une sonde gastrique (figure
21).

Lot témoin : chaque souris regoit 0,5 ml d’eau physiologique

Lot essai 01: les souris regoivent 0,5 ml d’un produit anti-inflammatoire diclofénac 1%
Lot essai 02: les souris regoivent 0,5 ml de 1’infusé a une dose de 0,2 mg/ ml.

Lot essai 03: les souris regoivent 0,5 ml de 1’infusé a une dose de 0,4 mg/ ml.

Lot essai 04: les souris regoivent 0,5 ml de I’infusé a une dose de 0,8 mg/ ml.

Figure 21 : Administration des suspensions par gavage (originale, 2017)
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Apres 30minutes

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0,025 ml d’une solution de carragénine a

1% sous 1’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche de chaque souris (figure 22).

Figure 22 : Injection de la carragénine (1%) par voie sous cutanée (Original, 2017).
Apres 4 heures de réaction

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de la partie aérienne de Zygophyllum
album a été évaluée en sacrifiant les souris par ’utilisation d’éther éthylique puis en coupant
les pattes postérieures gauches et droites a la hauteur de 1’articulation (figure 23). Les pesées

sont faites sur une balance analytique.

Figure 23 : Coupure des pattes postérieures au niveau de ’articulation (Originale, 2017).

» Expréssion des résultats
Nous avons calculé les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et de la patte
droite pour chaque lot. Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% cedéme) a été

exprime en appliquant la formule suivante :
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Pourcentage cedéme =

{(La moyenne des poids de la patte gauche- la moyenne des poids de la patte
droite)/ la moyenne des poids de la patte droite}*100

Calcul de pourcrntage de réduction d’cedéme :

Le pourcrntage de réduction d’cedéme est calculé selon la formul suivant :

Pourcrntage de réduction d’cedéme =

{ (% de I’;edéme témoin - % de I’cedéeme d’essai) / % de ’cedéme témoin } * 100

Le protocole expérimental utilisé dans I’activité anti-inflammatoire est résumé dans le

diagramme suivant (figure 24) :

Administration des suspensions testées aux souris
onrés 30 miD

Injection de 0.025 ml d’une solution de carragénine a 1% sous
I’aponérose plantaire de la patte postérieur gauche

£ Aores 4 h D
A D’aide de I’éther étherique les souris sacrifient

Coupures de pattes postérieures au niveau des
articulations

Pesage des pattes gauche et droites a 1’aide d’une
balance analytique

Figure 24: Diagramme expérimentale de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de Z.

album
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11.2.2. Culture in vitro
L’objectif recherché de cette partie est double :

» En premier, 1’obtention de vitroplants de Z. album a partir de graines mises a germer in
vitro. Pour cela plusieurs balances hormonales sont testées. Le but est d’essayer de
produire in vitro, de la biomasse et d’acquérir par conséquent une disponibilité de
matériel végétal.

» En second, I’optimisation des conditions de culture in vitro de chevelus racinaires de Z.
album obtenus via transformation génétique par la bactérie du sol (Agrobacterium
rhizogenes). Ces cultures ont été obtenues par Sahli et Gadiri (2015) et Zaidi et
Masmoudi (2016).

L’optimisation est recherchée a travers 1’étude de deux facteurs :
Salinité (Na Cl) a plusieurs concentrations, constance du milieu de culture (liquide ou solide)
Nous avons pratiqués toutes les manipulations en condition stériles, sous une hotte a flux
laminaire horizontale. Le matériel utilisé (verrerie, pinces,...) est stérilisé soit a 1’autoclave a
120°C ou par chaleur séche dans un étuve a 180°C. Les milieux de culture, les différentes
solutions (I’eau distillés, les solutions de Na Cl,...) sont également stérilisées par passage a
I’autoclave a 120°C. Excepté pour les solutions thermolabiles comme les solutions
d’antibiotiques ou régulateurs de croissances ou ils sont stérilisés par un passage sur un filtre
stérile de 0,2um de porosité et ajoutées au milieu de culture aprés autoclavage.
11.2.2.1. Essai d’obtention de vitroplants de Z. album

A. Désinfection des graines

Les capsules de Zygophyllum album. (Figure 25) sont obtenus de Bechar a maturité.

Les graines de Z. album sont récupérées apres dessiccation des capsules a 1’aide d’un

scalpel. Ensuite, on les met dans 1’éthanol a 96° pendant 20 secondes puis trempées dans
I’hypochlorite de sodium a 12° pendant 10 minutes, suivi de trois ringages a 1’eau distillée

stérilisée et enfin un séchage sur papier filtre stérilisé (figure 26).

Figure 25: les capsules de Z. album Figure 26 : les graines de Z. album apres
(Original, 2017) désinfection sous la hotte (Original, 2017)

I
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B. Conditions de culture
a. Milieu de culture
Nous avons préparés 1L de milieu MS (Murashige et Skoog, 1962) additionné de 7 g/l

d’agar et de 30 g/l de sucre (glucose). Le pH est ajusté a 5,8 puis distribué dans 10 erlenmeyer

/////

e Préparation des milieux de culture
Un milieu de culture est constitué¢ d’eau, d’élément minéraux macro et micro-éléments et
une source de carbone. A ces éléments de base s’ajoutent des vitamines (Thiamine, Pyridoxine,
Glycine...).
Nous avons utilisé le milieu MS (Murashige et Skoog, 1962) dont la composition est
formulée dans le tableau 02.
Tableau 2 : Composition du milieu de culture MS (Murashige et Skoog, 1962).

