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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Les céréales et leurs dérivées constituent I'alimentation de base du régime alimentaire de
’homme, ainsi qu’un aliment majeur du marché alimentaire international. Le pain, dérivé
premier du blé est considéré comme aliment sacré et est le premier produit consommeé par les
algériens. Selon la FAO, I'Algérie a produit deux millions quatre cent trente-six mille cent
quatre-vingt-dix-sept tonnes (2436197 t) de blé en 2014 sur une superficie récoltée d’'un million
six cent cinquante-et-un mille trois cents onze ha (1651311 ha). Cette production reste tres
faible et loin de satisfaire les besoins alimentaires de la population algérienne. Les bilans
alimentaires affichent qu’un algérien consomme plus de cent quatre-vingt-cinq kg de blé par
an (200 kg/an/habitant) (Hamadache, 2017). Ainsi, selon les statistiques du commerce
extérieur de I'Algérie, les importations algériennes de céréales (blé, mais, orge) ont atteint les
13,22 millions de tonnes en 2016 avec un colt d’'importation estimé a 2,81 milliard de dollars
(Centre National de I'Informatique et des Statistiques, 2016). En plus de la faible production,
de nombreuses pertes de produits céréaliers sont encore constatées durant le stockage. Les
pertes sont essentiellement dues aux attaques de bactéries, de moisissures, de rongeurs et
d’insectes. A I'’échelle mondiale, environ 10 a 40% de la perte des grains a été causée par une
infestation d’insectes et d’autres bio-agents (Nattudurai et al. 2016). Parmi les insectes
ravageurs de grains, on distingue différentes espéces d’acariens, de coléoptéres et de
Iépidoptéres, (Haryadi et al., 1994). Ces derniers sont extrémement destructifs causant ainsi
des pertes quantitatives et qualitatives. En outre, certaines conditions physiques, notamment
la teneur en eau du grain, 'humidité relative, la température, peuvent entrainer des pertes

qualitatives par la dégradation de la qualité des denrées stockées.

Sitophilus oryzae est I'un des ravageurs primaires des céréales, universellement reconnue
comme l'un des plus endommageant de différents grains de céréales, notamment le blé. Non
seulement en raison de sa propre consommation, mais parce qu’il permet aussi l'installation
d’autres ravageurs secondaires tels que Tribolium castaneum (Camara, 2009) et plusieurs
espéces fongiques comme Fusarium sp., en causant des dégats énormes pouvant aller

jusqu’a la perte totale de la production céréaliere.

La littérature est remplie de divers dispositifs utilisés pour surveiller, mesurer et lutter contre
ces différents agents biotiques, notamment la population d’insectes. Chacun a ses avantages
et inconvénients. Néanmoins, I'utilisation des pesticides reste le moyen le plus adapté a nos
jours. Pendant trés longtemps, la phosphine et le bromure de méthyle ont été utilisés dans le
cadre d’'une lutte chimique contre les insectes ravageurs des grains entreposés. Le bromure
de méthyle a été signalé pour son effet délétére sur la couche d’'ozone et la phosphine
provoque de graves problémes de santé pour les étres humains. La phosphine provoque
également une résistance aux pesticides chez les différents organismes nuisibles (Nattudurai

et al. 2016). Ces deux insecticides, autorisés pendant des années, sont radiés de la liste des
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pesticides homologués. Mais pour autant, ils ne disparaissent pas forcément du fait de leurs
utilisations frauduleuses. Les pratiques illégales sont possibles car les mailles des contréles

sont larges, les poursuites rares et les sanctions faibles.

L'Algérie est parmi les premiers utilisateurs mondiaux de pesticides, avec 21999t de matiére
active de pesticides utilisés en 2014, dont 1230t d’insecticides et 2005t de fongicides et
bactéricides (FAO, 2017). Ces substances ne sont pas uniquement utilisées sur les cultures,

mais aussi pour la protection des denrées aprés récolte et le traitement des semences.

Afin de nourrir une population en constante expansion, tout en respectant la santé humaine
et 'environnement, il est nécessaire de trouver de nouveaux moyens de protection des
cultures, tout en maintenant une agriculture économiquement performante. La recherche sur
les substances naturelles est un théme porteur depuis quelques années et les chercheurs sont
toujours préts a ['élaboration de nouveaux composés actifs, a l'identification, a la
caractérisation des molécules naturelles et a la mise au point des bio pesticides qui ont pour
origine des substances naturelles. Ces molécules qui constituent le principe actif des plantes
médicinales appartiennent majoritairement aux métabolites secondaires tels que les

polyphénols, les huiles essentielles et les alcaloides.

Les travaux décrits dans cette thése apportent une nouvelle contribution sur 'utilisation des
métabolites secondaires de trois espéces de plantes a savoir I'absinthe Artemisia absinthium
L. 1753 (Asteraceae), le genévrier phénicien Juniperus phoenicea L. et le cyprés de I'Atlas
Tetraclinis articulata (Vahl) Mast, 1892 (Cupressaceae), des plantes largement utilisées en

médecine traditionnelle, dans la lutte contre Sitophilus oryzae L.

Aprés une présentation détaillée des différents paramétres de notre étude et I'exposition de
la problématique concernant Sitophilus oryzae, La contribution majeure de ce travail sera de
proposer de nouvelles solutions biologiques, inspirées des résultats récents des études

scientifiques dans le domaine de protection des plantes, pour lutter contre le charangon du riz.

Le matériel et la méthodologie de recherche sont traités dans le deuxiéme chapitre. Nous
avons mis en évidence le matériel et 'appareillage utilisé, et les méthodes d’analyses. Nous
devons souligner que la méthodologie de recherche appliquée se repose sur des références

internationales.

Dans un premier lieu, un screening phytochimique des extraits méthanoliques d’A.
absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata a été réalisé au laboratoire de chimie organique
de l'université de Lleida en Espagne. Ceci s’inscrit dans un cadre d’une valorisation des
plantes aromatiques et médicinales de I'Algérie, et afin de connaitre leurs principaux
constituants et ainsi mieux comprendre les propriétés phytopharmaceutiques de ses extraits.

L'analyse chimique a été menée par I'utilisation de deux méthodes basées sur la spectrométrie
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de masse (MS) et la spectroscopie, qui constituent les approches les plus réussies pour
déterminer I'état métabolique d'un organisme. Il s’agit de L'UPLC (Chromatographie Liquide
Ultra-haute Performance) qui a pour objectif de séparer, quantifier et identifier les constituants
des extraits méthanoliques a étudier, et la RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) qui offre
un certain nombre d'avantages informations sur la résolution atomique, permettant la
caractérisation de la structure chimique des métabolites. LUPLC et RMN offrent différentes

forces, qui peuvent étre utilisés de maniére synergique.

Dans un second lieu, une évaluation des propriétés biologiques de ces extraits,
principalement insecticides, a été procédée, d’autant qu’a notre connaissance, ces espéces
n’‘ont pas été testées dans un cadre de lutte contre le charangon du riz. L'effet insecticide
portera essentiellement sur quelques paramétres biologiques du ravageur S. oryzae, étant
donné que ce dernier est responsable des pertes considérables dans les stocks causant une
détérioration de la qualité alimentaire et I'installation d’infections cryptogamiques. De plus,
l'activité fongicide des extraits méthanoliques a été évaluée sur deux espéces fongiques

associées a S. oryzae dans les stocks soit Fusarium culmorum et Fusarium graminearum.

La derniére partie se référe aux perspectives qui concernent le développement des
méthodes de contrbles et de protection des céréales stockées en Algérie. Les objectifs pour

le futur visent le développement en plan économique de secteur agricole de notre pays.
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I.1. GENERALITES SUR LES DENREES STOCKEES

1.1.1 Description

Les denrées stockées constituent le groupe de produits agricoles les plus échangeés sur les
marchés internationaux. Le secteur des céréales occupe une place trés importante dans
I'économie mondiale notamment I'algérienne. Cependant, les céréales sont produites sur une
base saisonniére, et dans de nombreux pays, il n'y a qu'une seule récolte par an, ce qui peut
augmenter les risques de pertes. Cela signifie que, pour nourrir la population mondiale, la
majeure partie de la production mondiale de mais, de blé, de riz, de sorgho... doit étre tenue
dans le stockage pour des périodes variant d'un mois a plus d'un an (Proctor, 1994). Le
stockage des céréales occupe donc une place essentielle dans les économies des pays

développés et en voie de développement.

Devant la place qu’occupe le blé dans le mode de consommation de sa population, I'Algérie
appartient au groupe des plus gros importateurs de blé dans le monde ou elle est classée a la
premiere place en Afrique et a la troisieme place dans le monde apres le Brésil et I'Egypte.
Selon la FAO (2017), I'Algérie a produit deux millions quatre cent trente-six mille cent quatre-
vingt-dix-sept tonnes (2436197 t) de blé en 2014 sur une superficie récoltée d’'un million six
cent cinquante-et-un mille trois cents onze ha (1651311 ha). Cette production reste trés faible
et loin de satisfaire les besoins alimentaires de la population algérienne. Les bilans
alimentaires affichent qu’un algérien consomme plus de cent quatre-vingt-cinq kg de blé par
an (185.42 kg/an/habitant). Ainsi, les importations algériennes de céréales (blé, mais, orge)
ont atteint 1,89 milliard de dollars au 1er semestre de 2015, contre prés de 1,77 milliard a la
méme période de 2014, soit une hausse de 7,3% selon les Douanes. Pour faire face a une
demande alimentaire sans cesse croissante, les importations peuvent étre aussi massives que

nécessaires. Il s’agit donc de les prévoir, les financer et les stocker.

1.1.2 Le stockage

L'un des facteurs clés de la sécurité alimentaire demeure une bonne conservation des
récoltes et donc un bon stockage. Ce moyen constitue I'un des facteurs clés pour assurer de
fagon durable la sécurité alimentaire d’'un pays (Maazoun et al., 2017). La plus grande difficulté
de stockage réside dans les contraintes liées aux attaques des ravageurs, dont les plus
importants sont les insectes. Ces derniers peuvent entrainer d’énormes pertes financiéres,
des risques d’intoxication liés a la consommation des produits avariés ce qui rend la denrée
impropre a la consommation, méme pour le bétail et cause des risques de pénuries

alimentaires (Schiffers et al., 1988).
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1.1.2.1 Succession des peuplements

Les ennemis du stockage se classent en trois groupes principaux : les espéces
bactériennes et pathogénes, les insectes et les rongeurs (rats et souris) (De Groot, 2004).
Parmi tous ces organismes vivants, les insectes forment I'une des communautés les mieux

adaptées a I'écosystéme des stocks.

