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RESUME

L'impact de la variation saisonniére sur les effets interactifs entre, le contenu de
synthése métabolique secondaire et le pouvoir antimicrobien a été conduit sur deux especes
des hautes altitudes a savoir; la Fabacée; Cytisus triflorus L’Her(monts de I'Atlas Blidéen —
région de Chréa)et la Lamiacée; Teucrium polium (monts des Aurés-Chélia - région de
Khenchela).L’évaluation temporelle de la cinétique d’accumulation des molécules bioactives
et leur bio-caractérisation selon lindice phénologique visent de persuader la période
d'incorporation ou d'exsudation des tissus contenant les molécules bioactives qui doivent
coincider avec le stade phénologique optimal et I'effet bioactif approprié.

Les résultats du profil saisonnier du contenu phytochimique des extraits aqueux et
méthanoliques pendant les trois stades cruciaux du cycle phénologique (stade végétatif,
stade floraison et stade fructification), ont met en évidence un important rendement en
acides phénoliques, avec une concentration de phénols totaux et de flavonoides dans les
extraits du stade végétatif de C. triflorus L’'Her et de T. polium. De méme, les extraits
méthanoliques du stade végétatif ont fournis les meilleurs potentiels antibactériens contre
Staphylococcus aureus et Salmonella enterica pour les extraits de C. triflorus et contre
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, et Salmonella enterica pour T. polium par rapport
aux extraits des stades floraison et fructification.

Cependant, l'analyse chimique par la CG/SM a montré que les huiles essentielles des
différents stades arborent des variations qualitatives et quantitatives selon Tlindice
phénologique. Les stades phénologiques ont affiché d’'une part, une variation en termes de
composés volatiles majoritaires selon une gradation descendante; le B-linalool> le
géraniol>l't - Terpinene> le rétinal> I'eugénol, et d’autre part, par I'existence d’'une similarité
en composition dans les HE’s des stades végétatif et fructification et d’'une divergence trés
imposante par rapport a celle du stade floraison. Les résultats des activités antimicrobiens
procédés par le test préliminaire; méthode de diffusion et par les paramétres quantitatifs;
MIC et MMC ont dénoncés que lactivité des huiles essentielles était liée a lindice
phénologique en rapport avec 'accumulation de ces composés volatiles en particulier I'huile
essentielle du stade végétatif qui a été la plus adaptative dans la consécration inhibitrice. Les
mémes résultats font apparaitre que les huiles essentielles exercaient des activités a impact
significatif envers les bactéries a Gram positif a savoir; Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus, ainsi qu’a la bactérie a Gram négatif Escherichia coli. L’activité antifongique a été
signalé envers les champignons; Fusarium oxysporum, Fusarium solani et Alternaria
alternata et méme envers la levure Candida albicans.

Néanmoins, I'apogée du rendement en huiles essentielles de T. polium a été signalé au
niveau du stade végétatif, tandis que I'analyse par CG/SM a montré que les HE’s présentent
des variations qualitatives et quantitatives selon [lindice phénologique. Les stades
phénologiques affichaient une variation en termes de composés majoritaires selon un
gradient négatif; a-pinéne > B-pinéne > D- Limonéne > B-myrcéne > Guaia-1(10),11-diene.
De méme, les essais antimicrobiens effectués par les méthodes qualitatives et quantitatives
ont dévoilés que l'activité des huiles essentielles était liée a la composition chimique. Les
résultats font apparaitre que les bactéries Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus (Gram



positif) étaient plus sensible par rapport aux bactéries Escherichia coli, Salmonella enterica
et Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif). En revanche, Fusarium oxysporum et
Aspergillus brasiliensis ont été les plus sensible par comparaison aux Fusarium solani,
Candida albicans et Alternaria alternata, en tenant compte de l'importance marqué par
I'efficacité des trois fortes doses (Dosel au Dose 3) testées pour évaluer le pouvoir de
tolérance des huiles essentielles des deux plantes modéles dans cette étude.

Mots clés: saisonnalité, métabolites secondaire, activité antimicrobienne, extrait
méthanolique, extrait aqueux, huiles essentielles, stades phénologiques, stade végétatif,
stade floraison, stade fructification.



ABSTRACT

Characterization and valorisation of the secondary metabolites of
Teucrium polium and Cytisus triflorus L’Her: seasonal and regional effect
on the expression of bioactive molecules.

The seasonal variation's impact on the interactive effects between secondary metabolic
synthesis content and antimicrobial potency was conducted on two high altitude species ie;
the Fabacea; Cytisus triflorus L'Her (Atlas Mountains Blidéen, Chréa region) and the
Lamiacea; Teucrium polium (Aurés Mountains; Khenchela region).The temporal evaluation of
the accumulation kinetics of bioactive molecules and their bio-characterization according to
the phenological index aim at persuading the incorporation period or the tissues exudation
containing the bioactive molecules which must coincide with the optimal phenological stage
and the appropriate bioactive effect.

The seasonal profile of the phytochemical content of the aqueous and methanolic extract’s
during the three crucial stages of the phenological cycle (vegetative stage, flowering and
fruiting), showed a high yield of phenolic acids with a concentration of total phenols and of
flavonoids in the extracts of the vegetative stage from C. triflorus and T. polium. Similarly,
methanolic extracts from the vegetative stage provided the best antibacterial potentials
against Staphylococcus aureus and Salmonella enterica for C. triflorus extracts and against;
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, and Salmonella enterica for T. polium compared to
extracts from flowering stages and fruiting.

However, chemical analysis by GC / MS revealed that the essential oils of the different
stages display qualitative and quantitative variations according to the phenological index.
The phenological stages indicated on the one hand a variation in terms of major volatile
compounds according to a descending gradation; B-linalool> Geraniol> I't -Terpinene>
Retinal> Eugenol, and on the other hand the existence of a similarity in the Eo's composition
of the vegetative and fruiting stages and a very large divergence with respect to that of the
flowering stage. The results of the antimicrobial activities performed by the preliminary test;
dissemination method and by the quantitative parameters; MIC and MMC denounced that
the Eo's activity was linked to the phenological index in relation to the accumulation of these
volatile compounds, in particular the Eo's of the vegetative stage which was the most
adaptive in the inhibitory consecration. The same results make appear that the Eo’s exerted
activities with a significant impact against the Gram-positive bacteria, namely; Bacillus
subtilis and Staphylococcus aureus, as well as the Gram-negative bacteria Escherichia coli.
Antifungal activity has been signaled against fungi; Fusarium oxysporum, Fusarium solani
and Alternaria alternata and even towards the yeast Candida albicans.



Nevertheless, the peak yield of T. polium Eo's has been reported at the vegetative stage,
whereas GC / MS analysis has shown that the Eo's show qualitative and quantitative
variations according to the phenological index. The phenological stages show a variation in
terms of majority compounds according to a negative gradient; a-pinene> B-pinene> D-
Limonene > -myrcene >Guaia-1(10),11-diene. Similarly, the antimicrobial assays carried out
by the qualitative and quantitative methods revealed that the activity of the Eo's was related
to the chemical composition. The results showed that Bacillus subtilis and Staphylococcus
aureus bacteria (Gram positive) were more sensitive than Escherichia coli, Salmonella
enterica and Pseudomonas aeruginosa bacteria (Gram negative).However, Fusarium
oxysporum and Aspergillus brasiliensis were the most sensitive compared to Fusarium
solani, Candida albicans and Alternaria alternata, taking into account the significant
importance of the three high doses (Dosel at Dose 3) tested to evaluate the tolerance power
of the essential oils of the two model plants in this study.

Key words: seasonality, secondary metabolites, antimicrobial activity, methanolic extract,
agueous extract, essential oil, phenological stages, vegetative stage, fruiting stage.
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INTRODUCTION GENERALE

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a
produire des substances naturelles trés diversifiees. En effet, a coté des métabolites
primaires classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent
freqquemment des métabolites dits «secondaires» dont la fonction physiologique n’est
pas toujours évidente mais qui représentent une source importante de molécules
utilisables par ’'homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou
I'agroalimentaire.

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés
(alcaloides, terpénes, composés phénoliques...) qui sont trés inégalement répartis
chez les végétaux mais dont le niveau d’accumulation peut quelquefois atteindre des
valeurs élevées. La notion de «métabolites secondaires» résulterait initialement de
trois groupes d’observations: d’abord une difficulté a attribuer a ces métabolites une
fonction précise dans la physiologie méme de la plante, ensuite une répartition trés
inégale selon les végétaux, quelquefois entre des espéces tres voisines ou méme
entre différentes sous espéces ou variétés a l'intérieurs d'une méme espece, et enfin
une certaine «inertie biochimique» car ces substances sont rarement remobilisées
dans la plante aprées qu’elles y ont été accumulées.

La phénologie est I'étude de l'apparition d'événements périodiques dans le monde
vivant, déterminée par des variations saisonnieres et climatiques. Chez les végétaux,
les indices phénologiqgues sont nombreux: le débourrement, la floraison, la
fructification, la coloration et la chute des feuilles sont de bons exemples. Le patron
phénologique d'une espece peut étre décrit selon la durée, le moment d'apparition ou
tout autre événement. Baser sur ces criteres, l'échelle BBCH (Biologische
Bundesanstalt Bundessortenamt et Chemische Industrie) développée par Meier [1], il
permet de faire le suivi phénologique de plusieurs especes. Cette échelle présente
plusieurs lacunes. Tout d'abord, certains stades restent difficles a évaluer. Par
illustration, on utilise la taille des fruits a pépins pour suivre leur développement. Or,
pour des fruits de petite taille, ce type de critére peut étre difficile a évaluer. De plus,

certains criteres manquent de précision.

Le niveau de bioactivités des extraites des plantes est tributaire de la variation de
leurs profil de biosynthése des composés qui s’avere étre influencés par les facteurs
génétiques, I'évolution, la variation géographique, les conditions environnementales,
les variations physiologiques et le stade de développement [2]. Du méme, la
variabilité phytochimique pourrait étre fortement liée a plusieurs facteurs, tant
qu’abiotiques (conditions géographiques, nutriments et disponibilité de I'eau...) que
biotiqgues (pathogenes et herbivores), dont les caractéristiques génotypiques et les
stades phénologiques sont des éléments clés affectant directement le profil

phytochimique des plantes [3].
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Le bassin méditerranéen est 'un des points chauds dans lesquels se trouve une
concentration de la biodiversité caractérisée par une richesse spécifique dont la
richesse de la flore algérienne n’est plus a démontrer. L’Algérie dispose d’une
grande biodiversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de
pharmacopée traditionnelle. Dans cet ordre de réflexion, nous avons orienté nos
travaux de recherche vers I'exploitation des ressources végétales locales. Malgré
I'existence d’une bibliographie relativement riche sur les genres Teucrium et Cytisus,
peu de données ont été proclamées sur ces espéeces préconisées dans cette étude
et sur leurs origines géographiques. Or, la valorisation de ces especes passe
principalement par leur évaluation biochimique et biotechnologique a travers
I'extraction, I'analyse et l'identification de leurs constituants composés biactifs. Suite
a des bio-prospections nous nous sommes intéressés aux diverses familles de
meétabolites secondaires biologiqguement actives notamment les huiles essentielles et
les acides phénoliques.

Les balais Cytisus sp se développent principalement dans les zones anthropisées,
leur présence favorise souvent la propagation rapide de l'incendie. Le reniement
étendues des larges zones anciennement utilisées pour l'agriculture, le grand
nombre de feux de forét qui menacent la diversité végétale entrainent tous un
déboisement de vastes espaces qui sont rapidement occupées par ces derniers
arbustes. Ces facteurs favorisent I'évaluation de ces especes comme source de
molécules bioactives [4]. Le genre Cytisus comprend environ 60 especes répandu
dans le bassin méditerranéen [5]. De nombreuses études ont citées ['utilisation de
plantes de ce genre a des fins médicales comme antidiabétique, anti-inflammatoire,
diurétique [6] tandis que des études pharmacologiques ont confirmés certaines de
ces formes ethnomédicales [7 et 8]. Cytisus triflorus L’'Her est I'espéce la plus
répandue parmi les huit espéces qui se développent naturellement dans tout le nord
de [I'Algérie [9], connue localement pour ses propriétés meédicinales, utilisée
notamment pour traiter les douleurs abdominales, la cicatrisation des plaies et
conjointement comme antifongique. Le screening phytochimique préliminaire du
genre Cytisus a montré la présence de terpenes, de tanins, de flavonoides, d'acides
phénoligues, d'alcaloides et de coumarines [10 et 11].

Teucrium polium est une plante a dimorphisme saisonnier, qui présentait une
apparence tout a fait differente en hiver et en été. La métamorphose saisonniere
prononcée de la plante reflete son adaptation aux conditions climatiques stressantes
qui prévalent en hiver ou en été. Ainsi, les plantes d'hiver et d’été développent un
systeme défensif contrasté caractérisé par des variations en biosynthése des
composeés phénoliques [12]. Le genre Teucrium, est représenté par plus de 340
espéeces qui poussent principalement dans les zones arides et rocheuses du bassin
méditerranéen [13], parmi les 340 espéces du genre Teucrium recensées en Afrique
du nord, 20 d’entre elles sont signalées en Algérie [5 et 14]. Les Lamiaceae sont
reconnus par leurs richesses en métabolites secondaires [15]. Les especes du genre
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Teucrium sont trés riches en monoterpénes, en sesquiterpénes, en saponines, en
stérols, en phénols, en flavonoides, en alcaloides, en huiles essentielles [16 et17],
en acides gras, en esters, et en diterpénes [18 et 19]. Ces composés sont connus
par leurs implications dans les activités de défense des plantes [15]. Les extraits de
Teucrium sont également utilisés contre les probléemes gastriques et intestinaux, les
rhumatismes, les hémorroides et les inflammations rénales ainsi que I'asthme [20].
Des effets anticancéreux de sensibilisation chimiothérapeutique de diterpénoides
sont rapportés par plusieurs études [21], tandis que certains diterpénes neo-
clerodane sont douées d’activités insecticide et fongicide [22]. La littérature signale
leurs utilisation dans la médicine traditionnelle chinoise pour les morsures de chiens
atteints de rage ou de serpents venimeux [23], aussi dans les industries alimentaires
du fait que de nombreuses especes montrent des activités antimicrobiennes et
antioxydante qui les rendent utiles en tant qu'ingrédients conservateurs naturels [24].

Dans la lutte perpétuelle contre les infections microbiennes, les antibiotiques, toutes
catégories confondues, ont été considérés comme l'arme absolue. Mais le
phénoméne de transfert de l'antibiorésistance a travers les différents genres et
especes et les effets secondaires des médicaments de synthése, sous-estimés
(parfois volontairement !) ont remis d'actualité la phytofiliere. Des résistances
microbiennes ce sont manifestées quand l'utilisation des antibiotiques était en tant
qgu'entités uniques, si la prise de conscience d'utilisation de mélanges croisés
d'antibiotiques qui attaguent des sites moléculaires différents dans les
microorganismes cibles avaient été employés a la place d’utilisation unique, un tel
développement qui génére actuellement un probléme sévere aurait peut-étre été
confus [25]. Dans ce contexte, les extraits de plantes ont suscité beaucoup d'intérét
scientifique en raison de leur potentiel en tant que source de composés actifs,
€également comme substances antibactériennes, antifongiques et insecticides [26],
tandis que la connaissance de la fluctuation de ces composés pendant le
développement physiologique de la plante permet de concevoir des programmes de
récolte optimaux [27].

La valorisation des composés actifs des plantes ainsi que leurs activités de défense
a tolérer certains stress (ex: un stress biotique mise en place par des agents
pathogénes microbiens) nécessite une connaissance de leur composition chimique
et du profil toxicologique tributaire des variations génétiques et de linfluence du
stade phénologique. Ces facteurs intrinséques, instaurent un paradigme quantitatif et
qualitatif en termes de rendement et d’accumulation en substances bioactives [28].

Ce travail de thése a été l'occasion de développer un travail méthodologique et
appliqué totalement complémentaire. Le but était de mettre en prouesse l'effet des
stades phénologiques; végétatif, floraison et fructification sur la fluctuation de la
cinétique d’accumulation des composés phytochimiques ainsi que leurs activités de
défense et ou de tolérance vis-a-vis des agents microbiens pathogénes (stress
abiotique), afin d’optimiser les programmes de récolte pour avoir des ressources de
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qualité et de quantité en substances actives d’intérét. L'indice phénologique pourrait
étre considéré comme base de projection des changements d’efficacité des
composés naturels envisageaient comme source potentiellement importante de
nouveaux types d’agents bioactifs et restreindre la pression sur les ressources
phytogénétiques.

Pour cela, nous avons articulé notre travail autour de trois parties; dans la premiere
partie, nous avons développé une analyse bibliographique. La deuxieme partie est
consacrée a la description de la méthodologie. La troisieme partie est subdivisée en
deux principaux volets qui sont totalement complémentaires en ressortons I'impact
de la variation phénologique sur:

(i) Le premier volet est chimique (composition phytochimique), il concerne la
caractérisation et l'estimation de I'accumulation en terme qualitatif que semi-
guantitatif des composés chimiques reconquis dans les différentes fractions des
plantes étudiées a savoir les fractions méthanoliques et aqueuses ainsi que les
fractions volatiles;

(i) Le deuxiéme volet se focalise sur la mise en évidence des activités de défense
des plantes modéles via I'estimation des pouvoirs de tolérance; exprimés par leurs
résistance face a un stress biotique induites par les différents agents pathogénes
microbiens choisis pour cette étude (activités antimicrobiennes).
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CHAPITRE 1:
APERCUS BIBLIOGRAPHIQUES

1. Nature et distribution des métabolites secondaires véqgétaux

Les métabolites secondaires, également appelés produits secondaires ou
produits naturels, sont des composés organiques qui ne sont pas directement
impliqués dans la croissance ni dans le développement ou la reproduction. lls ne
participent méme pas directement a la respiration, a la translocation, a la synthése
de protéines, a [l'assimilation des nutriments, a la photosynthése, ou a la
différenciation. Bien que les métabolites secondaires n'aient aucun effet immédiat sur
la survie des plantes, mais ont un effet a long terme. Cependant, I'absence de ces
métabolites peut résulter non seulement a l'altération de la survie de la plante mais
aussi a la mort immédiate. Ces composés ont tendance a étre plus complexes que
les métabolites primaires. De tels composés, comprennent généralement des
pigments, des agents anti-tumoraux, des effecteurs de la compétition écologique et
de la symbiose et des molécules de défense chimique des plantes telles que les
alcaloides et les stéroides. Les métabolites secondaires sont généralement présents
a de faibles concentrations dans tous les organismes vivants; cependant, ces
composés sont largement distribués dans les plantes et jouent un réle crucial pour la
plante afin qu’elle puisse interagir avec son environnement [29].

Ces molécules bioactives sont produites a différents endroits de la plantes, ou dans
des parties spécifiques de la plante en fonction du stade de développement (par
exemple durant le développement de la plantule, de la fleur, du fruit, de la graine, ou
de la racine). De facon générale, le rdle du métabolite secondaire est en lien avec sa
localisation au sein de la plante. Par exemple, les furanocoumarines, sont de
phytoalexines jouant un rdle de défense contre les bactéries et les champignons.
Chez les plantes productrices, on les retrouve accumulées en grande quantité a la
surface des feuilles ou elles peuvent constituer une sorte de "premiére barriére
chimique.

Chez les plantes supérieures, une grande variété de métabolites secondaires est
synthétisée a partir de métabolites primaires (par exemple, des hydrates de carbone,
des lipides et des acides aminés). Beaucoup de métabolites se comportent comme
des signaux chimiques dont la plante utilise pour s’adapter aux changements
environnementaux. D’autres, ont pour rble la protection de la plante contre les
herbivores, les pathogénes, les parasites ou l'inhibition de la germination et la
croissance des plantes concurrentes. Certains assurent une protection contre les
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radiations solaires, lorsque d’autres favorisent la dispersion du pollen et des graines
grace a la couleur ou au parfum des fleurs [30].

2. Classification et voies de synthése des métabolites secondaires

Le regne végétal produit plus de 100 000 métabolites secondaires qui sont
limités a certains groupes taxonomiques. Sur la base de leurs voies biosynthétique,
les métabolites secondaires sont classés en trois groupes principaux, a savoir [31];

-Les terpénoides

Le terme terpénoides, désigne un ensemble de substances présentant le squelette
des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc.). Les terpénoides sont classés en: monoterpénes (Cio), €n
sesquiterpénes (Cis), en diterpenes (Cyp), en triterpénes (Cao), en tétraterpénes (Cao)
et en polyterpénes (>Cao).

-Les composés phénoliques: phénols, flavonoides, tanins, lignines, etc.

- Métabolites secondaires azotés: alcaloides tels que la cocaine, la caféine et la
morphine; les glycosides cyanogéne et les glucosinolates, etc.

2.1. Terpénoides (Huiles essentielles)

Les terpénes sont synthétisés par les plantes a travers deux voies différentes;
'une se produit dans le cytoplasme et l'autre dans les plasmides. Les voies du
mévalonate et du méthylérythritol 4-phosphate sont impliquées dans la synthése des
terpenes. Néanmoins, la voie du méthylérythritol 4-phosphate offre un précurseur
pour la synthése des mono- et des diterpenes, des caroténoides, des
phytohormones, des gibbérellines, de Il'acide abscisique, du phytol, des
phylloquinones, des tocophérols, des chlorophylles, etc., tandis que la voie de I'acide
meévalonique fournit la synthése de lisopentényl diphosphate impliqué dans la
synthese des sesquiterpenes, des stérols, des brassinostéroides et des polyphénols
[32].

Le plus grand groupe de métabolites secondaires connus sous le nom de
terpénoides sont généralement insolubles dans l'eau. La biosynthése de ces
composeés, l'acétyl-coenzyme-A (acétyl Co-A) est le matériau de départ qui implique
également la fusion de cing unités d'isoprene de carbone appelées isoprénoides.
L'isopentényl diphosphate est formé comme un intermédiaire dans les deux voies;
celle de I'acide mévalonique et celle du méthylérythritol 4-phosphate, ce qui conduit
finalement a la formation de terpénes (figure 1.1) [33].
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Figure 1.1: Esquisse générale de la voie biosynthétique des métabolites secondaires
chez les plantes adaptée par Verma et Shukla [34].

Les terpénes représentent la famille biochimique la plus répondu et regroupent les
principaux composants des huiles essentielles (HE’s). Les composés terpéniques
sont treés variés dans les HE'’s lorsque des groupements fonctionnels (alcool, cétone,
aldéhyde,...) ont présent, on va parler de terpénoides. Ainsi, selon le nombre de
carbones et les groupements fonctionnels, il se distingue une multitude de terpénes.

2.1.1. Variabilité phytochimique

Il s’agit d’'un mélange complexe constitué de plusieurs dizaines, voire plus d’'une
centaine de composés, principalement des terpénes. Le terme huile essentielle
remonterait au XVI®™ siécle et dériverait d’'une drogue Quinta essentia. D’autres,
pensent que les HE’s ou encore essences doivent leur nom a leur inflammabilité
comme l'essence.

On trouve ces substances volatiles dans de nombreux organes de la plante (feuille,
fleur, fruit, graine, écorce, racine, ...). Cependant, la quantité d’HE produite est trés
variable selon I'espéce et généralement faible, de l'ordre de 1 %, avec quelques
exceptions comme le bouton floral du giroflier ou le taux d’HE’s peut atteindre 15 %.
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La biosynthese des HE's est associée a la présence de structures histologiques
sécrétrices spécialisées. Ces structures, également impliquées dans le stockage des
HE’s, peuvent varier selon la famille botanique et I'espéce végétale considérée. En
effet, ils peuvent étre des canaux sécréteurs (comme chez les Apiacées et les
Astéracées), des cellules épidermiques (comme chez les Lauracées), des poches
sécrétrices (comme chez les Fabacées, les Rutacées et les Myrtacées) ou des poils
sécréteurs périphériques (comme chez les Lamiacées) [35].

A lintérieur d'une méme espéce végétale, on observe des variations chimiques
(qualitatives et quantitatives) importantes ayant conduit a admettre I'existence de
races chimiques (exemple: thymol, géraniol, carvacrol et linalool) et parmi les
nombreux constituants d’'une huile essentielle, 'un domine généralement; on
'appelle composé maijoritaire. Selon les instituts de recherches des produits naturels,
la composition chimique des huiles essentielles est trés fluctuante [36].

La proportion des différents constituants de I'huile essentielle d’'une espéce donnée
varie en fonction du site de récolte comme le cas de I'Astéracée «Tagetes lucida».
Plusieurs études menées sur cette espéce montrent une variation importante dans la
composition chimique. En effet, elle se caractérise par plusieurs chémotypes:
anéthol, estragol, méthyl eugénol, nérolidol qui differe d’'un site de récolte a I'autre
[37].

La difféerence de composition constatée chez les huiles essentielles, est
vraisemblablement a mettre en rapport avec les facteurs abiotiques tels que le climat
des régions de provenance des échantillons, les facteurs géographiqgues comme
l'altitude et la nature du sol. Au sein d’'une méme espeéece la composition chimique de
'huile essentielle peut étre différente, on parle alors de races chimiques ou de
chémotypes. Il s’agit d’'un polymorphisme chimique: une espéce peut étre homogéne
au niveau de son caryotype et produire des huiles essentielles de compositions
différentes. Un cas exemplaire, est le thym commun (Thymus vulgaris) dont la
variabilité chimique est largement influencée par son environnement (sol, altitude,
pression animale ou humaine) et le climat (température, pluviométrie, et
ensoleillement). Le thym comprend 7 chémotypes différents: cinéol, géraniol, linalool,
terpinéol, thuyanol, thymol, et carvacrol. Chaque chémotype étant responsable
d’effets qui lui sont propres et qui peuvent parfois se révéler antagonistes [38]. De
nombreux travaux révelent la variation de la composition en fonction de la période de
récolte, par exemple la menthe poivrée récoltée en début de floraison a une huile
essentielle riche en néomenthol et en menthone tandis qu’en fin de floraison, cette
huile est riche en menthol [39]. Une étude sud-africaine récente a révélé que les
récoltes de géranium espacées de 8-12 semaines en période ensoleillée donnent de
meilleurs résultats quantitatif et qualitatif [40]. En effet, la composition chimique des
huiles essentielles peut étre affectée par le climat, les températures maximales et
minimales, les périodes (estivale ou hivernale), la durée d’ensoleillement, la
pluviométrie, l'altitude, la nature du sol et son pH.
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2.1.2. Propriétés physico-chimiques

On trouve généralement les HE'’s incolores ou jaune pale a I'état liquide a
température ordinaire. Toutes les HE’s sont volatiles, odorantes et inflammables.
Leur densité est le plus souvent inférieure a 1. Seules trois HE’s ont une densité
supérieure a celle de I'eau, ce sont les HE’s de cannelle, de girofle et de sassafras.
Elles sont peu solubles dans I'eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des
solvants organiques. Elles sont altérables et trés sensibles a 'oxydation [41].

2.1.3. Méthodes d’extraction

2.1.3.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systéme d’extraction, le matériel végétal est soumis a l'action d’'un
courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés
volatils sont condensées puis décantées [42].

2.1.3.2. Extraction par hydrodistillation

Ce mode d’extraction est la méthode la plus utilisée, pour extraire les HE'’s et
pouvoir les séparer a I'état pur, mais aussi de fournir de meilleurs rendements. Le
principe consiste a immerger directement la matiere végétale a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se
condenser sur une surface froide et I'HE sera alors séparée par différence de densité
[43].

2.1.4. Méthodes d’analyses (Chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de
masse «CPG/SM»)

A cause de limportance des huiles essentielles dans le marché des
cosmétiques et des parfums, les besoins de l'industrie de luxe ont conduit les
chimistes a analyser les composants de diverses huiles essentielles, considérée
comme produits de base pour la fabrication de matiéres premiéres odorantes. Le
développement de la technique dans le monde industriel, ainsi que les exigences
d’'une législation de plus en plus complexe et sévere quant a la qualité et a la
limitation des nuisances des produits industriels, confrontent un double probleme
toujours croissant de la demande d’analyse et de leur complexité [44].

La séparation et lidentification des constituants volatils d’un extrait présente bien
moins d’alternatives que sa préparation. En effet, la CPG est la méthode de
référence dans I'analyse des huiles essentielles; elle permet I'analyse de mélanges,
qui peuvent étre tres complexes, de nature et de volatilité tres variées. Comme
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toutes les méthodes chromatographiques, la CPG repose sur le principe de migration
différentielle des constituants d’'un mélange a travers une phase stationnaire [45].

L’identification des composés volatils caractéristiques des plantes aromatiques
nécessite l'utilisation de méthodes dites couplées. Les extraits a étudier sont
généralement tellement complexes que la simple utilisation des temps ou indices de
rétention chromatographiques ne permet pas l'identification certaine des composés
détectés. Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir d’'une
gamme d’alcanes, a température constante (indice de Kovats) ou en programmation
de température (indices de rétention) [46].

2.2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques aromatiques représentent le deuxieme groupe
majeur de métabolites secondaires. lls sont caractérisés par un cycle phényle portant
un ou plusieurs groupes hydroxyle acide [48]. Les composés phénoliques est un
groupe de molécules hétérogenes qui comprennent plus de 10 000 composés
solubles et insolubles. Les composés phénoliques sont fondamentalement formés
par les voies d'acide malonique et shikimique (figure 1.1). La voie de lacide
malonique, moins fréquente chez les plantes supérieures, engendre des composeés a
effet trés significatif sur les bactéries et les champignons, tandis que la voie de
l'acide shikimique, est tres fréquente chez les bactéries, les champignons et les
plantes, mais pas chez les animaux.

Les composés phénoliques constituent 'un des groupes les plus importants chez les
végetaux, issus de la grande voie d’aromagenése; shikimate ou acide shikimique et
de la voie acétate-malonate (voie malonique). Pour la voie de I'acide shikimique, les
précurseurs dérivés de la glycolyse et du phosphate de pentose qui sont converties
en différents acides aminés aromatiques dans lesquels lintermédiaire le plus
fréequent est la phénylalanine [33]. Les deux acides aminés aromatiques, la
phénylalanine et la tyrosine, sont a l'origine de la formation de la plupart des
composés phénoliques chez les végétaux. lls sont eux-mémes formés a partir de
sucres simples issus du métabolisme primaire par la voie bien connue de I'acide
shikimique (figure 1.2).