Constituant Eléments chimique Concentration (mg/l)
NHsNO3 1650
. KNO3 1900
© o
S § CaCly, 2H,0 440
= £ MgSO, 370
© KH,;PO, 170
Kl 0.83
H;BO3 6.2
. MnSO4 H20 16.9
g ZnSO, 7H,0 8.6
5 Na,MoO4, H,0 0.25
£ CuSOq, 5H;0 0.025
= COCI,, 6H,0 0.025
o FeSO4, 7TH,O 27.8
it Na,EDTA 37.2
Inositol 100
IS Acide Nicotinique 0.5
E Pyridoxine HCI 0.5
> Thiamine HCI 0.1
Glycine 2
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Les proportions de milieu MS est indiqué dans le tableau 3
Tableau 3 : les différentes proportions du milieu

Le composant La quantité (ml) pour un L
Macro- éléments 100
Micro-éléments 10
Fer chélaté 10
Vitamine 1

Le pH est ajusté a 5,8 avec une solution d’Hydroxyde de sodium (NaOH) ou 1’Acide
Chlorhydrique (HCI) 1N aprés 1’ajoute d’une quantité¢ (g) de source de carbone telle que le
Saccharose, glucose; le milieu est solidifie par I’agar-agar puis stérilisé dans 1’autoclave.

b. Balances hormonales

Apres autoclavage et sur les mémes milieux de culture, nous avons ajoutés différentes
concentrations de régulateurs de croissance : Auxines (ANA, 2,4D) et Cytokinine (BAP). Les
solutions de régulateurs de croissances sont préalablement stérilisées par passage sur des filtres
stériles de porosité (0.20 um) Les tableaux suivants (Tableaux 04 et 05) résumé les différentes

concentrations testées.

Tableau 4: condition hormonales ANA / BAP Tableau 5 : condition hormonales 2,4D / BAP

ANA (mg/L) | BAP (mg/L) 2,4D (mg/L) | BAP (mg/L)
Ax3 0 0 Fx3 0 0
Bx3 0.5 2 Gx3 0.5 2
Cx3 0 2 Hx3 0 2
Dx3 0.1 0.5 Ix3 0.1 0.5
Ex3 0.2 0.3 Jx3 0.2 0.3

C. Mise & germination des graines

Aprés la stérilisation, nous avons mis a germer les graines dans des tubes a essai contenant
environ 20 ml de milieu MS solide supplémenté de régulateurs de croissance (Tableaux 4 et 5)
a raison de 3 graines par tube. Nous avons réalisé 10 traitements et chaque traitement est répété
3 fois. Les cultures sont placée dans une chambre de culture a une température de 25 + 1°C et a

une photopériode de 16 heures de lumiere/ 8 heures d’obscurité.
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La germination des graines de Zygophyllum album est contr6lé chaque 4jours pendant 2

mois. Les différentes étapes d’obtention de vitroplants a partir de graines de Z. album sont

résumeées sur la figure 27.

Préparation de milieu MS et
distribution sur 10 erlenmeyer

Autoclavage
Stérilisation

Ajouter 10 traitements de balance
hormonale a différentes concentration
des régulateurs de croissance Auxine et
Cytokinine ANA/BAP et 2,4D/BAP

Extraire les graines des

akenes dessécher

Désinfection des
graines

Sous une
Hotte a flux
laminaire
horizontale

Distribution de chaque traitement sur
des tubes a essai contenant + 20 ml

Mise a germination des
graines

Placer dans une chambre de culture a
une température * 25°C avec

Controlé la photopériode 16h et 8h d’obscurité

germination jusqu’a
I’obtention de
vitroplants entier

Figure 27 : Diagramme d’essai d’obtention des vitroplants.

11.2.2.2. Essais d’optimisation des conditions de culture de chevelus racinaires de Z. album

obtenus apres transformation génétique via I'Agrobacterium rhizogenes.

Etant donné la croissance, trés lente des chevelus racinaires obtenus via la transformation
génétique des explants de Z. album par la bactérie du sol (Agrobacterium rhizogenes.), (Sahli

etGadiri, 2015) et (Zaidi et Masmoudi, 2016), nous avons pensé a faire varier les conditions
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de culture in vitro de ces racines transformées en vue d’améliorer leur croissance et ceci dans

un but d’obtenir suffisamment de biomasses pour pouvoir :

v Analyser leurs contenus en métabolites secondaires

v/ Comparer ces contenus avec ceux trouvés chez la plante entiére de Z. album et tenter
par conséquent, de Vérifier I’hypothése qui stipule que les chevelus racinaires obtenus
apres transformation génétique via la bactérie Agrobacterium rhizogenes., accumulaient
des métabolites secondaires a des quantités qui dépassaient celles trouvées chez la
plante entiere (Ahn et al; 1996).

A. Culture des chevelus racinaires sur milieu liquide

Les expériences de Zaidi et Masmoudi, (2016) ont portés sur la transformation génétique
des tiges de Z. album par la bactérie du sol (Agrobacterium rhizogenes.). lls ont obtenus

différentes lignées de chevelus racinaires (L33. L51 et L54).

Un volet de notre étude biotechnologique. Sur Z. album consiste a tester ’effet de deux
facteurs (différentes concentrations de NaCl et consistance du milieu de culture) sur la vitesse
de croissance des différentes lignées de CRs. Ces dernicres sont récupérées de I’IRNF dans des
boites de pétri contenant le milieu MS solide, sans régulateur de croissance et supplémentés de
Céfotaxime (0,25 g/l).

a. Préparation de milieu MS liquide et solide

Nous avons préparé un milieu MS a des proportions identiques a celles utilisés pour la
germination des graines. Ce milieu est supplémenté de 20g/l de saccharose. Le pH est ajusté a

5,8. Aucun régulateur de croissance n’est utilisé.