La coexistence de différentes espéces d'insectes en méme temps dans un stock donné de
céréales peut étre due a leur réle dans la succession écologique, et une conséquence directe
des différences dans la fagon dont chaque insecte infeste le produit céréalier. Les ravageurs
primaires sont capables d'exploiter des grains sains en cassant leurs enveloppes dures telles
que l'alucite des céréales Sitotroga cerealella, le capucin des grains Rhyzopertha dominica et
le charangon du riz Sitophilus oryzae. Certaines espéces pondent leurs ceufs a l'intérieur de
la graine et les larves se développent a lintérieur aussi. D’autres pondent leurs ceufs a la
surface de la graine et les larves pénétrent I'enveloppe dure de la graine et se nourrissent
dedans. On distingue aussi des ravageurs secondaires, ceux qui exploitent des grains casseés
ou des grains déja endommagés par des ravageurs primaires comme le sylvain du grain
Oryzaephilus surinamensis. Et enfin, les ravageurs tertiaires qui se nourrissent de grains
cassés, de poussiéres de graines et de la poudre laissée par les groupes précédents (De
Groot, 2004 ; Athanassiou et al., 2017).

1.1.2.2 Protection des denrées stockées

Les dommages causés par les insectes dans les grains stockés peuvent étre réduits ou
contrélés en utilisant des techniques telles que des pratiques d’hygiéne appropriées aux lieux
de stockage, I'utilisation des poudres inertes naturelles (Argile poudrée, sable, terre, la terre a
diatomées ...), I'application d'insecticides, I'aération pour réduire les températures des grains,
la création de conditions atmosphériques modifiées, le stockage dans des sacs de graines
traités avec des insecticides... Ces pratiques de gestion intensive peuvent réduire les pertes
de grains a moins de 1% pour un an de stockage ou plus longtemps. Si les insectes ne sont
pas contrOlés, les pertes peuvent étre de 20 a 80% en quelques mois apres la récolte (Dowell
et Dowell, 2017).

D'aprés Isman (2006), plusieurs pays en développement ont encore recours au
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et autres polluants organiques persistants (POP). Les
organophosphorés, les pyréthroides ou encore les fumigations d’aluminium phosphide
(Phostoxin®) sont généralement les produits chimiques utilisés actuellement en Algérie. Dans
des conditions optimales, leur efficacité a controler les insectes nuisibles des stocks est

certaine. Toutefois, ils sont neurotoxiques sur les vertébrés (Gibbons et al., 2014) et présentent
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beaucoup d'inconvénients et ne donnent plus satisfaction par rapport a la durabilité des
agroécosystemes (perte de diversité biologique, dégradation de la qualité physico-chimique
du milieu) et I'apparition de graves déséquilibres dans le milieu telles que la pollution des eaux
et la contamination du sol et de I'air (Regnault-Roger et al., 2002 ; Gueye et al., 2011). De plus,
le bromure de méthyle a été signalé pour son effet délétére sur la couche d'ozone et la
phosphine provoque de graves problémes de santé pour les étres humains. La phosphine
provoque également une résistance aux pesticides chez les différents organismes nuisibles
(Nattudurai et al. 2016). Ces deux insecticides, autorisés pendant des années sont frappés
d'interdiction. Mais pour autant, ils ne disparaissent pas forcément du fait de leurs utilisations
frauduleuses. Les pratiques illégales sont possibles car les mailles des contréles sont larges,

les poursuites rares et les sanctions faibles.

Ainsi, l'utilisation des pesticides de synthése contre les insectes ravageurs des cultures et
des denrées stockées en particulier, repose sur deux critéres primordiaux : la connaissance
de la bioécologie et de la physiologie de l'insecte ainsi que le choix de l'insecticide. Ce dernier
doit répondre a certains critéres : étre capable d'agir sur le plus grand nombre possible de
ravageurs des denrées stockées et ne pas persister dans I'environnement. Nous retiendrons
ainsi que les molécules recherchées doivent étre efficaces uniquement sur les insectes ciblés
et ne pas avoir d'incidence sur les vertébrés non nuisibles. Le moyen le plus logique pour
approcher cet objectif est de trouver aux insecticides des cibles qui n'existent que chez les
insectes ou chez les acariens (Gadenne et al., 1990). De plus, les questions
environnementales sont devenues une préoccupation internationale, majeure et croissante,
en particulier a travers la convention sur la conservation de la diversité biologique et le plan

d’action mondiale recommandant des pratiques agronomiques durables.

L'utilisation de matériel végétal a partir de plusieurs espéces botaniques pour protéger les
grains emmagasinés contre les insectes des céréales stockées est examinée. Des
programmes de recherche sur les plantes a effet insecticide ont débouché sur de trés
nombreuses communications et publications scientifiques a travers le monde (Mouhouche et
Fleurat- Lesard 2005 ; Mouhouche et al., 2009 ; Karbache et Mouhouche 2011 ; Akhtar et al.,
2013 ; Hasan et al, 2015...). Ces travaux ont largement contribué a une meilleure
compréhension des activités insecticides, répulsives et antiappétantes de certaines
substances végétales vis-a-vis des insectes. Plusieurs familles de plantes sont utilisées dans
ce contexte. Les Fabaceae, les Meliaceae, les Rutaceae, les Asteraceae, les Lamiaceae, les
Piperaceae, les Verbeanaceae, les Annonaceae et les Cupressaceae sont parmi les familles

les plus expérimentées pour leur effet de contact (Akhtar et al., 2013 ; Hosseyni et al., 2013).

En outre, plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles des plantes sont
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biologiquement actives contre les ravageurs des denrées stockées par contact direct ou par
inhalation. Le spectre d’action des huiles essentielles est trés diversifié ; elles jouent un role
de régulateur de croissance et possédent des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes
(Goudoum et al., 2010). Rajendran et Spiranjini (2008) ont montré que les huiles essentielles
appartenant principalement aux Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae et leurs composants dont
les monoterpénoides testées pour leur toxicité fumigene sont efficaces contre plusieurs les

ravageurs des denrées stockées, notamment ceux du genre Sitophilus.

1.2 MODELE D’ETUDE : SITOPHILUS ORYZAE

Le charangon du riz, Sitophilus oryzae (L.) est I'une des espéces d’insectes les plus
répandus et destructeurs des grains stockés (Maazoun et al., 2017). C’est une espéce a
répartition cosmopolite, trés commune dans les régions tropicales et subtropicales du monde.
L'Inde est considérée comme la terre natale de S. oryzae (Zacher 1937 in Nattudurai et al.
2016).

Il peut ravager de nombreuses cultures, notamment le blé, le riz, le mais, les pois cassés
et le pois chiche (Damian Flay, 2010). S. oryzae provoque des dommages quantitatifs et
qualitatifs aux grains stockés en réduisant leur valeur marchande. La larve de ce charangon
consommerait 10 mg de grains pendant son développement alors que I'adulte consommerait
0,49 mg par jour. Le charangon du riz infeste caractéristiquement les grains entiers de
céréales, mais peut se reproduire dans d'autres produits, telles que les légumineuses
notamment les pois cassés et les pates. La capacité de S. oryzae a infester tous les grains de

céréales rend son contrdle une priorité.
1.2.1 Classification

Sitophilus oryzae L. est un arthropode, appartenant a I'Ordre des Coleoptera, de la
superfamille des Curculionidae, et la famille des Dryophthorinae (Figure 1). Les Curculionidae
constituent la plus grande famille de Coléoptéres (environ 50000 espéces), et méme la plus
grande famille d’insectes (Perrin, 1991 in Charles, 1997). Le genre Sitophilus est d'un grand
intérét scientifique car il comprend des espéces largement répandues, frequemment signalées
comme étant invasives des grains stockés. Ce genre a été initialement décrit comme Curculio
Linnaeus, 1758 et ensuite comme Calandra Clairville & Schellenberg, 1798, et enfin comme
Sitophilus Schoenherr, 1838. Quatorze espéces ont été décrites dans le genre Sitophilus,
mais seulement trois sont considérées comme des insectes nuisibles d'importance
économique. C’est les espéces inféodées aux céréales Sitophilus oryzae, Sitophilus granarius
et Sitophilus zeamais en raison de leur extraordinaire potentiel de destruction des céréales

entreposées (Correa et al., 2013).
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©®-Domaine : Biota
®-Régne : Animalia
@-Sous-Régne : Eumetazoa Bltschli, 1910

@-Infra-Régne : Bilateria Haeckel, 1
@-Infra-Régne : Protostomia Grobben, 1908

@ Cladus : Ecd

@ Phylum : Art 829

&®-Sous-Phylum : Pancrustacea Z

ille, Linford, Rivera, Garey, Raff & Lake, 1997

hropoda Latrei

@-Infra-Phylum : Altocrustacea | y. Ball, Wetzer, Martin & Cunningham,

@-Classe : Hexapoc
@-Sous-Classe : Insecta Linnaeus, 1758

a Blainville, 1

@-Infra-classe : Pterygot:
@-Cladus : Neoptera y
@-Ordre : Coleoptera Lin
@-Sous-Ordre : Polypha
@-Infra-Ordre : Cucujiformia

@-Super-Famille : Curculionoidea Latreill

@-Famille : Dryophthoridae Schénh

®-Sous-Famille : Rhynchophorinae Schénherr, 1833

@-Tribu : Litosomini Lacordaire, 1865
@-Genre : Sitop Sct
Espéce : Sitaphilus oryzae (Linnagus, 1

Figure 01. Classification de S. oryzae selon I'Inventaire National du Patrimoine Naturel
INPN (2017)

1.2.2 Morphologie

Les adultes de S. oryzae sont noirs foncé brunatre (2-4 mm de long) avec un long rostre et
quatre petites taches de couleur brun clair sur les élytres arriére (Figure 2). Le prothorax est
recouvert de piqdres rondes ou irréguliéres et les élytres ont des rangées de points a l'intérieur
des rainures longitudinales. Les larves sont apodes avec un corps blanc de couleur créme et
téte noire sous forme de capsule, elles mesurent de 2,5 a 3 mm. Les males et les femelles
sont semblables en apparence, mais peuvent étre identifiés. En effet, les males ont des
indentations plus larges et irréguliéres sur leur rostre qui est plus court (Figure 4b). Les
femelles ont un rostre plus long et plus mince avec des indentations peu profondes
fonctionnant de maniére uniforme vers le bas du rostre (Figure 4b). La nymphe est
morphologiquement identique a l'imago. L'ceuf est oblong, blanc brillant et mesure en
moyenne 0,5*0,3 mm. L'insecte vole rarement, mais peut monter sur des surfaces verticales

notamment les bocaux en verre (Balachowsky, 1963 ; Damian Flay, 2010).

10




Synthése bibliographique

[4 mm

>

@ |, Bheirnheimer
& ], Fheinhefrmer @ | Fheinheimer

Figure 02. Aspect morphologique de Sitophilus oryzae L. (J. Rheinheimer, INPN, 2017)

Figure 03. Les quatre états de développement de S. oryzae. (a) CEuf, (b) Nymphe, (c) Larve
et (d) adulte (Canadian Grain Commission, 2013)

0.5 mm
p—i

Figure 04. Identification de S. Oryzae (a) femelle, (b) rostre male et femelle (Damian
Flay, 2010)
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1.2.3 Répartition géographique

Sitophilus oryzae vit dans les pays chauds. C'est le premier ravageur mondial par sa
fréquence dans les échantillons et par ses dégats occasionnés sur les céréales. L'Inde est
considérée comme la terre natale de S. oryzae (Zacher 1937 in Nattudurai et al. 2016). Il est
trés commun dans les régions tropicales et subtropicales du monde. Il se rencontre, d'autre
part, en Afrique du Nord, notamment en Algérie et au Maroc, dans les légumineuses telles que
le pois chiche et le niébé. Certains auteurs soulignent que les espéces de charangons se
rencontrent sur des substrats nutritifs trés différents. L'adulte peut se nourrir de farine, de
semoule, de graines concassées, mais les femelles ne pondent que dans des grains ou des

morceaux de grains suffisamment grands (Kouassi, 1991).