Les composés phénoliques ont été divisés en différents groupes tel que les lignines,
les lignanes, les coumarines, les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les
styrylpyrones et les arylpyrones [31].
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Figure 1.2: Biosynthése des composés phénolique par la voie shikimique [47].

2.2.1. Méthodes d’extraction

L’extraction des composés phénoliques a partir des plantes est influencée par
leur nature chimique, la méthode d’extraction employée, la durée et les conditions de
stockage ainsi que la présence de substances interférentes. Différents solvants
peuvent étres utilisés pour I'extraction de ces composés. Naczk et Shahidi [48] ont
mentionné que l'extraction idéale des tanins condensés a partir des graines de colza
est faite par de I'acétone aqueux (70%), le méme résultat a été confirmé par Hong et

al. [49]. Dans de nombreux travaux, les acides phénols et les tanins ont ete extraits
par une mixture de méthanol-eau ou deméthanol-acétone-eau et a température
ambiante [50]. L'extraction des composés phénoliques avec de I'eau chaude et avec
des enzymes spécifiques a été aussi élaborée [51]. L’extraction des
proanthocyanidines avec de I'eau bouillante a été réalisée avec succes [52].

2.2.2. Méthodes de dosage, de guantification et d’identification
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La quantification des composés phénoliques est réalisée par analyse
spectrophotométrique ou chromatographique.

e Analyse spectrophotométrique

Les méthodes de Folin-Denis et Folin-ciocalteu sont les plus utilisées pour
I'estimation des composés phénoliques extractibles totaux [51].

La méthode a la vaniline est largement utilisée pour la quantification des
Proanthocyanidines [53].

La méthode HCL-butanol est utilisée pour estimer les tanins condensés de haut
poids moléculaire, elle est aussi utilisée en combinaison avec celle de la vanilline

pour évaluer le degré de polymérisation des proanthocyanidines.

La méthode a la rhodanine est spécifique au dosage des gallotanins, celle a l'iodate
de potassium permet la quantification des tanins hydrolysables en général [54].

e Analyse chromatographiqgue

Selon Naczk et Shahidi [48], de diverses techniques de chromatographie en
phase gazeuse ont été employées. Pour la séparation et la quantification des acides
phénols et des isoflavones. Les techniques d’HPLC sont de nos jours largement
utilisées pour identifier et quantifier les composés phénoliques.

La chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrophotométrie de
masse est utilisée pour la caractérisation structurale des composés phénoliques.

2.3. Métabolites secondaires azotés

La troisieme catégorie importante de métabolites secondaires comprend les
composés azotés tels que les alcaloides, les glucosinolates et les glycosides
cyanogenes. Les alcaloides sont des composés a petit poids moléculaire et ils ont
plus de 12 000 composés contenant de I'azote [55]. Les alcaloides sont synthétisés a
partir de certains acides aminés comme la lysine, la tyrosine et le tryptophane etc.
Les alcaloides peuvent étre classés en différents groupes comme les alcaloides
indoliques, les alcaloides de benzylisoquinoléine, les alcaloides des purines, les
alcaloides du tropane et la nicotine, etc. De nombreux composés protecteurs azotés
se retrouvent également dans des plantes, autres que des alcaloides, comme les
glucosinolates et les glycosides cyanogenes. lls pourraient se transformer en poison
volatile (figure 1.1) [33].

3. Propriétés et intéréts des métabolites secondaires
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3.1. Diversité chimique

Plus de 100 000 types de métabolites secondaires différents ont été rapportés
[64]. La caractéristique la plus éminente chez les métabolites secondaires, est leur
grande diversité chimique représentative de toutes les principaux classes de
composés organiques y compris: les aliphatiques, les aromatiques, les hydro-
aromatiques et les hétérocycliques.

3.2. Caractéristiques et fonctions des métabolites secondaires les plus courants

Les métabolites secondaires sont les composés clés a intérét physiologique,
technologique, pharmacologique et thérapeutique. Apportent de l'odeur, du godQt et
de la couleur aux plantes et les protégent des conditions défavorables; des
pathogenes, des herbivores et des stress environnementales. Ces composés ont une
contribution significative dans les domaines pharmaceutique et les industries de la
nutrition et de la cosmétique, etc. [31]. Les métabolites secondaires comportent aussi
un large éventail de fonctions protectives, y compris les fonctions antimicrobiennes,
les photoprotectives, la stabilisation des structures et la signalisation dans des
situations de stress biotique et abiotique. Leur diversité chimique peut étre le
déterminant de diverses fonctions.

Les stress abiotiques induisent la production de divers métabolites secondaires
comme les flavonoides et d'autres phénylpropanoides. Des études ont montrés que
les lipides de la membrane thylacoidale sont stabilisés et photoprotégés par divers
caroténoides de la famille des xanthophylles et de certains terpénoides tels que
l'isopréne et I'a-tocophérol en conditions de stress extrémes [33]. Le niveau de
flavonoides est ajusté dans les tissus végétaux dans des conditions de stress [56].
De méme, les températures élevées diminuent la synthese des anthocyanes chez les
Astéracées «Chrysanthéme et l'aster» [57].

L'accumulation de certains composés volatils appartenant a la famille des
isoprénoides a permis de conférer une tolérance au stress abiotique chez les
plantes. lls fournissent une protection du photosysteme a I'encontre des effets
dommageables des ROS [33]. Le groupe des alcaloides indoligues comprend plus
de 3000 composes tels que les agents antipaludiques (la quinine) et la strychnine (un
poison de rat) sont principalement synthétisés a partir du tryptophane. Certaines
jouent un rble dans la protection des plantes contre les parasites et les agents
pathogenes. Tandis que certaines espéces comme les deux apocynacées;
«Catharanthus roseus» et «Rauvolfia serpentina», présentent une source de
certaines alcaloides indoliques médicalement importantes a savoir; la vinblastine
contre le cancer et I'ajmaline pour les troubles cardiaques. En outre, le groupe des
alcaloides de benzylisoquinoléine contient environ 2500 composés de propriétés
pharmacologiques comme la morphine (analgésique), la codéine (suppression de la
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toux), la papavérine (relaxant musculaire), la sanguinarine et la berbérine (agent
antimicrobien), etc. Ces alcaloides sont présentés principalement par les plantes des
familles Berbéridacées, Renonculacées et Papavéracées. Alors que les alcaloides
du tropane, comprennent I'hyoscyamine et la scopolamine qui sont dérivées des
especes de la famille Solanacées (Hyoscyamus, Atropa et Datura), bien que les
alcaloides de purines sont synthétisés a leur tour a partir de nucléotides de purine a
titre d’exemple la caféine et la théobromine qui sont les alcaloides de purines les plus
courants [55]. Les especes végeétales produisant les glycosides cyanogenes autant
gue métabolites secondaires azotés, elles possedent également des enzymes pour
I'nydrolyse des sucres et libérent un gaz cyanhydrique d'hydrogene (HCN), ce
dernier inhibe les métalloprotéines comme le fer. Les tubercules de manioc de la
famille des Euphorbiacées; Manihot esculenta contiennent une grande quantité de
glycosides cyanogenes et provoquent une paralysie des membres [33].

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associés a de
nombreux processus physiologiques: croissance cellulaire, différenciation
organogene, dormance des bourgeons, floraison et tubérisation [58].

Les composés phénoliques participent aux mécanismes d’inhibition tégumentaire: au
moment de la germination, I'oxydation des phénols capte une partie de I'oxygéne
nécessaire a la reprise de I'activité respiratoire de 'embryon ce qui retarde la sortie
de la plantule [35].

Les flavonoides montrent des propriétés intéressantes dans le contrdle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’'une maniere
complexe avec les diverses hormones végétales de croissance [59].

La capacité d’une espéce végétale a résister a I'attaque des insectes et des micro-
organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [60], et
c’est 'exemple de l'implication des composés phénoliques du palmier dattier dans les
réactions de défense a I'égard du bayoud; maladie infectieuse due a un champignon
tellurique: le Fusarium oxysporum [61].

Les polyphénols interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes
et certains flavonoides participent a la coloration des fruits mdrs. lls conférent aux
fruits et Iégumes leurs teintes rouges ou Bleutées [59].

Les composés phénoliques déterminent également la saveur des fruits: les tanins
sont a l'origine de la sensation d’astringence des fruits non mdrs, les flavanones sont
responsables de l'amertume des Citrus et peuvent donner naissance, par
transformation chimique, a des dihydro chalcones a saveur sucrée [62].

Il devient de plus en plus évident que les métabolites secondaires jouent un réle
important en tant que molécules de signalisation. Cependant, la logique chimique de
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leur implication dans les cascades de transduction du signal reste complétement
élucidée [63]. La production de couleur et parfum par métabolites secondaires peut
attirer ou repousser les insectes et les herbivores, alors que les toxines peuvent étre
impliquées dans des interactions allélopathiques plantes-plantes, protégeant ainsi les
plantes du stress biotique [64].

La fonction photoprotective de divers métabolites secondaires y compris les
flavonoides, les anthocyanes, les dérivés de I'acide cinnamique et les xanthophylles
s'explique par la présence de doubles liaisons. En raison de cette configuration

électronique, ils ont tendance a absorber le rayonnement visible et UV, ce qui
provoque des transferts faciles d'électrons et d'énergie [65].

Autant de preuves ont montré que les métabolites secondaires fonctionnent comme
des antioxydants, aidant les plantes a faire face au stress oxydatif qui se produit
dans des environnements hostiles, auquel la liste croissante comprend des
composés contenant des groupes hydroxy et thiol tels que l'acide ascorbique et
l'acide lipoique, les flavonoides contenant du groupe O-dihydroxy tels que la
quercétine, les aliphatiques et les arylamines, les acides gras insaturés et les
caroténoides [66].

Les composés phénoliques peuvent en effet intervenir:

- Dans certains aspects de la physiologie de la plante, tels que la lignification, la
régulation de la croissance, les interactions moléculaires avec certains micro-
organismes symbiotiques ou parasites;

- Dans les interactions des plantes avec I'environnement biologique et physique
(relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux
ultraviolets), soit directement dans la nature, soit lors de la conservation apres récolte
de certains végétaux;

- Certains composés phénoliques sont des précurseurs des composeés volatils; ainsi,
les acides hydroxycinnamiques libres peuvent se transformer par oxydation ou
décarboxylation en composés volatils (4-éthylphénol, 4- vinylphénol, 4-
phénylguaiacol, ...) responsables d’arémes particuliers [67].

Les terpenes représentent le plus grand groupe de métabolites secondaires de
plantes. Dix mille composés terpéniques ont été isolés et purifiés et leurs structures
ont été élucidées. lls sont de nature répandue, et se produisent dans presque toutes
les plantes [68]. lls engagent plusieurs fonctions dans les plantes; par exemple, ils
agissent comme régulateurs de croissance des plantes, molécules de défense contre
les herbivores et les agents pathogenes, attirant des composés pour les
pollinisateurs et comme composés qui influencent (directement ou indirectement) la
croissance et le développement des plantes adjacentes.
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Au cours du cycle végétatif des plantes, il est par ailleurs impossible d’attribuer une
fonction commune a I'ensemble des terpénes; leurs fonctions peuvent varier d’'une
espéce a une autre et d’'un organe a un autre. La teneur élevée du feuillage de
certaines familles (Lamiacées, Lauracées,....) en composés terpéniques a un effet
répulsif vis-a-vis des herbivores. Cette fonction nécessite une localisation
épidermique, soit sous forme de cellules isolées (épiderme des pétales de roses),
soit le plus souvent, sous forme de poils sécréteurs (menthe). La présence de
composés terpéniques au niveau des racines, des écorces et du bois correspond a
un effet antiseptique vis-a-vis des parasites présents dans le sol ou attaquant le bois.
Toutefois, certains composés terpéniques ont une fonction énergétique. De ce fait, ils
sont mis en réserve pendant le jour et dégradés durant la nuit en acétyl-CoA [35].

Jusqu'a maintenant, la fonction de I'émission de terpene (I'oxydation) provenant de
certaines plantes qui ne stockent pas ceux ci dans leurs tissus a été un mystere.
Aprés avoir signalé que l'isoprene, augmente la thermotolérance et la photosynthese
chez certaines espéces, il a été découvert que la thermotolérance des monoterpénes
chez la fagacée Quercus ilex (chéne vert) augmente lorsque les feuilles sont
fumigées avec des monoterpénes. Le stockage de terpénes permet aux plantes de
maintenir des quantités suffisantes pour étre repérées par les animaux (dans le cas
d'attirer des pollinisateurs), ou d'étre libérés lors d'un endommagement tissulaire
(dans le cas de la défense contre les herbivores). Ainsi, l'interaction avec les insectes
nécessite généralement le stockage de terpénes dans les tissus végétaux [69].

Les stérols sont des dérivés des terpenes, sont des composés essentiels de la
membrane cellulaire, ils la stabilisent en interagissant avec les phospholipides. Les
caroténoides rouges, orange et jaune sont des tétraterpénoides qui flanent comme
des pigments accessoires dans la photosynthése et protégent les tissus
photosynthétiques de la photo-oxydation [33].

4. Réponse des plantes au concept stress «facteurs biotiques et abiotiques»par
reqguéte au métabolisme secondaire

Une attention particuliere a été rémunérée aux changements de métabolites
secondaires qui peuvent survenir au cours de leurs synthéses. Un large éventail de
contraintes environnementales (sécheresse, alcaliniteé, salinité, stress UV, infection
pathogéne, carence en nutriments et traitement aux herbicides) est potentiellement
nocif pour les plantes et augmente souvent I'accumulation de ces composés [30].

Le stress nutritif avait toujours présenté un effet marqué sur le contenu phénolique
dans les tissus végétaux. Les concentrations de divers métabolites secondaires
dépendent fortement des conditions de croissance, qui ont un impact sur les voies
meétaboliques responsable de [l'accumulation de ces produits naturels. Les
déficiences de l'azote et du phosphate influencent directement I'accumulation de
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métabolites secondaires. La carence en éléments a savoir; le potassium, le soufre et
le magnésium est également signalée pour augmenter les concentrations
phénoliques. En outre, le faible niveau de I'élément fer peut provoquer aussi une
libération accrue des acides phénolique provenant des racines [70].

L'exposition a la sécheresse ou au stress salin provoque de nombreuses réactions
fréequentes chez les plantes. Les deux stress entrainent une déshydratation cellulaire
qui provoque le stress osmotique et I'élimination de l'eau du cytoplasme aux
vacuoles. Bryant et al. [71], ont émis I'hypothése que lorsque les plantes sont
stressées, un échange se produit entre la production de carbone et la formation de
composés secondaires défensifs. Ce qui laisse entendre que les métabolites
secondaires sont impligués dans des fonctions de protection en réponse aux
conditions de stress abiotique.

De méme, l'accumulation d'anthocyanines est stimulée par différents stress
environnementaux tels que les UV, la lumiere bleue, la lumiere de haute intensité, les
blessures, les attaques pathogénes, la sécheresse et la déficience en éléments
nutritifs [72].

Néanmoins, le contenu en molécules secondaire fluctue en raison de facteurs
climatiques et dautres facteurs, liés a I'espéce, ou individus de la méme espeéce.
Ainsi, le transport et le stockage de ces métabolites sont influencés par des facteurs
biochimiques et cellulaires. L'initiation et la différenciation de structures cellulaires
spécifigues pour la synthése et l'accumulation des métabolites secondaires sont
également influencées par les facteurs de développement [73]. A coté de cela, leurs
concentrations dépendent également des conditions de croissance et des voies
métaboliques apparentés. L'induction de leur biosynthése et leur forte concentration
dépend également de la réponse aux attaques des pathogénes (facteurs biotiques)
pour pousser les plantes hétes a se défendre.

Les métabolites secondaires comme les composés phénoligues des plantes
montrent des variations dans différents niveaux a savoir; les niveaux génétiques, les
niveaux physiologiques et les niveaux de développement en réponse a des facteurs
environnementaux comme la disponibilité des nutriments et l'intensité de la lumiere,
etc. Leur concentration et leur accumulation sont également affectées au niveau
géneétique. Les genes impligués dans la voie de la biosynthése des métabolites
secondaires sont généralement controlés au niveau de la transcription par divers
facteurs de transcription dont ces facteurs jouent un réle important dans la régulation
de la concentration, de I'accumulation et de la biosynthése des différents métabolites
secondaires. L'augmentation de la production de différents métabolites secondaires
peut étre induite grace a la culture de tissus in vitro en utilisant des inducteurs et des
régulateurs de croissance des plantes qui démontrent clairement que leur
concentration peut étre modifiée.
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5. Facteurs d’influence imputés la fluctuation des métabolites secondaires

Généralement, il a été noté que les métabolites secondaires ne se stabilisent
pas comme d'autres traits qualitatifs et quantitatifs de la plante. De ce fait, les
facteurs d'influence responsables de la fluctuation en taux de métabolites
secondaires peuvent étre divisés en quatre groupes principaux:

(i) facteurs génétiques, (ii) facteurs ontogeniques (iii) facteurs morphogénétiques et
(iv) facteurs environnementaux (biotiques et abiotiques).

Dans cette optique, un effort a été réalisé pour comprendre les faits régissant les
fluctuations du contenu de différents métabolites secondaires et comment le
parametre saisonnalité contribue de maniére significative a la biosynthese de ces
composes (figure 1.3) [74].

Facteurs influencant la biosynthése des métabolites secondaires des plantes
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Figure 1.3: Différents facteurs affectant la synthése du contenu des métabolites
secondaires chez les plantes adapté par Verma et Shukla [75].

5.1. Facteurs génétiques

Les voies de biosynthese des métabolites secondaires sont encore le sujet de
tres grand nombre de recherches; il existe trés peu de connaissances a leur sujet;
cependant, il a été montré que la production de ces métabolites dans les plantes se
manifeste sous contrble génétique. Il existe plusieurs milliers de génes dans les
génomes vegetaux a partir desquels on suppose que seulement 15 a 25% des
genes contribuent au métabolisme secondaire qui résulte de la synthése des
meétabolites secondaires. Ces génes sont régulés par différents facteurs de
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transcription qui affectent le flux métabolique en influencant I'expression génique
[76]. Cependant, il a été démontré que les enzymes sont des substrats spécifiques et
assure un seul produit a partir d'un seul substrat. Cependant, Tous les genes suivent
différents profils d'expression dans différents tissus, bien que le niveau accru de ces
genes contribue a I'amélioration de I'accumulation des métabolites secondaires [32].
Woldemariam et al. [77], dans leur étude ont indiqué clairement que les génes et les
enzymes participent activement aux pistes de biosynthése des métabolites
secondaires, ou le facteur de transcription (NaMYC2), joue un role significatif dans la
régulation des voies biosynthétiques des molécules de défenses chez la solanacée
Nicotiana attenuata. Ces études ont prouvé que la biosynthese des meétabolites
secondaires est indubitablement influencée par les différents génes régulateurs, par
les enzymes, par les facteurs de transcription et par les stress causés par les agents
pathogenes, entrainant ainsi une incapacité d'accumulation ou de production de
différents métabolites secondaires [34] (figure 1.3).

5.2. Facteurs ontogéniques

L'ontogenese est I'ensemble des événements impliqués dans le développement
d'un organisme. Elle commence a partir de graines et passe a travers les différentes
étapes de développement, comme le stade végétal juvénile jusqu'au stade
maturation qui se termine par un stade de sénescence. Il existe des caractéres
spécifiqgues qui sont associés a chaque étape, comme le stade des semis, dépend
des réserves de graines stockées, des réserves de graines d'échappement pendant
la phase juvénile alors que la phase de maturation (floraison et fructification) est
soumise a la reproduction. Différents stades ontogéniques peuvent affecter la
concentration de divers produits végétaux primaires et secondaires tels que les
alcaloides, les composés phénolique [78], les terpénoides [79] et les glycosides
cyanogéniques en réponse a la défense. Des concentrations différentes de la teneur
en morphine (alcaloide) a différents stades de développement ont été observées
chez la papavéracée Papaver somniferum [80]. De méme, les huiles essentielles, les
composés phénoliques ainsi que les saponines montrent des concentrations
variables a différents stades ontogéniques chez la |égumineuse Astragalus
compactus, ou sa composition changeait en phase de floraison avec une dominance
du phytol qui été le principal composé. De méme, la croissance et le développement
ont une influence notable sur la qualité et la quantité de I'huile essentielle de I'arbuste
Myrtus communis [81]. Sur la base de différentes études ontogéniques qui
s’articulent sur I'accumulation des métabolites secondaires, ils ont pu conclure que
les différents stades de développement du cycle de vie de la plante affectent le
contenu des métabolites secondaires. Ces métabolites n'ont pas une concentration
constante pendant toute la vie végétale, mais ils changent face aux différentes
conditions environnementales en fonction de leur besoin [34] (figure 1.3).

5.3. Facteurs morphogénétiques
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Les plantes ont des tissus qui sont performés a exercés des fonctions
spécialisées a savoir: la sécrétion, le stockage, le support mécanique, etc. La plupart
de substances naturelles sont générées par les tissus sécrétoires des plantes
vasculaires. Les tissus sécrétoires varient en structure, en localisation et par rapport
a la substance sécrétée. Ces tissus sont classés selon la substance produite, a
savoir; les laticiféres, les glandes salines, les cellules sécrétrices de mucilages, les
cellules sécrétrices d'enzymes, les trichomes sécrétrices d'huiles essentielles, les
tissus sécrétant des flavonoides, etc. [82]. Ces tissus différenciés compromettent
également une dissemblance dans leurs voies métaboliques. Un groupe de genes se
coordonne pour assurer les différentes fonctions telles que la division cellulaire et la
différenciation. La synthese et I'accumulation du latex chez la papavéracée Opium
poppy dans les laticiferes est un bon exemple d'une telle hypothese [83] (figure 1.3).

5.4. Facteurs environnementaux

Les plantes interagissent avec I'environnement pour leur survie, sont donc
influencées par plusieurs facteurs environnementaux incluant des stimulis abiotiques
qui régulent la biosynthése des métabolites secondaires [84]. Les plantes de la
méme espece cultivees dans des environnements différents peuvent avoir des
distinctions en concentration d'un métabolite secondaire particulier. Les facteurs
abiotiques (intensité lumineuse, la température, I'indice saisonnalité, etc) causent des
stress chez les plantes en raison de conditions défavorables. En réponse a ces
stress, les plantes produisent des métabolites secondaires spécifiques en réponse
de chague type de stress. Ainsi, les facteurs environnementaux sont les facteurs
décisifs dans la biosynthése de ces composés. [85].

5.4.1. Facteurs biotigues

Les plantes sont physiquement attaquées par de nombreux agents biologiques
comme les champignons, les virus, les bactéries, les nématodes, etc., ce qui
provogue un stress dans les plantes connues sous le hom de stress biotique. En
raison de la nature sessile des plantes, ils ne peuvent pas se déplacer pour se
protéger. Les plantes n'ont pas non plus de systeme immunitaire comme les
animaux, mais elles présentent une résistance a ces agents pathogenes par des
métabolites secondaires. Certains métabolites secondaires (phtyoalexines) ont des
activités antimicrobiennes qui fonctionnent comme un systéme défensif des plantes
contre ces agents pathogénes. Pendant le processus de défense contre les agents
pathogenes, I'exigence de concentrations élevées de métabolites secondaires par
les plantes déclenche rapidement leur biosynthése. Ces métabolites comme les
composés phénoliques montrent des changements dans leur concentration comme
chez la Fabacée héte «Lupinus angustifolius» face a l'infection fongique causés par
I'espece Colletotrichum lupini [33]
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Les plantes développent un systeme immunitaire inné en réponse a une attaque
pathogéne. Ce systéme est déclenché par deux mécanismes, a savoir; I'immunité
basale et I'immunité déclenchée par un effecteur. Illustrons ces mécanismes par le
systeme d'immunité basale, dont les motifs moléculaires associés aux microbes sont
percues par les récepteurs de la surface cellulaire (récepteurs de reconnaissance de
motifs). Ces effecteurs se distinguent chez les plantes en tant que signal d'infection,
et de réaction contre ces effecteurs, qui activent diverses voies métaboliques qui
aboutissent a la synthése de différents métabolites secondaires, alors que leur
concentration se culminants en réponse a une attaque pathogéne pour protéger la
plante [86].

5.4.2. Facteurs abiotiques

Pendant [l'ontogenese, les plantes interagissent avec I'environnement
avoisinant, elles entrent en contact avec différents éléments abiotiques comme l'eau,
la lumiere, la température, le sol et les produits chimiques (minéraux / engrais). Les
plantes nécessitent ces composants pour leur croissance du développement et la
survie en quantité appropriée. Cependant, une quantité plus ou moins importante de
ces éléments provoquent un stress pour les plantes conduisant finalement a une
variation de la production ou de I'accumulation des métabolites secondaires [34].

5.4.2.1. Stress hydrigque

L'eau est une molécule clé dans les activités physiologiques des plantes, car
elle sert de moyen de transport de métabolites et de nutriments a toutes les parties
de la plante. Lorsque l'approvisionnement en eau devient limitatif ou le taux de
transpiration augmente dans les plantes, il provoque un stress hydrique qui
préconise la production et 'accumulation des métabolites secondaires [34].

5.4.2.2. Stress salin

La concentration élevée principalement les ions comme le Na* dans le sol peut
diminuer l'absorption de l'eau et des nutriments, la croissance et le niveau de
photosynthese dans les plantes. Cela peut provoquer une déshydratation de cellules
végétales en raison de I'élimination de l'eau du cytoplasme, qui provoque le stress
osmotique. Ce type de stress dans les plantes peut augmenter ou diminuer la teneur
en meétabolites secondaire [87]. La concentration des alcaloides a savoir; la
réserpine et la vincristine chez I'apocynacée Rauvolfia tetraphylla augmente sous
stress salin. L'augmentation du contenu des acides phénoliques chez certaines
plantes a été observée avec l'augmentation de la salinité. Certaines plantes comme
la Mentha piperita, le Thymus maroccanus et I'Origanum vulgare montrent une
diminution de la teneur en huiles essentielles sous un stress salin, alors que d’autres
comme I'Astéracée Matricaria recutita et la Lamiacée Satureja hortensis montrent
une augmentation de la teneur en huile essentielle sous les mémes conditions [88].
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5.4.2.3. Stress thermigque

La croissance des plantes dépend de la température appropriée. Les
températures élevées et basses ont un effet néfaste sur les plantes, qui conferent
respectivement la chaleur et le stress au froid [89]. Un certain nombre d'études ont
montré une augmentation de la biosynthese des métabolites secondaires en réponse
a une température élevée, alors que d’autres ont montré un effet contraire a cette
hypothese [90]. Cependant, le stress au froid augmente le niveau de protéines
solubles et diminue la teneur en chlorophylle a et en chlorophylle totale, avec un
impact significatif sur la variation du contenu des métabolites secondaires [91].

5.4.2.4. Stress photosynthétique

La lumiere est un élément abiotique essentiel requis par les plantes pour la
photosynthese et la croissance qui influence l'accumulation et la qualité des
métabolites secondaires. La lumiere du soleil favorise I'accumulation de coumarines
chez la Fabacée Muhlenbergia glomerata. Une période de lumiere plus courte
diminue le niveau de ceux-ci dans les feuilles et les tiges des plantes, tandis qu'une
période de lumiere plus longue augmente significativement le niveau de ces
coumarines. En conséguence, l'intensité lumineuse et la photopériode ont des effets
significatifs sur I'accumulation des métabolites secondaires [92].

5.4.2.5. Stress chimigue (nutritionnel)

Les plantes nécessitent des produits chimiques différents sous forme de
nutriments, d'engrais, d’éliciteurs, de régulateurs de croissance, etc., pour leur bonne
croissance y compris la biosynthése des métabolites secondaires. Cependant,
lorsque ces produits chimiques sont déficients en concentrations appropriées, ils
provoguent un stress chimique. L'application de micronutriments entraine une
amélioration des métabolites primaires susceptibles d'améliorer les métabolites
secondaires chez la fabacée «Cassia angustifolia». Les teneurs en chlorophylle, en
protéines et en phénol totaux sont également influencés par les éléments a savoir; le
FeSO,, le ZnSO,, et le CuSO4[93]. Les engrais azotés et phosphorés affectent la
teneur en flavonoides de [I'Hypericacée Hypericum perforatum. L'azote et le
phosphore sont les deux facteurs nutritifs clés qui jouent un réle important dans la
croissance et le développement des plantes [94]. A coté de ces facteurs, les plantes
nécessitent également des gaz atmosphérigues comme le dioxyde de carbone,
I'oxygene et l'azote pour compléter leur processus biologique et leur synthése des
métabolites secondaires. La concentration des métabolites secondaires de plantes
augmente directement ou indirectement par le CO, chez la Taxacée Taxus bacatta et
I'Astéracée Echinacea purpure. De telles études sur divers effets chimiques sur les
meétabolites secondaires indiquent clairement que les produits chimiques requis par
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les plantes pour leur croissance et leur développement affectent également la
biosynthése des ces métabolites de sorte que leur concentration peut fluctuer [95].

5.4.3. Variation saisonniere

Le taux des métabolites secondaires dans les plantes peut varier en fonction du
parameétre saisonnalité ainsi que des particularités intra, inter-plantes et
interspécifiques, en dépit de l'existence d'un contrdle génétique [28], des facteurs
biologiques et environnementaux ainsi que des processus biochimiques,
physiologiques, écologiques et évolutifs [73]. La Papavéracée Papaver somniferum
est une source riche de plus de 80 alcaloides dans lesquels la morphine, la codéine,
la thébaine, la narcotine et la papavérine sont les plus importantes et sont largement
utilisées dans les industries pharmaceutiques. Ces alcaloides présentent une
variation saisonniére de leur contenu a différents stades de développement. Le
temps optimal de récolte de l'alcaloide et la variation diurne doit étre prise
simultanément en considération, sinon le composé principal se transforme ou se
dégrade, pourrait étre di a une augmentation ou a une diminution de l'activité
enzymatique dans la voie de biosynthése des alcaloides suivant un chemin
irréversible, une fois converti en un autre composé [96].