Un milieu solide de méme composition que le milieu liquide, additionné de 9g/1 d’agar est

préparé pour le repiquage des CRs chaque 21jours dans le but de renouveler leur milieu nutritif.
b. Mise en Culture des chevelus racinaires

Aprés la préparation de milieu MS liquide et solide et leur stérilisation a 1’autoclave a
(220°C), les CRs sont mis en culture dans des erlenmeyer de (300 ml) contenant 100 ml de
milieu MS liquide. Chaque condition expérimentale est répétée 3 fois (figure 28). Les chevelus
racinaires sont mise en agitation a 110 rpm et reste fixer de 24/ 24 heures sur une plaque

d’agitation « innova 2300 » a I’obscurité et a une température de 25 +1°C.
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24/ 24h

Figure 28 : Mise en culture des chevelus racinaires dans un milieu MS liquide.

B. Effet du Na ClI sur la croissance des chevelus racinaires

Afin d’évaluer I’effet de la salinité sur le processus de croissance de différentes lignées des

chevelus racinaires (L54. L51 et L33) cultivées dans des erlenmeyers de (300 ml), contenant

100 ml de milieu MS liquide. Apres 21 jours de la mise en culture des CRs on ajoute des

volumes de Na Cl avec cinq différentes concentrations (1, 2, 3, 4 et 5 g/l) . Les cultures témoins

n’ont recu aucun traitement. Le Na Cl est ajouté au milieu de culture a partir d’une solution

meére (100g/I) préalablement préparé puis autoclavée.
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Le diagramme suivant résume les différentes méthodes expérimentales utilisées (figure 29):

Matériel végétal (partie aérienne + graines+chevelus racinaires)

Partie

Graines Chevelus
aérienne racinaires

Séchage a

I’aire libre

Broyage

Partie aérienne Poudre
concassée

Extrait

Extrait
aqueux

méthanolique

Dosage qualitatif

Activités
: o biologiques
Screening phytochimique

Dosage quantitatif Culture in vitro

Spectrophotométrie

Figure 29 : Diagramme des différentes méthodes expérimentales.
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Conclusion

Le présent travail a pour double objectif, premierement :

» L’¢tude phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum album ainsi que
I’évaluation de ses activités biologiques : anti-hyperglycémiante et anti-inflammatoire.

» L’étude biotechnologique de Zygophyllum album qui consiste, en premier a optimiser les
conditions de culture in vitro de lignées de chevelus racinaires "Hairy root" obtenus
apres transformation génétique d’explants de cette espéce par Zaidi et Masmoudi,
(2016). Cette optimisation a concerné d’une part a I’etude de 1’effet de cocentrations
variées de Na Cl (0,1,2,3,4,5 mg/l) sur la croissance des CRs. L’effet de milieu MS
liquide a été egalement testé d’autre part.

En second, cette étude biotéchnologique a porté sur des essais d’obtention de vitroplant a
partir de graines de Z. album, soumise dans le milieu de culture solide avec différentes

concentrations de régulateurs de croissance (ANA, 2,4 D et BAP).

L’analyse phytochimique qualitative a révélé la présence de flavonoides, Tanins
Catechique, Saponosides, Dérivés phénolique, Terpenes, Mucilage, Glucosides, et absence
des dérivés anthracéniques libres et combinés, Coumarines, Tanins Galliques, Irridoides,
Acides Aminé, formes aglycones oxydé, Quinones et Anthocyanines.

Quant a I’analyse quantitative ( dosage des polyphénols totaux) de 1’extrait méthanolique
maceré de notre plante, celle-ci a révélé la présence d’une quantit¢ de 3.88 mg EAG/ ¢

d’extrait méthanolique .

En ce qui concerne le volet portant sur I’etude des activités biologiques de notre extrait,
clle-ci a montré que I’extrait aqueux de Z. album est dot¢é d’une activit¢ anti-
hyperglycémiante, estimée des pourcentages de 5,15% et 6,14% de réduction de la glycémie,
aprés 60 min de traitement et ceci respectivement aux doses 0,125g/ml et 0,25g/ml.

L’extrait aqueux de Z. album a montré un effet anti inflammatoire a une dose de 0,8 mg/

ml. Puisque le pourcentage de réduction de 1I’cedéme correspondent atteint 53,63%.

L’étude biotechnologique a consisté a réaliser sur une culture des chevelus racinaires dans
un milieu de liquide, ce qui a permit de développer des ramifications plagéotropiques des
poils absorbants au niveau des CRs . Un effet remarquable de la salinité de milieu par les
concentrations 4 et 5 g/l de Na Cl sur la I’amélioration des ramifications des CRs.

L’autre part de cette étude était de réaliser une germination in vitro des graines de Z. album,

Dans des conditions hormonales variables. Les résultats étaient différents selon les conditions
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Conclusion

De ce fait les graines traités par la condition C avaient une tendance vers la caulogénese par
contre celles traités par les conditions D et J avaient une tendance vers la calogénese.

A travers ce travail, nous avons pu confirmer scientifiquement que [’extrait aqueux de
I’espece  Z. album est bien doté d’effets anti-inflammatoire et anti-hyperglycémiant non
négligeables .Ceci justifie son utilisation par les populations locales du Sahara pour traiter
certains pathologies, telles que le diabéte (Maiza et al ; 2003). D’autres effets curatifs ont été
recensés, qui sont relatifs a I’indigestion, dermatoses, eczéma, abces, soin du visage, fiévre,
brulures de soleil, maux d’estomac, infection microbienne, gastrites (Ould El Hadj et

al ;2003)
Ainsi, comme perspectives de recherche, 1’étude souléve les points suivants :

e Analyser chimiquement «screening phytochimique » et d’une maniére comparative
les chevelus racinaires transformées optimisées in vitro, la plante entiere récoltée in vivo et
les plantes obtenues et ceci dans un but de vérifier les données de la bibliographie qui
stipulent que les cultures organisées telles que les chevelus racinaires sont généetiqguement
stables et accumulent des métabolites secondaires a des niveaux parfois plus élevés que ceux
rencontrés chez la plante sauvage (Ahn et al ;1996) ou dans des cultures de racines non
transformées (Yoshikawa et al ;1987)

e Caractériser d’une part, les teneurs en métabolites secondaires (polyphénols ,terpénes,
alcaloides , stéroides .....etc. ) en utilisant des techniques de pointe telles que I’HPLC et la
spectroflurométrie synchrone et d’associer, d’autre part , la nature des métabolites isolés avec
les différents activités biologiques (définir clairement quel métabolite est responsable de

quelle activité biologique ) surtout en ce qui concerne 1’activité anti-hyperglycémiante.