1.2.4 Cycle de Développement

Les femelles commencent a pondre des ceufs 4-5 jours aprés I'émergence. Elles pondent
2-6 ceufs par jour, a l'intérieur des grains de blé dans un trou perforé par le rostre. Ce trou est
ensuite rebouché par une sécrétion mucilagineuse de I'oviducte qui durcit rapidement a I'air.
La ponte persiste toute au long de la vie de l'insecte. Une femelle peut pondre jusqu’a ‘400
ceufs. Le développement de la larve passe par quatre stades larvaires, la larve de dernier
stade se transforme en nymphe qui donne un adulte a l'intérieur de la graine (Figure 5), ensuite
les adultes quittent le grain. L'incubation dure 10 a 15 J. Les adultes peuvent vivre entre 4 a 5
mois ils peuvent survivre jusqu' a deux ans dépendant des conditions du milieu (Nardon,
1963).

Tout le cycle se déroule a l'intérieur du grain en 4 a 7 semaines a 25-30°C environ, en 15
semaines a 18°C, et le développement s'arréte au-dessous des 15°C. Le nombre de
génération est estimé entre 5 a 8 générations par an dépendant des facteurs
environnementaux (Balachowsky, 1963). Le grain de céréale apporte a l'insecte a la fois sa
nourriture et sa protection. Les conditions favorables pour la croissance des adultes sont entre
25-30°c et a 70-80 % RH. Les adultes).

Selon Paliwal et al. (2004) la détection des états de développement de S. oryzae ne
s’effectue que par la spectroscopie a infrarouge. Ce sont les orifices de sorties des adultes qui

permettent de repérer l'infestation.
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Figure 05. Développement de la nymphe a l'intérieur de la graine (US Department of

Agriculture, Agricultural Research Services, 2015)

Figure 06. Schéma simplifié du cycle de développement de S. oryzae (établi selon la
description de Balachowsky, 1963)

1.2.5. Dégats de I'infestation

Les principaux dégats d'une infestation par S. oryzae est le dommage causé aux grains par
les activités d'alimentation des adultes et des larves. Les pertes peuvent aller de 5 a 10% dans
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les régions tempérées, et de 20 a 30% dans les zones tropicales (Singh et al., 2017). Les
males et les femelles se nourrissent en machant des trous dans le grain. Les femelles perforent
a l'aide de leurs rostre un trou profond avec des c6tés élargis dans lequel elles placent un ceuf.
L’éclosion de I'ceuf donne naissance a une larve néonate qui creuse le grain pour s'alimenter
et se développer et avant d'émerger comme un adulte pour poursuivre le cycle (Damian Flay,
2010). Le processus d'alimentation réduit la qualité et le poids du grain et produit de grandes
quantités de poussiéres de céréales (Figure 7). En effet, les pertes en matiére séche causées
par S. oryzae sont trés élevées et ont été estimées entre 10-15% pour les grains de blé
(Mohammad, 2000 ; Maazoun, 2017). Rajashekar et al. (2010) ont signalé environ 20 a 25%
de perte de production céréaliere alimentaire (environ 250 millions de tonnes) due a une

infestation par divers insectes ravageurs des stocks en Inde.

En outre, La poussiére de grain attire les ravageurs secondaires comme Oryzaephilus
surinamensis (Linnaeus), Tribolium castaneum (Herbst), les sylvains et les acariens qui
consomment les poussiéres de céréales et de grains cassés. L’activité de S. oryzae augmente
également la température et I'humidité des céréales infestées ainsi que I'augmentation du taux
de ravageurs secondaires et rendant les conditions optimales pour les agents pathogénes et

toute nouvelle infestation (Hardman 1977; Longstaff 1981).

Selon DE LUCA (1975), certains champignons du champ peuvent se développer dans les
denrées stockées en fonction de I'humidité relative de celles-ci. En plus des pertes de
rendement, et la réduction du pouvoir germinatif des grains, ces espéces pathogénes
produisent des mycotoxines nocives, ce qui peut étre plus important que la réduction du
rendement dans de nombreux cas. Parmi les espéces de champignons mycotoxigéniques, les
espéces de Fusarium sont reconnues comme les plus importantes dans les régions
tempérées. Elles sont responsables de la production de plus de 35 mycotoxines. Les
principales toxines produites par Fusarium spp. qui s’attaquent a la culture de blé sont les
trichothécenes, la zéaralénone et les fumonisines (Sebastia et al., 2012 in DANE, 2012). Ces

derniers menacent la santé humaine et ont un effet mutagéne et cancérigéne.
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Figure 07. Détérioration du blé suite a une infestation par S. oryzae (a, b et c), (Original :
photos prises lors des essais au laboratoire de phytopharmacie, ENSA (2014) aprés 6 mois

d’infestation du blé tendre).

Le degré des dommages causés par les insectes de stock dépend essentiellement de I'état
physico-chimique et la sensibilité variétale des espéces de céréales. En effet, Les pertes
infligées par le charangon peuvent étre faible pour le blé dur, alors qu’elles peuvent atteindre
des niveaux élevés a trés élevés pour le blé tendre et le triticale. L’'analyse de sensibilité au
charancon Sitophilus oryzae des espéces et variétés de céréales produites en Algérie pour
l'alimentation humaine (blé dur, blé tendre) et animale (triticale) a montré que I'état physico-

chimique du grain joue un réle prépondérant sur le niveau de dommages causés par I'insecte
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granivore. Fourar-Belaifa et Fleurat-Lessard (2015) confirment que cet insecte ne pouvait se
développer dans les grains de blé dur a une teneur en eau inférieure ou égale a 12%. Au-
dessus de cette limite, le développement de linsecte est possible avec une dynamique
moindre sur blé dur que sur blé tendre et triticale, espéces qui se sont avérées plus vulnérables

aux attaques du charancon que le blé dur.

1.3. PRESENTATION DES TROIS ESPECES BOTANIQUES EXPLOITEES

L'Algérie par sa position géographique présente une grande diversité de biotope occupée
par une importante richesse floristique, trés diversifiée en taxas. Cette diversification est le
reflet d’une richesse écosystémique (zones humides, les massifs montagneux, les
écosystémes steppiques, sahariens et marins), mais aussi climatiques et géographiques.
Ainsi, Les plantes aromatiques et médicinales connaissent de nos jours un intérét grandissant
en termes de leur importance économique, sociale, médicale et écologique. Elles sont
actuellement devenues au centre des préoccupations des politiques sectorielles et des

orientations stratégiques de I'économie mondiale.

Artemisia absinthium L. (Asteraceae) communément connue sous le nhom de I'absinthe, le
genévrier de Phénicie Juniperus phoenicea L. et le cyprés d'Atlas Tetraclinis articulata (Vahl)
(Cupressaceae), sont parmi les plantes les plus utilisées dans la pharmacopée traditionnelle
en raison de leurs activités biologiques (Riahi et al, 2013 ; Djouahri et al., 2014). Des études
antérieures ont été réalisées pour évaluer les activités antioxydantes des huiles essentielles
de ces plantes. Cependant, selon notre connaissance, peu d'études ont porté sur I'utilisation
des extraits méthanoliques de ces plantes pour protéger les denrées stockées, notamment en
Algérie, ce qui nous a poussés a approfondir les recherches sur ces trois espéces botaniques
trés répandues en Algérie. Et de ce fait, L'intérét que nous portons a I'étude de ces espéces
vise principalement a valoriser les plantes locales particulierement dans le domaine

phytopharmaceutique.

1.3.1 L'absinthe Artemisia absinthium L. 1753

Les plantes aromatiques de la famille Asteraceae constituent de loin la famille la plus
importante de notre territoire. Plusieurs espéces de cette famille sont utilisées dans notre pays
comme antiseptique, antiinflammatoire, antirhumatismale, antimicrobienne, pour traiter les

maladies d'estomac et pour soulager les douleurs ...

1.3.1.1 Position taxonomique

L'absinthe fait partie des angiospermes, de l'ordre des Asterales appartenant a la
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famille des Asteraceae et la sous-famille des Asteroideae. Le genre Artemisia avec le nhom
commun en Anglais « Wormwood » est un genre hétérogéne, composé de plus de 500
espéces diverses réparties principalement dans les zones tempérées d'Europe, d'Afrique,
d'Asie et d'’Amérique du Nord (Acheuk et al., 2017) dont 11 sont présentes en Algérie (Derradiji
Heffaf, 2013), entre autre Artemisia absinthium connue aussi sous les noms : Herbe-aux-vers,
armoise ameére, herbe sainte et alvine, ainsi qu'en arabe algérien « Chedjerat Meriem».
L'Absinthe a été appelée par Lamarck Absinthium vulgare et par Richard A. officinale. Elle était
alors regardée comme un genre distinct, par la suite Linné I'a réunie aux Artemisia (Cazin,
1868).

L'absinthe doit son nom a une déesse grecque « Artémis », qui se servait soi-disant de

cette plante pour empoisonner ses ennemis.
Le jus d’absinthe est fort amer, mais il guérit du mal de mer
Rien que de toucher a ’absinthe, fait avorter la femme enceinte !?

1.3.1.2 Description et caractéristiques

C'est une plante herbacée et vivace, recouverte de poils soyeux blancs argentés et de
nombreuses glandes oléiféres. La tige est de couleur vert argent, assez forte, dressée,
rameuse, cannelée, atteignant 60 a 70 centimétres et méme un metre de hauteur, ramifiée et
trés feuillée. Elle se distingue de I'armoise Artemisia vulgaris par ses feuilles grises verdatres
dessus, blanchétres dessous, soyeuses, a la découpe obtuse caractéristique, a l'odeur
fortement aromatique, sa saveur est excessivement amere et pénétrante (accentuée quand
on les froisse). Les feuilles basilaires mesurent jusqu'a 25 cm de long, et sont longuement
pétiolées. Les feuilles caulinaires sont brievement pétiolées, moins divisées. Les feuilles au
sommet peuvent méme étre simples et sessiles (sans pétiole). La plante posséde un rhizome
dur. La floraison a lieu de juillet a septembre. Les fleurs sont jaunes, tubulaires, réunies en
capitules (Composée) globuleux, penchés, a leur tour réunis en panicules feuillés et ramifiées.
Les fruits sont des akénes (Figure 8). La culture d’absinthe demande une terre légére, une

exposition chaude et du soleil (Cazin, 1868).
1.3.1.3 Propriété et usages

L'absinthe a été utilisée en médecine depuis les temps des Grecs de I'antiquité, ainsi qu’en
Europe occidentale dans la médecine traditionnelle. La plante est réputée vermifuge,
antiseptique, insectifuge, anti malarique, apéritive, eupeptique, diurétique, vulnéraire,
cholérétique, active contre les leucorrhées et les aménorrhées (Lamarti et al., 1996 ;
Khanahmadi et al., 2017). En effet, les huiles essentielles qui se produisent dans les fleurs et

les parties aériennes d’A. absinthium ont des propriétés antimicrobiennes. En outre les extraits
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aqueux d’A. Absinthium sont riches en acides caffeoyl et dicaféoylquinique qui sont connus
pour inhiber les virus génétiques (Fiamegos et al., 2011). En outre, ces composants sont
hepatoprotecteurs (protecteur du foie - tonifie, équilibre, fortifie, désintoxique et protege le foie,
également équilibre les enzymes du foie), antihistaminiques, hypocholestérolémiants,
antispasmodiques, et potentiellement antimicrobiens. lls démontrent également une activité
antioxydante élevée en raison de leurs groupes o-quinone. Les acides cafféoylquiniques
pourraient inhiber les dommages oxydatifs a la fois a cause d'une baisse de lipoprotéines et
de I'acide linolénique en piégeant des especes réactives de I'oxygéne (ROS) liés au cancer et
les maladies cardiovasculaires. Ca a été rapporté aussi que I'acide chlorogénique (acide 5-O-
caféoylquinique) avait un effet inhibiteur sur la carcinogénése dans le gros intestin, le foie, et
de la langue, et présentait des effets protecteurs sur le stress oxydatif in vivo (Ohnishi et al.,
1994 in Fiamegos et al., 2011).