5.4.4. Variation géographique et/ou régional

La concentration des meétabolites secondaires est également affectée par
d'autres facteurs, entre autres; la variation géographique qui peut modifier la teneur
des métabolites secondaires dans les espéeces végétales ainsi que linterruption des
activités assumées par les plantes [97]. L'emplacement et les conditions climatiques
influencent le contenu de [lalcaloide «camptothécine» chez la Stemonuracée
Nothapodytes nimmoniana [98]. || a été suggéré que limpact des localités sur
l'activité antibactérienne chez la Lamiacée Mentha spicata de différentes régions
donne des rendements différents, tandis que les activités antibactériennes des
plantes des régions a haute altitude sont plus affectées en raison de la grande
production de métabolites secondaires responsables de ces activités [99]. Différentes
régions écologiques avec une latitude, une longitude, une température moyenne et
des conditions climatiques différentes ont un effet sur l'activité antioxydante et les
composés phénoliques totaux de I'Apocynacée Catharanthus roseus [100]. Ces
etudes démontrent clairement que les lieux et les conditions environnementales ont
définitivement un impact sur la biosynthese des métabolites secondaires.

En conclusion, les métabolites secondaires des plantes sont des sources uniques
pour les produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires, les ardmes et les
produits biochimiques. L'accumulation de ces métabolites se produit souvent dans
des plantes soumises a des stress incluant divers éliciteurs ou molécules de signaux.
Les métabolites secondaires jouent un réle majeur dans l'adaptation des plantes a
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l'environnement et a surmonter les conditions de stress. Les facteurs
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environnementaux a savoir la saisonnalité, la température, I'numidité, l'intensité
lumineuse, l'approvisionnement en eau, les minéraux et le CO, influencent la
croissance d'une plante et la production de métabolites secondaires.

6. Confections d’acquisition des métabolites secondaires a partir des plantes

L'une des étapes les plus importantes de l'analyse quantitative des composés
secondaires dans les échantillons est I'extraction, qui vise a séparer sélectivement,
avec une bonne récupération, des composeés cibles de I'échantillon et d’éliminer les
interférences [101]. De nombreux facteurs peuvent influencer I'extraction de ces
composés, comme la structure chimique, la méthode d'extraction utilisée et le temps
de stockage des échantillons a tester. Sefidkon et al. [102] ont comparé l'influence du
séchage (étuve, soleil et ombre) et des méthodes d'extraction sur le rendement et la
composition chimique de I'huile essentielle de la lamiacée Satureja hortensis. Dans
ce cas, les méthodes de séchage n'ont pas de différence significative sur la
composition de I'huile, mais I'hydrodistillation s'est mieux développée par rapport a la
distillation a la vapeur. Des mélanges de méthanol, d'éthanol, d'acétone et hydro-
alcooliques sont frequemment utilisés pour effectuer I'extraction, ou plusieurs auteurs
rapportent également des études comparant différents solvants [103]. L'extraction est
souvent effectuée avec agitation ou dans un bain a ultrasons, ou la température et le
temps sont réglés. Le temps d'extraction peut varier considérablement en fonction de
la procédure utilisée, généralement du 30 s jusqu'a 72 h [104]. Néanmoins, les
temps d'extraction prolongés augmentent les chances de réactions d'oxydation des
biomolécules [103].

De nombreux tests spectrophotométriques ont été utilisés pour quantifier les
différentes classes de composés phénoliques, tels que les anthocyanines, les
flavonoides ou les tanins (condensés ou hydrolysables). Les principaux
inconvénients de ces méthodes sont liés & une estimation excessive aux résultats en
raison d'interférences. En outre, ils produisent souvent des résultats non
comparables. Par conséquent, les techniques chromatographiques combinées avec
différents détecteurs, sont préférées afin d'identifier individuellement et de quantifier
les différentes classes des métabolites secondaires dans les plantes. Dans certains
cas, l'utilisation de la chromatographie en phase gazeuse nécessite une dérivation
préalable pour les composés non volatiles, par contre, cette dérivation n'est plus
nécessaire lorsque des composés phénoliques volatils comme l'eugénol, le carvacrol
et le thymol sont analysés [48].

7. Implication des métabolites secondaires comme molécules de défense chez les
plantes

Une plante exprimant une résistance partielle vis-a-vis a un agent pathogene,
est en fait une plante capable de réagir a I'agression. Cette réaction, appelée
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défense, permet a la plante de diminuer I'impact de l'agent agresseur et se
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matérialise de différentes facons, comme la formation de formes actives de 'oxygéne
(ROS), rexpression de génes de défense (ex. protéines) ou la production de
métabolites de défense. La plupart des plantes possédent la capacité de produire
ces métabolites secondaires qui auraient un réle de protection contre les attaques
pathogenes; ces molécules de défense préexistent dans la plante (phytoanticipines)
ou leur synthése est induite en réponse a l'attaque par un agent pathogéne
(phytoalexines).

8. Substances antimicrobiennes d’origine végétale

8.1. Principaux composés phénoliques a pouvoir antimicrobiens

De nombreuses études «in vitro» menées sur le pouvoir des composés
phénoligues, confirment que ces composés sont considérés comme agents
antimicrobiens contre un grand nombre de microorganismes pathogenes, avec des
spectres d'activités variables [105].

En effet certains quinones, présentent un effet bactériostatique sur les bactéries a
Gram positif, mais pas vis a vis des bactéries & Gram négatif [106]. Tandis que les
acides phénoliques ont des propriétés antiseptiques urinaires, antifongiques et
antibactériennes [43].

De récentes études ont montré que les coumarines exercent plusieurs activités
antimicrobiennes, spécialement dans l'inhibition de la croissance de Saccaromyces
cerevisiae et de la germination des spores d’Aspergillus niger [107]. Pour leur activité
antibactérienne, il a été noté qu'ils sont plus efficaces contre les Gram positifs [108].

Les flavonoides avec leurs différentes classes dont les plus importantes sont: les
flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oles, flavanes-3,4 dioles, et les
anthocyanidines [59] ont révélés avoir un grand potentiel antibactérien [109]:

- En se complexant avec des composants des parois avec inhibition de la croissance
microbienne;

- En perturbant leurs métabolismes énergétiques [110].

D'autre part, les tanins sont largement connus par leurs propriétés inhibitrices des
microorganismes grace a leur pouvoir a former des complexes stables avec les
protéines et en les précipitant [111]. lls exercent une activité antibactérienne par
interaction avec la membrane cellulaire, qui induit un changement morphologique de
la bactérie, en inhibant l'activité des protéases, des protéines de transport et des
adhésines [112].

8.2. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles
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En phytothérapie les HE's sont utilisées contre les maladies infectieuses
d'origine bactérienne, comme les bactéries endocanalaires ou la microflore vaginale,
ou d'origine fongique comme les dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les
champignons opportunistes [113]. Elles représentent aussi des propriétés
cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants entant
gu'agents antimicrobiens a large spectre [114]. Cette activité antimicrobienne est
principalement fonction de leur composition chimique, en patrticulier de leurs
composeés volatils majeurs [115].

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles est liee a plusieurs parametres et
principalement a:

- a la composition chimique (notion de chémotype)

Une méme plante aromatique présentera une composition différente en HE's,
suivant les parties utilisées, la période de cueillette, la localisation géographique et
méme suivant le protocole d'extraction ou le mode d'utilisation [116]. C'est la notion
de chémotype qui présente de grandes variabilités, quantitatives et qualitatives et qui
explique les divergences des résultats rapportés pour une plante donnée [117].

Le principal facteur modulant le spectre d'activité des HE's est le type et la structure
moléculaire des composants actifs présents dans ceux ci; ainsi qu'’in vitro on observe
une activité antimicrobienne plus élevée des terpénes oxygénés en comparaison aux
terpenes hydrocarbonés.

La structure moléculaire semble présenter un rdle aussi important que le degré
d'oxydation de la molécule de terpene: la caractéristique lipophile du squelette
hydrocarboné ainsi que la propriété hydrophile des groupes fonctionnels, sont
déterminantes vis-a-vis de l'activité antimicrobienne des terpénoides [118]. Sur cette
base l'ordre de l'activité antimicrobienne de ces composés est le suivant [119]:

Phénols >Alcools > Aldéhyde > Cétones > Oxydes > Hydrocarbure > Esters.

Le pouvoir antimicrobien des HE's est probablement en rapport avec leur fort
contenu phénolique [120], mais les phénols ne sont pas les seuls responsables de
l'intégralité de l'activité, la totalité de la composition chimique devant étre prise en
compte [36]. Lahlou [121], a montré que les activités antimicrobiennes, antivirales,
insecticides, larvicides des extraits totaux des HE's sont supérieures a celle des
composés majoritaires testés séparément. Ces données ont été confirmées par Rota
et al. [122] dans une étude «in vitro» sur les microbes pathogénes isolés des

aliments.

- Aux germes cibles
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Un autre parameétre important déterminant l'activité antimicrobienne des HE's
est le type de microorganismes ciblés, c'est ce qu'on appelle le spectre d'activité. En
général les différents microbes n'ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis les HE's
[115], car une HE peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches et biostatique en
vers d'autres ou n'avoir aucun effet [121]. Donc il est important de mentionner la
dénomination compléte: le Gram des microorganismes ainsi que l'espéce botanique
et le chémotype des HE's [115].

Il n'y a pas de regles majeures déterminant le spectre d'activité:

- Marzouk et al. [123], ont apercu que la bactérie a Gram positif serait plus
résistantes aux HE's que la bactérie a Gram négatif;

- D'autres travaux rapportent que les bactéries a Gram négatif apparaissent plus
résistantes que celles a Gram positif vis-a-vis des HE's [36].

Ces affirmations n'ont cependant pas été confirmées par dautres travaux. La
susceptibilité des bactéries serait en effet indépendante du Gram ou dépend des
HE's utilisées [119]. Ceci souligne encore l'importance de la notion de chémotype.

En effet concernant le mode d'action antimicrobien des huiles essentielles,
certains chercheurs ont montré que la puissance de I'action des HE’s varie selon
leurs constituants majoritaires, et que le mode d’action est principalement lié au profil
chimique des constituants de chaque HE, qui est largement diversifié [124 et 125].
Jusqu’a preésent, il n‘existe pas d’étude qui puisse nous donner une idée claire et
précise sur le mode d’action des HE’s. Etant donné la complexité de leur composition
chimique, tout laisse a penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile a
cerner du point de vue moléculaire. Du fait de la variabilité des teneurs et des profils
des composants des HE's, il est probable que leurs activités antimicrobiennes n'est
pas attribuable a un mécanisme unique, mais a différentes cibles d'action au niveau
cellulaire. Quelques investigations sur le mécanisme d’action antimicrobienne des
HE’s ou de leurs constituants ont été menées par différents auteurs dont Cox et al.
[124], ont rapporté que l'activité antifongique des HE's est due a une augmentation
de la perméabilité de la membrane plasmique, suivie de sa rupture, entrainant une
fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la cellule. De méme, les composés
terpéniques des HE's et plus précisément leurs groupements fonctionnel, tels que les
phénols et les aldéhydes qui réagissent avec les enzymes membranaires et
dégradent la membrane plasmique.

9. Expression des molécules bioactives en cas de bioagression par des agents
pathogénes microbiens

9.1. Généralités sur le principe de résistance chez les plantes(Interaction plante hbte
[ agents pathogenes)
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Au cours de leur évolution, toutes les plantes ont élaboré un véritable «
systeme immunitaire » capable de déceler un danger, que ce dernier soit de nature
biotique (microorganisme pathogene, insecte ravageur) ou abiotique (pluie, gréle,
gel, vent). En I'absence des lymphocytes et anticorps que l'on retrouve dans le
systeme immunitaire humain, le « systéme phytoimmunitaire » se distingue par la
variété des molécules de défense qu'il produit en réponse via un stress. Cette
stratégie défensive activée par I'agression, conduit a des modifications considérables
de l'activité métabolique des cellules végétales, se traduisant par une cascade
d’événements destinés a restreindre la progression des agents infectieux et a réduire
les dommages causés par des blessures. On retrouve chez les plantes deux types
de résistance: la_résistance passive; impliquant des barrieres préformées ou
constitutives dont la plante s’est dotée a la suite d’'une adaptation climatique, et la
résistance active; impliguant des barrieres nouvellement formées en réponse au
stress.

9.1.1. La résistance passive

Chague plante possede, de fagon naturelle, une variété de moyens de défense
constitutifs. Ces mécanismes varient d’'une plante a I'autre, car ils sont trés souvent
le résultat d'une adaptation temporelle a des conditions climatiques ou
environnementales particulieres. Par conséquent, les feuilles des plantes poussant
dans des zones tropicales auront tendance a étre recouvertes d’'une cuticule plus
épaisse que celles poussant sous des climats pluvieux. De méme, les plantes
aromatiques qui poussent a I'état sauvage dans les pays méditerranéens ont une
concentration plus élevée en métabolites secondaires (plus particulierement les
huiles essentielles) en raison de leur adaptation a une certaine secheresse du sol sur
une longue période. La résistance passive, serait responsable de la protection des
plantes a la plupart des agents pathogenes et des prédateurs auxquels elles sont
confrontées en permanence. Elle existe donc chez toutes les plantes, mais a des
degrés divers. Elle se divise en deux grandes catégories: (i) les barriéres structurales
constitutives et (ii) les substances chimiques préformeées [126].

e Les barriéres structurales constitutives

Représentent le premier obstacle qu'un agent pathogéne rencontre avant son
contact avec les parois des cellules épidermiques de la plante ou s’effectuera le
premier niveau de reconnaissance responsable du devenir de l'interaction. Les virus
et les bactéries pénétrent ces barrieres de facon purement passive en profitant des
microblessures causées, par exemple, par les piqlres d’'insectes, par les pluies, le
gel... Les champignons pathogénes peuvent aussi traverser ces barrieres de facon
passive, mais ils ont également acquis au cours de leur évolution la capacité de
produire des enzymes susceptibles d’hydrolyser certains composés structuraux de
ces barriéres. Parmi toutes les barrieres constitutives présentes chez les plantes, la
cuticule de nature hydrophobe est probablement la structure de protection la plus
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efficace, composé de cutine qui un polymere insoluble intimement imbriqué dans un
réseau de cires [127]. La plupart des champignons pathogénes ont acquis la
capacité de traverser cet obstacle au moyen d’enzymes spécifiques que 'on nomme
cutinases [128]. Les autres barrieres structurales susceptibles de contrer la
progression d’'un agent pathogéne sont représentées par les poils, les trichomes et
les épines.

e Les barriéres chimigues constitutives

Sont fabriquées continuellement, méme en I'absence d’agents pathogénes. Au
sein de ces molécules; appelées phytoanticipines, sont regroupés des composeés
phénoliqgues, des alcaloides, des lactones, des saponines, des glycosides
cyanogeéniques et des huiles essentielles [129]. Il existe quatre principaux familles de
composés phénoliques a savoir; les acides phénoliques simples, comme le catéchol
et I'acide protocatéchuique, les flavones, I'acide chlorogénique et les quinones [130].
Les composés phénoliques sont bien connus pour leur potentiel antifongique et
antibactérien. En regle générale, les composés phénoliques peuvent avoir un effet
délétére sur: (i) la germination des spores; (i) la croissance mycélienne; (i) la
production d’enzymes hydrolytiques comme les pectinases; et (iv) la synthese et
I'activité biologique des toxines fongiques (par une détoxification).

Lorsque cette résistance dite passive est considérée insuffisante pour contrer une
attaque par des agents biotiques ou abiotiques particulierement agressifs, une
résistance active se met alors en place ayant pour objectif la destruction de
'agresseur ou, a tout le moins, son confinement au site de pénétration potentielle. La
résistance induite, dite active parce qu’elle est induite en réponse a un stress, est un
phénomene tres bien synchronisé sur le plan spatiotemporel. Elle est la résultante de
toute une cascade d’événements cytomoléculaires impliquant une large gamme de
molécules produites de fagcon coordonnée, selon divers sentiers métaboliques [126].

9.1.2. La résistance active

Lorsqu’'un agent pathogéne réussit a contourner la premiere ligne de défense
passive (ex: la cuticule), un nouveau systeme de résistance se met en place au
moment, ou il est détecté par la plante ayant pour unique objectif le confinement de
'agresseur dans les cellules attaquées; la plante est préte, dans certains cas, a
sacrifier ces cellules pour assurer sa survie. Cette confrontation plante—agent
pathogéne est responsable de I'activation de plusieurs voies métaboliques pour:

(i) renforcer les barrieres externes, comme la paroi, afin de retarder ou méme
d’empécher la pénétration de I'agent pathogene; et (ii) favoriser la création d’'un
environnement toxique au cas ou le parasite parviendrait a franchir les barrieres
structurales nouvellement formées. Bien que les modalités de la résistance soient
variables (résistance généralisée ou spécifiqgue), on assiste dans tous les cas a un
scénario relativement identique au cours duquel les cellules végétales, ayant percu
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une alarme, réagissent en émettant a leur tour des signaux d’alerte. Ces cellules «
alertées » s’activent pour élaborer une stratégie défensive qui sera colteuse sur le
plan énergétique.

Tout au long de leur coévolution, les plantes sont continuellement confrontées a un
grand nombre de microorganismes potentiellement pathogénes. Ces plantes et les
microorganismes pathogeénes ont développé des relations complexes résultant d'un
échange constant d'informations moléculaires. Les agents pathogenes ont élaboré
toute une gamme de stratégies offensives pour parasiter les plantes. L’effet des
plantes sur les microorganismes et les rétroactions entre les microbes et les plantes
sont devenus le focus de beaucoup de recherche. Les dernieres avancées dans le
domaine des interactions plantes-microbes montrent que les plantes sont capables
de faconner le microbiome via des mécanismes divers. Un aspect important dans la
mise en évidence du rble joué par les molécules de défense (métabolites
secondaires) au niveau de I'expression de la résistance est une connaissance exacte
de leur localisation spatio-temporelle dans les tissus en état de stress. En outre, nous
discutons les roles de différentes substances phytochimiques dans la médiation de
ces effets [126].

9.2. Les plantes, leurs activités et leurs composés antimicrobiens

Un antibiotique est défini comme un composé chimique dérivé ou produit par
des organismes vivants, capable a de faibles concentrations d’inhiber la croissance
microbienne [131]. Cette définition est limitée a des antibiotiques produits par des
micro-organismes, mais celle-ci peut étre étendue pour inclure des substances
similaires présentes dans les plantes supérieures. Les plantes ont de nombreuses
facons de générer des composés antimicrobiens pour se protéger contre les
pathogénes [132]. Les surfaces végétales externes sont souvent protégées par des
biopolymeéres tel que les cires, les esters d'acides gras comme la subérine et la
cutine. En outre, les tissus externes peuvent étre riches en composés phénoliques,
alcaloides, terpénoides et d'autres composés qui inhibent le développement de
champignons et de bactéries [133].

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des
mutations chromosomiques ou a I'acquisition de génes de résistance portés par des
eléments génétigues mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces
résistances ont conduits a chercher de nouveaux agents antimicrobiens possédant
une efficacité plus importante que les agents synthétiques d’'une part, et bien accepté
par I'organisme d’autre part (sans exercer des effets délétéres) [134]. Beaucoup
d’études ont apprécié l'activité antimicrobienne des extraits de plantes médicinales,
telles que I'Apiacée Foeniculum vulgare, les Lamiacées; Mentha piperita et Thymus
vulgaris, qui présentaient des effets actifs non seulement contre les bactéries, mais
aussi contre les champignons, les levures et les virus. D’autres groupes de
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chercheurs ont franchi une étape plus loin, ou ils ont isolé et identifié les métabolites
responsables de [lactivité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant les industries
pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle [135].

9.3. Généralités sur I'effet antimicrobien et son mécanisme

Un grand intérét est suscité pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les
microorganismes résistant aux antibiotiqgues. Une des approches courantes pour la
recherche des substances biologiqguement actives est le criblage des micro-
organismes ou des plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents
thérapeutiques utiles. En particulier, I'activité antimicrobienne des huiles essentielles
et des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup d'applications, y compris,
pharmaceutiques, médicales et agro-alimentaires [136].

Il est sans doute trés complexe, de limiter les multiples modes d'actions, tels que
l'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat
nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation du fer et linhibition du
métabolisme microbien [137], la dégradation de la paroi cellulaire, la perturbation de
la membrane cytoplasmique (ce qui cause une fuite des composants cellulaires),
l'influence sur la synthese de I'ADN et de I'ARN [138], des protéines et des lipides.
Ces meécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent étre la
conséquence d'un autre mécanisme. Le mode d'action des agents antimicrobiens
dépend également du type de micro-organismes et de l'arrangement de la
membrane externe [139].

9.4. Notion du microbiostatique et du microbicide

Quand un agent ou une substance antimicrobienne inhibe seulement la
croissance des microbes, on parle ici de l'effet microbiostatique, mais lorsqu’l
provogue la mort de ceux-ci on parle de I'effet microbicide [141].

- Effet microbiostatique

C’est une activité microbienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune
destruction microbienne, on remarque une inhibition de la croissance microbienne,
croissance qui reprend des que la substance disparait. En limitant la croissance
microbienne, la molécule permet aux défenses naturelles de I'organisme d’entrer en
jeu sans étre dépassées. L’effet microbiostatique d’'une molécule est évalué par la
concentration minimale inhibitrice. Pour une souche microbienne donnée, la CMI est
la plus faible concentration inhibitrice pour la quelle il n’a plus de germes microbiens
visibles [141].
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- Effet microbicide

C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des pathogéenes
aux concentrations utilisées in vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de
survivants apres culture [141].

10. Investigation des caractéristigues des plantes modeles de hautes altitudes

L’Algérie avec son unique situation géographique et par conséquence ¢a
diversité climatique, allant des régions cétiéres vers les foréts aux déserts, est riche
en biodiversité. Ces éléments clés de biodiversité laissent I'Algérie disposer d'une
importante collection de ressources naturelles, avec 3.139 especes de plantes
appartenant au bassin Méditerranéen. L’Algérie fait partie d’'une des huit zones
géographiques considérées comme zones de diversification secondaires et donc
comme zones disposant d’'un haut potentiel de variabilité génétique. En outre, du fait
de limmensité relative de son territoire, I'Algérie dispose d'un large éventail
d’écosystémes différents, ce qui multiplie de maniere plus que proportionnelle la
diversité de ses ressources génétiques. Des menaces latentes pesent depuis
plusieurs décennies déja sur la diversité biologique et la société n'a pas su les
prévenir et encore moins les contrer. En conséquence, du Nord au Sud et de I'Est a
I'Ouest du pays, la biodiversité est soumise en permanence a de multiples formes de
dégradation et d’appauvrissement. Les menaces pésent sur toutes les composantes,
et sur tous les niveaux de la biodiversité.

10.1. Présentation des caractéristiues de la Fabacée Cytisus triflorus L’Her

10.1.1. Famille botaniqgue d’appartenance

La famille des Fabacées aussi appelée famille des Légumineuses, constitue la
troisieme famille de plantes a fleurs en nombre d’espéces. Elle est constituée
d’environ 18000 especes et 650 genres regroupant arbres tropicaux, arbustes de
toute taille, lianes et petites herbacées annuelles. En termes d’importance
économique et agricole, Les Fabacées occupent la seconde place apres les
Poacées et incluent diverses plantes a vocations alimentaire, ornementale,
médicinale ou pharmaceutique telles que les pois, les haricots ou la luzerne [142].

10.1.2. Aire de répartition en Algérie et dans le monde

Le genre Cytisus est répandu dans le bassin méditerranéen. Il comprend 60
especes, dont huit poussent en Algérie. Cytisus triflorus L'Her est I'espece la plus
répandue, qui se développe naturellement dans tout le nord Algérien, propagée aussi
en Afrique du nord plus précisément dans les montagnes du centre et du nord du
Maroc, aux montagnes du Cap Bon en Tunisie, en Europe centrale et occidentale et
en Amérique du Nord.
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10.1.3. Description botanique

Cytisus triflorus L’Her, communément appelé « Genét », « Cytise » ou «
Broom », localement appelée Tellouguit. Arbuste de la famille des Fabacées peut
atteindre 1 a 3 m d’hauteur, a folioles brievement pubescentes. D'avril a juin, cette
plante peut produire des fleurs jaunes médiocres disposées par 4-8 en petits
corymbes situés au sommet de petits rameaux secondaires avec des feuilles tres
petites. En stade fructification, la plante forme des fruits en gousse brunes longue de
20-30 mm [5].

10.1.4. Attribution du genre Cytisus

Le genre Cytisus se présente sous plusieurs noms vernaculaires [5];

Nom vernaculaire Algérien: Tellouguit; El-lougui; Chadjeret el Nahal
Nom Arabe: Saroutamnousse; Cytsepsse

Nom Amazigh: Guendoul

Nom Francais: Genét a balais

Nom Latin: Cytisus

Nom Scientifique binominal: Cytisus triflorus L’'Her

10.1.5. Taxonomie et systématique de la plante

La classification botanique de Cytisus triflorus L’'Her selon Battandier et Trabut
[143], est la suivante:

Embranchement: Angiospermes
Classe: Magnoliopsida

Ordre: Fabales

Famille: Fabacées

Genre: Cytisus

Espeéce : triflorus L'Her

10.1.6. Composition en métabolites secondaires de la Fabacée Cytisus triflorus L’Her

L'étude systématique des composés chimiques du genre Cytisus a révélé la
présence de plusieurs types de composés entre autres; les huile essentielle, les
flavonoides, les composés phénoliques, les stéroides, les polysaccharides, les
alcaloides, les acides organiques, les acides aminés et certains éléments
inorganiques [144].

La premiere étude sur la composition volatile du genre Cytisus a été pour I'huile
essentielle provenant des fleurs de I'espéce Cytisus scoparius L qui a été réalisée en
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1980 [145]. L(E) -3-hexéne-1-ol, I'1-octene-3-ol, I'alcool benzylique, [l'alcool
phényléthylique, le phénol, le crésols, le guaiacol, I'eugénol, I'acide isovalérique,
'acide benzoique, I'acide palmitique et I'n-paraffine ont été considérées comme les
principaux composés. En outre, d'autres composés volatiles ont également été isolés
d’extraits d'huile essentielle appartenant aux autres espéces de Cytisus, tels que
l'orobol, la génistéine, la quercétine, le kaempferol, I'acide p-coumarique et l'acide
caféique. Une étude en 1997 a porté sur un composé aromatique isolé a partir des
tiges fraiches de Cytisus scoparius L qui libére une odeur caractéristique dans l'air,
ce composeé aromatique a été identifie comme un type de thiol appelé 4-mercapto-4-
méthylpentan-2-one [146].

La caractérisation de I'huile essentielle de Cytisus triflorus L'Hér de la région
d’Azazga a été procédé par Aourahoum et al. ou elle a dévoiler la présence de
linalool, de géraniol, de 4-vinyl-2-ethoxy, de trimethyl-2-pentadecanone, de I'acide
tétradecanoique, de géranyl acétone, de I'heneicosane, de tricosane, de l'acide
héxadecanoique et de la musc ambrette comme composés volatiles majoritaires
[147].

Bien gue le genre Cytisus renferme d’autres groupements chimiques entre autres de
nombreux types d'alcaloides discernés chez lI'espéce Cytisus scoparius L [148].
L’iso-spartéine, la spartéine, la 17-oxo-spartéine, la lupanine et les alcaloides de la
qguinolizidine. Ces alcaloides ont marqués une distribution significativement différente
dans les divers compartiments de la plante, tandis que les tiges ont signalées un
contenu plus élevé en ces métabolites, tandis que la spartéine a été signalée comme
composé principal parmi les alcaloides précédemment cités. En outre, certains
flavonoides ont également été annoncés chez la méme espece. Ces flavonoides
comprennent la rutine, la quercétine, I'isorhamnetin et le kaempferol [149]. En 2004,
Ammar et al, ont apprété le contenu des composés phénoliques totaux extractibles,
des tanins et des tanins condensés dans les fleurs et les feuilles de Cytisus
scoparius L [150].

10.1.7. Utilisation et intéréts du genre Cytisus

Aux Etats-Unis, les Balais Cytisus sp sont utilisées pour prévenir I'érosion et
renforcer la stabilisation des dunes cétieres [151]. Les branches de celles-ci sont
utilisées non seulement pour faire des balais, mais aussi pour faire des paniers dans
certains endroits. Les tiges de ce genre contiennent également des fibres qui
peuvent étre utiles pour la fabrication du papier. Bien que les résidus isolés de
certaines especes tels que le Cytisus scoparius L, aurait un pouvoir calorifique éleve,
avec le potentiel d'étre un supplément comme source d'énergie [152]. Des études
pharmacologiques ont révélé certaines activités biologiques parmi; [l'activité
antispasmodique, diurétique, antimicrobienne [153], antioxydante, cardiotonique,
cathartigue, émeétique, vasoconstrictrice, dépurative, hepatoprotective, anti-
hémorraghique, lithotriptique, hypnotique et anxiolytique [7].
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10.2. Présentation des caractéristigues de la Lamiacée Teucrium polium

10.2.1. Famille botanique d’appartenance

Cette famille de plantes angiospermes dicotylédones a fleurs gamopétales
irréguliéres qui regroupe surtout des plantes herbacées et sous-arbustives réparties
dans le monde entier. Les Lamiacées représente une importante famille de plantes
dicotylédones comptent plus de trois mille cinq cents espéces, quelque deux cents
genres, répartis en sept sous-familles. Les Lamiacées herbacées, annuelles ou
vivaces, sont tres nombreuses dont certaines genres sont surtout abondants dans
les régions méditerranéennes comme les romarins. La forme de la fleur et la
présence d’huiles essentielles signent la famille des Lamiacées (Labiées) [154].

10.2.2. Aire de répartition en Algérie et dans le monde

Le genre Teucrium est I'un des genres les plus riches en espéces. Ces
germandrées comptent plus de 340 espéces, on les retrouve un peu partout a
travers le monde; au sud—ouest de I’'Asie, en Europe et au nord d’Afrique, mais elles
poussent principalement dans les zones arides et rocheuses du bassin
meéditerranéen. En revanche, ce genre se représente aussi en Turkie par 27 especes
et en Iran par 13 espéces [155].

Une vingtaine de I'espéce Teucrium polium poussent spontanément en Algérie, elles
prédominent dans la région du Tell [9], tres répondue dans les hauts plateaux
Algérois, Oranais et Constantinois [5]. Elle se rencontre aussi au sommet de Chélia
jusqu’au étage Saharien [156].