Quant aux perspectives, relatives a la partie biotechnologique ;on peut dire que vu les
contraintes rencontrées durant notre expérimentation par rapport a la croissance , trés lente ,
de cette espéce in vitro il conviendrait d’étudier tout d’abord son comportement in vivo a fin

d’optimiser son milieu de culture in vitro.
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I11. Résultats et discussions

I11.1. Etude phytochimique

I11.1.1. Analyse qualitative par Screening phytochimique) des extraits de Zygophyllum

album.

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires qui constituant
une plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques. Le
tableau 6 résume les différents tests phytochimiques réalisés sur la plante testée :

Zygophyllum album. (La poudre et I’extrait aqueux de la partie aérienne).

Tableau 6: Résultats du screening Phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum

album.
Métabolites secondaires Résultat Métabolites secondaires Résultat
Flavonoides ++ Terpenes +++
Alcaloides + Quinones _
Tanins + Coumarines

Tanins Galliques Anthocyanines

Tanins Catechique ++ Anthracyanines A _
Saponosides +4++ Anthracyanines B _
Irridoides _ Dérivés phénolique ++
Hétérosides cardiotonique + Polyphénol +
Acides Aminé _ Mucilage +++
Les formes aglycones oxydé _ Glucosides ++

Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité et de turbidité ou la coloration est
proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Ainsi :

- Une réaction franchement positive est représentée par : +++

- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++

- Une réaction faiblement positive est représentée par : +

- L’absence de la substance est représenté par : —.

Selon le screening phytochimiques, nous avons cité quelques résultats illustré dans la
(Figure 30).
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Saponoside

Flavonoide Terpene Mucilage Tanin catéchiques

Anthracénoside : Quinones Coumarine Acide aminé
Les formes aglycones

Oxydées

Figure 30 : Quelques résultats du screening phytochimique
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Les résultats de la composition phytochimique préliminaire de la partie aérienne de
Zygophyllum album. par screening chimique sont repris dans le tableau 6, dans lequel on
remarque la présence de flavonoides, Tanins Catéchique, Saponosides, Dérivés phénolique,
Terpenes, Mucilage, Glucosides. On note également la présence des alcaloides, polyphénols

et des tanins.

Par contre, les tests de recherche de dérivés anthracéniques libres et combinés,
Coumarines, Tanins Galliques, Irridoides, Acides Aminés, formes aglycones oxydé, Quinones

et les Anthocyanines se sont révélés négatifs.

Des résultats similaires ont été obtenus par Touari (2013) sauf qu’on note la présence des
polyphénols dans nos résultats, ainsi que les études de Belmimoune (2016) sur les
métabolites secondaires de 1’extrait aqueux de Zygophyllum album. montrent la présence des
flavonoides, Tanins, Saponosides, et 1’absence des dérivés anthracéniques libres et les
Alcaloides. Alors que, Benmaawer et Bouafia (2015) citent des résultats positifs pour les
Alcaloides, Coumarines, Anthocyanines, Flavonoides, Tanins, Saponosides et 1’absence des

terpénes.

Les travaux de Ksouri et al., en 2013 ont pu démontré 1’absence des dérivés
anthracéaniques libres, et les anthraquinones dans 1’espece de Z. album, ce qui est en accord
avec nos résultats.

La présence de Tanins, Saponosides, Flavonoides, Glucosides cardiotonique et Mucilage a
été mise en évidence chez une espéce appartenant au méme genre Zygophyllum qui est
Z. geslini coss (Medjdoub et al,. 2013)

111.1.2. Analyse quantitatives des polyphénols totaux

Les composés phénoliques végétaux (polyphénols totaux) représentent les principaux
groupes de constituants de plantes qui sont principalement de puissants antioxydants ou
piégeurs de radicaux libres. Ils jouent un réle bénéfique dans la santé humaine et la guérison,
ils préviennent les maladies telles que les troubles inflammatoires, le cancer, les maladies
cardiovasculaires et le diabéte qui se produisent en raison de la déréglementation du libre
génération de radicaux dans les cellules (Middleton et al., 2000 et Chouhan et Singh, 2011)

in Belmimoune, 2016) .
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» Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/gE), en utilisant 1’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (Figure 31)
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Figure 31 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Le résultat de teneur des polyphénols totaux dans 1’extrait méthanolique de Zygophyllum
album. est exprimé en mg équivalent d’acide gallique par g d’Extrait méthanolique est défini
dans le tableau 7.

Tableau 7: Dosage des polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique de Zygophyllum

album.

Teneur des polyphénols totaux
(mg E AG/g EM)

Extrait méthanolique de

Zygophyllum album L. 3,88

Le spectrophotométre a perme de quantifie le taux des polyphénols totaux dans 1’extrait
brut méthanolique de Zygophyllum album.