Figure 08. Aspect de la partie aérienne d’Artemisia absinthium L. (a) Feuilles (original) et (b)
Fruit, Fair Dinkum Seeds 2015).
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De plus, Le genre Artemisia est une source riche de biopesticides. Des études ont montré
que les huiles essentielles d'A. absinthium repoussent les puces, les moustiques et tuent les

mouches domestiques et présentent une propriété acaricide (Chiasson et al., 2001).

1.3.2 Le genévrier phénicien Juniperus phoenicea L. 1753

Les cupressacées est une famille de coniféeres comprenant des espéces d’arbres et
d’arbustes qui sont généralement résineux et aromatiques. Entre autres, le genre Juniperus,
connu pour son utilisation dans différentes cuisines européennes comme épice, aromatisant
pour les boissons alcoolisées, dans les cosmétiques et pour ses bienfaits en médecine

traditionnelle.

1.3.2.1 Position taxonomique

Juniperus phoenicea (Genévrier de Phénicie, "Araar" en commun) est une gymnosperme
appartenant a l'ordre des Pinales et a la famille des cupressacées. D'origine américaine,
asiatique, africaine et européenne, Le genre Juniperus se compose de 67 espéces et 37
variétés rigides aux aiguilles piquantes et des variétés souples aux feuillages en écailles. (En
utilisant la catégorie des variétés plus largement acceptée au lieu de la catégorie des sous-
espéces) (Bekhechi et al., 2012). La flore algérienne liste deux sections ; la section Oxycedrus
avec les deux espéces J. communis et J. oxycedrus, et la section Sabina avec J. thurifera, J.
phonicea et J. sabina (Quezel et Santa, 1963). En Afrique du Nord, il est principalement trouvé

en Libye, en Algérie, au Maroc et aux fles Canaries (Bachir Raho et al., 2017).
1.3.2.2. Description et caractéristiques

Le Genévrier de Phénicie est un petit arbre sauvage qui pousse autour du bassin
méditerranéen, du Portugal a Israél, ainsi qu'en Afrique du Nord (Algérie et Maroc), les iles
Canaries, et I'lle de Madére. L'aire de répartition du genévrier rouge (Genévrier de Phénicie)
s'intercale entre les formations steppiques de basse altitude et les formations forestiéres et
pré-forestieres a chéne vert. Cette position confére au J. phoenicea un rdle écologique
considérable du fait qu'il se comporte comme un élément de forte résistance a I'érosion

éolienne et a la pression anthropique (Bekhechi et al, 2012; Bachir Raho et al., 2017).

C’est un arbre branchu pouvant atteindre huit (8) métres de hauteur, possédant un tronc
court qui peut atteindre deux (2) métres de circonférence. |l se reconnait a ses rameaux
couverts de feuilles trés courtes et trés imbriquées sur six (6) rangs ressemblant a des écailles,
a apex peu aigu, de couleur assez terne. Cette espéce est monoique, la floraison a lieu
pendant I'hiver et la fructification a la fin de I'été de I'année suivante. A maturité, les fruits sont
bruns- rouges et luisants (Figure 9). Elle devient de plus en plus rare sous l'effet de son

exploitation abusive, son bois est trés recherché comme combustible et fournit un charbon tres
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apprécié (Le Floc'k, 1983 in Akrout, 2004).
1.3.2.3. Propriété et usages

Le genévrier de Phénicie est une plante médicinale largement utilisée traditionnellement.
Le mélange des feuilles et des cbnes de J. phoenicea est utilisé comme hypoglycémique,
tandis que les feuilles toutes seules sont utilisées contre les maladies broncho-pulmonaires,
pour soigner le diabéte et le rhumatisme et en tant que diurétique. Les fruits séchés et réduits
en poudre peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abcés (Barrero et al., 2004 ; Le
Floc'k, 1983 in Akrout, 2004 ; Bachir Raho et al., 2017).

Figure 09. Partie aérienne de Juniperus phoenicea L. (a) feuilles, (b) fruits. (Original)

L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle des feuilles de J. phoenicea a été démontrée
et confirmée par plusieurs chercheurs. En effet, I'huile essentielle présente un effet inhibiteur
contre différentes bactéries, notamment Bacillus cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
S. intermedius et Streptococcus mutans, contre les champignons filamenteuses comme
Aspergillus niger , A. flavus, Macrophomina phaseoli et Trichoderma viride, et des espéces de
levures comme Candida de pseudotropicalis, C. albicans, C. carlsbergensis, et Rhodotorula
minuta (Angioni et al, 2003 ; Mansouri et al., 2011 ; Bachir Raho et al, 2017). De plus,
Bekhechi et al. (2012) ont rapporté que les extraits méthanoliques des feuilles de J. Phoenicea

révélent une activité antioxydante plus élevée que les huiles essentielles.
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Selon plusieurs études, ces propriétés sont liées essentiellement a la présence d’'une
grande variété de métabolites secondaires particulierement les composés phénoliques, dont
les diterpénoides, biflavonoides, lignanes, glucosides phényles-propanoid, glucosides
furanone, les dérivés de bis-furanone, ainsi que norterpéne et sesquiterpéniques glucosides
(Bekhechi et al., 2012).

1.3.3 Le cyprés d’Atlas Tetraclinis articulata (Vahl) Masters. 1892

Le cyprés de I'Atlas, ou thuya de Berbérie, arbre résineux de la famille des cupressacées,
répété pour son activité biologique intéressante et ses bienfaits en médecine traditionnelle,

constitue la troisieme espéce botanique exploitée dans notre étude.
1.3.3.1. Position taxonomique

Tetraclinis articulata (Vahl) Masters, également connu sous Thuja articulata VVahl ou Callitris
quadrivalvis Vent. est une essence endémique de la Méditerranée sud occidentale, en
particulier les pays du Maghreb (d’ou son appellation thuya du Maghreb ou thuya de Berbérie),
ou sa densité décroit d’ouest en est. Ainsi, Azzaoui et al. (2011) reportent que I'espéce couvre
une superficie de 161000 ha en Algérie, et occupe la troisiéme place apreés le pin d’Alep et le
chéne vert. Elle est présente dans les collines et basses montagnes, trés commune dans le
secteur oranais, sous-secteur des sahels littoraux, des plaines littorales et le sous-secteur de
I'atlas tellien. De plus, elle est assez commune dans le secteur algérois et le sous-secteur des

hauts plateaux et trés rare dans la grande Kabylie (Quézel et Santa., 1963).

Elle fait partie de I'ordre des Pinales et appartient a la famille des Cupressacées, sous
famille des Callitroidées. C’est la seule espéce représentant ce genre dans 'hémisphere nord
(Herzi et al., 2013 ; EIl Mouridi, 2011).

1.3.3.2. Description et caractéristiques

T. articulata est une espéce de conifére, résineuse a feuilles persistantes. Elle constitue un
élément important dans la végétation nord-africaine. C’est une espéce monoique avec une
floraison au printemps, a croissance trés lente. C’est un arbre dont la taille ne dépasse pas
généralement douze (12) a quinze (15) m de haut, six (6) a huit (8) m de hauteur en moyenne,
et trois cent cm de diamétre. Les fleurs en chatons situées a I'extrémité des rameaux. Le fruit
est un céne d'allure cubique s'ouvrant par quatre valves sous l'effet de la chaleur libérant ainsi
six graines ailées (Figure 10). L'espéce est souvent connue pour sa loupe: un renflement de
sa souche se développant au niveau du collet et de la racine. Cette loupe offre un bois de
bonnes qualités (dur, homogéne et a grain fin) (Quézel et Santa., 1963 ; Camara 2009 ; El
Mouridi., 2011 ; Abbas, 2014).
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Son aire de répartition se situe dans I'étage bioclimatique semi-aride tempéré et chaud. Elle
se développe aussi dans les domaines subhumides et arides supérieurs, indifferemment de la
nature du sol : calcaire ou siliceux (Abi-Ayad, 2009 ; El Mouridi., 2011).

Figure 10. Aspect de la partie aérienne de Tetraclinis articulata. (a) Feuilles, (b) Fruit

(original)

1.3.3.3. Propriétés et usages

Le bois de Thuya est surtout utilisé dans le secteur artisanal en menuiserie et en ébénisterie
ou comme bois de chauffage. En phytothérapie, 'espéce est utilisée contre plusieurs maladies
telles que les infections respiratoires et intestinales, les douleurs gastriques, le diabéte,
I'nypertension, la diarrhée et les rhumatismes. De plus, des études antérieures sur T. articulata
(Vahl) indiquent son activité antibactérienne et antifongique, cytotoxique, antioxydante et anti-
inflammatoire (Benali Toumi et al, 2011 ; Djouahri et al., 2014). En outre, Les huiles

essentielles de T. articulata sont riches en composés tels que I'a-pinéne, le camphre, le borneol
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et I'acétate de bornyl utilisés dans l'industrie alimentaire, pharmaceutique, cosmétiques et la

parfumerie.

1.4 POLYPHENOLES, CHROMATOGRAPHIE, ET SPECTROMETRIE

Pendant longtemps, les remédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal, voire I'unique recours du médecin, et constituaient la matiére premiére pour la
fabrication de reméde pharmaceutique. Ainsi, plusieurs études ont montré que lactivité
thérapeutique de certaines plantes est liée a la présence de substances chimiques (huiles
essentielles, saponines, flavonoides, alcaloides, glucosinolates, protéines, etc.). Ces
métabolites retiennent [l'attention aussi bien pour leurs propriétés biologiques et
pharmacologiques que pour leur exploitation industrielle. Selon Valnet 1984 in Saihi (2011)

Les substances actives des plantes médicinales sont de deux types :

e Les produits des métabolites primaires (essentiellement des
saccharides), substances indispensables a la vie de la plante, directement
impliqués dans la croissance et le développement de la plante, et qui se

forment dans toutes les plantes vertes grace a la photosynthése.