10.2.3. Description botanique

Selon Quezel et Santa [9], Le genre Teucrium se présente en arbustes vivaces
ou sous-arbrisseaux, rarement annuelles. Nous signalons ici la germandrée
Teucrium polium Algérienne polymorphe et cosmopolite a corolle bilabiée; a lévre
inférieure de la corolle a cinq lobes inégaux corolle caduque blanche. Calice vert
grisatre, a feuilles linéaires ou lancéolées vert grisatre a marge en général révolutée,
denticulées-crénelées et a Inflorescences en tétes denses un peu allongées, a
bractées florales réduites mais sembles aux feuilles. La floraison est en avril a juin
[157].

10.2.4. Attribution du genre Teucrium

Le genre Teucrium reconnue sous plusieurs noms vernaculaires [5];

Nom vernaculaire Algérien: Djadaa; Jaad; Djaida



59

Nom Arabe: Khayata; Harcha

Nom Amazigh: Goutiba; Felfla-Timzourin; Haida; Timtchich
Nom Francais: Germandrée

Nom Latin: Teucrium

Nom scientifique binominal: Teucrium polium

10.2.5. Taxonomie et systématique de la plante

La classification botanique de Teucrium polium selon Caddik et al.[158] est la
suivante:

Embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotylédones

Ordre: Tubiflorale

Famille: Lamiacées

Genre: Teucrium

Espéce: polium

10.2.6. Composition en métabolites secondaires de la Lamiacée Teucrium polium

Les investigations chimiques ont montré que les plantes appartenant au genre
Teucrium sont soupgonnés d’étre riches en monoterpénes, en sesquiterpénes, en
saponines, en stérols, en polyphénols, en flavonoides, en quelques alcaloides, en
huiles essentielles [159 et 17], en acides gras, en esters, et en diterpenes [18 et 19].

L'étude menée par Djabou et al. [160], montre que les huiles essentielles de la partie
aérienne des deux variétés de Teucrium polium (album et pilosum) sont
caractérisées par une richesse en sesquiterpenes, de 78.61% a 92.07%
respectivement pour les deux variétés. D'autre part, les mémes auteurs rapportent
gue l'huile essentielle de Teucrium polium poussant a I'état spontané en Jordanie, a
donné un faible rendement et contient une forte teneur en 8-cedron-13-ol. D'autres
composés sont également présent en quantités appréciables: le -caryophylléne, le
D- germacréne et le sabinene. L'huile essentielle de Teucrium polium spp
aurasiacum récoltée en Algérie a révélé un rendement important, et a donné une
composition chimique caractérisée par la présence de I'a-cadinol, I'a- muuroléne, I'a-
pinéne et le B-pinéne essentiellement. Moghtader [161], restitue que Teucrium
polium L & comme composés volatiles majoritaires; l'a-pinéne, le linalool, le
caryphylléne-oxyde et le caryophylléne.

Autres principes actifs ont été isolés de certaines especes de Teucrium entre autres;
le tyrosol, la lutéoline, 'acide benzoique, la quercétine, I'acide vanillique, I'acide
gentisique, I'acide férulique et I'acide caféique de I'espéce Teucrium polium [162]. De

plus, une gamme de polyphénols et de flavonoides a savoir la cirsimaritine, le
cirsiliol, le cirsilineol, le 5-hydroxy-6,7,3', le 4'-tetraméthoxyflavone, la salvigenine,
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I'apigénine-5-galloylglucoside, I'apigénine-7-glucoside, la vicenine et la lutéoline-7-
glucoside a été repérer chez l'espéce Teucrium polium uropean [18]. La
phenylethanoide glycoside et les glycosides phénylpropanoides ont été détecté chez
'espece Teucrium polium L [163], de méme chez I'espece Teucrium polium subsp
polium, il a été signalé la présence de la teuloline A et la teuloline B, de l'auropoline,
de la capitatine, et de I'acétylauropoline lactone [164].

10.2.7. Utilisation et intéréts du genre Teucrium

Teucrium polium a été reconnue depuis longtemps en médecine populaire dans
le traitement physiopathologique de nombreuses conditions [165], telles que les
inflammations et les rhumatismes. Les extraits de 'espéce Teucrium montanumis ont
montrés des pouvoirs hypotenseurs, antispasmodiques, diurétiques, analgésiques
anti-inflammatoires, anthelminthiques [17], hypolipidémiques, antinociceptives,
anorexiques, diaphorétiques, antiseptiques, antipyretiques et antispasmodigues
[166].

Ce genre aussi a été utilisé en médecine traditionnelle iranienne comme agents
antibactériens, antipyrétiques, tonifiants, Il détient aussi des effets analgésiques,
antioxydants, hypolipidémiques, insulinotropiques, cholagogiques, antiphytoviral,
insecticides, hépatoprotectives, antimutagéniques [167], par voie orale comme
antidiabétique et en externe comme astringent, pour guérir les éruptions cutanées et
les plaies, adopté ainsi pour traiter plusieurs maladies comme les douleurs
abdominales, les ulceres gastriques les indigestions, les inflammations intestinaux,
les rhumes, la toux, I'asthme, les leucorrhées, les bronchities chroniques , les
convulsions, la sterilité feminine, la maladie de la goutte et méme pour les maladies
génito-urinaires [166], alors qu’en médecine traditionnelle chinoise pour;
I'hnémoptysie, 'nématémese, les abcés pulmonaires, les Iésions traumatiques et les
morsures de chiens atteints de rage ou de serpents venimeux [17].

L'infusion des parties aériennes de ce genre a été aussi usagée en médecine
traditionnelle, par voie orale comme antidiabétique et en externe comme astringent,
pour guérir les éruptions cutanées et les plaies [18].
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CHAPITRE 2:
MATERIEL ET METHODES

1. Localisation des sites d’échantillonnages du matériel végétal des plantes des
hautes altitudes; la Lamiacée Teucrium polium et la Fabacée Cytisus triflorus L'Her

L’échantillonnage est 'ensemble des opérations qui ont pour objet de relever
dans une population des individus devant constituer I'échantillon. Pour la présente
étude I'échantillonnage a été réalisé par un prélevement aléatoire.

1.1. Etude sur le terrain: prélevement du matériel véqgétal

Les échantillons de la Lamiacée Teucrium polium ont été collectés durant les
différentes saisons de l'année végétative 2015 touts les débuts des mois. Les
collectes ont eu lieu au méme endroit, au moi de janvier pour le stade végétatif, moi
de mai pour le stade floraison et le moi de juillet pour le stade fructification, aux
monts des Aurés-Chélia situé dans la région de Khenchela au nord-est algérien a
une altitude de 1200m, d'une latitude de 35°36' (N) et d’'une longitude 6°77' (E)
(figure 2.1).

|

Figure 2.1:Teucrium polium récolté aux monts des Aurés-Chélia durant trois stades
phénologiques; (A): stade végétatif, (B): stade floraison, (C): stade fructification
(originale 2015).

Le genre Cytisus pousse spontanément dans les monts de l'atlas Blidéen. La
fabacée Cytisus triflorus L’Her été recueillie pendant trois stades phénologiques;
stade végétatif, stade floraison et stade fructification. La cueillette s'est effectuée
dans la région de Chréa (a 800 m d’altitude; de latitude de 36°21' (N) et d’'une
longitude de 2°45' (E)). Au début de chaque stade phénologique de l'année 2015:
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stade veégétative (mi-avril), stade floraison (fin mai) et stade fructification (fin juin)
(figure 2.2).

Figure 2.2:Cytisus triflorus L’Her récolté aux monts des Aures-Chélia durant trois
stades phénologiques; (A): stade végeétatif, (B): stade floraison, (C): stade
fructification (originale 2015).

Des carto-photographies ont été prises a chaque collecte de chaque espece
végeétale étudiée durant les différents stades cruciaux (figure 2.3).

Google

| igure ” :
Khenchela), B: monts de Chréa (wilaya de Blida) (Google Maps, 2018).

Seulement les parties aériennes des plantes ont été utilisées. Le matériel végétal
obtenu pour chaque indice phénologique a été séché séparément a l'abri de la
lumiére et de 'humidité, a la température ambiante (24 + 1 °C) pendant 21 jours au
laboratoire [1]. Aprés séchage, les plantes ont été broyées avec un broyeur a billet
(RETSCH) en poudres fines et stockées soigneusement dans un endroit sec en vue
de leurs analyses.
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1.2. Reconnaissance botanigue

L'identification des deux plantes choisies pour cette étude; Teucrium polium et
Cytisus triflorus L'Her a été réalisée selon la nouvelle flore de I'Algérie [5 et 9] par
I'équipe du jardin d’essai d’EL Hamma a Alger.

2. Proportions de métabolites secondaires préconisés reconquis en extraits agueux
et méthanoligues des plantes de hautes altitudes; la Fabacée Cytisus triflorus L'Her
et la Lamiacée Teucrium polium.

2.1. Préparation des extraits aqueux et des extraits méthanoliqgues des deux plantes
des hautes altitudes

2.1.1. Broyage et tamisage

Avant l'extraction des composés phénoliques, les parties aériennes sont
séchées et passées dans un broyeur a billet (RETSCH) pour avoir une poudre fine,
puis tamiser la poudre dans un tamiseur a mains (cents= 250um). Les poudres sont
stockées soigneusement dans un endroit sec a I'abri de lumiére le temps d'extraction
(figure 3.9).

2.1.2. Protocol de préparation

Ces proces seront destinés a préparer I'extrait aqueux et I'extrait méthanolique
respectivement des poudres fines des parties aériennes de chaque stade
phénologique provenant des deux plantes a savoir la lamiacée Teucrium polium et la
fabacée Cytisus triflorus L’Her (figure 3.9).

2.1.2.1. Les extraits agueux

19 de poudre végétale a été extrait avec 10 ml d'eau a 80°C pendant 3h [168].

2.1.2.2. Les extraits méthanoliques

60 mg de poudre végétale ont été rajoutés a 2 ml de méthanol a 80% a, et les
extraits ont été homogénéisé a température ambiante pendant 2h sur un
homogénéiseur rotatif a 15 tr / min, puis centrifugés a 10.000 g. pendant 15 min
(SIGMA 2-16K, UK) [169].

Les surnageants provenant des extraits aqueux et méthanoliques ont été récupérés
et utilisés pour le screening phytochimique. La procédure d'extraction a été performé

trois fois et exprimée comme (moyennes + SE).

2.1.2.3. Détermination du rendement
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Le poids de I'extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon
plein (aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

M d extrait
R% — asse extrallt sec W 100

Masse de la matiere végétale

2.1.3. Etude phytochimigue

2.1.3.1. Contenu en Phénols totaux

2.1.3.1.1. Principe

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules
végétales, dont leur nature chimique et teneurs sont extrémement variables d’une
espece a une autre. Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la
quantification des phénols totaux. L’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu (1927)
est la plus utilisée.

Ce réactif est constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
d’acide phosphomolybdique (H3 PM0O1,0,40). Lors de I'oxydation, il est réduit en un
meélange d’oxyde bleu. La coloration produite est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans I'extrait analysé.

2.1.3.1.2. Mode opératoire

La proportion en polyphénols totaux a été estimée par recours a l'utilisation de
la méthode adaptée de SINGLETON et ROSS (en 1965) avec le réactif Folin-
Ciocalteu [170] (figure 3.9). Dans un mélange de molybdene bleu et d'oxydes de
tungstene, la concentration maximale de couleur varie entre 725 et 760 nm et elle est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.
Pour la détermination des Phénols totaux. Un volume de 200 ml de chaque extrait a
été mélangé avec 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml d'une solution
de carbonate de sodium a 7,5%. Aprés agitation, I'absorbance a été mesurée par
spectrophotomeétre UV-vis (Jenway 6305) a la longueur d'onde de 760 nm. La teneur
en phénols totaux a été exprimée en mg équivalent d'acide Gallique/g. de matiere
végétale (mg EAG/g. mv) en utilisant la courbe d'étalonnage de l'acide Gallique
(R?=0,977). Chaque essai a été répété en triple et exprimé comme (moyennes + SE).

2.1.3.2. Contenu en Flavonoides

2.1.3.2.1. Principe
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La coloration jaunatre exprimée dans cette méthode est due a la formation d’un
complexe entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présent sur les
carbones 4 et 5 des flavonoides [171].

2.1.3.2.2. Mode opératoire

La quantification des flavonoides a été procédée avec la méthode du trichlorure
d'aluminium et de I'nydroxyde de sodium [172] (figure 3.9). Le trichlorure d'aluminium
forme un complexe jaune avec les flavonoides et de I'hydroxyde de sodium forme un
complexe en rose qui absorbe a la longueur d’onde de 510 nm. 0,3 ml de nitrite de
sodium a 5% a été ajouté. Aprés 5 min, on a ajouté 0,3 ml de chlorure d'aluminium a
10%. A 6 min, on a ajouté 2 ml d'hydroxyde de sodium 1 M au mélange. En méme
temps, le mélange a été dilué en volume avec addition de 2,4 ml d'eau distillée et
bien mélangé. L'absorbance du mélange a été déterminée a 510 nm par
spectrophotometre UV-vis (Jenway 6305). La teneur en flavonoides a été exprimée
en mg d'équivalent de quercétine/g. de matiére végétale (mg EQ/g. mv) en utilisant la
courbe d'étalonnage de quercétine (R?=0,962). Chaque essai a été répété en triple et
exprimé comme (moyennes + SE).

3. Fraction volatile des métabolites secondaires; les huiles essentielles des plantes
de hautes altitudes; la Lamiacée Teucrium polium et la Fabacée Cytisus triflorus
L’'Her

3.1. Extraction de la fraction volatile; huiles essentielles des plantes des hautes
altitudes par Hydrodistillation

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances
organiques aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans diverses parties
des végétaux. Elles sont trés concentrées, volatiles et sensibles a la décomposition
sous l'effet de la chaleur [43]. L'étude proposée a trait a I'étude des huiles
essentielles extraites pendant les différents stades phénologiques des plantes
étudiées (stade végétatif, stade floraison et stade fructification) a partir des parties
aériennes des deux plantes Teucrium polium et Cytisus triflorus L'Her par
Hydrodistillation (figure 3.9). C’est une technique d’extraction dans laquelle le solvant
est I'eau. Elle peut étre utilisée pour extraire des espeéeces insolubles dans I'eau
(figure 2.4).
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Figure 2.4: Montage de I'appareil Clevenger du procédé de I'hydrodistillation
(originale 2015).
3.1.1. Principe

Le principe de I'hydrodistillation correspond a une distillation hétérogeéne. Le
procédé consiste a immerger la matiere premiere végétale dans un bain d'eau.
L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique. La
chaleur permet I'éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans
les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un
meélange azéotropique. Sachant que la température d’ébullition d’'un mélange est
atteinte lorsque la somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est
égale a la pression d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des points
d’ébullition des substances pures. Ainsi le mélange azéotropique « eau + huile
essentielle » distillé a une température égale 100°C a pression atmosphérique alors
que les températures d’ébullition des composés aromatiques sont pour la plupart trés
élevées. Il est ensuite refroidi et condensé. Une fois condensées, eau et molécules
aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase
aqueuse (présenté par l'hydrolat) et une phase organique (dénudé par [I'huile
essentielle).

3.1.2. Technigue

La méthode d’extraction est décrite ci-dessous :

On place la matiére végétale seéche: 100 g dans 1 litres d’eau distillée en utilisant un
appareil de type Clevenger selon la méthode préconisée dans la Pharmacopée
européenne [173], I'extraction est effectuée durant trois heures, durée nécessaire a
'épuisement de la matiére premiére (environ 90%) en huile essentielle, apres on
récupére les vapeurs refroidies. Enfin, les huiles essentielles sont récupéerées dans
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des flacons en verre scellées puis conservées au réfrigérateur a 4°C. Le montage de
I'hydrodistillation est représenté ci-dessus (figure 2.4).

Le calcul du rendement de chaque essence s’est effectué selon la relation suivante :

R =100 x (m/M) |

Ou m et M représentent respectivement la masse de I'huile essentielle et la masse
de la charge végétale.

3.2. Caractérisation chimique (Analyse qualitative et approximative) des huiles
essentielles par Couplage chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de
masse (CPG/SM)

Une fois les différents huiles essentielles obtenues, I'analyse chimique permet
d’identifier et de quantifier les produits qui les composent. L’analyse de la partie
volatile est réalisée par la techniques chromatographiques (CPG/SM) (figure 3.9).

3.2.1. Principe

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de
masse (CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et I'analyse des
différents constituants d’'un mélange complexe. Ce couplage est la technique la plus
utilisée dans le domaine des huiles essentielles et réunit le meilleur de ces deux
techniques et permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la masse
moléculaire d’'un composé et d’obtenir des informations structurales relatives a une
molécule a partir de sa fragmentation.

3.2.2. Technique

L’analyse chromatographique est réalisée a l'aide d’'un chromatographe en
phase gazeuse (GC-2014 Shimasu Gas Chromatograph), équipé d’'un détecteur a
ionisation de flamme et d’une colonne capillaire DB5 peu polaire de longueur 30 m,
de diamétre interne 25 mm et ayant un film d’épaisseur 0,25 pm. L’injecteur
fonctionne en mode split avec un ratio de 1/50, le chromatographe est alimenté par
trois gaz : I'azote, 'hydrogéne et lair, le gaz vecteur inerte est I’hydrogéne ayant un
flux total de 5,61 ml/min, un débit de 1 ml/min et une pression de 80,1 kPa, la
température de l'injecteur est de 250 °C et celle du détecteur est de 270 °C, et la
température de la colonne suit le programme suivant: la colonne a une température
initiale de 50 °C qui est maintenue pendant une minute; puis de 50 a 175 °C, elle suit
un palier a raison de 5 °C par minute. La température de 175 °C est maintenue
pendant dix minutes. Ensuite, la température passe de 175 a 250 °C selon un palier,
a raison de 15 °C par minute, ces conditions ont été utilisés pour les HE’s de
Teucrium polium [162].
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Pour celles des HE’s de Cytisus triflorus L’Her, la température de l'injecteur était a
280 ° C et la température des détecteurs a ionisation de flamme était de 280 et 300 °
C, respectivement. La température de la source d'ions et du quadripble MS était de
230 ° C et 180 ° C, respectivement. Le spectrométre de masse fonctionnant a 70 eV
et le multiplicateur d'électrons a été fixé a 2200 V (figure 2.5).

Figure 2.5: Equipement d’analyse CG-SM (originale 2015).

3.2.3. Identification des composés

L’identification des composants individuels est fondée sur la comparaison des
indices de rétention (Ir) calculés, avec ceux de composés authentiques ou des
données de la littérature (National Institute of Standards and Technology, 2008), et
des bibliotheques commerciales [174 et 175], et par 'analyse de chaque spectre de
masse des composés constitutifs.

4. Mise en évidence de l'activité antimicrobienne des différentes fractions des plantes
modéles

4.1. Préparation des milieux de culture (voir annexes)

4.2. Micro-organismes et conditions de culture

Les souches pathogénes choisies pour I'étude de l'activité antimicrobienne in
vitro de différentes fractions des plantes impétrantes sous la dépendance de la
variation phénologique. Ces derniéres comprennent; Bacillus subtilis ATCC 6633 (B.
sub), Escherichia coli ATCC 8739 (E. coli), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
(P. aer), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (S. aur), Salmonella enterica ATCC
14028 (S. ent), Candida albicans ATCC 10231 (C. alb) et Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404 (A. bra). Ces microorganismes nous ont été fournis gracieusement par
Microbiologics®. A I'exception des champignons phytopathogénes: Alternaria
alternata (A. alt), Fusarium solani (F. sol) et Fusarium oxysporum (F. oxy) qui ont été
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gracieusement fournis par le laboratoire de phytopathologie (Université des
Sciences, Jordanie), ces souches fongiques sont des isolats d'agrumes variété
Thomson (Tableau 1.1.).

Tableau 1.1. Déterminisme des caractéristiques pathogénes des souches
microbiennes testées [138].

Souches microbienne Caractéristiques pathogéniques

Mycélium filamenteux phytopathogéne, provoque
des lésions oculaires apres traumatisme végeétal
ou apres introduction de corps étrangers : métal,
pierre, sable, etc...

Fusarium solani

Attaque principalement la plante au début de la
Fusarium oxysporum floraison. la plante attaquée présente des
symptomes de flétrissement et de jaunissement
partiel, puis total du feuillage.

Peut provoquer chez I'homme des affections
épidermiques, des allergies respiratoires, de
Alternaria alternata 'asthme. Chez les végétaux, il se présente comme
un champignon phytopathogéne provoquant divers
symptémes; taches noires, pourriture, rouille,
etc.... sur les différents organes de la plante.

Champignons filamenteux, peut étre toxique et
pathogéne car il est responsable de mycoses
Aspergillus brasiliensis pulmonaires chez 'homme et les oiseaux, Chez
certaines plantes il représente un sujet a la
pourriture du collet.

Levure, provoque des infections fongiques
Candida albicans essentiellement au niveau des muqueuses
digestive et gynécologique.

Bacille aérobie et Gram négatif que l'on trouve
couramment dans le tube digestif de I'étre humain
et des animaux a sang chaud. Sont a l'origine des
infections intestinales.

Escherichia coli

Bacille aérobie, Gram négatif et tres mobile grace
a un flagelle polaire. Il est de plus en plus souvent
Pseudomonas aeruginosa | responsable d'infections nosocomiales. C'est I'une
des Dbactéries les plus difficles a traiter
cliniguement.

Staphylococcus aureus Cocci a Gram positif, responsable d’infections
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nosocomiales, d’intoxications alimentaires et sa
résistance aux antibiotiques est parfois un grand
probléme pour le traitement des patients.

Bacille a Gram négatif qui provoquent chez
I'espéce humaine des maladies telles que la fievre
Salmonella enterica typhoide, la fievre paratyphoide et la salmonellose,
une des principales causes de toxi-infection
alimentaire collective.

Bacille a Gram positif qui n'est pas considérée
comme pathogéne pour 'hnomme, mais elle peut

Bacillus subtilis contaminer des aliments et peut
exceptionnellement provoquer une intoxication
alimentaire.

4.3. Préparation des dilutions des extraits a tester

Les extraits a tester sont les décoctés aqueux concentrés et les macérats
organiques (meéthanoliqgues) des deux plantes modéles durant les trois stades
phénologiques.

Les extraits aqueux ont été dissous dans de l'eau distillée alors que les extraits
méthanoliques dans du dimethyl sulfoxide (DMSO). Les tests ont été effectués a
différentes concentrations des extraits dont on a sélectionné Iefficace parmi;
présumé de 1g / ml pour les extraits agqueux et de 0.5g/ml pour les extraits
meéthanoliques.

En effet, pour les huiles essentielles toutes les dilutions ont été faites avec du
dimethyl sulfoxide (DMSO) ou les concentrations testés étaient de 800, 400, 200,
100, 50, 25, 12,5 et 6,25 ug / mL.

4.4. Détermination de l'activité antimicrobienne par méthode de diffusion (test de

sensibilité)

4.4.1. Milieu
Les milieux de culture utilisés sont: le MH (Mueller Hinton) pour les bactéries,
SAB (Sabouraud) pour levure et le PDA (gélose a la pomme de terre et au dextrose)

pour les champignons; coulées en boites de Pétri et séchée avant I'emploi [176].

4.4.2. Préparation des inoculums

- Toutes les souches microbiennes ont été pré-cultivées avant leur utilisation.
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- Dans la zone aseptique du bec bunsen et a partir d’'une culture pure sur milieu
d’isolement gélose nutritive, racler a l'aide d’une anse de platine quelques colonies
bien isolées et identiques de chacune des souches microbiennes a tester dans 3 mi
de bouillon (Muller Hinton pour les souches bactériennes et le milieu PDA pour les
souches fongiques) et les incubées a 37°C pendant 18-24 h pour les bactéries et 48
h pour les champignons d'une culture jeune.

- Décharger I'anse dans 10 ml d’eau distillée stérile.

- Bien homogénéiser les suspensions microbiennes. Leurs turbidités correspondant &
une densité optique de 0,5 étalon de Mc Ferland & 620 nm pour atteindre une
concentration de 1,5 x 10® UFC / ml (unités formatrices de colonie) pour les bactéries
et 4530 nm 5 x 10° CFU / ml pour les champignons.

- L'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
de I'eau distillée stérile s'il est trop fort.

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de
'inoculum.

La méthode de diffusion sur disque a base d'agar a été adoptée pour déterminer les
diameétres des zones d'inhibition dans les tests d'activité antimicrobienne [177]. La
solution mére des difféerentes huiles essentielles et des différents extraits
méthanoliques ont été préparée dans du dimethyl sulfoxide (DMSO), qui n'a eu
aucun effet sur les microorganismes aux concentrations étudiées (figure 3.9).

4.4.3. Ensemencement et dépbt des disques

- Vingt millilitres d'agar nutritif liquide stérile ont été chauffés et versés dans chaque
boite de Pétri. Aprés refroidissement de I'agar liquide et solidification, un écouvillon a
été trempé (100 pl) dans la suspension microbienne standardisé a été étalée sur la
surface des plagues d'agar stérile.

- L’essorer en le pressant fermement(en le tournant) sur la paroi interne du tube.

- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries
serrées (ensemencement par écouvillonnage), on répéte l'opération deux fois en
tournant la boite de 60° a chaque fois. Finir l'ensemencement en passant I'écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

- Recharger I'’écouvillon a chaque fois dans le cas ou on ensemence plusieurs boites
de Pétri avec la méme souche.
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- Des disques de papier Whatman N ° 1 de 6 mm de diametre sont imprégnés
ensuite d’'une petite quantité des extraits et des huiles essentielles (20 ul / disque
pour les extraits aqueux et méthanoliques et par 15 pl / disque pour les HE'S) et
déposés sur la surface de la gélose inoculée (figure 3.9).

- Des disques de papier Whatman imprégnés de DMSO et dans de I'eau servant de
témoins négatifs, sont aussi déposés sur la surface de la gélose inoculée. Les boites
de Pétri ont été incubées a 37 ° C pendant 24 h pour les bactéries, 27°C pendant 4 a
6 jours pour les champignons et 30° C 48 h pour les levures (figure 2.6).

4.4.4. Lecture

Apres incubation, les diameétres des zones d'inhibition autour de chaque disque
(diametre de la zone d'inhibition plus diamétre des disques) ont été mesurés en
utilisant la version3.0 de I'application Image Tool et enregistrés en tant que valeurs
moyennes * erreur type. Pour chaque extrait, trois essais répétés ont été meneés
contre chaque souche (figure 2.6).
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Figure 2.6: Schéma illustrant la méthode de sensibilité (activité antimicrobienne) par
méthode de diffusion.

Les résultats ont été appréciés comme sulit:

Zone d'inhibition <6mm: pas d'activité antimicrobienne (-);

Zone d'inhibition 6-7.5mm: présence d’une activité antimicrobienne (+);

Zone d'inhibition> 7.5mm: activité antimicrobienne élevée (++) [178].

4.4 5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La concentration minimale d'inhibition (CMI) est la concentration la plus faible
d'un agent antimicrobien a laquelle on n'a pas observé de croissance de micro-
organismes.
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La CMI a été déterminée par une méthode de microdilution en bouillon utilisant des
plagues a 96 puits [179] (figure 3.6).

10 ul des huiles essentielles a tester ont été ajoutés a une microplaque a 96 puits
contenant 100 ul de suspension de bactéries / champignons ou levure avec
approximativement 10’ UFC / ml ont été mélangés soigneusement et pipetés dans
chaque puits. Les microplagues ont ensuite été recouvertes de couvercles stériles et
incubées a 37° C pendant 24 h pour les bactéries ou a 30° C pendant 48 h pour les
champignons [180]. Le DMSO a déja été testé pour l'activité antimicrobienne et
aucun effet néfaste sur la croissance bactérienne / fongique n'a été observé aux
concentrations utilisées.

Aprés incubation, les CMI des échantillons ont ensuite été détectés aprés I'addition
de 50uL d'un indicateur de croissance microbienne INT (chlorure
d'iodonitrotétrazolium, Sigma Aldrich) (0,2 mg / mL) dans chaque puits. Les bactéries
/ champignons viables ont réduit la couleur jaune en rose [160] (figure 3.9).
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Figure 2.7:Microplaque utilisées avec les suspensions microbiennes-extraits-milieu
de culture avant et aprés incubation, et détection de la croissance par I'essai
colorimétrique (INT) (originale 2015).

Les résultats des valeurs de CMI des huiles essentielles ont été appréciés comme
suit:

Aucune bioactivité n'a été définie comme la CMI> 1000 pg / ml;
Faible bioactivité comme la CMI varie de 501-1000 pg / mi;
Bioactivité modérée avec une CMI de 126 a 500 pg / ml;
Bonne bioactivité CMI entre 26-125 ug / ml;

Forte bioactivité avec une CMI entre 10 et 25 ug / mi;

Et une tres forte bioactivité avec une CMI <10 pg / ml [181].

4.4.6. Détermination des concentrations bactéricides / fongicides minimales (CMB /

CMF)
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Les parameéetres CMB / CMF ont été déterminées comme étant les
concentrations les plus faibles auxquelles 99,9% ou plus des bactéries /
champignons testés ont été tués d'especes bactériennes ou fongiques.

Les CMB / CMF ont été déterminées en prélevant 20 ul des cultures en utilisant pour
la détermination MIC de chaque puits et en les marquant sur plagues agar, puis les
bactéries ont été incubées a 37° C pendant 24 h et les champignons incubés a 30 °
C pendant 48h, séparément.

Habituellement, la concentration la plus faible de l'agent antimicrobien a la
concentration minimale bactéricide (CMB) et la concentration minimale fongicide
(CMF) a été déterminée par la concentration la plus faible qui ne montre aucune
croissance visible sur le milieu solide. Toutes les expériences ont été réalisées en
triple [182] (figure 3.9).

Figure 2.8: Prélevement des puits et ajout sur le milieu pour déterminer les CMB et
les CMF (originale 2015).

4.4. Détermination de l'indice MIC

Les valeurs d'indice MIC ont été déterminées pour les échantillons en utilisant
leurs valeurs CMM (CMB, CMF) et CMI calculées par rapport aux souches testées
(bactéries et de champignons) [183 et 184].