La plante contient 3,88 mg EAG /g EM (mg équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait méthanolique), des polyphénols totaux.
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D’apres le résultat obtenu dans le tableau n°7, on remarque que le contenant de
polyphénols totaux est comparable a ce que trouvé par Belguidou, (2012) a une valeur de
2.355 mg EAG /g de matiere végétal sur la méme espece provenant de Ouargla, mais reste
inferieure par rapport au résultat trouvé par Belmimoune, (2016) qui donne une quantité de
6.7 mg EAG /g d’extrait sec méthanolique et note que ces résultats est inferieure par
rapport a celle de Ksouri et al. (2013) pour I’extrait méthanolique. Aussi, la teneur des
polyphénols totaux est nettement supérieure a celle rapportée par Chouih (2012) d’une valeur
de 1.9 mg EAG /g EM sur I’espece Z. album provenant de la région de Dbila de wilaya d’El-
Oued.

Toutefois, il est difficile de comparer notre résultat avec ceux de la bibliographie, car
plusieurs facteurs peuvent influencer la répartition qualitative et quantitative des composés
phénoliques (polyphénols totaux) dans notre extrait, essentiellement les facteurs climatiques
et environnementaux: la zone géographique, sécheresse, sol ...etc. (Ebrahimi et al., 2008)
ainsi que la période de récolte, le stade du développement et la partie de la plante utilisée
(Miliauskas et al.,2004), de plus, la méthode d'extraction, de quantification et la sélectivité du
solvant utilisée peuvent également influencer sur la teneur en polyphénols totaux (Lee et al.,
2003).

111.1.3. Activités biologiques
111.1.3.1. Activité anti hypoglycémiante
» L’effet de ’extrait aqueux de Zygophyllum album L. sur la glycémie de base

Les résultats de 1’administration de [’eau physiologique, de D’extrait aqueux de
Zygophyllum album. et de la Metformine sur les souris, sont rapportés sur le tableau
1(Annexe3) et la figure n° 32.

Les résultats de 1’évolution de la glycémie (les concentrations moyennes de glycémie de

chaque lot (lot = 05) chez les souris sont exprimés en (g / 1) signifiés par le temps (minutes).
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Figure 32 : Evolution de la glycémie moyenne enregistrée chez les souris.

A travers ces observations, nous avons constaté que I’administration de 1’extrait aqueux de
Z. album a des doses de 0,125 g/ml (lot 03) ; 0,25 g/ml (lot 04), et ’administration de la
Metformine pour lot 02, induisent une chute du taux de glycémie moyenne des souris traité
par rapport au témoin. Ainsi que les souris traité par le médicament de 0,25 g/ml et par
I’extrait aqueux de dose 02 (0,25 g/ml) au cours des 60 min par rapport a ceux de glycémie

des souris de dose 01 (0,125 g/ml) et les souris témoin non traites.

La diminution du taux de glycémie moyenne des souris de dose 0,25 g/ml est plus efficace

par rapport a la dose 0,125 g/ml.

D’apres les résultats obtenus, 1’extrait aqueux de la partie aérienne de Zygophyllum album.

a un effet hypoglycémiant mais a des dose respective.

Pour valoriser I’effet hypoglycémiant de I’extrait aqueux, on calcule le pourcentage de
réduction de la glycémie moyenne des souris traité (Tableau 2 (Annexe 3)) par la formule ci-

dessous :
% de réduction de la glycémie

= (Glycémie de temoin — Glycémie d’essai) / Glycémie de témoin x 100
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Figure 33 : Pourcentage de réduction du glycémie moyenne chez les souris.

Le tableau 1 (Annexe3) et le diagramme montrent que la glycémie des souris traités par
I’extrait aqueux de dose 01 et dose 02, est réduit par un pourcentage de 5,19 et 6,14% apres

60 min de temps d’opération c’est a dire 30 min aprés I’administration des traitements.

Cependant chez les souris traitées par Metformine, la glycémie a été réduite par un

pourcentage de 6,19 % apres méme temps.

Aprés 120 min du temps d’opération : Notre résultat montre que le témoin a un
pourcentage de réduction 6,25%, les souris traités par 1’extrait aqueux de dose 01 et dose 02,
sont réduits par un pourcentage de 10,24% et 17,4%, et chez les souris traitées par la

Metformine, la glycémie diminué par 39,68%.

Ces résultats sont comparables a ceux Jaouhari et al., (2000) qui montrent que I’extrait
aqueux des feuilles de Zygophyllum gaetulum. & une dose de 1 g/l a diminué le taux de

glycémie des rats diabétiques par Alloxane.

D’apres les résultats de cette étude, nous pouvons dire que la partie aérienne de Z. album a

une action sur la glycémie,

Ces résultats permettent de déduire que la consommation de tisane sous forme d’infusion
de Z. album présente une activité anti hypoglycémiante. D’ailleurs les autochtones du Sahara

consomment cette plante sous formes d’infusé ou des graines pour baisse la glycémie.
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111.1.3.2. Activité anti- inflammatoire

» L’effet de I’extrait aqueux de la partie aérienne de Zygophyllum album L. sur la

réduction de ’inflammation

L’induction de I’inflammation aprés 30 min de [’administration des suspensions
(Diclofénac a 10% et I’extait aqueus des doses 0.2, 0.4 et 0.8 mg/ml) par gavage suit a
I’injection de 0,025 ml d’une solution de carragénine a 1% sous 1’aponévrose plantaire de la
patte postérieure gauche de chaque souris, on a observé la formation des cedémes et une

augmentation des épaisseurs chez toutes les souris des 5 lots

Quatre heures aprés I’injection de la carragénine 17, les pattes des souries ont été coupées
et pesées. Nous avons calculé par rapport au poids de la patte saine selon la formule de
Levy (1969).