« Les produits des métabolites secondaires : processeurs résultant
essentiellement de I'assimilation de I'azote, apparaissent souvent comme
inutiles a la plante, mais utiles pour leurs effets thérapeutiques tels que les

huiles essentielles et les composés phénoliques ou polyphénols.
1.4.1 LES POLYPHENOLS

Les polyphénols sont le plus grand groupe de produits phytochimiques, avec environ
9000 structures naturelles élucidées a ce jour, ils constituent une famille importante de
métabolites secondaires de faible poids moléculaire du régne végétal (Akowauh et al., 2004),
qui correspondent a une trés large gamme de structures chimiques et sont un bon témoin de

I'extraordinaire capacité de biosynthése des plantes.

1.4.1.1 Définition

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances qu’il est difficile
de définir simplement. L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle,

libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, ou hétéroside.

Ce sont des corps dont la molécule contient plusieurs fonctions phénols (Ferguson, 2001),
ces corps jouent un réle fondamental car sont des éléments importants de qualités sensorielles

(couleur et caractére organoleptique.) et nutritionnelles des végétaux que consomme I'homme
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et leur intervention dans la santé et maintenant reconnue dans des domaines variés, anti-
cancérigene ,antioxydant, la lutte contre le vieillissement des cellules (Cheynier et al.,2006),
anti ostrogénique et anti inflammatoire. Certains d'eux sont dits non nutritionnels car ils ne

jouent aucun rdle dans la plantes (Achat, 2013).
1.4.1.2. Classification des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, et parmi celles-ci, plus de
4000 flavonoides ont été identifiés (Bravo, 1998 ; Tsao, 2010). On distingue aussi les quinones
phénoliques, les lignanes, les xanthones, les coumarines et d’autres classes qui existent en

nombre considérable (Tableau 1).

Les polyphénols ont été classés par leur source d'origine, leur fonction biologique et leur
structure chimique (le nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces
noyaux). En outre, la majorité des polyphénols dans les plantes existent sous forme de

glycosides.

Tableau 01. Principales classes des composés phénoliques et structure de base (Bravo,
1998)

Classe Squelette Exemple de Structure de base

Phénols simple Cs OH

~ = A

Benzoquinones Ce
Acides phénoliques Ce-C1 : 0
OH
Acétophénones Ce-C2

CH3;

s
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Tableau 01. Principales classes des composés phénoliques et structure de base (Bravo,

1998) (Suite)
Acides Cs-C2 OH
phénylacétiques
O
Acides Ce-Cs 2
hydroxycinnamiques WDMH
HOC
phenylpropenes Ce-Cs Q_\
\CHZ
Coumarins, Ce-Cs X
Isocoumarins 0
O
Chromones Ce-Cs O
)
ClI
O
Naftoquinones Cs-Cs O
O
Xanthones Ce-C1-Cs 0
Stilbenes C6-C2-Cs / \
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Tableau 01. Principales classes des composés phénoliques et structure de base (Bravo,
1998) (Suite)

Anthraquinones Ce-C2-Co 0
0]
Flavonoides Cs-C3-Cs
Lignanes, (Ce-Cs)2
Neolignanes
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Selon la complexité des molécules ou la structure de base, on peut distinguer deux
catégories de polyphénols : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques

complexes (Bravo, 1998 ; Tsao, 2010 ; Achat, 2013).

1.4.1.2.1 Polyphénols simples

Acides Phénoliques : Ce sont des composés organiques possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. lls sont représentés par deux sous-

classes: les dérivés de [lacide hydroxybenzoique (Ces-Ci) et de [lacide

hydroxycinnamique (Cs-C3)
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+ Flavonoides : Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. lls interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de
défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes. Les
flavonoides sont des dérivés du noyau Flavone ou 2-Phényl-Chrome portant des

fonctions phénoils libres, éthers ou glycosides.

* Alcools phénoliques : Un alcool phénolique est un composé organique possédant au
moins un alcool aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-
hydroxyphenylethanol) et I'hydroxytyrosol (3,4 dihydroxyphenylethanol) sont les

principales molécules de cette classe.
1.4.1.2.2 Polyphénols complexes (tanins)

Ce sont des composés phénoliques complexes d’origine végétale, ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000. En plus des réactions classiques des phénols, ils ont
la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et de rendre la peau imputrescible en se
fixant sur les protéines. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins

hydrolysables et tanins condensés.

+ Tanins hydrolysables : Ce sont des esters du D-glucose et de I'acide gallique ou de
ses dérivés, en particulier l'acide ellagique. Ces substances sont facilement

hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase).

¢ Tannins condensés : Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des
polyméres constitués d'unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones Cs et
Csou Cset Cs.
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Figure 11. Structure d'un tanin condensé (a) et de tanin hydrolysable (b) (Achat, 2013)
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1.4.1.3. Importance et Activités biologiques

Plusieurs études ont montré le role important des polyphénols dans la prévention et le
traitement des maladies humaines, telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, ainsi
que l'ulcére gastrique-duodénal, l'allergie, la fragilit¢ vasculaire, les infections virales et
bactériennes, etc. (Bravo, 1998). En effet, Les produits phytochimiques, et en particulier les
polyphénols, contribuent directement et indirectement aux activités antioxydantes,

antiinflammatoires et antibactériennes d’'un organisme biologique (Tsao, 2010).

Ainsi, différents chercheurs (Hashim et Devi, 2003; Derradji-Heffaf, 2013; Nattudurai et al.,
2016...) ont confirmé le pouvoir insecticides de certaines plantes et ont reporté que 'action
insecticide est directement liée a leurs métabolites secondaires, notamment les polyphénols.
En effet, de nombreux composés phénoliques, acides phénols et flavonoides provoquent une

perturbation de la motricité naturelle de l'insecte.

.4.2 PROCEDES D’OBTENTION DES POLYPHENOLS: TECHNIQUES D'ANALYSES
CHIMIQUES

Méme si les polyphénols partagent une caractéristique phénolique commune comme
discuté dans la partie précédente, en raison de la diversité structurale, ces produits
phytochimiques varient considérablement dans leurs propriétés physico-chimiques. En effet,
la complexité chimique des polyphénols dans les plantes rend les différentes techniques
d’extraction, de séparation, d’identification et d’analyse des polyphénols aussi difficiles que

jamais, malgre les progrés récents de l'instrumentation.

Avant que les polyphénols ne soient extraits, les échantillons contenant ces composés
doivent étre collectés, réservés et préparés correctement. On comprend généralement que les
échantillons (par exemple, les plantes, les aliments, les liquides biologiques...) collectés
doivent représenter I'état réel. Il faut veiller a minimiser la perte de composés d'intéréts
biologiques pendant le transport et la conservation des échantillons. Pour éviter la dégradation
des polyphénols, les échantillons sont souvent séchés, congelés ou lyophilisés avant
I'extraction car la haute teneur en eau ou I'’humidité aide les activités enzymatiques (Figure
12). La température trés élevée et I'exposition a la lumiére et a I'oxygéne peuvent affecter la
composition polyphénolique dans de nombreux cas ; Par conséquent, le séchage a haute
température devrait étre évité autant que possible. Le prétraitement des échantillons peut étre

effectué par filtration et par centrifugation aussi (Tsao, 2010 ; Mahmoudi et al., 2013).

De nombreuses méthodes d'extraction existent pour différents types d'échantillons. Pour la
majorité des échantillons originaires de plantes, des extractions de solvants telles que le
fractionnement par liquide / liquide et I'extraction solide/liquide sont les plus fréquentes dans
le laboratoire.
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Les extraits liquides sont parfois répartis avec des solvants tels que l'acétate d'éthyle,
'acétone... en fonction de la solubilité des polyphénols cibles. Le pH du solvant d'extraction
est également important. Pour les polyphénols, la plupart des extractions sont effectuées dans
des conditions acides, car elles sont généralement plus stables a faible pH, et I'état acide aide
les polyphénols a rester neutres, ainsi facilement extraits dans des solvants organiques
(Figure 12) (Tsao, 2010 ; Mahmoudi et al., 2013).

Préparation de
I’échantillon :
lyophilisation, séchage a
I'air libre, filtration,
centrifugation...

Extraction : Macération,

Décoction, Soxhlet, Solid-

Liquide, Liquide-Liquide,
Microonde...

Nettoyage et

Fractionnement :
CCM, Colonne
chromatographie,
Fractionnement par
acidité.

Instruments
d’analyse:
UV,FLU, RMN,MS,
UPLC, HPLC...

Figure 12. Procédé d’analyse des polyphénols. CCM : Chromatographie sur couche mince ;
UV : Ultraviolet ; FLU : Fluorescence ; RMN : Résonance magnétique nucléaire ; MS : Spectrométrie
de masse ; UPLC : Chromatographie Liquide Ultra-haute Performance ; HPLC : Chromatographie

liquide haute performance.

Des méthodes spectrophotométriques ont été développées et sont encore utilisées pour
I'estimation du contenu phénolique total. Bien que ces méthodes soient rapides et simples,
elles n'ont pas la spécificité pour les composés individuels. En effet, Les interférences a partir
de composants non polyphénoliques d'un échantillon peuvent également provoquer de
fausses lectures et conduire ainsi a des résultats erronés. Afin de quantifier et d'identifier
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précisément les polyphénols individuels, ces composés doivent étre séparés en premier. Les
méthodes de séparation utilisant diverses techniques chromatographiques ont été examinées

et leurs avantages et inconvénients ont été discutés.

La spectrométrie de masse (MS) et la spectroscopie RMN sont de loin les méthodes
d'analyses chimiques les plus puissantes. Ceci est di a I'excellent pouvoir de résolution de
ces deux méthodes pour détecter uniquement les espéces moléculaires individuelles. MS et
la RMN peuvent étre considérées comme des techniques «universelles» que pratiquement
chaque métabolite concevable peut étre mesuré par ces techniques, ce qui est en contraste
avec d'autres méthodes, telles que les méthodes de spectroscopie optique (technologies qui
utilisent linteraction de la lumiére avec les tissus pour analyser leur structure et leur
composition chimique), qui donnent des informations que sur les sous-ensembles de

métabolites optiquement actifs (Bingol et Bruschweiler, 2014).
1.4.2.1. La chromatographie par U-HPLC-MS

Le désir d'obtenir un maximum d'informations, rapidement et d’'une maniére efficace dans
le domaine chromatographique a incité les chercheurs a développer de nouvelles
technologies, qui devraient étre conviviales et économiques. Une conception d’'un systéme
avec une technologie complétement nouvelle, de systéme de pompe, de détecteur,
d’échantillonnage automatique, etc. a été développée, appelée la Chromatographie Liquide
Ultra-Haute Performance (UPLC), qui a évolué a partir de Chromatographie Liquide Haute
Performance (HPLC).
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finim ¢

Figure 13. UPLC, laboratoire de chimie organique, Université de Lleida- Espagne
(Original)

1.4.2.1.1. Notion de base

LC (Chromatographie Liquide) est la technique la plus utilisée pour identifier, quantifier et
séparer les composants dans un mélange. Elle utilise une pression élevée pour pousser les
solvants a travers une colonne. C'est un moyen idéal pour la séparation et l'identification de
différentes substances organiques ou inorganiques (Swartz, 2005 ; Gumustas et al., 2013). La
chromatographie liquide haute performance (HPLC) présente de nombreux avantages par
rapport aux techniques de chromatographie liquide utilisées précédemment. Elle permet une
résolution plus élevée, une meilleure forme de pic, des réponses reproductibles, une vitesse
d'analyse plus rapide. Les colonnes HPLC peuvent étre utilisées a nouveau sans
reconditionnement ou régénération, avec un meilleur contréle des paramétres affectant
I'efficacité de la séparation, une automatisation facile du fonctionnement de l'instrument et

d'analyse des données et une adaptabilité aux procédures a grande échelle. La méthode
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utilise également de trés petites tailles de particules et permet I'application de fortes pressions

sur le flux de solvant.