Indice CMI pour les bactéries = CMB / CMI
Indice CMI pour les champignons = CMF / CMI [136].

Les huiles essentielles exercent un effet microbicide lorsque MMC / MIC < 4 [185].

5. Exploitations des données
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Pour 'analyse des extraits de Teucrium polium et de Cytisus triflorus L’Her, Les
résultats sont rapportés comme valeurs de trois répétitions (moyennes + erreur
standard) sur la base d'un C.V. <20%. Les données ont été soumises a une analyse
statistique par le logiciel SYSTAT Ver. 12 [186]. L'analyse de la variance (ANOVA)
suivie du test de NEWMEN-KEULS a été utilisée pour établir I'effet des stades
phénologiques, du contenu phytochimique et du type du solvant sur [activité
antibactérienne des extraits, les différences ont été considérés comme significatives
a p <0,05. L'analyse en composantes principales (A.C.P.) a été réalisée a l'aide du
logiciel XLSTAT Ver. 9, afin d’apercevoir 'assemblage dans les relations entre les
variables et permettant de classer les effets interactifs des stades phénologiques et
le contenu phytochimique des extraits de plantes sur l'activité antibactérienne.

Les équations prédictives des fluctuations des diameétres des zones d'inhibition
présumant la sensibilité des microorganismes envers les métabolites discerner dans
les extraits des plantes des différents stades phénologiques ont été développés par
le test de régression multiple apres veérification de la signification des probabilités
associées a chaque variable explicative (p <0,05) par le logiciel PAST ver. 1.37
[187].

Pour l'analyse statistique de la fraction volatile de Teucrium polium, l'analyse de la
variance (GLM) a été effectuée pour déterminer les différences significatives a p
<0,05 et les différences marginales significatives a p <0,08. Les stades
phénologiques, les doses et les souches comme facteurs d'effet et suivis par le test
comparatif multiple post hoc de Tukey appliqué entre les moyennes. L'analyse
statistique des données a été réalisée a l'aide du logiciel SYSTAT Ver. 12. De plus,
les activités antimicrobiennes ont été réalisées a l'aide de l'analyse en composantes
principales (ACP) et ont été créées par le logiciel PAST [188]. Cependant, celle de la
fraction volatile de Cytisus triflorus L'Her, les tests ont été réalisés en trois réplicats et
les données ont été analysées statistiquement par le test ANOVA-Tukey HSD
(difféerence honnétement significative) comparant Iimpact de trois stades
phénologiques (stade végétatif, floraison et fructification) d'un an sur le rendement en
huiles essentielles et les propriétés antimicrobiennes de Cytisus triflorus L'Her en
utilisant les tests de DUNCAN MULTIPLE RANGE et de KRUSKAL-WALLIS au
niveau p < 0,01.

Dans une tentative de tester les similitudes sur la distribution des constituants d'huile
essentielle a trois étapes phénologiques cruciales, et d'établir la relation entre
l'activité antimicrobienne et les composés volatils de Cytisus triflorus L’Her; La
distance euclidienne et la méthode hiérarchiqgue agglomérée ont été réalisées en
utilisant le logiciel PAST [188].

Toutes les étapes de la caractérisation des métabolites secondaires des deux
plantes étudiées est résumé dans le diagramme suivant:
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établir 'impact de la variation phénoclogique sur:

b

Parties aériennes séchées de: Cytisus
friflorus L'Her et Teucrium polium

Hydrodistillation | Brayage
| Huiles essentielles | | Residus en poudres |
Décoction Macération organigue
CGISM J’
[oor | extraits aqueux | | Extraite métnanoiiques |
la méthode du Méthode Folin-
trichlorure Ciocalteu
d'aluminium

Evaluer I'effet phénologique sur le mécanisme de défense des
métabolites secondaires des plantes impétrantes des hautes altitudes
via un stress biotique causée par des agents biologiques (agents
pathogénes microbiens)

Figure 3.9: Schéma représentatif des extractions, des préparations, des analyses et
des estimations chimiques et des bioactivités reconquises chez la lamiacée Teucrium
polium et la fabacée Cytisus triflorus L’Her.
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CHAPITRE 3:
RESULTATS

Les résultats sont présentés en 2 parties:

i)  Profil saisonnier de quelques proportions de meétabolites secondaires
recupérés dans les extraits agueux et méthanoliques de la balais Cytisus
triflorus L’Her et de la germandrée Teucrium polium; plantes de hautes
altitudes: Nous nous sommes intéressés a la mise en évidence de l'impact de
I'indice phénologique a savoir les stades; vegétatif, floraison et fructification sur
la cinétique d’accumulation des principes actifs des extraits et sur leur pouvoirs
antimicrobiens (agents pathogénes microbiens).

ii) Caractérisation et comportement saisonnier de la fraction volatile des
métabolites secondaires; les huiles essentielles de la balais Cytisus
triflorus L’Her et de la germandrée Teucrium polium; plantes de hautes
altitudes: Cette partie s’est focalisée sur a I'étude de l'impact des phases
critiques du cycle végétatif (stade végétatif, stade floraison et stade
fructification); sur le rendement en huiles essentielles, sur leurs compositions
chimique et sur leurs pouvoirs antimicrobiens (agents pathogénes microbiens).

1. Profil saisonnier semi-quantitative du contenu phytochimigue et pouvoirs
antibactérien des extraits agueux et méthanoligues chez la Lamiacée Teucrium

polium

1.1. Rendement d’extraction des extraits aqueux et méthanoligues de Teucrium
polium

Le pourcentage des rendements des extraits de la partie aérienne de Teucrium
polium durant les trois stades phénologiques est représenté dans la Figure 3.1.
L’analyse de la variance exprime un écart en rendement trés significatif au profit des
extraits aqueux au niveau des trois stades phénologiques. La comparaison par
paires nous a permet de signaler une graduation négative en rendement selon un
gradient saisonnier; végétatif, floraison et fructification.
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Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
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Figure 3.1: Variation saisonniere du pourcentage des rendements des extraits aqueux
et méthanoliques des parties aériennes de Teucrium polium (moy + SE, n=3).

1.2. Etude phytochimique des extraits de Teucrium polium

1.2.1. Tendance du contenu phytochimique des extraits de Teucrium polium sous
I'effet saisonnier

Dans l'esprit de visualiser les caractéristiques phytochimiques des extraits de
Teucrium polium sous la dépendance des différents stades phénologiques, nous
avons opté pour une analyse multivariée. L’analyse en composantes principales
A.C.P. est satisfaisante dans la mesure ou un fort pourcentage de contribution a été
signalé sur les axes F1xF2 (100%). Les projections des valeurs de contenu des
extraits en métabolisme secondaire sur le premier axe (76,32%), ont permet de
constater la présence d’une corrélation positive entre les phénols totaux et les
flavonoides, par rapport au stade végétatif. Cette tendance a été confirmé par la
valeur du coefficient de corrélation de Pearson (r=0,973) (Figure 3.2).
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Figure 3.2: Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) du contenu phytochimique

des extraits de Teucrium polium:
distribution des variables correspondant a la répartition selon I'indice saisonnier.

1.2.2. Variation quantitative du contenu phytochimique accumulée dans les extraits
de Teucrium polium sous les fluctuations saisonniéres

Les résultats du screening phytochimique du contenu en phénols totaux et en
flavonoides des extraits aqueux et méthanolique de Teucrium polium ont affichés
une fluctuation significative, tres marquée au niveau du stade végétatif est qui
s’estampaient progressivement avec le développement de la plante (Figure 3.3A et
3.3C). Cependant, I'analyse de la variance a estimé que I'extrait méthanolique
concentre significativement les phénols totaux et les flavonoides par comparaison
aux extraits aqueux (Figure 3.3B et 3.3D).
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Figure 3.3: Fluctuations du contenu des extraits de Teucrium polium en terme de:
phénols totaux et de flavonoides en fonction des solvants d’extraction et des stades
phénologiques (moy + SE, n=3).

1.3. Variation saisonniére des activités antibactériennes des extraits de Teucrium
polium

Les résultats de l'activité antibactérienne des extraits de Teucrium polium
obtenus par la méthode de diffusion, ont exposaient trois paliers de sensibilité a
'égard de la gamme de bactéries pathogénes testées durant les trois stades
phénologiques, générant des différences trés significatives. Le premier palier,
s'intéressait a la détermination de la sensibilité des souches en controlant le
changement des diamétres des zones d’inhibition face aux variations phénologiques
de Teucrium polium. Les résultats ont montrés une gradation descendante trés
hautement significative entre I'activité des extraits du stade végétatif, du stade
floraison et ceux du stade fructification (Figure 3.4A). Concernant le deuxieme palier,
ce dernier a affiché la dominance des extraits méthanoliques par comparaison aux
extraits aqueux en termes d’aptitude d’affectation des diamétres des zones
d’inhibitions des pathogenes (Figure 3.4B). En revanche, le troisiéme palier a montré
la forte sensibilité des bactéries a Gram positifs (Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus) envers les extraits de Teucrium polium et méme pour Salmonella enterica,
gui désormais appartient aux Gram négatifs. Néanmoins, I'effet antibactérien sur le
reste de pathogénes notamment Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
apparait moins important (Figure 3.4C).
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de Teucrium polium, des stades phénologiques et des souches bactériennes (moy +
SE, n=3).

La projection mutuelle des quantités du contenu des extraits et des valeurs des
zones d’inhibition sur les deux axes F1xF2 (100%) de 'ACP, nous a permet de
constater que la sensibilité des pathogenes durant le stade végétatif présentait une
corrélation positive avec les phénols totaux (r = 0,974), et de méme avec les
flavonoides (r = 0,896) (Figure 3.5).
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Figure 3.5: Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) performée sur la variation
saisonniere de la composition phytochimique des extraits de Teucrium polium et de

I'activité antibactérienne:
Indication des corrélations positives et négatives des variables avec les axes.

1.4. Modéle d'ajustement et d'optimisation de la bioactivité des extraits de Teucrium
polium

La réflexion sur la modélisation de I'optimisation des activités des extraits dans
le cadre d’une rationalisation d’utilisation des ressources phytogénétiques, nous ont
permet de contribuer & une meilleure compréhension de la qualité phytochimique des
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plantes médicinales dans les activités antibactériennes. Ainsi, l'intégration des
teneurs en phénols totaux (TP) et en flavonoides (FLV) des différents stades
phénologiques (variables explicatives), et les zones d’inhibitions des souches
(variable expliqué), nous permettras de prédire les grandes propriétés fonctionnelles
des extraits de Teucrium polium. Les résultats des régressions multiples, nous ont
permet d’obtenir plusieurs modéles prédictifs relatifs aux souches selon la variation
phénologiques des extraits. Les équations polynomiales ont été arrétées apres
vérification de la signification des probabilités associées a chaque variable
explicative. Les valeurs de coefficients de détermination ont également affirmé le
degré élevé de corrélation entre les valeurs observées et prédites. En revanche, le
coefficient de corrélation a indigué un haut degré de lien entre les variables
explicatives (contenu phytochimique des extraits), et la variable expliquée (zone
d’inhibition)(Tableau 3.1).

Bacillus subtilis parait trés sensible a I'effet synergique des phénols totaux (TP), et
des flavonoides (FLV) concentrés dans les extraits des stades végétatif et floraison,
alors que sa sensibilité serait accrue aux flavonoides (FLV) dans les extraits du stade
fructification. Pour Staphylococcus aureus sa sensibilité parait réagir difféeremment
aux contenus des extraits. Le stade végétatif integre un maximum de composés (TP
et FLV), secondé par le stade fructification (FLV) et enfin le stade floraison qui a
montré I'effet individualisé des phénols totaux (TP). Concernant Salmonella enterica,
elle présentait une sensibilité aux extraits durant le stade végétatif (TP et FLV) et
rageait pareillement aux contenus des extraits des stades phénologiques floraison et
fructification(FLV). La synergie des constituants métaboliques des extraits a exprimé
un effet antibactérien diversifié sur Pseudomonas aeruginosa durant le stade
végétatif et le stade fructification avec (TP et FLV), et durant le stade floraison avec
(TP).Escherichia coli pourrait étre contrélé efficacement par I'utilisation des extraits
du stade végétatif et du stade floraison avec (TP et FLV).

Tableau 3.1: Présentation des équations prédictives de I'activité antibactérienne des
composés des extraits de Teucrium polium vis a vis les microorganismes testés en
fonction des stades phénologiques.

Souche Stade phénologique | Variables explicatives R’ r Prédiction de I'activité des composés des extraits au
bactérienne stade phénologique
Bacillus Stade végétatif PT et FLV 1 1 Yz=6,95PT+27,83FLV-269,99
subtilis Stade floraison PT et FLV 0,996 | 0,998 Yz=39,24PT+159,59FL V-688,32
Stade fructification FLV 0,999 | 0,999 Yz=2,77FLV+14,76
Staphylococc Stade végétatif PT et FLV 0,999 | 0,999 Yz=189,47PT+30,81FLV-166,06
us aureus Stade floraison PT 0,978 | 0,989 Y\,=2,82PT+56,73
Stade fructification FLV 0,927 | 0,962 Yz=20,83FLV+33,38
Salmonella Stade végétatif PT et FLV 0,997 | 0,999 Yz=643,58PT+224,10FLV+625,02
enterica Stade floraison FLV 0,995 | 0,997 Yz=54,20FLV+63,60
Stade fructification FLV 0,990 | 0,995 Yz=19,93FLV+32,18
Pseudomona Stade végétatif PT et FLV 0,939 | 0,969 Yz=50,53PT+9,31FLV-180,59
S aeruginosa Stade floraison PT 0,895 | 0,946 Y= 4,37TPT+22,47
Stade fructification PT et FLV 0,965 | 0,982 Yz=6,95PT+4,74FLV+1,426
Escherichia Stade végétatif PT et FLV 0,999 | 0,999 Yz=322,74PT+142,58FLV+62,34
coli Stade floraison PT et FLV 0,992 | 0,981 Yz=0,97PT+3,21FLV-14,87
Stade fructification PT et FLV, 0,519 | 0,199 Yz=4,23PT+9,37FLV+17,61
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2. Profil saisonnier semi-guantitative du contenu phytochimique et pouvoir

antibactérien des extraits agueux et méthanoliques chez la Fabacée Cytisus ftriflorus
L'Her

2.1. Rendement d’extraction des extraits aqueux et méthanoliqgues de Cytisus
triflorus L’'Her

Le pourcentage des rendements des extraits de Cytisus triflorus L’Her durant
les trois stades phénologiques est représenté dans la figure 3.6. L’analyse de la
variance exprime un écart en rendement trés significatif au privilege de l'extrait
aqueux durant les trois stades phénologiques. La comparaison par paires nous
permet d’annoncer une graduation négative en rendement selon un gradient
phénologique; végétatif, floraison et fructification.

Analyse de la variance, accordée par le test Newman-Keuls
® F-ratio gxtrait methanoiique = 9953,789; p = 0,000, p < 0,1%
F-ratio extrait aqueux = 15304,314; p=0,000,p < 0,1%
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Figure 3.6: Variation saisonniere du pourcentage des rendements des extraits
agueux et méthanoliques des parties aériennes de Cytisus triflorus L’'Her (moy + SE,
n=3).

2.2. Etude phytochimigue des extraits de Cytisus triflorus L’Her

2.2.1. Tendance du contenu phytochimique des extraits de Cytisus triflorus L’Her
sous |'effet saisonnier

L’analyse en composantes principales A.C.P. est avancée dans l'esprit de
visualiser les caractéristiques phytochimiques des extraits de Cytisus triflorus L’Her
sous la dépendance des différents stades phénologiques. L’analyse est satisfaisante
dans la mesure ou un fort pourcentage de contribution a été signalé sur les axes
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F1xF2 (100%). Les projections des valeurs du contenu des extraits en métabolites
secondaires sur le premier axe (65,41%), ont permet de constater la présence d’une
corrélation positive entre les phénols totaux et les flavonoides avec le stade
végetatif. Cette tendance a été confirmé par la valeur du coefficient de corrélation de
Pearson (r=0,982) (Figure 3.7).
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Figure 3.7: Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) de la composition
phytochimique des extraits de Cytisus triflorus L’'Her:
distribution des variables correspondant a la répartition selon l'indice saisonnier

2.2.2. Variation quantitative du contenu phytochimique accumulée dans les extraits
de Cyvtisus triflorus L’Her sous les fluctuations saisonniéres

Les résultats du screening phytochimique du contenu de Cytisus triflorus L’'Her
en phénols totaux et en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique ont
annoncés une fluctuation significative tres marquée, qui parait la plus performante en
stade végétatif est qui s’accentuaient progressivement avec le développement de la
plante (Figure 3.8A et 3.8C). Néanmoins, I'analyse de la variance a estimé que les
phénols totaux et les flavonoides se concentrent significativement dans ['extrait
méthanolique que dans I'extrait agueux (Figure 3.8E et 3.8D).
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Figure 3.8: Fluctuations du contenu phytochimique des extraits de Cytisus triflorus
L’Her en terme de phénols totaux et des flavonoides en fonction des solvants
d’extraction et des stades phénologiques (moy+ SE, n=3).

2.3. Variation saisonniére des activités antibactériennes des extraits de Cytisus
triflorus L’'Her

Les résultats de I'activité antibactérienne des extraits de Cytisus triflorus L’'Her
obtenus par la méthode de diffusion ont relaté trois paliers de sensibilité a I'égard de
la gamme de bactéries pathogenes durant les trois stades phénologiques, générant
des différences tres significatives. Le premier palier, s’intéressait a la détermination
de la sensibilité des souches en contrélant le changement des diametres des zones
d’inhibition face aux variations saisonniéres de Cytisus triflorus. Les résultats ont
montrés un décroissement trés significatif entre l'activité des extraits du stade
végétatif, du stade floraison et du stade fructification (Figure 3.9A). Concernant le
deuxieme palier, ce dernier a annoncé la dominance des extraits méthanoliques par
comparaison aux extraits aqueux en termes d’aptitude d’affectation des diameétres
des zones d’inhibitions des pathogénes (Figure 3.9B). En revanche, le troisieme
palier a montré une forte sensibilité qui bascule entre bactéries a Gram positif et
Gram négatif (Salmonella enterica et Staphylococcus aureus) en premiére position,
suivie par un effet quasiment analogue des extraits sur Bacillus subtilis et
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Escherichia coli. Néanmoins, I'effet sur Pseudomonas aeruginosa apparait moins
important, exhibant une résistante aux extraits de Cytisus triflorus L’Her (Figure
3.90).
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Figure 3.9: Fluctuations des diamétres des zones d’inhibition sous I'effet des extraits
de Cytisus triflorus L'Her, des stades phénologiques et des souches bactériennes
(moy £ SE, n=3).

La projection mutuelle des concentrations des composés des extraits et des valeurs
des zones d’inhibition sur les deux axes F1xF2 (100%) de 'ACP nous a permet de
constater que la sensibilité des bactéries exposait une corrélation positive avec les
phénols totaux (r = 0,985) et avec les flavonoides (r = 0,934) durant le stade
végétatif, alors que le contenu des extraits des stades floraison et fructification
réagissait négativement avec la sensibilité des bactéries (Figure 3.10).
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Figure 3.10: Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) performée sur la variation
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2.4. Modeéele d'ajustement et d'optimisation de la bioactivité des extraits de Cytisus
triflorus L’'Her

Pareillement, dans le but de prédire les grandes propriétés fonctionnelles des
extraits de Cytisus triflorus, nous avons intégré les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides des différents stades phénologiques (variables explicatives), et les zones
d’inhibitions des souches testées (variable expliqué) afin d’obtenir afin d’obtenir les
modeles prédictifs relatifs aux souches selon la variation phénologique des extraits.
Les résultats des équations polynomiales (Tableau 3.2), nous ont permet De
constater que Salmonella enterica, parait trés sensible aux flavonoides (FLV) des
extraits du stade floraison. Cependant Staphylococcus aureus, sa sensibilité parait
réagir approximativement aux contenus des extraits en flavonoides (FLV) pendant le
stade floraison.

Il est possible que, selon les stades phénologiques de l'année, le contenu et la
présence des composés bioactifs puissent varier en parallele avec la présence ou
l'absence des stimuli externes, ce qui entraine une modification des propriétés
antibactériennes et qui été enregistré par les extraits de Cytisus triflorus L’Her qui
peuvent étre présentés comme des alternatives afin de diminuer certaines
résistances chez certains microorganismes.

Tableau 3.2: Présentation des équations prédictives de I'activité antibactérienne des
composés des extraits de Cytisus triflorus L’Her vis a vis les microorganismes testés
en fonction des stades phénologiques.

Souche Stade Variables R? ; Prédiction de I’activité des composés des
bactérienne phénologique explicatives extraits au stade phénologique
Salmonella stade FLV 0,986 0,993 Yiz=1,50 FLV-2,42
enterica floraison
Staphylococeus stade FLV 0,997 0,998 Y\z =31,92FLV-96,59
aureus floraison

3. Contribution a la caractérisation des huiles essentielles de la Lamiacée Teucrium
polium et au comportement saisonnier de leur rendement, de leur composition
chimique et de leur activité antimicrobienne

3.1. Optimisation et comportement saisonnier du rendement en huiles essentielles de
Teucrium polium

Dans le but de parfaire I'extraction des HE’s et atteindre un rendement optimal,
nous avons procédé a des hydrodistillations a partir d’échantillons de 100 g du
matériel végétal séché. Les huiles essentielles obtenues selon les stades
phénologiques, présentaient un aspect physique variable accompagné par une forte

odeur, dont I'huile essentielle de stade végétatif apparait jaunatre, celle du stade
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floraison vire vers le marron, tandis que 'huile essentielle du stade fructification était
de couleur marron foncé. Le rendement en huiles essentielles de la partie aérienne
de Teucrium polium était sous la dépendance des stades phénologiques; ou le stade
végetatif dominait tres significativement les stades floraison et fructification (Figure
3.11).

Le test G.L.M accordé par le test de Tukey
test F-ratio=149,818; p=0,000, p<1%
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Figure 3.11: Effet saisonnier sur le rendement des huiles essentielles (%) des parties
aériennes de Teucrium polium;

***: suivis par les différentes lettres (a. b et ¢) sont significativement différent a P < 0,1% accordés par
le test de Tukey post-hoc-multi-comparaison

Afin de mettre en évidence l'influence des conditions climatiques sur I'expression en
métabolites secondaires des parties ariennes de Teucrium polium. Nous exposant
les données de la synthése climatique de la période 1995-2015 [186]. Nous
signalons que le stade végétatif coincidait avec une période hivernale caractérisait
par des hivers frais avec des températures variaient du 11,4-12°C, tandis que le
stade floraison et fructification ont coincidés avec une période estivale précocement
installait couvrait les mois mai, juin, juillet et aout avec des températures maximales
moyennes oscillantaient entre 25 et 34,8°C (Figure 3.12).
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Figure 3.12: Conditions climatiques dans la région d’étude (monts des Aures-Chélia -

wilaya de Khenchela) durant la période 1995-2015;
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en C°. TMAX; moyenne des températures maximales en C°. MPM; moyenne des précipitations
mensuelles en mm. MHR ; moyenne du taux d’humidité relative en %

3.2. Comportement saisonnier de la composition chimigue des huiles essentielles de
Teucrium polium

Les résultats de la composition chimique des trois huiles essentielles de
Teucrium polium des différents stades phénologiques, révélaient une richesse qui
correspond a 107 composés identifiés (Tableau 3.3). Les stades phénologiques
affichaient differemment les taux des composés majoritaires dont nous citons; L'a-
pinéne durant le stade végétatif (35,97%), le stade floraison (24,96%) et le stade
fructification (20,05%). Le B-pinéne durant le stade végétatif (14,47%), durant le
stade floraison (11,58%) et durant le stade fructification (30,23%). Le D-limonéne
durant le stade végétatif avec 8,15%. Le stade floraison avec 5,47% et le stade
fructification avec 5,63%. Le B-myrcéne durant le stade végétatif (4,03%), le stade
floraison (6,47%) et le stade fructification (5,79%) et le Guaia-1(10).11-diéne durant
le stade végétatif (3,14%), le stade floraison (3,56%) et le stade fructification (3,60%).

Tableau 3.3: Comportement saisonnier de la composition volatile convenue dans les
huiles essentielles des parties aérienne de Teucrium polium.

Concentration approximative (I’air de pic %)

Composés identifiés IR (st’V) (st’FL) (st’FR)

Monoterpénes hydrocarbonés

a-pinéne 932 35,97 24,96 20,05

B-pinéne 977 14,47 11,58 30,23
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2-Norpinene,3,6,6-trimethyl- 949 ND 00,17 00,36
Camphéne 950 00,44 00,03 00,49
B-myrcéne 991 04,03 06,47 05,79
p-cyméne 1187 ND 00,28 00,03
D-limonéne 1018 08,15 05,47 05,63
a-Terpinéne 1059 ND ND 00,50
(+)-Epi-bicyclosesquiphellandréne 1435 ND 04,51 ND
m-Cymene 1042 00,19 00,01 ND
Ocimene 958 ND 00,84 00,01
m-Mentha-6,8-diene, (R)-(+)- 1018 ND ND 00,05
Norpinane,6,6-dimethyl-3-methylene- 943 ND 00,03 00,02
Monoterpénes oxygenés

B-linalool 1082 02,28 01,13 01,03
Pulegone 1212 00,01 ND ND
Bornéol 1138 01,01 00,16 00,08
Sesquiterpénes hydrocarbonés

a-elemene 1430 00,07 01,10 ND
Copaene 1221 00,13 00,24 00,34
Eudesma-3,7(11)-diene 1507 ND ND 00,77
Guaia-1(10),11-diene 1490 03,14 03,56 03,60
B-farnesene 1440 00,55 00,33 00,21
Eudesma-4(14),11-diene 1469 00,34 00,86 ND
E:lysc_l(c;r::e’;?;fé)}:ethenyI-1-methyl-2,4-bis(1-methylethenyl)-, 1398 00,30 00,28 00,21
Eremophila-1 (10),11-diene 1474 00,13 00,14 00,79
1,4,7,-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl-,2,7,Z- 1579 00,55 00,77 00,63
Calarene epoxide 1293 00,05 00,03 00,19
+-trans-Nerolidol 1564 01,16 00,72 00,58
Caryophylléne 1494 ND 01,24 01,13
-cubebene 1384 02,82 ND ND
B-bourbonene 1407 00,19 00,26 ND
a-gurjunene 1375 00,04 00,25 00,60
Ledene oxide —(Il) 1293 00,14 00,10 00,09
Isoaromadendrene epoxide 1281 00,89 01,38 01,22
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Aromadendrene oxide-(1) 1462 00,01 00,12 00,40
B-guaiene 1523 00,12 00,08 ND

Cadina-1(10),4-diene 1469 01,11 00,69 ND

sesquiterpénes oxygenés

Spathulenol 1536 00,29 00,05 00,99
Caryophylléne oxide 1507 00,77 00,42 ND

Cubenol 1580 01,35 00,35 00,19
a -cadinol 1583 00,82 01,27 01,91
a-bisabolol 1625 ND 07,51 05,83
2-eudesmol 1619 00,18 00,14 00,05
Tau,-muurolol 1580 00,50 ND ND

Hydrocarbons

Heneicosane 2109 00,02 00,08 ND

p -Mentha-1,4(8)-diéne 1052 00,12 00,42 00,48
Tricosane 2300 00,05 00,43 00,03
Triacontane 3003 ND 00,31 00,08
Octacosane 2800 ND 00,79 00,06
Pentacosane 2500 ND 00,95 00,07
Heptacosane 2705 00,05 00,90 00,10
Tetracosane 2407 ND 00,74 00,08
Hexacosane 2606 ND 00,98 00,77
Tropilidene 786 ND ND 00,03
2-Nonen-4-yne,(E)- 941 ND 00,04 00,04
n-docosane 2208 ND 00,18 00,02
Alcools

p-cymen-8-ol 1197 ND 00,37 00,05
Terpineol, cis-B- 1158 00,04 00,03 00,01
1-Hexanol 860 ND 00,02 ND

1, 7,7-Trimethylbicyclo (2, 2,1) hept-5-en-2-ol 1120 ND 00,02 00,89
2(10)-Pinen-3-ol, (1S,3R,5S)-(-)- 1131 00,60 00,93 00,94
(S)-cis-Verbenol 1136 01,36 01,64 1,60
trans-Pinocarveol 1138 00,11 ND ND

p-menth-1-en-8-ol 1143 ND 00,58 00,64
Iridodiol 1403 ND 00,01 00,01
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p-mentha-6,8-dien-2-ol 1206 00,12 00,37 00,38
Epiglobulol 1530 ND 00,07 00,26
Ledol 1530 ND ND 01,12
Eudesma-4,11-dien-2-ol 1878 00,13 ND ND
Phytol 2045 ND 00,05 00,04
1-Octen-3-ol 969 00,10 00,23 00,17
3-Octanol 979 00,06 00,05 00,04
p-menth-4(8)-en-9-ol 1284 ND ND 00,41
2-pine-10-ol 1191 00,15 00,57 00,40
p-mentha-6,8-dien-2-ol, trans 1206 00,13 00,33 00,74
Cedr-8-en-13-ol 1646 ND 00,06 00,03
Aldéhydes

Myrtanal 1126 ND 00,02 00,01
2-Norpinene-2-carboxaldehyde,6,6-dimethyl- 1136 00,63 01,32 00,99
Nonanal 1157 00,08 00,23 00,24
Benzaldehyde, p-isopropyl- 1230 ND ND 00,04
(E,E)-2,4-Decadienal 1220 ND 00,05 00,02
a-campholenal 1155 ND 00,07 00,60
Hexanal 806 00,22 00,03 00,15
Cétones

D-verbenone 1119 00,02 00,02 00,01
2-Pinen-4-one 1119 00,18 01,32 00,99
2 (10)-pinen-3-ones, (+)- 1114 00,12 ND ND
Thujone 1062 ND ND 00,01
3-Benzoylbicyclo(3,3,1) non-6-ene 1834 00,07 00,23 00,23
p- mentha-6,8-dien-2-one 1190 00,13 ND ND
Eucarvone 1199 00,32 ND 00,01
Hexahydrofarnesylacetone 1754 00,04 ND 00,03
3-Octanone 952 ND ND 00,02
3-Thujen-2-one 1073 ND 00,05 00,03
Carvoneoxide,cis- 1202 ND 00,07 00,64
Estérs

Limonen-6-ol, pivalate 1560 ND 00,01 00,09
Octen-1-ol, acetate 1191 00,12 00,14 00,02
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(-)-Myrtenylacetate 1262 00,33 00,21 00,04
Nerolidylacetate 1754 00,67 00,20 ND
Geranylisovalerate 1586 00,05 00,01 ND
p-Menth-1-en-8-ol,acetate 1333 00,16 00,52 ND
B-Santanol acetate 1791 ND 00,02 ND
1-Methylbutyl palmitate 2212 ND ND 00,02
Acides gras

Acide butanoique,2-methylbutylester 1019 00,02 00,02 ND
AcidePropanoique,2-methyl-,2-methylbutylester 955 ND 00,06 00,05
Acide Héxadecanoique 1968 ND ND 00,03
Acide pentadecanoique, 14-methyl-, methylester 1814 ND ND 00,01

Composés phénoliques

Carvacrol 1314 00,04 ND ND

o-Allylguaiacol 1392 00,02 ND ND

Total des substances identifiées (%) 94,73 92,64 94,68
Monoterpénes oxygenés 03,09 01,29 01,11
Monoterpénes hydrocarbonés 63,46 53,47 67,21
sesquiterpenes hydrocarbonés 11,75 12,15 10,76
sesquiterpenes oxygenés 03,91 09,74 08,97
Composés phénoliques 03,90 06,27 03,78
Acides gras 00,02 00,08 00,09
Aldéhydes 00,93 01,72 02,05
Estérs 01,33 01,11 00,17
Alcools 02,80 05,33 07,73
Cétone 00,88 01,48 01,60
hydrocarbons 00,24 05,82 01,76

IR: lindice de rétention

Méthode d’identification: par comparaison des IRs avec ceux cités dans les librairies, rapportés dans la littérature, par SM,
par comparaison.des spectres de masses avec les spectres de masse de la librairie NIST02

ND: Composés non détectés

(st’V): I'huile essentielle du stade végétatif. (st’FL): I'huile essentielle du stade floraison et (st’FR): I'huile essentielle du stade
fructification

La proportion des différents groupes de composés varie d'une huile a lautre
(Tableau 3.2). Ces huiles essentielles comportent une large proportion des
terpénoides hydrocarbonés durant le stade végétatif (75,21%), le stade floraison
(65,62%) et le stade fructification (77,97%). Elles sont représentées, d’une part par
les monoterpénes hydrocarbonés qui affichaient des taux de I'ordre 63,46%, 53,47%

et 67,21% respectivement pour les stades phénologiques veégétatif, floraison et
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fructification et d’autre part, par les sesquiterpénes hydrocarbonés avec des taux
respectifs de 11,75%, 12,15% et 10,76% durant les stades végétatif, floraison et
fructification. Les terpénoides oxygénés viennent en seconde position avec des
proportions moins élevées durant le stade phénologique végétatif (7%), le stade
floraison (11,03%) et le stade fructification (10,08%). lls sont représentés par des
taux variables en monoterpénes oxygénés durant les stades phénologiques;
végetatif (3,09%), le stade floraison (1,29%) et le stade fructification (1,11%), et par
les sesquiterpenes hydrocarbonés durant le stade végeétatif (3,91%), le stade
floraison (9,74%) et le stade fructification (8,97%). Suivi par les alcools, qui
affichaient des taux de 2,80% durant le stade végétatif, 5,33% durant le stade
floraison et 7,73% durant le stade fructification. Les aldéhydes enregistraient des
taux respectifs de 0,93% en stade végétatif, de 1,72 % en stade floraison et 2,05 %
en stade fructification. Les stades phénologiques; végeétatif, floraison et fructification
signalaient des taux respectifs en cétones de 0,88 %, de 1,48 % et de 1,60%. Les
taux en hydrocarbons étaient de I'ordre de 0,24% durant le stade végétatif, de 5,82%
durant le stade floraison et de 1,76% durant le stade fructification. Enfin, les esters
montraient des taux de 1,33% durant le stade végétatif, de 1,11% durant le stade
floraison et de 0,17% durant le stade fructification. Cependant, le reste de composés
volatiles ne représentait que 1% de chaque stade phénologique.