Les résultats des moyennes de poids (g) de la patte gauche et la patte droite des lots traités
par différentes solutions (tableau 3 (Annexe 3)), et le pourcentage de réduction des cedémes

est indiquées dans le tableau 3 (Annexe 3) et la figure n° 34 suivante :
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30 - B % de la réduction de |'cedéme
20 -
10 -
0 - . . . .

témoin Diclofénac EA 0,2 mg/EA 0,4 mg/EAO0,8 mg/
ml ml ml

Figure 34 : Evolution de I’inflammation chez les souris pour chaque lot.

D’apres le tableau 10 et la figure 34, nous remarquons que le poids et le pourcentage de
I’cedéme induit par la carragénine (17) augmentent avec le temps chez toutes les souris des 5

lots.
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Apres 30 minute de I’administration de carragénine, nous notons une légere baisse des
cedémes chez le lot témoin traité par 1’eau physiologique, la réduction de ces cedémes est trés

lente dans le temps car il n’atteint le point de stabilisation qu’apreés 210 min de 1’injection.

Quatre heures aprés I’injection des souris par la carragénine (1%), la différence entre le
poids moyen des pattes gauche et droite est de 0,043 g chez les souris du lot témoin. Le lot
traite par un anti-inflammatoire (Diclofénac) est de 0,0131 g, et respectivement de 0,0384 g,

0,0279 g et 0,0202 g pour les doses de 0.2mg/ml, 0.4mg/ml, 0.8mg/ml de I’extrait aqueux.

Nous observons aussi que la réduction du poids de 1’cedéme augmente avec 1’augmentation
de la dose. Ces valeurs correspondent a des pourcentages d’augmentation qui sont
33,17% pour le lot témoin, 9,38% pour le lot anti-inflammatoire (Diclofénac) et 29,24% pour
la dose 0.2 mg/ml, 22,88% pour la dose 0.4 mg/ml, et enfin 15,38% pour la dose 0.8 mg/ml
comparativement au poids de la patte saine.

L’administration de la carragénine (17) a 30 minutes aprés celle de I’extrait aqueux et de

médicament réduit I’cedéeme.

Le pourcentage de la réduction du poids de I’cedéme est plus important pour le lot
traité par le médicament Diclofénac a une valeur de 71,72% et pour le lot des souris traité par
I’extrait aqueux de la partie aérienne de Z. alboum de la dose 0,8 mg/ ml = 53,63% , aussi que
le pourcentage de réduction est de 11,85% et 31,02% respectivement au doses de 0.2 mg/ml et
0.4 mg/ml.

Nous pouvons prétendre que notre extrait, a des doses efficace particulierement a
0.8mg/ml, présente un effet anti-inflammatoire  pouvant étre comparable a ceux du
medicament Diclofénac. Ce qui explique, en partie, 1’utilisation massive de cette espéce, par

les populations locales pour traiter les inflammations.

Quelques études ont confirmé 1’effet anti-inflammatoire des extraits du genre
Zygophyllum, et qui sont comparables avec nos résultats tels que celle de Touari, 2013 et
Chouih, 2012 qui ont testés ’effet anti-inflammatoire sur des souris traités par 1’extrait
aqueux de la partie aérienne de la plante de Zygophyllum album en utilisant différentes doses,
ainsi que les études de ksouris 2013 qui a rapporté une activité anti-inflammatoire marquante
des extraits méthamnoliques de Z. album. De méme cette activité a été décelée dans les
extraits aqueux de Z. aloum (Mait El Kadi et al., 2011)
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D’aprés Bahorun, (1997) ; I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de la partie
aérienne de Zygophyllum album peut étre due a la présence des flavonoides qui sont

principalement responsable de 1’activité anti-inflammatoire.

Il est a souligné que la carragénine provoque un cedéme de la patte qui est décrit comme
événement diphasique. Une phase initiale est observée durant la premiére heure qui est
attribuée a la libération de I’histamine et de la sérotonine, et une deuxiéme phase de

gonflement qui est due a la libération de prostaglandine-like (Crunkhorn et Macock, 1971).

Les médicaments anti-inflammatoires interviennent en général en s’opposant aux effets de

ses médiateurs chimiques.

L’activité anti-inflammatoire de la partie aérienne de Z. album est liée selon Guinard
(2000), Middleton et al. (2000) et Bruneto (1993) a sa richesse en composees phénoliques
(polyphénols totaux).
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111.2. Résultats et discussions des essais de culture in vitro

111.2.1. Essai d’obtention des vitroplants de Zygophyllum album.

Apres la mise en germination des graines de Z. album dans différents
milieux de culture I'un, un milieu MS avec source de carbone glucose et
qui  test¢ avec différentes condition hormonale ANA/BAP et 2.4D/BAP
et ’autre, le milieu MS avec source de carbone saccharose, nous avons observé
I’apparition des vitroplants a différente stade de développement. La figure 35 resume le

résultat global.

Pourcentages de germination des
graines de Zygophyllum album.

contaminé
20%

—

non germe
37%

Figure 35 : Résultat global du germination des graines de Zygophyllum album.

Les résultats de germination des graines de Zygophyllum album cultivés dans un milieu de
culture contenant un source de carbone « glucose » et qui sont testé avec différentes condition
hormonale ANA/BAP (B. C. D. E), 2.4D/BAP (G. H. 1. J), le A témoin (sans régulateur de
croissance), et un autre milieu de culture contenant le saccharose et sans régulateur de
croissance (tube As). Les observations sont notées par rapport le temps et les résultats obtenus

sont résumé dans la figure 36.
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Figure 36 : résultats de germination des graines de Zygophyllum album. Traités par
différentes balances hormonales

D’aprés Le résultat global de la germination des graines de Zygophyllum album.
(Figure 35), nous avons constaté un pourcentage de germination a 43% c’est-a-dire
13/30 de tubes testés, par contre le pourcentage des graines non germé est de 37%
signifier 11/30 de tubes testés, et nous avons note aussi 20% de contamination.