L'HPLC couplée a un détecteur de matrice de diode (DAD) et/ou a des détecteurs
spectrométriques de masse (LC-MS) est I'outil d'analyse le plus utilisé pour la quantification

des polyphénols (Taos, 2010).

Ainsi, le développement de la Chromatographie Liquide Ultra-Haute Performance (U-HPLC
ou UPLC) qui constitue I'un des développements les plus performants de la décennie écoulée,
a considérablement amélioré la performance de la séparation. Les polyphénols peuvent étre
séparés avec une efficacité considérablement accrue et un temps analytique
considérablement réduit (& <1/10 du temps d'une HPLC conventionnelle). En effet, TUPLC
repose sur I'emploi de phases stationnaires composées de particules de diamétre inférieur ou
égale a 2um (contre 3 a 5 um en HPLC) (Swartz, 2005; Taos, 2010 ; Gumustas et al., 2013).
Au-dela de sa simplicité de mise en ceuvre et de son efficience, elle permet aussi I'utilisation
d’'un volume réduit d’échantillon (2a 5 pL pour TUPLC et 5 a 100 uL pour 'HPLC), mais

également de solvants organiques.

Cette diminution de la taille des particules permet d'utiliser des débits de pression plus
grands que I'HPLC tout en conservant une bonne efficacité. Il est donc possible d'augmenter
les débits et donc les vitesses sans sacrifier les performances. En effet, Les colonnes de
'HPLC peuvent atteindre une pression maximale de 600 bar alors que celles de T'UPLC

peuvent atteindre plus de 1 200 bar (Gumustas et al., 2013).

Afin de rendre la séparation efficace, le systéme détecteur devrait avoir un volume de
dispersion minimal et un taux d'échantillonnage élevé, ce qui permettra une détection plus
précise et une quantification des pics étroits plus fiable. Les détecteurs optiques a base
d'absorbance, les détecteurs UV/Visibles, fluorescents et spectroscopiques de masse (MS)

sont généralement utilisés avec la LC.

Généralement, les détecteurs MS sont améliorés par 'UPLC. MS/MS est principalement
utilisée avec les systemes UPLC. Selon le type de détecteur, la sensibilité de I'UPLC peut étre
de 2 a 3 fois plus élevée que celle de I'HPLC. Pour les analyses de MS, la source d’ionisation
est plus efficace avec 'UPLC, en raison de I'augmentation des concentrations de pics avec
une dispersion chromatographique réduite a des débits plus faibles (Wu et al., 2008 ;
Gumustas et al., 2013).

1.4.2.1.2. Principes et fonctionnement

L'UPLC repose sur le méme principe que I'HPLC : les composés a analyser sont injectés

sous forme liquide et poussés par une phase mobile liquide dans la colonne. lls vont y étre
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séparés grace a l'interaction entre les solutés, la phase mobile et la phase stationnaire. Il en
résulte un temps de rétention (le temps que met le soluté a sortir de la colonne, c’est a dire le
temps écoulé entre l'injection et le maximum du pic du composé élué) qui permet de

caractériser les pics correspondant aux molécules sur un chromatogramme (Wu et al., 2008).

Les molécules une fois séparées, sont ensuite dirigées vers la spectrométrie de masse. La
spectrométrie en tandem MS/MS est une technique d'identification et de quantification des

ions en phase gazeuse. Les molécules sont dans un premier temps, vaporisées et ionisées
en utilisant la technique d'éléctrospray™ (ESI : Eléctrospray lonisation, une méthode capable

de propulser les molécules lourdes et polaires, d'une solution liquide ou d’'une matrice solide,
vers une phase gazeuse a pression atmosphérique ce qui permet d'accéder a leur masse et
parfois a des éléments de leur structure) (Grinbaum et al., 2012 ; Gumustas et al., 2013). Les
ions produits sont ensuite triés en fonction de leur rapport m/z (rapport masse/charge) par un
premier quadripble. Seul un ion de rapport m/z défini préalablement (obtention de I'ion parent)
peut passer. Celui-ci subit une fragmentation. Les fragments sont triés en fonction de leur
rapport m/z par un deuxiéme quadripble. Seuls deux ions de rapport m/z défini au préalable
sont sélectionnés par le quadripdle, ce sont les ions fils. Chaque molécule se trouve ainsi
identifiées par deux couples ions parents/ions fils. Chaque couple est appelé transition et
chacun est spécifique de la molécule recherchée. En effet, le fait d'utiliser une double sélection

des ions apporte a la méthode une grande spécificité (Grinbaum et al., 2012).

* [ 'électrospray (électronébullation) est produit par application d’un fort champ électrique & pression atmosphérique
sur un liquide traversant un tube capillaire avec un faible débit (couramment entre 1-10 ul/min). Le champ électrique
est obtenu par application d’une différence de potentiel de 3 a 6 KV entre le capillaire et la contre-électrode, séparés
de 0,3 a 2 cm. Ce champ provoque une accumulation de charges a la surface du liquide, située a I'extrémité de

capillaire, qui va se rompre pour former des gouttelettes hautement chargées (De Hoffmann et al., 1994).
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Figure 14. Schéma simplifié du principe de fonctionnement de 'UPLC. Le solvant est utilisé pour
créer la phase mobile qui transporte I’échantillon a analyser dans le systeme de UPLC ; on utilise la pompe
pour créer la phase mobile, La pompe déplace le solvant en continu de la fiole vers le bidon de déchets ; Pour

mesurer les échantillons, un systéme d'injection est nécessaire pour injecter les échantillons dans la phase
mobile. (L’identification et la quantification se déroule dans la colonne). Lorsque I'échantillon atteint les colonnes,
il quitte la phase mobile et entre dans la phase stationnaire. La phase stationnaire est la substance fixée en
place dans la colonne, pour la procédure de chromatographie, c'est Ia que se produit la séparation des
composés selon leur rapport masse/charge. Aprés avoir quitté la phase stationnaire, I'échantillon se déplace a
travers un détecteur. Le détecteur envoie des signaux a un logiciel sur I'ordinateur qui le convertit en

chromatogrammes.

1.4.2.1.3. Identification des composés

Pour obtenir l'identité d'un polyphénol, la méthode la plus courante consiste a comparer le
temps de rétention d'un composé particulier avec la norme (les standards). Le DAD peut
collecter des données spectrales UV/visible lorsque les composés sont séparés, donc,
lorsqu'un pic correspond au temps de rétention et au spectre UV/Vis. d'un standard, il peut

étre identifié provisoirement (Taos, 2010). La LC-MS peut fournir suffisamment d'informations
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pour la confirmation finale de la plupart des polyphénols connus dans les aliments ou

organismes vivants (Li et al., 2006, Taos, 2010).
1.4.2.2. La spectrométrie RMN

Au cours de ces derniéres années, la spectroscopie par la résonance magnétique nucléaire
(RMN) a également attiré une attention considérable en tant qu'outil quantitatif efficace. C’est
parmi les approches les plus réussie et les plus utilisées pour déterminer |'état métabolique
d'un organisme. L'objectif a atteindre a pour but lidentification, et éventuellement la
quantification, des constituants de mélanges naturels sans étape préalable de purification ou

avec un fractionnement réduit autant que possible.

Figure 15. Appareil de RMN dans le laboratoire de chimie organique de l'université de
Lleida-Espagne (Original)

1.4.2.2.1 Notion de base

La spectroscopie RMN est une technique qui exploite les propriétés magnétiques de
certains noyaux atomiques. Elle est basée sur le phénoméne de résonance magnétique
nucléaire. Le mot « nucléaire » signifie que cette méthode utilise les propriétés du noyau (de

'atome d’hydrogéne constitué d'un proton pour H'RMN: Proton Nuclear Magnetic
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Resonance). Cette méthode ne met en jeu aucune réaction de fission de ce noyau et n’est pas
associée a I'énergie nucléaire (Gunther, 2013). Autrement dit, c’est I'étude de I'absorption de

la radiofréquence d’un rayonnement par les noyaux dans un champ magnétique.

Un facteur important dans les études chimiques par RMN est la sensibilité, ce qui limite son
application a des concentrations de métabolites de I'ordre du micro molaire. D'autre part, la
RMN offre un certain nombre d'avantages uniques. Les informations sur la résolution atomique
permettent la caractérisation de la structure chimique d'un métabolite. Elle permet également
d'identifier sans ambiguité les différentes inter-conversions isomeéres, qui sont présents pour
beaucoup de glucides (exemple a- et B-glucose). Etant donné que les pics intégraux de RMN
sont directement proportionnels a la concentration moléculaire, la RMN est une méthode trés
quantitative en ce qui concerne la détermination des concentrations de métabolites et de leurs
modifications (Ben Akal-Ben Fatma et al., 2012).

Le phénoméne de la résonance magnétique nucléaire (RMN) est actuellement exploité a
plusieurs fins, outil clé en chimie, en biologie structurale, La pharmacologie et les sciences
des matériaux, l'imagerie médicale utilisant la technique de I'IRM, utilisé également pour la
caractérisation de la structure et la dynamique de la matiére a I'échelle atomique, La RMN est
également utilisée pour l'exploration pétroliére ou l'inspection des ceuvres d'art (Glnther,
2013 ; Markley et al., 2017).

Il existe différentes spectroscopie RMN selon 'atome étudié : les techniques de RMN 1D
(@ une dimension) (H' et C') et 2D (a deux dimensions) (COSY, HSQC, TOCSY, HMBC,
NOESY et/ou ROESY) ces techniques permettent de réaliser une élucidation structurale fiable

d’'une molécule (Kougan Nkwokap, 2010 ; Markley et al., 2017).

Pour notre étude, nous avons choisi la H'RMN qui est une méthode quantitative rapide,
robuste et hautement reproductible et qui constitue la méthode la plus utilisée pour I'analyse

des extraits de plantes.
1.4.2.2.2 Principe et fonctionnement

Le but de la spectroscopie RMN est de déterminer les fréquences qui permettent de
retourner le moment magnétique de chaque noyau d’hydrogéne d’'une molécule dans un
champ magnétique, pour ensuite déterminer le type d’atome d’hydrogéne présent dans la

molécule.