3.3. Comportement saisonnier des activités antimicrobiennes des huiles essentielles
de Teucrium polium

3.3.1. Détermination par méthode de diffusion

Le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles des différents stades
phénologiques de Teucrium polium sur un panel de dix microorganismes associée
aux aptitudes des pathogenes a été estimé par la réaction des diametres d'inhibition
aux gradations des doses.
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Figure 3.13: Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) de I'activité
antibactérienne des huiles essentielles sous I'effet des trois stades phénologiques

(stade végétatif, floraison et fructification) de Teucrium polium:
distribution des variables correspondant aux différentes souches bactériennes, aux différentes doses
sur les deux principaux axes.

L'analyse multivariée des composantes principales (A.C.P.) peut fournir un
apercu important du facteur saisonnalité qui peut discriminé l'effet des composés
bioactifs et la diversité phytochimique des huiles essentielles par rapport aux activités
antimicrobiennes. Les résultats de l'activité antibactérienne des huiles essentielles
des différents stades phénologiques ont été projetés sur les deux premiers axes de
'analyse multivariée ACP, en se basant sur la plus forte contribution des axes. Il en
ressort que les huiles essentielles réagissent indépendamment du stade
phénologique (de I'effet saisonnier) et que les bactéries a Gram positif semblent étre
les plus sensibles spécifiguement aux fortes concentrations (Tableau 3.4; Figure
3.13).

Tableau 3.4: Activité antibactérienne des huiles essentielles des trois stades
phénologiques (stade végétatif. floraison et fructification) de Teucrium polium
estimée par les diamétres des zones d’inhibition (incluant le diamétre de disque.
6mm) (moy + SE).

Huiles essentielles (10pl/disc)

Dose
Souches bactériennes testés Diameétres des zones d’inhibition (mm)
(ug/ml)

Bactéries a Gram négatif HE’V HE’FL HE'FR




Escherichia coli Dosel 08,91+01,08 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose2 06,66+00,66 08,21+00,52 06,00+00,00
Dose3 07,40+00,85 09,12+01,58 09,31+01,29
Dose4 13,75+02,71 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose5 17,82+01,12 07,83+01,83 11,05+01,52
Dose6 06,00+00,00 06,00+00,00 07,58+00,24
Dose7 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose8 06,00+00,00 06,00+00,00 07,83+00,92
Pseudomonas aeruginosa Dosel 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose2 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose3 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose4 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose5 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose6 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose7 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose8 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Salmonella enterica Dosel 06,00+00,00 20,95+02,51 21,46x01,50
Dose2 06,46+00,47 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose3 06,00+00,00 06,00+00,00 09,68+00,96
Dose4 06,00+00,00 06,00+00,00 13,07+02,00
Dose5 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose6 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose7 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose8 06,00+00,00 06,86+00,45 06,00+00,00
Bactéries a Gram positif
Bacillus subtilis Dosel 07,54+00,52 24,55+01,41 08,46+00,91
Dose2 07,84+01,52 18,39+03,96 15,29+03,17
Dose3 12,38+00,80 12,08+02,02 06,00+00,00
Dose4 09,17+01,32 13,98+03,81 08,25+01,15
Dose5 08,98+00,70 11,92+02,47 08,37+00,32
Dose6 07,34+00,53 08,36+01,92 10,30+00,68
Dose7 09,56+00,82 10,10+01,06 11,37+01,52
Dose8 09,29+00,37 14,85+00,82 10,56+01,87
Staphylococcus aureus Dosel 07,67+00,84 07,83+00,48 09,11+01,18
Dose2 06,75+00,75 07,89+00,68 08,05+01,42
Dose3 06,00+00,00 10,01+02,06 08,30+02,30
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Dose4 08,79+00,50 09,56+02,16 11,13+00,22
Dose5 06,59+00,59 08,30+01,15 11,65+00,93
Dose6 06,57+00,57 08,63+00,29 08,90+01,53
Dose7 09,64+00,68 09,64+00,68 09,64+00,68
Dose8 07,55+00,78 09,18+01,92 11,75+00,20

Diamétres des zones d’inhibition incluant le diamétre de disque de 6mm, Les valeurs des zones d’inhibition ont été présentés
par moyenne + standard erreur de trois répétitions; (HE’V): huile essentielle du stade végétatif, (HE’FL); huile essentielle du
stade floraison et (HE’FR): huile essentielle du stade fructification; le DMSO n’a pas dévoilé une activité antibactérienne comme
control négatif; (*): zone d'inhibition < 6mm: absence d’activité antibactérienne (-), zone d’inhibition 6—7,5mm: présence
d’activité antibactérienne (+), zone d’inhibition >7,5mm: activité antibactérienne élevée (++).

Les résultats de l'activité antibactérienne testée in vitro par la méthode de
diffusion, ont montrés des écarts trés divers concernant la croissance bactérienne.
L’analyse de la variance appliquée aux stades phénologiques a montrée I'absence
d'un effet significatif des différentes huiles essentielles sur [l'activité inhibitrice
(Tableau 3.4; Figure 3.14A). Tandis que les huiles essentielles ont montrées un effet
inhibiteur trés significatif sur la base de la gradation des doses testées. L’analyse de
la variance conjuguée au test de Tukey a montré la suprématie de I'effet pathogéne
par les plus fortes concentrations (Dosel au Dose5) par rapport aux plus faibles
concentrations (Dose6 au Dose8) (Tableau 3.4; Figure 3.14B). Les mémes résultats
stipulaient une sensibilité tres marquée des bactéries a Gram positif par rapport aux
bactéries a Gram négatif (*). Ainsi Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus se
montraient tres affectées par les différentes huiles essentielles a forte concentration
alors qu’Escherichia coli et Salmonella enterica présentaient une inhibition
légerement modérés (*). Cependant, la souche Pseudomonas aeruginosa présentait
une résistance envers les huiles de Teucrium polium (*) (Tableau 3.4; Figure 3.14C).
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Figure 3.14: Effet des stades phénologiques, des doses et de souches testées sur
I'activité antibactérienne des huiles essentielles de Teucrium polium;

**+: effet significatif a p < 0,1%; * b.¢.d: accordés par le test Tukey post-hoc-multi comparaison.

La figure 3.15 montre la carte statistique de I'activité antifongique des huiles
essentielles de Teucrium polium suivant les stades phénologiques. La projection des
variables a exprimé une forte contribution sur le premier axe de I'ACP. Par
conséquent, il semble que les huiles essentielles exprimaient les mémes pouvoirs
inhibiteurs sans distinction des stades phénologiques et que les souches Fusarium
oxysporum et Aspergillus brasiliensis ont montré les sensibilités les plus importantes
(Tableau 3.5; Figure 3.15).
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Figure 3.15: Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) de I'activité antifongique
des huiles essentielles des trois stades phénologiques (stade végétatif, floraison et
fructification) de Teucrium polium:

distribution des variables correspondant aux différentes souches fongiques, aux différentes doses sur
les deux principaux axes.

Les résultats de l'analyse de la variance du pouvoir antifongique des huiles
essentielles de Teucrium polium vis a vis de la gamme testés montraient une activité
hautement significative au profit des huiles du stade fructification par rapport aux
huiles des autres stades phénologiques (Tableau 3.5; Figure 3.16A). L’effet
concentration des huiles essentielles se montre trés contraignant au développement
mycélien, ainsi les fortes concentrations (Dosel au Doseb5) étaient les plus efficaces
(Tableau 3.5; Figure 3.16B). En revanche, Fusarium oxysporum a été le plus
sensible dont le développement des mycéliums a été significativement réduit par les
huiles essentielles (*). Alors qu’Aspergillus brasiliensis présentait une sensibilité
légerement modéré suivi par Alternaria alternata qui a montré une faible sensibilité
(*). Cependant, Fusarium solani et Candida albicans généraient une résistance
marqués face aux différentes huiles (*) (Tableau 3.5; Figure 3.16C).

Tableau 3.5: Activité antifongique des huiles essentielles des trois stades
phénologiques (stade végétatif, floraison et fructification) de Teucrium polium estimé
par les diamétres des zones d’inhibition (incluant le diamétre de disque; 6mm) (moy
+ SE).

Dose Huiles essentielles (10ul/disc)

Souches fongiques testées

(ug/ml) Diamétres des zones d’inhibition (mm)




champignons HE’V HE’FL HE'FR
Aspergillus brasiliensis Dosel 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose2 07,99+00,35 08,21+00,52 09,95+00,64
Dose3 06,00+00,00 09,12+01,58 09,88+00,59
Dose4 06,00+00,00 06,00+00,00 10,41+00,34
Dose5 06,00+00,00 07,83+01,83 10,34+00,41
Dose6 06,00+00,00 14,42+00,47 06,00+00,00
Dose7 06,00+00,00 13,38+00,92 06,00+00,00
Dose8 06,00+00,00 08,31+00,98 11,35+01,66
Fusarium oxysporum Dosel 11,72+00,67 10,45+01,86 10,89+01,12
Dose2 11,41+00,22 09,97+00,52 10,47+00,83
Dose3 16,53+02,27 08,89+00,73 11,88+00,46
Dose4 14,75+01,07 08,89+01,48 10,55+00,50
Dose5 06,00+00,00 08,58+00,66 08,77+00,21
Dose6 14,79+01,59 10,73+00,65 13,05+01,20
Dose7 10,17+00,48 09,27+00,25 12,57+01,93
Dose8 06,00+00,00 07,85+00,62 06,00+00,00
Fusarium solani Dosel 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose2 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose3 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose4 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose5 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose6 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose7 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose8 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Alternaria alternata Dosel 06,00+00,00 06,00+00,00 08,70+00,34
Dose2 06,00+00,00 06,00+00,00 09,17+00,36
Dose3 06,00+00,00 06,00+00,00 09,03+00,27
Dose4 06,00+00,00 06,00+00,00 09,54+00,75
Dose5 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose6 06,00+00,00 06,00+00,00 07,23+00,61
Dose7 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose8 06,00+00,00 06,00+00,00 09,37+01,33

Levure
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Candida albicans Dosel 06,00+00,00 07,17+01,17 06,00+00,00
Dose2 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose3 06,00+00,00 06,17+00,17 06,00+00,00
Dose4 06,00+00,00 06,96+00,96 06,00+00,00
Dose5 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose6 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00
Dose7 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00

Dose8 06,00+00,00 06,00+00,00 06,00+00,00

Diameétres des zones d’inhibition incluant le diametre de disque de 6mm, les valeurs des zones d’inhibition ont été présentés
par moyenne + standard erreur de trois répétitions; (HE’V): Stade Végétatif, (HE’FL); Stade Floraison et (HE’FR): Stade
Fructification; le DMSO n’a pas dévoiler une activité antifongigue comme control négatif; (*): Zone d’inhibition < 6mm: absence
d’activité antifongique (=), zone d’inhibition 6—7,5mm: présence d’activité antifongique (+), zone d’inhibition >7,5mm: activité
antifongique élevée (++).

A TestG.L.M accordé par le test Tukey

TestG.L.M accordé par le test Tukey F-ratio=3.124; p=0.003, p<1%
F-ratio=6.122; p=0.002. p<1% »
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Test G.L.M accordé par le test Tukey
F-ratio=63.370; p=0.000, p<0.1%
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Figure 3.16: Effet des stades phénologiques, des doses et de souches testées sur
I'activité antifongiques des huiles essentielles de Teucrium polium;
**+: effet significatif a p < 1%; * b.c.d accordés par le test Tukey post-hoc-multi comparaison.

3.3.2. Détermination par les parameéetres CMI, CMM et par I'indice CMM/CMI

Les concentrations des huiles essentielles des différents stades phénologiques
de Teucrium polium ont affichées des valeurs variables des CMI et des CMM par
rapport aux bactéries testés, méme pour celle qui a présenté une résistance par la
méthode de diffusion. Ainsi, les différentes souches a Gram positif et négatif
réagissaient d’'une maniére significative aux différentes doses, dont la bioactivité
s’avérait aussi importante aux fortes et aux faibles concentrations. Les huiles
essentielles des stades; végétatifs et fructification dévoilaient un fort potentiel bioactif
a I'égard de I'ensemble souches bactériennes, alors que celle du stade floraison a
exprimé des bioactivités variant du bonne au forte (Tableau 3.6).

Tableau 3.6: Concentration minimal inhibitrice (CMI) (ug/ml), concentration minimal
microbicide (CMM) (pg/ml) et lindice (CMM/CMI) des huiles essentielles de
Teucrium polium durant les différents stades phénologiques.

CMI CMM CMM/CMI
Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade
Végétatif  Floraison  Fructification p Végétatif  Floraison  Fructification p Végétatif Floraison  Fructification
Gram-positif
B. subtilis 50" 1007 6,257 <5% 50 200 12,5 <5% 1* 2% 2*

S. aureus 12,577 12,577 1007 <8% 12,5 50 800 <5% 1* 4* 8




Gram-négatif

E. coli 12,577 50" 6,257 <5% 6,25 800 50 <5% 0,5* 16 8
P. aeruginosa 100" 50" 257 <5% 800 400 200 <5% gr* 8** 8r*
S. enterica 6,257 12,57 12,57 <8% 12,5 50 200 <5% 2* 4% 16

Du test Kruskal-wallis, les astérisques indiquent les différences significatives entre les huiles essentielles des différents stades
phénologiques

Les valeurs écrites en gras sont considérés bactéricides (< 4 pg/ml)

B. subtilis: Bacillus subtilis; S. aureus: Staphylococcus aureus; E. coli: Escherichia coli; P. aeruginosa: Pseudomonas
aeruginosa; S. enterica: Salmonella enterica

(DMSO) dimethylsulfoxide: n’a pas montré d’effet antimicrobien sur les souches testées

Les HE’s sont accommodées a avoir: une bonne bioactivité ), une forte bioactivité “***) et une trés forte bioactivité ¢****

La potentialit¢ des valeurs des CMI des souches fongiques, estimait que
seulement trois souches sur la totalité testée ont exprimées des sensibilités
significatives face aux huiles essentielles de Teucrium polium, récoltés durant les
trois stades phénologiques. Les huiles essentielles des trois stades exerceraient une
forte bioactivité sur Fusarium oxysporum, Fusarium solani et Aspergillus brasiliensis
pendant le stade floraison, I'huile du stade végétatif présentait des bioactivités allant
du modérament au trés forte bioactivité, tandis que celle du stade fructification
montrait des bioactivités allant du bioactivité modérée au bonne bioactivité. Candida
albicans et Alternaria alternata présentaient une résistance face a toutes les huiles

essentielles de Teucrium polium (Tableau 3.7).

Tableau 3.7: Effet saisonnier sur la concentration minimal inhibitrice (CMI) (pg/ml), la
concentration minimal microbicide (CMM) (ug/ml) et l'indice (CMM/CMI) des huiles
essentielles de Teucrium polium.

CMI CMM CMM/CMI
Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade
Végétatif Floraison  Fructification p Végétatif Floraison  Fructification p Végétatif Floraison Fructification
Champignons
F. oxysporum 12,57 25" 100" <5% 12,5 50 400 <5% 1* 2% 4*
A. brasiliensis 2007 12,57 507" <5% 400 25 100 <5% 2% 2% 2*
F. solani 6,25 12,57 200" <5% 50 200 800 <5% 8+ 16** 4*
A. alternata R R R - R R R - R R R
Levure
C. albicans R R R - R R R - R R R

Du test Kruskal-wallis, les astérisques indiquent les différences significatives entre les huiles essentielles des différents stades
phénologiques

Les valeurs écrites en gras sont considérés fongicides (< 4 pg/ml)

F. oxysporum: Fusarium oxysporum; A. brasiliensis: Aspergillus brasiliensis; F. solani: Fusarium solani; A. alternata:
Alternaria alternata; C. albicans: Candida albicans

R: résistance

(DMSO) dimethylsulfoxide: n’a pas montré d’effet antimicrobien sur les souches testées

Les HE’s sont accommodées a avoir: une bioactivité modérée “*, une bonne bioactivité “*, une forte bioactivité “***) et une
trés forte bioactivité ¢+

L’indice de CMI a été adopté pour déterminer I'effet des huiles essentielles sur les
microorganismes testés.

L’huile essentielle est considérée:

Bactéricide lorsque: CMB / CMI=4;
Fongicide lorsque: CMF / CMI=4;
Bactériostatique lorsque: CMB / CMI = 4;
Fongistatique lorsque: CMF / CMI=4.
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Les huiles essentielles des différents stades phénologiques exergaient une certaine
variabilité d’effet antimicrobicide selon la susceptibilité microbienne (Tableau 3.6 et
3.7). Les mémes tableaux ont montrés que les huiles essentielles des stades
végetatif et floraison présentaient des effets bactéricides sur les Gram positif alors
gue les huiles essentielles des stades floraison et fructification affichaient des effets
bactériostatiques, mise a part des souches fongiques qui ont présentait des
résistances face aux huiles essentielles des différents stades phénologiques en
'occurrence Candida albicans et Alternaria alternata, les indices de CMI ont signalés
chez Fusarium oxysporum et Aspergillus brasiliensis leurs effets fongicides. En
revanche, les huiles essentielles des trois stades phénologiques ont exprimées un
effet fongistatique a I'égard de Fusarium solani.

4. Contribution a la caractérisation des huiles essentielles de la Fabacée Cytisus
triflorus L’Her de la Mitidja et au comportement saisonnier de leur rendement, de leur
composition chimigue et de leur activité antimicrobienne

4.1. Optimisation et comportement saisonnier du rendement en huiles essentielles de
Cytisus triflorus L’Her

Selon les résultats présentés sur la Figure 3.17, l'indice saisonnier de Cytisus
triflorus L’'Her a eu des impacts significatifs (p <0,01) sur le rendement en huiles
essentielles. Ces impacts ont été dévoilé par le plus grand rendement exprimé au
stade floraison, suivi par les stades fructification et végétatif.

Test G.L.M accordé par le test Tukey
F-ratio=659,680; p=0,000, p<0,1%
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Figure 3.17: Effet saisonnier sur le rendement des huiles essentielles (%) des parties

aériennes de Cytisus triflorus L'Her;
***: suivis par les différentes lettres (a, b et ¢) sont significativement différent & p < 0,1% accordés par
le test de Tukey post-hoc-multi-comparaison.
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Afin de mettre en évidence l'influence des conditions climatiques sur I'expression en
meétabolites secondaires des parties ariennes parties ariennes de Cytisus triflorus
L’Her. Nous énoncant les données climatiques durant la période entre 1995 et 2015
[186]. Le stade floraison synchronisé avec des températures moyennes remueé entre
16,2 et 19,1°C en mois d’Avril et Mai, bien qu’'une période hivernale dépeignait par
des températures variaient du 11,5-13,6°C caractérise le stade végétatif. Le stade
fructification coincidés avec une période estivale précocement installait couvrait les
mois; juin, juillet et aout avec des températures moyennes oscillantaient entre 22,6 et
26,5°C (Figure 3.18).
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Figure 3.18: Conditions climatiques dans la région d’étude (la Mitidja -monts de

I'Atlas Blidéen) durant la période 1995-2015
MMTM; la moyenne des températures moyennes en C°. TMIN; moyenne des températures minimales
en C°. TMAX; moyenne des températures maximales en C°. MPM; moyenne des précipitations
mensuelles en mm. MHR ; moyenne du taux d’humidité relative en %.

4.2. Comportement saisonnier de la composition chimique des huiles essentielles de
Cytisus triflorus L’'Her

Les résultats qualitatifs et quantitatifs de trois échantillons d'huiles essentielles
de Cytisus triflorus L’Her collectées durant les trois stades phénologiques (végétatif,
floraison et fructification) sont présentés dans le Tableau 3.8. 40 composés ont été
déterminés et identifiés dont environ 93,21% sont représentées dans I'huile obtenue
au stade végétatif, 94,96% au stade floraison et 95,77% au stade fructification. Il a
été constaté que les huiles essentielles contiennent un mélange complexe constitué
principalement en monoterpénes oxygénés (56,27 a 61,04%) et en monoterpénes
hydrocarbonés (12,95 a 26,20%). Des aldéhydes (5,83 a 11,17%) et des
hydrocarbons (4,83 a 7,30%). Il est possible de noter la prédominance des
monoterpénes oxygéneés. Les principaux composés d'huiles essentielles rencontrés
dans toutes les huiles analysées au sein des trois stades phénologiques étaient le [3-
linalool (28,28 a 38,04%), le Géraniol (19,82 a 27,73%), I'c-Terpinéne (1,27 a 4.86%),
le Rétinal (4,33 a 9,26%) et 'Eugenol (2,07 a 2,28%).
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Tableau 3.8: Comportement saisonnier de la composition volatile concédée chez les
huiles essentielles des parties aérienne de Cytisus triflorus L’'Her.

Concentration approximative (I’air de pic

%)

Composés volatiles identifiés IR st'V st’FL st’FR
Monoterpénes oxygenés -

B-linalool 1082 38,04 28,28 37,91
Eucalyptol 1059 00,33 00,26 00,09
Géraniol 1252 22,67 27,73 19,82
Monoterpénes hydrocarbonés -

T -Terpinéne 998 03,53 04,86 01,27
0-Cyméne 1128 00,30 00,84 00,13
sesquiterpénes oxygenés -

Isolongifolene epoxide 1305 00,29 00,50 00,76
Aldéhydes -

Nonanal 1104 00,20 00,26 00,18
Benzaldéhyde 982 00,12 00,13 00,05
Undecanal 1303 00,08 00,94 00,66
Rétinal 2184 04,33 05,30 09,26
p-Menth-1-en-9-al 1217 01,10 01,20 01,02
Estérs -

4-Methyl-2-pentyl acetate 856 00,32 00,52 00,17
Benzyl Benzoate 1738 00,60 00,55 00,84
Oleic acid, methyl ester 2080 00,07 00,84 00,32
Alcools -

E-9-tetradecenol 1664 00,28 00,49 00,03
1-Hexanol 860 00,10 00,60 00,02
4-Terpineol 1160 00,46 00,87 ND
Z-9-hexadecen-1-ol 1863 00,07 01,20 01,60
1-Octen-3-ol 979 01,69 01,24 01,09
Oleyl Alcohol 2061 01,41 02,30 02,94
Rétinol 2453 00,84 00,07 00,12
Cétones -

p-Benzoquinone, 2,6-di-tert-butyl- 1462 01,00 01,01 01,58
2-Heptanone 853 00,73 00,17 00,20
Hydrocarbons -

p-Mentha-1,4(8)-diene 1083 04,08 02,09 02,86
Heneicosane 2109 00,07 01,12 00,02
Heptadecane 1700 00,50 00,23 00,13
Hexacosane 26000 01,02 01,03 01,44
Octacosane 2804 01,62 00,31 01,39
Styréne 883 00,01 00,05 00,31
Acides gras -

Acide myristique 1754 01,00 00,53 02,10
Acid héxadecanoique 1973 00,82 01,35 02,75
Acid ricinoléique 1991 01,15 01,42 00,27
Acid nonanoigue 1277 00,48 00,40 00,36
Composeés phénoliques -

Crésol 1014 00,10 00,04 ND
Carvacrol 1304 00,50 03,15 00,88
Thymol 1283 ND 00,19 ND
Eugénol 1364 02,28 02,09 02,07
Acide gibbérellique A 01,02 00,80 00,83
Total des substances identifiées (%) 93,21 94,96 95,77
Monoterpénes oxygenés 59,66 56,27 57,82
Monoterpénes hydrocarbonés 15,73 26,20 12,95
Sesquiterpenes oxygenés 00,29 00,50 00,76
Composés phénoliques 03,90 06,27 03,78
Acides gras 03,45 03,70 05,48
Aldéhydes 07,21 07,83 11,17
Estérs 00,99 01,91 01,33
Alcools 04,85 06,77 06,10
Cétone 01,73 01,18 01,78

Hydrocarbons 07,30 04,83 06,15
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IR: l'indice de rétention

Méthode d’identification: par comparaison des IRs avec ceux cités dans les librairies, rapportés dans la littérature, par SM,
par comparaison des spectres de masses avec les spectres de masse de la librairie NIST02

ND: Composés non détectés

(st’V): I'huile essentielle du stade végétatif, (st’FL): I'huile essentielle du stade floraison et (st’FR): I'huile essentielle du stade
fructification

Pour ordonner les différents composés volatiles selon leur réponse a lindice
saisonnier de Cytisus triflorus L’Her, une analyse typologique (analyse hiérarchique)
selon la méthode de Ward a été conduite au moyen du logiciel Past 3.1. L’analyse a
été effectuée sur 'ensemble des valeurs standardisées des taux des composés
chimiques des huiles essentielles (Figure 3.19). De cette derniere, il en ressort qu’a
une similarité de -6,4, la CHA a montré deux clusters. Le cluster |, désigne une
hétérogénéité entre les composeés volatiles du stade floraison et celles des stades
végétatif et fructification. Alors que le cluster Il, désigne une cohérence entre la
composition chimique des huiles essentielles des stades; végétatif et fructification.
En revanche, le cluster Il a été caractérisé par la présence de similitude en terme de
certains composeés volatiles; le B-linalool et de géraniol a titre d’exemple, tandis que
le cluster | se caractérise par une divergence qualitative et quantitative du cluster Il

en terme de composés volatiles.

Stade Stade Stade
. Floraison Végeétatif Fructification
1.6
3.2
5 Cluster Il
-6.44
@
=
ks
.
&
-3.6—4
. Cluster |
14,4
T T T T T T T T T T
0 0.4 0.8 2 & 2z 24 28 32 36 4

Figure 3.19: Analyse en composantes hiérarchiques (A.C.H.) du comportement
saisonnier de la composition chimique des huiles essentielles de Cytisus triflorus
L’Her.

4.3. Comportement saisonnier des activités antimicrobiennes des huiles essentielles
de Cytisus triflorus L’'Her

4.3.1. Détermination par méthode de diffusion
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Les mesures des diameétres des zones d’inhibition engendrées par les
différentes doses des huiles essentielles de Cytisus triflorus L’Her des différents
stades phénologiques effectué sur les dix microorganismes pathogenes testées sont
exposees dans le tableau 3.9.