Le pourcentage de germination (43%) n’est pas vraiment positif par rapport
le pourcentage des graines non germé (37%) et le pourcentage de contamination (20%). Ceci
capable est dii aux conditions de culture, la maturité des graines et la qualité industrielle
des produits utilisés.

Nous avons noté les résultats de germination des graines de Zygophyllum album.
Obtenus apres traitement par différentes balances hormonales (figure 35.) par rapport

le temps.

Aprés 4 jours de mise a germination, des graines des cultures témoin A (glucose) et

témoin As (saccharose) ont germés.

Les plantules obtenues possedent des organes bien distingués (feuille cotylédonaire, tige et

racine). A 21 jours de culture, la majorité des graines ont germé.
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Figure 37 : Les plantules (condition As) Figure 38: Les plantules (condition A)
(saccharose) aprés 08 semaines (glucose) apres 08 semaines
Nous avons remarqué que le systeme racinaire de la condition As est plus
développé (ramifie) que la condition A (figure 37 et 38).
Nous pouvons dire que la présence du saccharose dans le milieu de culture MS,
a un effet plus efficace par rapport au glucosetout en sachant que le glucose
est un sucre simple alors que le saccharose est un glucide composé d’une

molécule de glucose associée a une molécule de fructose.

Apres 8 jours, nous avons noté la germination des graines chez les tubes
G: 05/ 2 (mg/ml) et J: 0,2/0,3 (mg/ml) traités par 2,4 D / BAP. De méme,
on note aucune germination pour les conditions B: 05/ 2 (mg/ml) et
E : 0,2/0,3 (mg/ml) traités par ANA / BAP.

20 jours plus tard, nous avons observé la germination des graines chez les tubes
B: 05 2 (mg/ml), C: 0/ 2 (mg/ml) et D: 0,2/ 0,5 (mg/ml) traités par ANA/ BAP.
De méme, les doses (H: 0/ 2 mg/ ml et D : 0,2/ 0,5 mg/ ml et (I) traités par 2,4 D / BAP,

n’induits aucune germination au cours de 08 semaines.

Cette différence de temps de germination peut étre expliquée par la variation du pouvoir
germinatif d’une graine a une autre relative aux variations des conditions externes telles que
la lumiére, température... et de culture comme la source de carbone et les concentrations

hormonales.
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La balance hormonale qui contrdle 1’organogenése de 1’explant est basé sur la
concentration relative d’auxine et cytokinine, sachant que : lorsque la quantité de Cytokinines
est plus supérieure (>>>>) que I’Auxine, nous avons obtenir une formation de
bourgeonnement axillaire (caulogenése). Si la quantité de cytokinine est faible (>) par rapport
a I’auxine, nous obtenons une Callogenése, et lorsque la quantité de cytokinines est inferieure
par rapport a I’auxine, on obtient une Rhizogenése.

D’apres la Figure 36 et tableau 4 (Annexe 3), nous constatons que les résultats obtenus
sont comparables & ceux cités dans la littérature puisque, la dose C : 0/2 (mg/ml) traité par
ANA/BAP a donné la formation de bourgeons (caulogénese) ce qui signifie que la

[Cytokinine] >>>> [ Auxine], (figures 39).

Figure 39: formation de bourgeons dans la condition C

Ainsi, les doses {B: 0,5/2 (mg/ml), D: 0,1/0,5 (mg/ml) traités par ANA/ BAP} et
{G: 0,5/2 (mg/ml), J : 0,2/ 0,3 (mg/ml) traités par 2,4D/ BAP} ont donné la formation de
bourgeons (callogénese), signifiant toujours que [Cytokinine] > [Auxine]. Ces observations

sont illustrées sur la figure 40.
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Figure 40: formations de Callogenese des plantules de dose D et J

Ces résultats sont comparables a ceux trouvés par Touari (2013) sur des vitroplants de
Zygophyllum album. Traité par différentes concentrations de régulateurs de croissance
(AIB/ BAP). Elle a noté que D’apparition des cals est obtenu a la concentration de

0,1 AIB/ 0,5 BAP (mg/ ml)

De méme, Emane et Alam (2011) ont montré que la production de cals de Z. coccineum
L. est obtenue a partir des explants de tige, cultivée sur le milieu MS supplémenté de
2mg/ ml de 2,4 D.

Cependant, la production des cals de Z. xanihaxylan. est obtenue par la mise en culture de
leur graine sur milieu Ms incorporé de 4,4 uM BAP et 2,7 uM ANA (Lundi et al ; 2008)

I11.2.2. Culture des chevelus racinaires de Z. album obtunus aprés transformation

génétique dans le milieu liquide

Le méme milieu de culture (MS) qu’était utilisés par Sahli et Gadiri (2015). Et Zaidi et
Masmoudi (2016). Pour influencé 1’induction de CRs chez Z. album L. infectée par la souche
sauvage A, d’Agraobacterium rhizogenes. Sont préparés afin d’obtenir la prolifération des

CRs dans le milieu liquide.

Apres 15 jours de mise en culture nous avons observé quelques ramifications au niveau des
racines trasformées des lignés L 54 et L 51. Une croissance lente a été noté pour la ligné

L 33. Les figures 41.42.43 et 44 illustrent ces différentes observation :
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Figure 41: Chevelus racinaires de Z. album au T, de mise en culture

Figure 43: Chevelus racinaires de Z. album aprés 1 mois de mise en culture
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Figure 44: Chevelus racinaires de Z. album apres 2 mois de mise en culture

a. Effet du milieu liqude et les conditions de culture sur la croissace des chevelus

racinaires

D’aprés les observations obtenues, nous avons constaté que les conditions de culture
(I’obscurité, la température a 25 £1°C et le milieu Ms liquide) avec le systeme de rotation
continu réglé a 110 rpm jouent un réle positif sur la croissance des chevelus racinaire, car :

L’utilisation du milieu sous forme liquide et sous une agitation continu permet la
mobilisation libre des CRs et la valorisation de I’oxygénation dans le milieu de culture.