La préparation des échantillons RMN est souvent simple et peut impliquer la dissolution de
I'échantillon de métabolite lyophilisé dans une solution tamponnée. Néanmoins, les protocoles
de préparation des extraits de plantes devraient étre choisis avec précaution dépendant des

objectifs de I'étude.
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Ainsi, en plus des échantillons liquides, des échantillons semi-solides tels que des tissus,
peut également étre analysés par la spectroscopie RMN. En outre, étant donné que la
spectroscopie de RMN est non destructive, le méme échantillon utilisé pour la RMN, peut étre
récupéré pour étre analysé pendant une période prolongée et par les différents types
d'expériences. Ce qui est trés approprié pour le dépistage rapide d'échantillons biologiques
(Ben Akal-Ben Fatma et al., 2012 ; Bingol et Bruschweiler, 2014).

La méthode est basée sur des lignes spectrales de différents noyaux atomiques qui sont
excités lorsqu'un champ magnétique fort et un émetteur de radiofréquence sont appliqués. La
méthode est trés sensible aux caractéristiques de la structure moléculaire car méme les
atomes voisins influencent les signaux provenant des noyaux individuels et ceci est important

pour déterminer la structure 3D des molécules (Glnther, 2013).

La H'RMN permet d'analyser de nombreux composés a faible concentration, avec une trés
haute précision ; comme l'intégrale du signal est directement proportionnel au nombre de
protons associés, la quantification de la molécule a I'étude peut étre réalisée facilement en
évaluant le rapport intégral avec une molécule de référence. Le manque de nécessité pour
l'isolement et la purification du composant cible et la capacité de quantification en utilisant
uniguement un signal bien résolu, sont également parmi les avantages clés que le H'RMN
offre (Bingol et Bruschweiler, 2014 ; Petrakis et al., 2016).

Le schéma ci-dessous (Figure 16) illustre d’'une maniére simple le principe de
fonctionnement de la spectroscopie par RMN. En premier lieu, I'échantillon est dissous dans
un solvant, habituellement le CDCLs (Deuterochloroform), et est placé dans un champ
magnétique ; ensuite, un générateur de radiofréquence irradie I'échantillon avec une courte
impulsion de rayonnement, causant une résonance. Aprés excitation des noyaux, C’est le
retour a I'état initial, selon un temps de relaxation propre a chacun d’entre eux, qui est étudié.
Quand un noyau atomique retourne a son niveau d’énergie initial, le détecteur mesure I'énergie
libérée et un spectre est enregistré. Les spectres sont ensuite analysés pour déterminer les

structures chimiques des composés.
1.4.2.2.3. Identification d’un composé

L'identification des métabolites se fait typiquement en deux étapes. Dans la premiéere étape,
le mélange de métabolites est décomposé dans ses composants individuels, et dans la
deuxieme étape, chaque métabolite est identifi€ en consultant une ou plusieurs bases de
données de métabolites. En raison du nombre limité de métabolites compilés dans les bases
de métabolites, un défi majeur est l'identification de signaux « inconnus », qui sont des signaux
qui appartiennent a des composés qui ne se trouvent pas dans les banques de données. Une

bonne identification a I'aide des bases de données nécessite des correspondances correctes
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de plusieurs paramétres RMN typiques d'un métabolite inconnu avec ceux recueillis du
composé pur dans des conditions identiques ou presque identiques. Ces paramétres de RMN
peuvent étre des déplacements chimiques des molécules (ex : déplacements chimiques des
hydrogénes pour RMN du H'), des divisions de pics des spectres etc. (Bingol et Briischweiler,
2014). En effet, Le déplacement chimique est le paramétre essentiel pour lidentification d’'un
composé par RMN du H'. Il est donc nécessaire d’avoir une excellente reproductibilité des
valeurs des déplacements chimiques, dans le spectre du mélange, par rapport aux spectres

des composeés de référence (Gunther, 2013).

Ainsi, il existe plusieurs banques de données métaboliques publiques de 'RMN, facilement
accessibles, y compris la base de données sur les métabolismes humains (HMDB), la Banque
de données sur la résonance magnétique biologique (BMRB), TOCCATA (Customized Carbon
Total Correlation) et COLMAR (Coordination of Standards in Metabolomics), contenant des
données expérimentales sur les standards des métabolites purs. Des informations
expérimentales peuvent étre consultées dans ces banques de données afin d'identifier les
métabolites (Ulrich et al., 2008 ; Wishart et al., 2009) mais elles ne couvrent toujours qu'une

fraction des composés pertinents (Markley et al., 2017).

dissout dans le solvant dans
un champ magnétique ‘ 1
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Figure 16. Principe de la spectroscopie par RMN (Sayyad, 2015)
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Matériels et méthodes

1.1 Etude phytochimique

L’étude phytochimique des espéces botaniques exploitées vise a identifier les groupes de
constituants chimiques présentant un intérét phytopharmaceutique, en l'occurrence les

polyphénols.

Deux méthodes basées sur la chromatographie et la spectroscopie ont été retenues pour
'étude du profil chimique des espéces botaniques exploitées. L'ensemble des analyses
chimiques a été réalisé au laboratoire de chimie organique et analytique de l'université de
Lleida « UDL » en Espagne. Ce laboratoire est actif dans le développement de stratégies
analytiques multidimensionnelles basées sur le couplage entre les techniques
chromatographiques, la spectrométrie de masse (UPLC, HPLC...) et les techniques de La

spectroscopie RMN, ainsi que sur leurs applications dans divers domaines (Figure 17).

Poste de
manipulation

Figure 17. Laboratoire de chimie organique et analytique de l'université de Lleida (Original)
1.1.1 Espéces botaniques exploitées et échantillonnage

Trois espéces botaniques ont été utilisées pour les expérimentations décrites par cette
thése, a savoir : Artemisia absinthium L. 1753 (Asteraceae), le genévrier Juniperus phoenicea

L. et le cyprés de I'Atlas Tetraclinis articulata (Vahl) Mast, 1892 (Cupressaceae).
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Le choix de ces trois plantes repose principalement sur leur disponibilité sur le territoire
national, sur leur usage en médecine traditionnelle locale, et sur leurs propriétés biologiques
relatées dans la littérature. Le tableau ci-dessous présente les différentes informations les

concernant.

Les échantillons des plantes ont toutefois été récoltés en pleine floraison, en 2013. Le
Tableau 2 ci-dessous, présente les informations exactes d’échantillonnage pour chaque

espéce exploitée.

Tableau 02. Espéces botaniques et échantillonnage

Artemisia L’absinthe Boumerdes 36°43'53.9"N  Juin 2013
absinthium 3°29'52.0"E

Juniperus phoenicea = Genévrier de Phénicie Plage colonel 36°41°12.3"N Mai 2013
Abbas,Tipaza 2°47°06.6"E

Tetraclinis articulata Thuya de barbarie Jardin Botanique 36°43'15.3"N  Auvril 2013
ENSA, Alger 3°09'02.4"E

11.1.2. Solvants utilisés

Les solvants, et les produits chimiques utilisés dans les différentes investigations, ainsi que

leur origine et pureté, sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 03. Solvants et produits chimiques utilisés

Eau distillée Grade HPLC 100%
Acétone J.T.Baker (Deventer, The 100%
Netherlands)
Acétone (Analytical Reagent Grade) Biochem Chemopherma, 99,5%
Chloroforme Sigma—Aldrich = 99,8%
Méthanol HPLC CHROMASOLV®, > 99,9%

La gallate Extrasynthése (Genay, France) 298.0%
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Tableau 03. Solvants et produits chimiques utilisés (Suite)

La myricétine Sigma-Aldrich (Steinheim, 2 99,9%
Germany)
Le penta-o-galloyl-b-d-glucose Sigma—Aldrich (Steinheim, 296%
Germany)
La luteoline-7-o-glucoside Extrasynthése (Genay, France) 298%
Diméthylsulfoxyde deutéré Sigma—Aldrich 100%

11.1.3. Méthode d’extraction

Les échantillons de plantes (parties aériennes) ont été séchés naturellement, a I'air libre au
laboratoire a température ambiante (24-25°C) pendant 1 mois. Le matériel végétal séché a été

broyé en une poudre homogéne en utilisant un mélangeur.

La stabilité de différents extraits du méme matériel végétal dépend du solvant d'extraction
utilisé pour extraire les composeés polyphénoliques, et il est évident que les extraits du méme
matériel végétal peuvent varier considérablement en fonction de leurs concentrations et donc
leurs activités biologiques. Par conséquent, I'extraction a été réalisée en utilisant 3 types de

solvants : Méthanol absolu, Méthanol- eau et Méthanol-chloroforme (50:50 v/v).

Les extraits de plantes ont été préparés selon la méthode d’'Owen et Johns (1999) et Taylor
et al (1996). Une prise d’essai de 12,5g de poudre végétale de chaque plante a été mise a
macérer dans 125ml de solvant (méthanol absolu, Méthanol- eau ou Méthanol-chloroforme)
sous agitation magnétique (Gallenkamp Environnemental Shaker modéle 10X400) a 150 rpm,
a une température ambiante (25°C) pendant 48h. Ensuite, les extraits ont été filtrés a I'aide
d’un papier filtres 0,20 ym en utilisant un entonnoir. Chaque filtrat a été évaporé a sec sous
pression réduite a 40°C en utilisant un Rotavapor (Buchi® R-215). Par la suite, Chaque extrait
a été solubilisé dans de I'acétone et a été conservé a 4°C afin de les utiliser pour de futures

analyses (Figure18).

Le rendement en extrait méthanolique est estimé par le rapport des masses de l'extrait

méthanolique et de la matiére végétale séchée. Il est exprimé en pour cent (%).

Rdt em = (Mem/Mys) x 100

Rdtem : Rendement en extrait méthanolique (%) ; Mem: Masse de I'extrait méthanolique (g) ;

Mvs : Masse de la matiere végétale seche (g).
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1) 12,5 g de poudres
végeétales dans 125 ml
de solvant

)

2) Macération et agitation
magneétique a 150 rpm
pendant 48h

3) Filtration et évaporation
a sec avec un Rotavapor

4) Préparation des
solutions acétonées et
conservation a 4°C

5) Tubes contenant des
solutions acétonées, préts
pour I'analyse chimique

Figure 18. Schéma du processus d’extraction méthanolique (Original)

1.1.4 Analyse Chromatographique des polyphénols

L'analyse des composés phénoliques a été réalisée en utilisant la technique de I'Ultra
Performance Liquid Chromatographiques (UPLC) qui désigne la méthode de chromatographie
en phase liquide a haute pression. Le protocole adopté est celui décrit par Rivera et Canela
(2012).