Tableau 3.9: Activité antibactérienne des huiles essentielles des trois stades
phénologiques (stade veégétatif, floraison et fructification) de Cytisus triflorus L’Her
estimé par les diameétres des zones d’inhibition (incluant le diamétre de disque; 6mm)
(moy £ SE).

Huiles essentielles (10ul/disc)

Souches bactériennes testées Dose (ug/ml) Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Bactéries a Gram négatif HE’'V HE’FL HE'FR
Escherichia coli Dosel 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose2 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose4 06,00+0,00 07,13+0,06 07,01+0,01
Dose5 06,00+0,00 10,14+0,01 08,05+0,02
Dose6 06,00+0,00 10,19+0,01 07,98+0,02
Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Pseudomonas aeruginosa Dosel 06,00+0,00 06,00+0,00 06,0040,00
Dose2 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose5 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose6 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Salmonella enterica Dosel 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose2 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose5 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose6 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Bactéries a Gram positif
Bacillus subtilis Dosel 07,01+0,01 06,00+0,00 06,94+0,04
Dose2 06,00+0,00 06,00+0,00 15,29+3,17
Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 08,25+1,15
Dose5 06,00+0,00 06,00+0,00 08,37+0,32
Dose6 06,00+0,00 06,00+0,00 10,30+0,68
Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 11,37+1,52
Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 10,56+1,87
Staphylococcus aureus Dosel 11,35+0,04 18,49+0,03 11,13+0,02
Dose2 12,54+0,03 18,89+0,01 12,07+0,03
Dose3 13,0340,05 19,16+0,01 12,99+0,01
Dose4 07,84+0,04 07,71+0,17 07,24+0,04
Dose5 07,41+0,01 07,37+0,02 07,01+0,01
Dose6 07,20+0,01 07,11+0,01 06,35+0,01
Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Diamétres des zones d’inhibition incluant le diametre de disque de 6mm, les valeurs des zones d’inhibition ont été présentés
par moyenne + standard erreur de trois répétitions; (HE’V): Stade Végétatif, (HE'FL); Stade Floraison et (HE’FR): Stade
Fructification; le DMSO n’a pas dévoiler une activité antibactérienne comme control négatif; (*): Zone d’inhibition < 6mm:
absence d’activité antibactérienne (-), zone d’inhibition 6-7,5mm: présence d’activité antibactérienne (+), zone d’inhibition
>7,5mm: activité antibactérienne élevée (++)

Les résultats de I'activité antibactérienne in vitro par la méthode de diffusion ont
montrés divers écarts concernant les résistances bactériennes. L’analyse de la
variance appliquée aux stades phénologiques a montrée l'existence d’'un effet
inhibiteur significatif des différentes huiles essentielles spécifiquement celles du
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stade floraison (Tableau 3.9; Figure 3.20A). De méme, l'analyse de la variance
appliquée aux différentes doses testées montrait un effet inhibiteur significatif des
fortes doses (Dosel au Dose 3) par rapport aux plus faibles (Dose 4 au Dose 8). Le
test de Tukey soutenait nos conclusions (Tableau 3.9; Figure 3.20B). Les mémes
résultats relataient une sensibilité tres marquée de la Gram positif Staphylococcus
aureus par rapport aux restes des souches face aux différentes huiles essentielles de
Cytisus triflorus L’Her (*), ainsi la Gram négatif Escherichia coli présentait une
inhibition Iégerement modérés (*) suivi par Bacillus subtilis. Cependant, les souches
Salmonella enterica et Pseudomonas aeruginosa présentaient des résistances
envers les huiles essentielles de Cytisus triflorus L’Her (*) (Tableau 3.9;Figure
3.20C).
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Figure 3.20: Effet des stades phénologiques, des doses et des souches sur I'activité
antibactérienne des huiles essentielles de Cytisus triflorus L’Her;

**+: effet significatif & p < 8%; * b.c.d accordés par le test Tukey post-hoc-multi comparaison.

L’analyse en composantes principales appliquée aux valeurs des zones d’inhibition
développées par les souches fongiques testées face aux huiles essentielles des
différents stades phénologiques de Cytisus triflorus L’Her, est satisfaisante dans la
mesure ou plus de 97% de la variance est exprimé sur les deux premiers axes. La
projection des vecteurs relatifs aux différentes huiles essentielles de Cytisus triflorus
L’Her récoltés durant les trois stades phénologiques a travers les deux axes, montre
une certaine disparité de I'effet phénologique face a I'activité antifongique, bien que
'ensemble des trois fortes doses soient les plus efficaces (Dose 1 au Dose 3) envers
les souches les plus touchés; Fusarium oxysporum, Fusarium solani et Candida
albicans (Tableau 3.10; Figure 3.21).
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Figure 3.21: Analyse en Composantes Principaux (A.C.P.) de l'activité antifongique
des huiles essentielles des trois stades phénologiques (Stade végétatif, floraison et
fructification) de Cytisus triflorus L'Her:

distribution des variables correspondant aux différentes souches fongiques et aux différentes doses
sur les deux principaux axes.

Les résultats de I'analyse de la variance des huiles essentielles de Cytisus triflorus
L’Her exprimaient une absence absolue de l'impact des stades phénologiques, des
doses testées et de type des souches sur le pouvoir antifongique apprécié par la
meéthode de diffusion (Tableau3.11; Figure 3.22A, B et C).

Tableau 3.10: Activité antifongique des huiles essentielles des trois stades
phénologiques (stade Végeétatif, floraison et fructification) de Cytisus triflorus L’Her
estimée par les diamétres des zones d’inhibition (incluant le diameétre de disque,

6mm) (moy + SE).

Souches fongiques testés Dose (ug/ml) Huiles essentielles (10pl/disc)
Diameétres des zones d’inhibition (mm)
champignons HE'V HE’FL HE'FR

Aspergillus brasiliensis Dosel 07,42+0,01 06,00+£0,00 06,00+£0,00
Dose2 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Doseb 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose6 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Fusarium oxysporum Dosel 10,73+0,05 07,12+0,01 06,00+0,00
Dose2 10,02+0,03 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose5 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose6 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00
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Fusarium solani Dosel 07,11+0,01 12,12+0,01 07,27+0,02
Dose2 06,00£0,00 12,62+0,02 06,00£0,00

Dose3 06,00£0,00 10,80+0,01 06,00£0,00

Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose5 06,00+0,00 06,00£0,00 06,00+£0,00

Dose6 06,00£0,00 06,00£0,00 06,00£0,00

Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Alternaria alternata Dosel 13,01+0,01 09,87+0,02 08,62+0,01
Dose2 12,10+0,01 08,97+0,01 08,72+0,01

Dose3 10,66+0,14 09,66+0,01 08,19+0,01

Dose4 06,00£0,00 06,00£0,00 06,00+£0,00

Dose5 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose6 06,00+0,00 06,00£0,00 06,00£0,00

Dose7 06,00£0,00 06,00£0,00 06,00+£0,00

Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Levure

Candida albicans Dosel 07,03+0,03 06,00+0,00 06,68+0,01
Dose2 06,00+0,00 06,00+0,00 06,48+0,01

Dose3 06,00+0,00 06,00+0,00 06,25+0,02

Dose4 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose5 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose6 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose7 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Dose8 06,00+0,00 06,00+0,00 06,00+0,00

Diameétres des zones d’inhibition incluant le diametre de disque de 6mm, les valeurs des zones d’inhibition ont été présentés
par moyenne + standard erreur de trois répétitions; (HE'V): Stade Végétatif, (HE’FL); Stade Floraison et (HE’FR): Stade
Fructification; le DMSO n’a pas dévoiler une activité antifongigue comme control négatif; (*): Zone d’inhibition < 6mm: absence
d’activité antifongique (=), zone d’inhibition 6—7,5mm: présence d’activité antifongique (+), zone d’inhibition >7,5mm: activité
antifongique élevée (++)
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Figure 3.22: Absence des effets significatifs des stades phénologiques, des doses et
des souches sur I'activité antifongique des huiles essentielles de Cytisus triflorus
L’Her.

4.3.2. Détermination par les paramétres CMI, CMM et par I'indice CMM/CMI

Les résultats des bioessais de I'activité antimicrobienne ont montré que les
huiles essentielles de Cytisus triflorus L’Her ont exercés une action significativement
prometteuse a I'égard: (i) des bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis suivie par
Staphylococcus aureus), (ii) de la bactérie a Gram négatif Escherichia coli, (iii) et des
champignons Fusarium oxysporum, Fusarium solani et Alternaria alternata et méme
contre la levure Candida albicans. Cependant, ces huiles semblaient étre inactifs a
effet non significatif contre les bactéries Pseudomonas aeruginosa et Salmonella
enterica et méme face aux champignons Aspergillus brasiliensis. En revanche,
'indice phénologique a montré une action significative sur I'activité antimicrobienne
dévoilait par les deux paramétres (CMI et CMM) (Tableaux 3.12 et 3.13), I'HE du
stade végétatif annoncgait l'activité la plus importante, suivie par les huiles
essentielles des stades floraison et fructification.
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Tableau 3.11: Effet saisonnier sur la concentration minimal inhibitrice (CMI) (pg/ml),
sur la concentration minimal microbicide (CMM) (ug/ml) et sur l'indice (CMM/CMI)
des huiles essentielles de Cytisus triflorus L'Her.

CMI CMM CMM/CMI
Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade
Végétatif Floraison  Fructification p Végétatif  Floraison  Fructification p Végétatif Floraison  Fructification
Bactéries a Gram
positif
B. subtilis 25" 1007 50" <5% 50 800 400 <5% 2* 8 8
S. aureus 6,25 507 1007 <5% 6,25 50 200 <5% 1* 1* 2*
Gram-négatifif
E. coli 40077 800" 800" <5% 100 200 100 <8% <0,5** <0,5** <0,5**
P. aeruginosa NP NP NP - NP NP NP - NP NP NP
S. enterica NP NP NP NP NP NP NP NP NP

Du test Kruskal-wallis, du test Wilcoxon et du test Monte Carlo, les astérisques indiquent les différences significatives entre les
huiles essentielles des différents stades phénologiques

Les valeurs écrites en gras sont considérés bactéricides (< 4 pg/ml)

B. subtilis: Bacillus subtilis; S. aureus: Staphylococcus aureus; E. coli: Escherichia coli; P. aeruginosa: Pseudomonas
aeruginosa; S. enterica: Salmonella enterica

(NP): Non Performer

(DMSO) dimethylsulfoxide: n’a pas montré d’effet antimicrobien sur les souches testées
Les HE'’s sont accommodées a avoir: une faible bioactivité , une bioactivité modérée “, une bonne bioactivité “*, une forte
bioactivité " et une trés forte bioactivité “***"

La potentialité des HE’s exprimés en valeurs des CMI et des CMM estimaient
qgue seulement trois souches sur la totalité testés ont exprimées des sensibilités
significatives face aux HE’s de Cytisus triflorus L’Her récoltés durant les trois stades
phénologiques, cependant celles des souches fongiques présentaient quatre
microorganismes pathogenes qui révélées des sensibilités face a ces derniéres.

Les données présentées dans ce travail sont pertinentes, innovantes et
prometteuses par rapport aux huiles essentielles en particulier contre les
champignons. Toutefois, la sensibilité microbienne s’avérait aussi importante face
aux différentes doses. Les stades phénologiques présentaient un effet significatif sur
la sensibilité des microorganismes testés aux différentes huiles essentielles de
Cytisus triflorus L'Her. Les mémes tableaux affichaient que les bactéries;
Staphylococcus aureus et Escherichia coli, les deux Fusarium oxysporum et solani
annoncaient un effet microbicide pendant les trois stades cruciales. Tandis que cet
effet microbicide a été notamment dévoilé par I'huile du stade végétatif face a
Bacillus subtilis. Pareillement par celles des stades végétatif et floraison contre
I'Alternaria alternata et par celles des stades végétatif et fructification vise a vis la
levure Candida albicans. Toutefois, les bioactivités présentaient par les HE’s de
Cytisus triflorus L’'Her pour Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Bacillus
subtilis, variaient entre une bioactivité modéré a une tres forte pour celles du stade
végetatif, celles des stades floraison et fructification se caractérisaient a avoir une
tres faible bioactivité qui va jusqu'a une forte bioactivité. Subséquemment, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Alternaria alternata et Candida albicans annoncaient
une bioactivité modéré a forte pour les HE’s du stade végétatif, tandis que la
bioactivité allait d’'une faible bioactivité a une bonne bioactivité pour les HE’s du
stade floraison, et enfin la cinétique de la bioactivité allait d’'une bioactivité modéré
jusqu’au forte bioactivité pour celles du stade fructification (Tableaux 3.12 et 3.13).
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Tableau 3.12: Effet saisonnier sur la concentration minimal inhibitrice (CMI) (pg/ml),
sur la concentration minimal microbicide (CMM) (ug/ml) et sur l'indice (CMM/CMI)
des huiles essentielles de Cytisus triflorus L'Her.

CcMI CMM CMM/CMI
Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade valeurs Stade Stade Stade
Végétatif Floraison  Fructification p- Végétatif  Floraison  Fructification p Végétatif Floraison  Fructification
Champignons
F. oxysporum 25" 1007 507" <5% 6,25 100 25 <5% <0,5* 1* 0,5%
A. brasiliensis NP NP NP - NP NP NP - NP NP NP
F. solani 2007 800" 4007 <5% 400 200 100 <5% 2* <0,5* <0,5%
A. alternata 12,57 4007 1007 <5% 12,5 50 800 <8% 1* <0,5* 8
Levures
C. albicans 400" 100" 200" <5% 400 800 800 <5% 1* 8 4*

Du test Kruskal-wallis, du test Wilcoxon et du test Monte Carlo, les astérisques indiquent les différences significatives entre les
huiles essentielles des différents stades phénologiques

Les valeurs écrites en gras sont considérés fongicides (< 4 ug/ml)

F. oxysporum: Fusarium oxysporum; A. brasiliensis: Aspergillus brasiliensis; F. solani: Fusarium solani; A. alternata:
Alternaria alternata; C. albicans: Candida albicans

(NP): Non Performer

(DMSO) dimethylsulfoxide: n’a pas montré d’effet antimicrobien sur les souches testées

Les HE’s sont accommodées a avoir: une faible bioactivité ), une bioactivité modérée “, une bonne bioactivité “*, une forte
bioactivité “ et une trés forte bioactivité “****

Les données de [l'activité antimicrobienne des huiles de Cytisus triflorus L'Her
énumérées dans les tableaux 3.12 et 3.13, ont été soumises a une analyse
hiérarchique (A.C.H.) afin d’avoir une conception de [linfluence de [lindice
phénologique sur les deux parametres CMI et CMM illustrant [lactivité
antimicrobienne. L’analyse a permis linstallation de deux clusters principaux pour
chaque parametre (Figure 3. 23). Par conséquent la figure 3. 23A exposait le
paramétre CMI et présentait 2 clusters. Le cluster |, se caractérise par une similarité
d’effet entre les huiles essentielles des deux stades végétatif et fructification, qui peut
étre revendiqué par les taux proximaux de certains composés majoritaires (le B-
linalool et le Géraniol) ce qui conduisait a des activités semblables. La méme figure
annoncait une divergence du cluster | par rapport au cluster Il, dont le potentiel de
I'huile essentielle du stade floraison montrait une activité moins importante, ce qui est
probablement lié aux écarts des taux de composés volatiles de stade floraison par
comparaison aux deux autres stades. Contrairement, le parameéetre MMC dans la
figure 3. 23B, réveélait la présence de deux clusters. Le cluster I, renferme les huiles
essentielles des stades floraison et fructification exhibant des similitudes en termes
d’effets par rapport au cluster Il, qui est représenté par I'huile du stade végétative, ce
qui est vraisemblablement due aux taux rapprochées pour certains composés
antimicrobiens (I'acide héxadecanoique et 'Eugénaol).
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Figure 3.23: Analyse en composantes hiérarchiques (A.C.H.) de l'effet saisonnier sur
I'activité antimicrobienne (A: présenté par les valeurs du paramétre CMI; B: présenté
par les valeurs du parametre CMM) des huiles essentielles de Cytisus triflorus L’Her.
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CHAPITRE 4:
DISCUSSION GENERALE

1. Profil saisonnier semi-quantitative du contenu phytochimigue et pouvoir
antibactérien des extraits agueux et méthanoligues chez la Lamiacée Teucrium

polium

Nous supposons que la distinction dans les rendements des extraits de
Teucrium polium peut étre attribuée a la polarité des composés extraits et aux
solvants utilisés, ce qui rejoint les propos de HSU et al. [187], qui ont également
signalés une forte solubilité des pigments, des enzymes et des composés bioactives
dans I'eau, d’ou son utilisation universelle dans les préparations des décoctions a
base de plantes comme remedes thérapeutiqgues. Les mémes conclusions ont été
rapportées par BAKARI et al. [188], on traitant la méme espéece en Tunisie.

En dépit des facteurs intrinséques a la plante, les écarts enregistrés en termes
d’accumulation en phénols totaux et en flavonoides au niveau des différents stades
phénologiques de Teucrium polium, seraient da aux fluctuations des facteurs
climatiques caractérisant les périodes d’échantillonnages qui coincidaient avec les
phases cruciales de développement phénologique. L’hypothése avancée corrobore
avec plusieurs travaux, notamment celle AMMAR et al. [189], dont ils avancgaient
qgue la biosynthése et l'accumulation de composés phénoliques dépendent de
facteurs exogénes, de facteurs endogénes, des stades de développement et de la
différenciation tissulaire. Les mémes travaux suggéreraient que les composés
phénoliques ont été considérés comme une interface chimique entre les plantes et
'environnement. En revanche, leur biosynthese et leur accumulation seraient induite
par les conditions environnementales entre autres la saisonnalité. Dans le méme
contexte, ASTARITA et al. [190], ont conclus que les basses températures peuvent
affecter les niveaux de métabolites secondaires, y compris les composés
phénoliques et les flavonoides par l'induction des voies phénylpropanoides. Les
travaux d’ABAD et al. [191], ont montré I'existence d’une variation marquée pendant
le stade de floraison, bien que les quantités phénoliques maximales ont été apercues
au cours du stade vegétatif. Les mémes auteurs ont signalés que les niveaux les
plus bas en flavonoides ont été observés durant le stade de floraison, qui constituait
le lieu de pré-élection d’accumulation des composés phénoliques, en préparation au
processus de lignification.

Les résultats ont montrés que [I'extrait méthanolique concentre les composés
phénoliques d’'une maniére significative par rapport a l'extrait aqueux. Nous
supposons que le rendement d’extraction est fortement lié a la solubilité et au degré



114

de polymérisation des composés phénoliques. L'’hypothése avancée rejoignait les
résultats obtenus par KSOURI et al. [192], dont ils font allusion a la nature du solvant
et a la polarit¢é des composés phénoliques lors de leurs extractions, et que le
méthanol donne le rendement d'extraction le plus élevé pour I'extraction de
substances phénoliques chez les lamiacée, spécialement pour Teucrium.

Les résultats de I'activité antibactérienne des extraits du stade végétatif de Teucrium
polium indiquaient une forte sensibilité envers les Gram positif et envers certains
Gram négatif, avec la dominance de lefficacité de I'extrait méthanolique. Nous
suggérons que l'activité biologique des extraits dépend largement de la nature du
solvant d’extraction et du contenu en principes actifs du stade phénologique. Cette
information est soutenue par le travail de KHODJA et al. [193], qui ont signalé que
l'activité antibactérienne de tous les extraits dépend largement de la concentration
des extraits, des souches bactériennes et du type d'extrait végétal. De plus, MCGAW
et al. [194], ont signalé que les extraits de la méme plante recueillie a différents
stades phénologiques présentaient des activités biologiques différentes. Certaines
études ont également démontrées une variation saisonniére de [l'activité
antibactérienne des extraits de la Cystoseiraceae Bifurcaria bifurcata [195].

L’efficacité des extraits de Teucrium polium vis-a-vis des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif a été soutenue par les travaux de DARABPOUR et al. [196], dont ils
confirmaient que les souches Escherichia coli (Gram négatif) et Staphylococcus
aureus (Gram positif) présentaient une sensibilité accrus aux extraits de Teucrium
polium. La moindre sensibilité des souches a Gram négatif; Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli seraient du a 'imperméabilité membranaire. D’aprés
CARLOS SILVA et al. [197], la plupart des molécules seraient imperméables a
travers des membranes cellulaires en référence a la couche extérieure

supplémentaires riche en phospholipides, en protéines et en lipopolysaccharides.

Les corrélations positives signalées entre les composés phénoliques des extraits du
stade végétatif et la sensibilité des souches pathogénes seraient dus a leffet
individuel et / ou synergique des composés quantifiés. Notre argument rejoint les
travaux de POPQV et al. [198], qui ont signalés que les changements dans I'activité
antibactérienne des extraits alcooliques de I'Asteracée «Rhanterium adpressums», en
ce qui concerne les variations saisonniéeres, pourraient étre attribués a une variation
dans les quantités et / ou les qualités des composés actifs. LIM et al. [199] ont
signalés que l'activité antibactérienne présente une bonne corrélation avec la teneur
en phénols totaux pour les espéces de la Macaranga. Aussi, il a été indiqué que les
activités antibactériennes des extraits de plantes, dépendent de la nature et de la
structure des composés phénoliques. Par leur groupe hydroxyle, les composés
phénoligues ont une capacité de se lier aux protéines des membranes bactériennes
pour former des complexes qui peuvent agir comme une barriere chimique contre les
pathogenes potentiels [200 et 201].Toutefois, la littérature a signalé que les protéines
présentaient une activité antibactérienne contre les souches bactériennes
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pathogenes Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermidis [202]. Concernant 'effet synergique, le travail de WINK
et al. [203] a approuvé la potentialisation synergique des activités biologiques des
composeés de défense utilisés en combinaison.

2. Profil saisonnier semi-guantitative du contenu phytochimique et pouvoir
antibactérien des extraits agueux et méthanoliques chez la Fabacée Cytisus triflorus
L’'Her

Nous considérons que les différents stades de développement durant le cycle
de vie de la plante, simulent le contenu des métabolites secondaires et engendrent
des écarts d’accumulations. Néanmoins, les fluctuations peuvent étre en étroite
relation avec les conditions environnementales et en fonction des besoins de la
plante, ce qui réaffirme les écarts enregistrés en termes d’accumulation en phénols
totaux et en flavonoides sous l'effet de l'indice phénologique de Cytisus triflorus.
L’hypothése avancée corrobore avec plusieurs travaux, qui avangaient que la
biosynthése et l'accumulation de métabolites secondaires responsables de la
bioactivité dans les plantes, dépendent de facteurs exogenes et endogenes entre
autres, le stade de développement, la concurrence, I'état nutritionnel, l'attaque
microbienne et la différenciation tissulaire, dont les conditions climatiques sont
considérées comme étant le principal facteur [204, 205, 206 et 207]. Dans la méme
concordance, il a été affirmé que la concentration la plus élevée des phénols totaux a
été acquise dans les plantes récoltées en hiver, suivies par celles d'automne et d'été
[208], ce qui suggére que l'accumulation de composés phénoliques y compris les
phénols totaux peut étre liée a l'activation des voies phénylpropanoides par les
basses températures [209]. Tandis que, les plus basses concentrations de
flavonoides ont été signalées en plein automne, ce qui coincide avec la phase
floraison, qui constituait lintervalle de la pré-élection d’accumulation de ces
composés afin de s'accommoder au processus de lignification [162 et 210]. Nos
résultats ont dévoilés que les composés phénoliques se concentrent d’'une maniére
significative dans I'extrait méthanolique que dans I'extrait aqueux. Nous présumons
que la concentration de ces métabolites dans les solvants d’extraction est fortement
liée a la solubilité et au degré de polymérisation. Cette hypothése est retenue par
HASHEM et al. [211], ou ils prétendent que la nature du solvant et a la polarité des
composés phénolique sont fortement sollicités lors de leurs extractions.

Les résultats de I'activité antibactérienne des extraits du stade végétatif de Cytisus
triflorus L’Her présentaient une forte sensibilité de la majorité des souches
bactériennes y’compris les Gram positif et les Gram négatif envers les extraits testés,
avec la dominance de l'efficacité de I'extrait méthanolique. Nous suggérons que
lactivité biologique des extraits dépend largement de la nature du solvant
d’extraction et du contenu en principes actifs du stade phénologique. Cela est
soutenu par certains travaux, ou il a été évoqué que le stade de développement ou
bien l'indice saisonnier serait qualifié probablement comme I'un des facteurs les plus
importants incriminés dans la variation des composés dotés de meilleures activités
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biologiques, visant a accroitre les propriétés fonctionnelles [189], et que le solvant
joue un réle important dans le comportement antibactérien des extraits de Cytisus
scoparius [212]. De plus, la meilleure activité antibactérienne en hiver, suggere que
les plantes pourraient minimiser le colt métabolique en récupérant les métabolites
des tissus foliaires et le transport des composés vers les parties souterraines [213].
Les différents résultats observés dans l'activité antibactérienne s’expliquent aussi par
les distinctions structurelles de la paroi cellulaire bactérienne des bactéries a Gram
positif et Gram négatif. Les bactéries Gram négatif, a I'exception de la membrane
cellulaire, possédent une membrane externe supplémentaire, composée de
phospholipides, de protéines et de lipopolysaccharides, qui serait imperméable a la
plupart des molécules [197].

Les corrélations positives signalées entre les phénols totaux, les flavonoides des
extraits du stade végétatif et la sensibilité des souches pathogénes seraient dus a
I'effet individuel et/ou synergique des composés quantifiés. Il a été démontré que les
extraits de Cytisus scoparius exercaient une action antibactérienne positive envers
les souches Staphylococcus aureus et Bacillus spp. Néanmoins, ces extraits peuvent
aussi conférer un effet protecteur a certaines espéces bactériennes [212], comme
c’été le cas chez Pseudomonas aeruginosa qui a présenté une résistance a nos
extraits testés. Il & été également affirmé que la variation saisonniére de l'activité
antibactérienne des extraits de Bifurcaria bifurcata dépendait a la fois des espéces
végétales et du microorganisme testé [195]. Toutefois, la disposition des composés
individuels et leurs concentrations n'est pas statique, mais differe d'un organe a
l'autre, dans un cycle de développement d'une plante, et méme a l'intérieur et entre
les populations. Cette variation, qui conduit a des mélanges complexes de
métabolites, est probablement une stratégie de défense contre les herbivores ou les
agents pathogeénes spécialisés [203 et214]. Il existe des preuves expérimentales
selon lesquelles, une potentialisation synergique des activités biologiques est
réalisée par des combinaisons de composés de défense individuels dans un
meélange [203]. Cependant I'effet antibactérien des composés phénoliques peut étre
dd a leur capacité a modifier la perméabilité des cellules microbiennes, ce qui conduit
ainsi a la perte de macromolécules a l'intérieur [215].

3. Contribution a la caractérisation des huiles essentielles de la Lamiacée Teucrium
polium et au comportement saisonnier de leur rendement, de leur composition
chimigue et de leur activité antimicrobienne

Le rendement en huiles essentielles de la partie aérienne de Teucrium polium
était sous la dépendance des stades phénologiques; ou le stade végétatif dominait
tres significativement les stades floraison et fructification. De ce fait, nous parlerons
d’huile d’hiver et d’huile d’été, I'hnypothése rejoignait le travail de MCCASKILL et al.
[216], qui ont signalé que la distillation des feuilles d'hiver et d'été de Teucrium
polium du nord de la Gréce a donné un rendement en huile essentielle
remarquablement plus élevé par rapport aux feuilles d'été. Ceci est étroitement lié au
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nombre élevé de poils glandulaires peltés dans les feuilles d'hiver, puisque ils ont été
considérés comme des sites spécifiques de biosynthése des huiles essentielles. NIK
et al. [217], rapportaient aussi que les différences dans le rendement en HE’s entre
les feuilles d'hiver et d'été de Teucrium polium sont liées a des facteurs de stress
environnemental fédérateurs de la production de composés bioactifs qui
interviennent dans les voies de biosynthese spécifiques de terpéne. Le fort
rendement du stade végeétatif a était associés aussi a l'adaptation des feuilles aux
basses températures. Par conséquent, les feuilles subissaient une réduction de la
surface de la lame foliaire, une augmentation de I'épaisseur de la cuticule et un
accroissement du nombre de chloroplastes avec de plus grande taille et de
nombreuse grana. Le nombre plus élevé de cellules de chlorenchyme par unité de
volume de mésophile dans les feuilles d'hiver, reflétait une plus grande surface de la
paroi cellulaire totale face aux espaces, et donc un taux plus élevé de
photosynthese. Le taux photosynthétique accru des feuilles d'hiver entraine la
production de quantités plus élevées de carbone photosynthétique qui sont
largement investies dans la biosynthése des métabolites secondaires entre autres
les huiles essentielles [218 et 219].

Des résultats semblables ont été rapportés par JAMALI et YOSR [220], montrant une
diminution subséquente de la teneur en huile essentielle pendant la fructification, en
réponse a l'activation des voies cataboliques et la sénescence des feuilles. Les
faibles précipitations et les températures élevées en aolt pouvaient contribuer a la
diminution de la biosynthése des HE’s durant le stade de fructification [222 et 223].