Les chevelus racinaires présente un aspet tipique pour les racines transformés via
Agrobacterium rhizogenes par I’apparition de plagéotropie, Autotrophie au réulateurs de
croissance et une croissance rapide.

Aucune différentiation cellulaire n’a été¢ notée au niveau des CRs. Ceci est di a 1’effet de

I’obscurité sur les chevelus racinaires.

Etant donné que Z. album est une plante saharienne et nécessite donc une température plus

au moins élevée, nous avons opté pour une température de 26°C.

b. Effet de NaCl sur la culture des CRs

Les chevelus racinaires ages de 21 jours ont été mis en contact avec cing concentrations
différentes de NaCl (1. 2. 3. 4 et 5 g/l). Un effet marquant des concentrations 4 et 5 g/l de
NaCl a été enregistré sur la biomasse des chevelus racinaires par rapport a celui de
concentrations 1 et 2 g/l ou nous n’avons remarqué aucunne amélioration des ramifications

racinaires.
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I11. Résultats et discussions

La plantes saharienne Zygophyllum album. est une plantes aussi halophyte et selon nos
résultats, on note que la salinité appliqué par NaCl entraine une variation significatif sur la
production de biomasse des CRs alors, ce dernier est un facteur bénéfique pour la croissance

et la prolifération des chevelus racinaires cultivés dans le milieu MS liquide.
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Annexe 1

Matériel non biologique

Agitateur

Bec benzéne
Balance
analytique

Etuve

Hotte

Plaque chauffante
Spectrophotomeétre
de masse UV-VIS
PH metre
Autoclave

Vortex

Tube & essali
Boites de pétrie
Bistouris

Fiole jaugé
Flacon ambré
Erlenmeyer
Eprouvette
Suringues de 2.5
ml

Papier wattman
Micropipette,
pipette pasteur
papier Wattman

Eau distillé

Eau physiologique
Macro-elements
Micro-élement
FeNaEDTA
Vitamines
Agar-Agar

Sucre

NaOH 1IN

HCI 1IN

Acide
chlorohydrique
Ethanol
Hydroxyle
d’ammoniac
Chlorure ferrique
Hydroxyde de
potassium
Chloroforme
Ninhydrine
Sulfate ferrique
Acétate de plomb
Acide
phosphomolybdiq
ue

Acide sulfurique
Alcool absolue
Acide gallique
Acétate de sodium
Acide ascorbique
Reéactif de dragen
droff

Réactif de stiany
Réactif de folin
ciocalteu
Carragénine 1%
Acide acétique 1%
Les hormones

Papier
aluminium
Portoir pour les
tubes
Sondes de
gavage
Spatule
Baro
Cotton
Etiquette
Papier filtre
compresse
Gants
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Annexe2 :

Appariage :

Photo 1 : pH métre photo 2 : Agitateur/ Plaque chaffante

Photo 5 : Autoclave Photo 6 : Etuve
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Photo 7: Plaque d’agitation « innova 2300 »

Photo 9 : glucométre « one touch »
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Annexe 3

Tableau 1 : L’effet de I’extrait aqueux de Zygophyllum album., et de Metformine sur la
glycémie de base.

Taux de Glycemie(g/L)

Temps (min) Témoin Metformine EA: Dose EA: Dose
01(0,59/kQ) 02 (1 g/kg)
0 min = Glycémie a jeun 1,054 0,98 1,042 0,91
30 min apres
I’administration du glucose 1,6 1,26 1,27 1,172
60 min = 30 min apres les 1,55 1,182 1,204 1,1
traitements
120 min = apres 90 min 1,5 0,76 1,14 0,968
240 min = aprés 210 min 1,462 0,35 1,05 0,81

Tableau 2: pourcentage de réduction de la glycemie moyenne chez les souris.

Témoin Metformine EA dose 01 EA dose 02
60 min 3,125 6,19 5,19 6,14
120 min 6,25 39,68 10,24 17,4

Tableau 3 : Variation de poids (g) de la patte gauche et la patte droite des lots traités par
différentes solutions et le pourcentage de réduction de 1’cedéme des pattes postérieures

gauches des souris.

Moyenne Moyenne %de %de la réduction

de poids des de poids des I’augmentation de de I'cedéme chez les

pattes pattes I';edéme des souris par rapport le
gauches droites pattes gauches témoin
' Témoin 01726 01296 3317
Diclofénac 10% 0,1527 0,1396 9,38 71,72
E A0,2mg/ ml 0,1697 0,1313 29,24 11,85
E A 0,4 mg/ mi 0,1498 0,1219 22,88 31,022
EA 0,8 mg/ ml 0,1527 0,1396 15,38 53,63
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Tableau 4: Résultats de germination des graines de Zygophyllum album. Traités par des

conditions hormonales.

Condition hormonales Condition hormonales
ANA /BAP (mg/mL) 2,4D/BAP (mg/mL)
Témoin :A Témoin : As B C D E G H | J
(glucose) (saccharose) 0,5/2 0/2 0,1/0,5 0,2/0,3 0,5/2 o/2 0,1/0,5 0,2/0,3
0/0 0/0
Graines germé 66,67% 44,44% 33,33% 66,67% 33,33% 0% 55,56% 0% 0% 66,67%
Graines non
germé 33,33% 22,22% 0% 0% 66,67% 100% 11,11% 100% 100% 0%
Contamination 0% 33,33% 66,67% 33,33% 0% 0% 33,33% 0% 0% 33,33%
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