La caractérisation chimique des huiles essentielles du genre Teucrium a fait 'objet
de plusieurs investigations dont nous citons celles du: ABURJAI et al. [223], AL-
QUDAH et al. [224], ANTUNES et al. [225], KABOUCHE et al. [226], KOVACEVIC et
al. [227], MENICHINI et al. [24], PEREZ-ALONSO et al. [228], VAHDANI et al. [229]
et DJABOU et al. [160]. Toutefois linfluence du stade végétatif sur les
caractéristiques chimiques des huiles essentielles de Teucrium constituait une
nouvelle approche, par conséquent le screening chimique des composés des huiles
essentielles des différents stades phénologiques de Teucrium polium a été comparée
exclusivement aux caractéristiques chimiques d'une huile essentielle d'une
population proche de Teucrium du nord est algérien notamment celle rapporté par le
travail de BAKARI et al. [188]. La confrontation des screening chimiques des HE’s
des stades phénologiques avec le screening chimique de I'huile essentielle de
Teucrium polium récolté en Tunisie (tous stades étaient confondus) fait ressortir une
similarité en termes de composés majoritaires. La comparaison a exprimée des
variations d’ordre quantitatif chez les composés majoritaires a savoir I'a-pinéne
(17,04%), le B-pinéne (12,68%), le B-Myrcéne (6,07%), le D-limonéne (6,65%) et
d’ordre qualitatif par la signalisation du Germacréne D (5,89%) qui caractérise la
population de Tunisie et du Guaia-1(10),11-diene qui caractérise celle du Nord Est
Algérien (Khenchela). Les différences dans les compositions chimiques des huiles
essentielles étaient probablement liées aux conditions environnementales influengant
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l'activation des voies d’anabolisme et du catabolisme au niveau des parties
aériennes de Teucrium polium. SCHWOB et al. [230] rapportaient que de
nombreuses voies métaboliques ont été induites par le métabolisme secondaire
générant une complexité élevée, qui a réveéler un grand nombre de composés des
huiles essentielles. BAKARI et al. [188] suggerent que les différences dans la
composition volatile sont liées a différents facteurs y-compris I'age de la plante, le
stade de développement et I'origine géographique, ainsi qu’aux facteurs climatiques
et génotypiques. Alors que SIMMONS et PARSONS [231], ont indiqué que le
vieillissement foliaire semble étre le facteur le plus susceptible d'expliquer les profils
de variation des huiles volatiles. SADEGHI et al. [232] ont signalé que la composition
chimique des huiles essentielles de huit populations de Teucrium polium étaient
qualitativement tres similaires et seules des différences quantitatives relatives se
produisent dans les composés identifiés.

La variation phénologique annuelle de Teucrium polium a montrée clairement des
fluctuations qualitatives et quantitatives contrastés sur le profil des huiles essentielles
en termes de familles chimiques. Ces changements tendaient a confirmer l'impact
environnemental sur le processus adaptatif du cycle phénologique de la plante.
SCHWOB et al. [230], soupconnaient qu'au cours du processus physiologique
d'ontogénése, les modifications morphologiques qui se produisent pendant le cycle
phénologique sont concomitantes avec les modifications en métabolisme secondaire
et qui seraient a la base de modifications de la composition des huiles essentielles. I
a été rapporté que les quantités de constituants principaux en monoterpénes
hydrocarbonés et en sesquiterpenes hydrocarbonés différaient notablement et que la
variabilité chimigue de I'huile de Teucrium pourrait étre liée a la présence des ions
métalliques tels que Mg?*, Mn%*, Ni?* et Co?* qui améliorent la production spécifique
de sesquiterpenes hydrocarbonés dans les plantes [233]. D’aprés ZHANG et al.
[234], la diminution du nombre et de la concentration des terpénes durant la
fructification suggérait qu'un certain nombre de leurs voies de biosynthese pourraient
étre inactivé alternativement. Les terpenes produits au cours du développement
précoce, peuvent étre dégradés en d'autres composés ou transformés en des formes
non volatiles. L'augmentation notable de la teneur en alcools, en aldéhydes et en
cétones dans les différentes huiles essentielles serait due a I'accroissement de la
température ce qui rejoint les conclusions de THOLL et al. [235], de
KAKARAPARTHI et al. [236], et de DHOUIOUI et al. [237] qui signalaient que
'ensoleillement et les températures les plus élevées caractérisant les mois d’aolt
2009 et septembre 2011 ont été a la base d’une forte fluctuation des composés sus
cités entrainant ainsi une forte tolérance des plantes aux températures élevées.

Les résultats de l'activité antimicrobienne des HE’s de Teucrium polium constituent
une approche préliminaire qui mériterait d’étre approfondie par d’autres tests plus
performants dépassant I'aspect qualitatif et dévoilant I'effet réel de l'efficacité des
huiles essentielles. Ainsi, 'ensemble des activités antimicrobiennes des huiles
essentielles sont supposés étre lié a leur composition chimique et conditionné par
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I'activité individuelle et/ou synergique de leurs composées. Nos propos rejoignaient
les travaux de KABOUCHE et al. [226], dont ils signalaient que la présence des
composés tels que I'a-pinéne, le B-myrcéne, le cadinol et le limonéne joueraient un
réle important dans l'activité antibactérienne des huiles essentielles de Teucrium
polium. lls relataient aussi que I'a-pinéne aurait un fort pouvoir antibactérien.

L’activité  antibactérienne indépendante des HE's des différents stades
phénologiques serait dU a leur pareille contenance en monoterpénes hydrocarbonés,
en monoterpénes oxygénés, en sesquiterpenes hydrocarbonés et en sesquiterpénes
oxygeénes, le méme résultat a été relaté par DORMAN et DEANS [118], KOTAN et al.
[238], ou ils estimaient que les forts taux en monoterpénes oxygénés et en
sesquiterpénes montraient des degrés variables d'activités antibactériennes. En
référence a leurs richesses en caryophylléne oxide, mais également a leur teneur
élevée en composés antibactériens comme le linalool et I'a-pinéne.

Le potentiel antibactérien élevé de l'huile essentielle de la Lamiaceae tunisienne
Thymus algeriensis a été expliqué par la présence d'une quantité élevée de
monoterpénes hydrocarbonés (33,9-38,4%). Il a été montré que la présence des
monoterpénes dans les huiles essentielles est capable d'affecter l'intégrité cellulaire,
ce qui entraine une inhibition de la respiration et une altération de la perméabilité
COX et al. [124].

De copieuses études ont montrés que l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle
est souvent le résultat de I'activité des acides gras [239] et des monoterpénes plutot
gue des sesquiterpenes [240]. Il a été prouvé que la méme activité est apparemment
liée a sa teneur élevée en alcools et en esters et d'autres composés mineurs entre
autres le linalool, le terpinene-4-ol, le camphre, le trans-pinocarveol, le t- Cadinol, I'a-
cadinol et le B-caryophylléne oxide qui agissant de maniére synergique ou additive.
[241 et 237]. Dans le méme contexte, DJABOU et al. [160] signalaient que les huiles
essentielles contiennent des hydrocarbons, dont le p-cymene et le limonene, peuvent
agir dans la synergie avec les composés oxygéneés et ainsi renforcent leur activité
biologique.

L’effet synergique des constituants d'huiles essentielles de Teucrium polium subsp.
capitatum a été souvent observé. Toutefois ils avangaient que I'activité individuel du
p-cymene serait pourvu d’'une moindre efficacité mais son activité se trouvait
ameliorer une fois combiné avec le composé oxygénique (carvacrol). Par contre le p-
cymene et le limonéne contenus dans les huiles essentielles de Teucrium flavum
subsp. glaucum et Teucrium flavum subsp. glaucum, peuvent exercer une activité
antibactérienne une fois utilisé seul [118], et peuvent aussi renforcer ['effet
antibactérien selon leurs concentrations dans I'huile essentielle [242].

Nos résultats rejoignaient le labeur de DJABOU et al. [160], qui ont spécifiés que
l'activité antibactérienne de I'huile essentielle de Teucrium polium été tres marquée
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contre les bactéries a Gram positif et méme pour certains Gram négatif. Les espéces
de Teucrium présentaient des activités contre des bactéries d’'une part a Gram positif
en occurrence Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Staphylococcus
epidermidis et d’autre part a Gram négatif notamment; salmonella typhimurium,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae et Klebsiella
pneumoniae [160]. Les différents niveaux de I'activité antibactérienne seraient liés a
la membrane externe des bactéries a Gram négatif qui est constituée par des
lipoprotéines et des lipopolysaccharides a perméabilité sélective qui interviendraient
dans la régulation et a 'accés aux structures sous-jacentes ce qui rend les bactéries
a Gram négatif, généralement moins susceptibles aux composés des plantes que les
bactéries a Gram positif [243]. CHAN et al. [244] ont cités que I'espace periplasmique
des bactéries a Gram négatif serait pourvus d’enzymes qui auraient la capacité de
détruire les molécules exogenes. En revanche, Pseudomonas aeruginosa est connu
pour avoir un haut niveau de résistance intrinseque a tous les agents antimicrobiens
et les antibiotiques connus, en raison de la présence d'une membrane externe qui
joue le rbéle d’'une barriére trés restrictive, qui la rend résistante a la fois aux
antibiotiques synthétiques et aux huiles essentielles [245].

Les écarts enregistrés dans l'activité antifongique chez les huiles essentielles de
Teucrium polium des différents stades phénologiques, peuvent étre dues aux
différences des périodes de récolte de la plante qui peut mener aux changements
des constituants volatiles. Par conséquent les huiles essentielles du stade
fructification se trouvaient abondamment riche en monoterpénes. Le travail de
HARREWIJN et al. [246], ont démontraient que les monoterpénes sont connue par
leur activité antimicrobienne. KREMER et al. [247], signalaient que I'huile essentielle
de Teucrium arduini a montré une activité antifongique contre Candida albicans et
Aspergillus brasiliensis. Cependant MENDOZA et al. [248], stipulaient que la
composition chimique des huiles dominée par les terpénoides extériorise une forte
action contre les souches fongiques, tributaire a leur pouvoir de rompre leurs
membranes par les composés lipophiliques. De plus, DAFERERA et al. [249], ont
indiqué que l'activité fongitoxique des huiles essentielles peut étre due a la formation
de liaisons hydrogene entre le groupe hydroxyle des phénols et les sites actifs des
enzymes cibles. D'autres rapports ont montrés que les huiles essentielles agissent
sur les hyphes du mycélium, provoquant la sortie des composants du cytoplasme, la
perte de rigidité et l'intégrité de la paroi cellulaire des hyphes, ce qui entraine son
effondrement et la mort du mycélium [250].

La gradation positive de l'effet antimicrobien des différentes concentrations des
huiles essentielles de Teucrium polium peut étre liee aux composés majoritaires,
notamment I'a et le B pinéne et a certains composés spécifiques en 'occurrence le
carvacrol et le limonene qui méme a de faibles concentrations maintiendraient leur
pouvoir inhibiteur. Nos propos rejoignaient les travaux d’AMRI et al. [251], de VIUDA-
MARTOS et al. [252], et de BEN GHNAYA et al. [253], qui ont montrés que les huiles
essentielles relativement riche en monoterpénes hydrocarbonés (a-pinéne en
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particulier) seraient responsable de l'activité antifongique observée contre Fusarium
avenaceum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium culmorum et Botrytis
cinerea. De plus, l'activité fongique signalée a I'encontre de Verticillium fungicola, et
de Trichoderma harzianum serait en rapport avec la teneur en limonéne, en a et en
B-pinéne. Les investigations de DJABOU et al. [160] ont signalées que les huiles
essentielles de Teucrium polium subsp. capitatum et Teucrium flavum subsp.
glaucum ont été considérés comme actifs tandis que leur contenu en composés
oxygénes était faible.

La détermination de l'activité antimicrobienne par recours au paramétre CMI a été
adoptée dans le but d’estimer quantitativement la bioactivité des HE’s des différents
stades phénologiques de Teucrium polium. Cet aspect d’étude est trés documenté,
dont nous citons les conclusions de CIMANGA et al. [255] et de HERNANDEZ et al.
[255], qui avancaient que les microorganismes qui ont montré de grandes zones
d'inhibition observées par la méthode de diffusion sur milieu gélosé ne sont pas
toujours ceux qui présentaient les plus faibles valeurs des CMI et CMM. En effet, le
diametre de la zone d'inhibition peut étre affecté par la solubilité et I'évaporation de
I'extrait.

L’effet antimicrobien est corrélé positivement a la composition chimique des huiles
essentielles des différents stades phénologiques. Ce qui rejoignent les propos de
plusieurs auteurs entre autres ceux de HISHAM et al. [256], qui ont signalés que
'huile essentielle de Teucrium stocksianum subsp. stocksianum a inhibé la
croissance de dix-sept souches bactériennes et six souches fongiques, y compris les
espéeces Staphylococcus. Les résultats des tests CMI d'huiles essentielles des deux
especes de Teucrium (Teucrium orientale var. orientale et Teucrium orientale var.
puberulens) ont indiqués que Staphylococcus aureus a été modérément inhibé par
ces huiles avec des valeurs de CMI de 100 et 50 pg/mL [257]. D’autre part,
FORMISANO et al. [258], ont montrés que Staphylococcus aureus était légerement
sensible a I'action de I'huile essentielle de Teucrium divaricatum sieb. ssp. villosum
avec une valeur de CMI 100 mg/mL, alors qu’elle a exercé une activité appréciable
contre le Bacillus subtilis avec une valeur de CMI 50 mg/mL. Les mémes auteurs
supposaient que I'activité biologique des HE’s pourrait étre expliquée en partie par la
présence de sesquiterpénes, comme le (E)-caryophylléne, I'a-humuléne, ou le
caryophylléne oxide, mais également par la teneur élevé des composés
antibactériens comme le linalool, I'a-pinéne, et I'Eugenol. En revanche, RICCI et al.
[167], ont signalaient que I'huile essentielle de Teucrium marum a inhibée totalement
(effet fongicide) Rhyzoctonia solani a 400 ppm, Fusarium oxysporum a 800 ppm,
Botrytis cinerea a 1600 ppm et Alternaria solani a 6400 ppm. Les mesures de CMIs,
ont indiquées que les valeurs sont respectivement de 250 ppm, 450 ppm, 1000 ppm
et 3800 ppm. Alors que les mesures de CMMs sont respectivement de 300 ppm, 600
ppm, 1200 ppm et 5000 ppm. Les valeurs des CMI les plus basses ont été obtenues
pour Rhyzoctonia solani et Fusarium oxysporum alors qu'Alternaria solani et Botrytis
cinerea s'avéraient moins sensibles. Les mémes auteurs suggéraient que le B-
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bisaboléne et le B-sesquiphellandréne composés principaux de 'HE de Teucrium
marum réputées par leurs activités antimicrobiennes ne soient pas principalement
responsables des effets antifongiques observés.

4. Contribution a la caractérisation des huiles essentielles de la Fabacée Cytisus
triflorus L’Her de la Mitidja et au comportement saisonnier de leur rendement, de leur
composition chimigue et de leur activité antimicrobienne

La variation du rendement en huile essentielle peut étre due a des facteurs
génétiques, des stades de développement, de l'origine végétale, des méthodes de
récolte, de séchage et de stockage, des méthodes d'extraction et d'analyse [240 et
259]. Les stades physiologiques pourraient affecter de fagon significative les
rendements en huile essentielle des plantes médicinales et aromatiques, et par
conséquent, les accumulations préférentielles en stade de floraison [260, 261 et
262], alors que d’autre rapports, restituent que le plus faible rendement en huile
essentielles été marqué en stade végétative. Le faible taux de biosynthese des
composés volatils au cours du stade végétative peut étre d0 a une inactivation
partielle des enzymes nécessaires a la biosynthése de certains composés [263],
tandis que le plus haut niveau en stade floraison, est fortement lié a la production
élevée de biomasse et de teneur en huiles & ce stade [264]. Le contenu en huile
essentielle se réduit au cours des périodes de développement en raison de
l'accumulation de produits photosynthétiques dans I'endosperme.

Les variations phénologigue de la composition chimique des huiles essentielles de
Cytisus triflorus L'Her ont été rénovées de facon spectaculaire, dont on peut
concevoir que ces variations étaient accompagnées aux modifications du
métabolisme secondaire. L’hypothése avancée corroborait avec une étude ou il a été
signalé que l'effet de différents stades phénologiques sur I'huile essentielle et sa
composition peut étre di a son influence sur l'activité enzymatique et le métabolisme
de la production d'huile essentielle [263]. Toutefois l'ontogenése végétal a une
relation trés étroite avec I'accumulation de métabolites secondaires chez les plantes,
ce qui induit une influence significative sur la composition des HE'’s [265].

Il semblerait que les aptitudes accumulatrices des molécules bioactives chez les
plantes apportent une marginalit¢ du fait que la synchronisation du stade
phénologique a un autre, incrimine certains organes par rapport aux autres. En effet,
chaque stade phénologique accumule des quantités différentes en molécules
bioactives en relation avec les capacités intrinseques des organes. L’hypothese de la
migration des molécules bioactives a été fortement documentée, elle relate que I'age
de la plante est un facteur déterminant dans la composition des molécules bioactives
en terme qualitative et quantitative [266 et 267]. Néanmoins, les facteurs
environnementaux tels que la fertilité des sols [268 et 266], le défi des bioagresseurs
[269], les blessures ou les régulateurs de croissance vegétale [270] ont aussi des
effets significatifs sur les taux d’accumulations et peuvent affecter leur distribution
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entre les différents organes de la plante. De méme, ces variations peuvent aussi étre
attribuées aux différentes actions agronomiques, y compris (les facteurs génétiques
et le chémotype), les techniques de culture, le climat, la saison, les conditions
géographiques, et le métabolisme adaptatif des plantes [271].

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Cytisus triflorus L’Her vis-a-vis
des souches sensibles déterminées par la méthode de diffusion, est due aux
constituants terpéniques qu’elles contiennent. Le B-linalool, le Géraniol, L’Eugénol
sont les composés majoritaires des essences de Cytisus triflorus L’'Her des trois
stades cruciaux. En effet, les terpénoides et leurs dérivés sont les composants
principaux des HE’s. Ces composés ont un fort potentiel inhibiteur sur les souches
microbiennes pathogénes GUDZIC et al. [272]. Les propriétés antibactériennes de
ces composés sont en partie liées a leurs caracteres lipophiles menant a
'accumulation au niveau des parois bactériennes, perturbant ainsi le fonctionnement
et la perméabilité des membranes cellulaires, la dégradation de la paroi cellulaire,
l'altération de la membrane cytoplasmique, et I'épuisement de la force motrice des
protons [273].

La grande résistance de la Gram (-); Pseudomonas aeruginosa face a la bioactivité
des huiles essentielles de Cytisus triflorus L'Her est liée a la complexité de la paroi
cellulaire de ce microorganisme qui contient une double membrane, contrairement a
la structure membranaire simple des bactéries a Gram (+).

En revanche, la méthode de disques et par référence aux zones d’inhibition, les
résultats ont montrés la présence d’un effet bioactif significatif de I'huile essentielle
du stade floraison dominant ainsi I'effet des huiles essentielles des deux autres
phases cruciaux. Cet état de fait, peut étre di a la synergie entre les composés sans
exclusion aucune pour les composés mineurs, ce qui renforcerait I'activité de ces
essences [274]. L’indifférence dans l'activité antifongique des essences des trois
stades phénologiques de Cytisus triflorus L'Her est peut étre due a I'évaporation de
certains composeés, générant un effet phénologique non significatif [68]. Cependant,
les travaux de BOUKHATHEM et al. [275] confirment que les plus fortes
concentrations sont les plus actives.

Il a été suggéré que l'activité antimicrobienne peut étre liee a la présence de
substances présentes dans les huiles essentielles et pas nécessairement a un ou
plusieurs ensembles majoritaires, car les substances présentes a de faibles
concentrations peuvent contribuer a l'activité pharmacologique, éventuellement par la
synergie des composés [276]. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles peut
étre attribuée a la présence des composés chimiques; en I'occurrence le B-linalool et
le Géraniol qui ont présentait une forte activité inhibitrice vis-a-vis de Fusarium
oxysporum [277]. Pareillement, les composés; 1-Octen-3-ol [278] et l'acide
héxadecanoique ont été déclaré tres prometteurs pour leurs activités
antimicrobiennes chez certaines especes de Genisteae [279]. De méme, le
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Carvacrol, L'Eugénol et le thymol présentaient une forte activité antibactérienne
[280]. En outre, les acides gras sont connus pour leurs propriétés antimicrobiennes
[239 et 281], alors que les monoterpénes et les sesquiterpenes oxygénés ont dévoilé
des degrés variables d'activités antibactériennes [118 et 238].
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CONCLUSIONS

L’Algérie dispose d’une grande biodiversité floristique a laquelle s’ajoute une
tradition séculaire de pharmacopée traditionnelle. Les biomolécules d’origine
végétale représentent un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles
sources de substances qui peuvent avoir une utilisation thérapeutigue comme
alternatives les antibiotiques de synthese.

Au cours de ce travail, nous avons investigué deux plantes a la recherche de
molécules ou de consortium de molécules utilisables dans divers secteurs de la
biotechnologie. Dans cette bio-prospection deux candidates ont été sélectionnées
pour linvestigation des substances naturelles qu’elles synthétisent a savoir:
Teucrium polium, connue sous le nom de germandrée et Cytisus triflorus L’'Her,
connue sous le nom du balai.

Au terme de cette these, les résultats obtenus font ressortir un certain nombre de
réponses aux objectifs déclarés.

L’objectif principal de ce travail était d’estimer les impacts de la saisonnalité sur le
meétabolisme des plantes modeles et d’identifier les variations des composés aux
niveaux des stades phénologiques afin de localiser les meilleurs composés et les
bioactivités liés visant des propriétés fonctionnelles accrues. Dans le but de valider
les deux plantes autant qu’agent antibactérien.

L’étude de variabilité du screening phytochimique des extraits méthanoliques et
aqueux de Cytisus triflorus L'Her et de Teucrium polium en I'occurrence les phénols
totaux et les flavonoides, ainsi que leur pouvoir antibactérien. Chez Cytisus triflorus
L’Her les résultats ont montré que le stade végétatif annonce un important
rendement en extraits. Les extraits méthanoliques des stades végétatif et floraison
ont concentrés un maximum de phénols totaux et de flavonoides. Les extraits
meéthanoliques de Cytisus triflorus du stade végétatif balancaient leurs activités
antibactériennes entre certaines bactéries a Gram positif ainsi que pour d’autres a
Gram négatif, ou ont fournis les meilleurs potentiels antibactériens contre
Staphylococcus aureus et Salmonella enterica par rapport aux extraits des stades
floraison et fructification.

Cependant, le stade végétatif de Teucrium polium affiche le rendement le plus
important en extraits méthanoliques et aqueux. L’extrait méthanolique du stade
végetatif renferme un maximum de meétabolites secondaires (phénols totaux et de
flavonoides). L’'activité antibactérienne des extraits de T. polium du stade végétatif a
été trées marquée sur les Gram positif (vis-a-vis Bacillus subtilis, Staphylococcus
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aureus et Salmonella enterica). Les modeles obtenus par intégration de teneurs des
extraits de T. polium en phénols totaux et en flavonoides des différents stades
phénologiques et les valeurs des potentiels antibactériens optimisé par méthode de
diffusion, nous ont permet de prédire les grandes propriétés fonctionnelles de ces
extraits par recours aux equations predictives.

L’extraction, la caractérisation, et les propriétés bioactives des huiles essentielles de
la partie aériennes de C. triflorus récoltées durant les trois stades cruciaux du cycle
végeétatif a été réalisé. Le plus important rendement en huiles essentielle a marqué le
stade floraison. L’analyse de ces HE’s par CG-SM a révélé la présence d’'un mélange
complexe de familles chimiques représentées par des variations qualitatives et
quantitatives selon l'indice phénologique. Des composés volatiles majoritaires sont
détectés selon une gradation descendante a savoir: le B-linalool> le Géraniol> I't-
Terpinéne >le Rétinal>'Eugénol. Bien que la composition volatile de ces fractions a
démontré l'existence d'une similarité en composition dans les HE’s des stades
végétatif et fructification et d’'une divergence trés imposante par rapport a celles du
stade floraison. Toutefois, le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties
aériennes de Cytisus triflorus L’Her des différents stades phénologiques procédés
par les parametres MIC et MMC a démontré que I'indice phénologique a influencé
I'activité inhibitrice des HE’s en particulier les HE’s du stade végétatif. Les mémes
résultats font apparaitre que les HE’s exercaient des activités a impact significatif
envers les bactéries a Gram positif a savoir; Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus, ainsi qu’a la bactérie a Gram négatif; Escherichia coli. De méme, une activité
antifongique significative a été signalé envers les champignons Fusarium oxysporum,
Fusarium solani et Alternaria alternata et méme envers la levure Candida albicans.

Concernant, Teucrium polium, le plus important rendement en huiles essentielles de
a été signalé au stade végétatif, tandis que I'analyse par CG/SM a montré que les
huiles essentielles présentaient des variations qualitatives et quantitatives selon
lindice phénologique. Les stades phénologiques affichaient une variation de
composés majoritaires selon un gradient négatif; a-pinéne >B-pinéne > D-limonéne >
B-myrcéne >Guaia-1(10),11-diene. De méme, les essais antimicrobiens effectués par
les méthodes qualitative et quantitative (par méthode de diffusion et par les
paramétres CMI et CMM) ont montrés que l'activité des huiles essentielles était liée a
la composition chimique. Les résultats font apparaitre que les bactéries Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus (Gram positif) étaient plus sensible par rapport aux
bactéries; Escherichia coli, Salmonella enterica et Pseudomonas aeruginosa (Gram
négatif). En revanche, Fusarium oxysporum et Aspergillus brasiliensis ont été les
plus sensible par comparaison aux Fusarium solani, Candida albicans et Alternaria
alternata. L'ensemble des propriétés antibactériennes et antifongiques a large
spectre des huiles essentielles de Teucrium polium permettent de les considérées
comme des agents antimicrobiens efficace pour traiter certaines infections, et de
contrbler certains bioagresseurs végétaux.
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Le présent travail est une valorisation des biomolécules des Fabacées Algériennes
dont le genre Cytisus ainsi que des Lamiacées Algériennes dont le genre Teucrium.
Les aspects traités ont pour but de recueillir les connaissances et les propriétés
chimiques et fonctionnelles nécessaires pour sélectionner la période d’accumulation
optimale des composeés actifs a haute valeur ajoutée. Malgré la complexité de la
chimie, de la nature inorganique et organique des molécules bioactives investis dans
les deux plantes étudiées, il est possible de trouver des tendances générales entre
les facteurs environnementales et la variation qualitative et quantitative en activités
antimicrobiennes. Ces propriétés antimicrobiennes et structurales de ces composés
obtenus durant les stades cruciaux de la plante, peuvent étre significatives pour le
secteur pharmaceutique et agricole, compte tenu de la disponibilité du matériel
végétale.

En perspectives, nous envisageons: (i) De valoriser d’autres composés bioactives
dans d’autres compartiments des plantes investiguées; (ii) d’achever la purification
des métabolites secondaires présents dans les différentes fractions; (iii) d’élargir le
criblage biologique par les molécules purifiées des deux plantes retenues au cours
de cette étude sur d’autres activités; (iv) d’appliquer ces fractions dans des
applications biotechnologiques in-vivo pour la protection des plantes; (v) d’essayer
de déterminer le mode d’action des extraits agissant comme fongicide ou comme
bactéricide.
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APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET D’ABREVIATIONS

ACP : Analyse en Composantes Principales

ACH . Analyse en Composantes hiérarchiques

moy : moyenne

T. polium : Teucrium polium

C. triflorus L’'Her : Cytisus triflorus L'Her

D;-Dg : dose 1 jusqu’au dose 8

HE'FR . T'huile essentielle du stade fructification

HE’FL . T'huile essentielle du stade floraison

HE'V . Thuile essentielle du stade végétatif

HE’s . Huiles essentielles

CPG . Chromatographie en phase gazeuse

CG/SM . Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse

DMSO :diméthyl sulfoxyde

g . Gramme

% : Pourcentage

Ml . Microlitre

MH . Mueller Hinton

SAB : Sabouraud

PDA . Potato Dextrose Agar

B. sub . Bacillus subtilis

E. coli . Escherichia coli

P. aer : Pseudomonas aeruginosa

S. aur . Staphylococcus aureus

S. ent . Salmonella enterica

C.alb . Candida albicans

A. bra . Aspergillus brasiliensis

A. alt . Alternaria alternata

F. sol . Fusarium solani

F. oxy . Fusarium oxysporum

CMM : concentration minimale microbicide

CMB : concentration minimale bactéricide

CMF . concentration minimale fongicide

CMI . concentration minimale inhibitrice

HCN . gaz cyanhydrique d'hydrogene

uv . rayons ultra-violets

CO; . dioxyde de carbone

Gram + . bactérie a Gram positif

Gram - . bactérie a Gram négatif

MMTM . la moyenne des températures moyennes en C°

TMIN . moyenne des températures minimales en C°



TMAX
MPM
MHR

IR

NIST 02
st'V
st'FL
stFR
moy
S.E

: moyenne des températures maximales en C°

: moyenne des précipitations mensuelles en mm
: moyenne du taux d’humidité relative en %

. lindice de rétention

National Institute of Standars and technologies

. stade végétatif
. stade floraison
: stade fructification

moyenne

. standard erreur
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APPENDICE B (2)

Compositions et préparations des milieux de culture:
v" Milieu de culture Mueller-Hinton:

-Dissoudre 31 g de la poudre de la gélose Mueller Hinton dans 1 litre d’eau distillée;
-Faire bouillir avec agitation continue jusqu’a dissolution compléte;
- Autoclaver a 121°C pendant 15 min.

v" Milieu de culture Sabouraud:

-Dissoudre 42 g de la poudre de la gélose Sabouraud dans 1 litre d’eau distillée;
-Faire bouillir avec agitation continue jusqu’a dissolution compléte;
- Autoclaver a 121°C pendant 15 min.

v" Milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar):

Pour préparer 1 litre de PDA, il faut: 2Kg de pommes de terre, 20g de sucre
glucose, 20g d’agar en paillette et de I'eau;

- Les pommes de terre épluchées et découpées en petits cubes sont macérées
pendant environ une demi-heure dans 500ml d’eau, puis cuites pendant 30 minutes;
- La bouillie obtenue est filtrée avec du coton;

- Les paillettes d’agar sont ajoutées et la bouillie complétée a 1 litre;

- Le tout est remis a ébullition pendant 30 minutes;

- La gélose fond a une température supérieure a 45° C;

- Le liquide obtenu est filtré a chaud sur coton;

- Le glucose est ajouté et le volume ramené a 1 litre;

- Le mélange est versé dans des éprouvette bouchées par du coton et le tout est mis
en autoclave. L’autoclave est maintenu a une température de 120° C (pression de 1
bare) pendant 30 minutes a 40 minutes.
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APPENDICE C (3)

Chromatogrammes des six huiles essentielles des plantes impétrantes:
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Chromatogramme de I'huile essentielle de Teucrium polium (stade fructification)
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APPENDICE 11l (3)

Courbe d'étalonnage des phénols totaux
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APPENDICE 11l (4)

QUELQUES ILLUSTRATIONS DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNES
DESDIFFERENTS EXTRAITS
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