11.1.4.1 Paramétres de 'UPLC-PDA-FLR

La teneur en polyphénol des extraits a été étudiée par I'analyse UPLC en utilisant un
systéeme Waters ACQUITY UPLC™ (Waters, Milford, MA, USA) constitué d'un gestionnaire de
solvant binaire (AQUITY UPLC™) et un gestionnaire d’échantillons (ACQUITY UPLC™),
couplé a un détecteur de réseau de photodiodes (ACQUITY UPLC™ PDA), un détecteur de
fluorescence (ACQUITY UPLC™ FLR) et a un double analyseur avec spectrométre de masse
quadripolaire (Waters ACQUITY TQD) (Waters, Royaume-Uni). Les composés ont été séparés
par une colonne ACQUITY UPLC™ HSS T3 de 1.8um (2,1 mm x 150 mm) (Waters,
Manchester, Royaume-Uni): en utilisant une phase mobile constituée de deux solvants :

solution aqueuse (pour UPLC) contenant solvant A, I'eau H20 (0,1% v/v HAcO) et le solvant
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B, I'acétone ACN 100 % (0,1% v/v HAcO). Le débit était de 0,550 ml/min. Le mode d’élution
est comme suit: 0 a 1,89 min, 1% B (isocratique) ; 1,89 a 17,84 min, 30% B, (gradient linéaire)
; 17,84 a 21,39 min, 5% B (gradient linéaire); 21,39 a 21,56 min 1% B (gradient linéaire); et
21,56 a 25 min, 1% B (isocratique) (Tableau 4). Les solvants d'aiguilles faibles et forts étaient
H20 (0,1% v/v HAcO) et le méthanol MeOH respectivement. Le volume d'injection était de
20ul en mode boucle compléte, et la colonne a été maintenue a 45°C alors que la température

dans le gestionnaire de I'échantillon a été maintenu a 10°C.

Tableau 04. Programmation des taux de solvants utilisés au cours de I'analyse par UPLC

0 99 1 isocratique
1,89 70 30 gradient linéaire
17,84 95 5 gradient linéaire
21,39 99 1 gradient linéaire
21,56- 25 99 1 isocratique

Les analyses sont tri-répliquées et la moyenne seule est reportée. La quantification est
effectuée en injectant des standards externes et les concentrations finales sont exprimées en
mg/ 100 g.

11.1.4.2. Paramétre de ’'UPLC-MS

Les analyses de Spectrométrie de Masse (MS) ont été effectuées par Waters ACQUITY
TQD, Spectrométre de masse quadripolaire en tandem (Waters, UK). Linstrument a été
commandé a l'aide d'une source éléctrospray (ESI) en mode d'ions positifs et négatifs. Les
paramétres ESI suivants ont été utilisés : la tension capillaire (3,5 et -2,5 Kv) en mode, positive
et négative respectivement ; maintien de la source a 150°C; température de de solvatation de
500°C; gaz de cbne (azote) débit 50L/h; et le gaz de solvatation a 800 L/h. Les injections de
flux de chaque standard individuellement, ont été utilisées pour optimiser la tension du céne
et la surveillance des multiples réactions (Multiple Reaction Monitoring : MRM parameters). Le

logiciel Masslynx 4.1 ((Waters, USA) a été utilisé pour I'acquisition des données.
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Figure 19. Préparation du matériel pour les manipulations UPLC (Original)
11.1.4.3. Identification et quantification

Lidentification des polyphénols a été basée sur l'utilisation des standards de références
disponibles et d’autres outils permettant d’identifier un nombre maximal de pics, notamment le
comportement chromatographique, le spectre d’absorption UV-Vis et les données
bibliographiques publiées concernant les composés phénoliques ont été également utilisés.
Les conditions de MS des standards de référence, composées avec le méme aglycone ont été

appliquées pour identifier des composés pour lesquels les standards n’ont pas été disponibles.

Les standards utilisés pour l'identification sont disponibles commercialement et sont :
le gallate, la Myricitine, le penta-O-galloyl-B-D-glucose, et la lutéoline-7-O-glucoside (Figure
20 et 21).

Figure 20. Préparations des standards (Original)
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Gallate

Myricitine

Lutéoline-7-O-glucoside Penta-0-galloyl-B-D-glucose

Figure 21. Structures chimiques des standards utilisés pour l'identification des polyphénols
(Banque de données BMRD)

La répétition de la procédure pour chaque type d'échantillon a été déterminée par I'analyse

d'un échantillon en trois exemplaires; Les résultats sont détaillés en annexe.

1.1.5. Analyse par H-RMN

L'étude de la composition chimique des extraits de végétaux préparés a été effectuée par
spectrométrie RMN du proton (H1-RMN) « Résonance Magnétique Nucléaire du proton ». La
technique permet l'obtention de spectres des extraits complexes non purifiés dans des
conditions standardisées (Ben Akal-Ben Fatma et al, 2012).

La méthode utilisée est adaptée a celle décrite par Oromi-Farrus et a/ (2010). 30 mg de
chaque extrait méthanolique évaporé de l'acétone a été dissout dans 0,7ml de
diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6). Les échantillons ont été ensuite directement analysés
en les introduisant dans des tubes RMN en verre de 5mm de diamétre (Figure 22). Les
spectres de 'H-RMN ont été enregistrés sur un spectrométre Varian MERCURY plus AS400,
fonctionnant a 400 MHz. Les spectres ont été enregistrés a 25°C avec 1000 s de temps de
relaxation. Les déplacements chimiques (6) sont rapportés en ppm par rapport au solvant
utilisé. Les signaux de 'H-RMN ont été répertoriés dans une feuille de calcul indiquant les
déplacements chimiques et l'intensité correspondante.
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Extraits Préparation des Poste de travail Tubes avec

méthanoliques solutions DMSO-d6 | RMN solutions préts pour
RMN

Figure 22. Analyse des extraits méthanoliques par '"H-RMN (Original)

L'identification des composés est réalisée par comparaison des déplacements chimiques
des hydrogénes (spectres des extraits méthanoliques) avec ceux de produits de référence
contenus dans des banques de données spectrales congues a cet effet. La banque de donnée
‘Biological Magnetic Resonance Data Bank’ « BMRD » a été utilisée dans notre étude :
http://www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/. En effet, La BMRD collecte, annote, archive et
diffuse (publiguement et dans le monde entier) des données importantes spectrales et
quantitatives, dérivées des recherches spectroscopiques RMN des macromolécules
biologiques et des métabolites. Ce qui permet d’analyser la structure, la dynamique et la
chimie des systémes biologiques et de soutenir le développement du domaine de la

spectroscopie de la RMN biomoléculaire.
1.2 Etude de I'activité biologique des extraits méthanoliques

L’étude de I'activité biologique est principalement basée sur I'évaluation de I'effet insecticide
des extraits méthanoliques. Leffet portera essentiellement sur quelques paramétres
biologiques du ravageur S. oryzae. L'activité fongicide des extraits méthanoliques a été
également évaluée sur deux espéces fongiques associées a S. oryzae dans les stocks soit

Fusarium culmorum et Fusarium graminearum.
11.2.1 Activité insecticide

1.2.1.1 L'Insecte

La souche de S. oryzae utilisée provient du laboratoire d’entomologie du département de
Zoologie Agricole et Forestiere de TENSA. Plusieurs générations ont été obtenues a partir des
techniques d’élevage de masse. L'élevage en masse des individus de S. oryzae a été réalisé
dans des bocaux en verre de 10.5 cm de hauteur et 11 cm de diamétre sur du blé tendre

(variété HD1220) obtenu de ''TGC d’Oued Smar. Les bocaux étaient maintenus a I'obscurité
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dans une étuve réglée a une température de 28 + 2 °C, et une humidité relative de 70 £ 5%
RH. Aprés une a deux semaines d’infestation, les adultes sont retirés des grains par tamisage.
Les grains infestés sont laissés en incubation dans la chambre conditionnée jusqu’a

I'apparition des nouveaux adultes (Figure 23).

Les mémes conditions de température et d’humidité ont été retenues pour réaliser nos

expériences.

9

Elevage en masse | Elevage deb?" oryzae | Infestation du blé
sur blé

Figure 23. Elevage de S. oryzae au laboratoire de phytopharmacie ENSA (2013-2016)
(Original)

1.2.1.2 Le substrat

Le matériel végétal utilisé comme substrat au cours des expérimentations, était constitué
de grains de blé tendre, variété HD1220 obtenu de I''TGC d’Oued Smar- Alger. Les grains ne
sont pas traités par aucun insecticide ni autres composés chimiques (Figure 23).

1.2.1.3 Etude de I’effet insecticide des extraits méthanoliques par contact

La méthode de l'imprégnation des papiers filtres a été utilisée pour évaluer la toxicité des
extraits méthanoliques par contact. A cet effet, nous avons utilisé un essai de papier imprégné,

selon la méthode décrite par Stefanazzi et al. (2011) avec quelques modifications.

D'aprés les résultats préliminaires, une gamme de doses (15, 30, et 60 mg/cm?) a été
formulée a partir d’'une dose initiale et selon une progression géométrique de raison de 2 pour
chaque espéce exploitée. Le solvant (Acétone, Analytical Reagent Grade) est utilisé pour les
dilutions. Il a l'avantage de solubiliser de maniére particuliérement rapide de nombreuses

espéces organiques et de s’évaporer trés rapidement sans laisser un effet résiduel.

Vingt (20) ml de solutions ont été préparées pour chaque extrait a base des doses
préalablement sélectionnées. Des papiers filires Whatman N°1 de 9 cm de diamétre ont été
placés dans des boites de Pétri en verre, ensuite chacun a été imbibé par 1ml d’extrait

méthanolique (d’A. absinthium de J. phoenicea ou de T. articulata) (Figure 24). Les boites sont
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laissées 20 min a I'air libre pour évaporation du solvant. Enfin, 20 individus de S. oryzae agés
de 10j ont été placé a l'intérieur de chaque boite de Pétri. Les boites ont été conservées dans
des conditions de laboratoire optimales pour le développement de linsecte (28+2 °C,
70+5%HR et dans I'obscurité). Le témoin a été traité avec le solvant seulement, et trois
répétitions ont été effectuées pour chaque traitement. Les boites ont été inspectées
régulierement pendant deux semaines. Les valeurs DL50 et DL90 (Dose létale pour 50% et

90% de la population) ont été calculées par analyse de Probit a I'aide de la table de Finney.

(=
R
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Manipulations

—

‘BN o L Dispositif
Matériels utilisés

Figure 24. Réalisation de test insecticide par contact direct (Original)

L'efficacité d’'un produit biocide est évaluée par la mortalité de 'organisme cible. Cependant,
le nombre d’individus dénombrés morts dans une population traitée par un toxique n’est pas
le nombre réel d’individus tués par ce toxique. Il existe en fait dans toute population traitée une
mortalité naturelle qui vient s’ajouter a la mortalité provoquée par le toxique, pour cela les
pourcentages de mortalité doivent étre corrigés par la formule d’Abbott (Abbott, 1925) qui est

la suivante :

MC % = (M- Mt/ 100 - Mt) x 100

MC (%) : Pourcentage de mortalité corrigée ; M (%) : Pourcentage de morts dans la population

traitée ; Mt (%) : Pourcentage de morts dans la population témoin

1.2.1.4 Etude de I’effet insecticide des extraits méthanoliques par traitement des

grains

Un traitement de grain a été réalisé pour étudier la toxicité des extraits par rapport a la
reproduction du ravageur. Pour le faire, nous avons établi le protocole de travail décrits comme

suit.
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1.2.1.4.1. Sexage et formation des couples

La séparation des sexes ou l'obtention des couples des individus de S. oryzae a été faite
selon la méthode de séparation a base du mais. En effet, le mais concassé a une forte
synergie avec la sitophinone (phéromone d’agrégation secrétée par les males de S. oryzae
dont la composante principale est le (4S,5R)-5-hydroxy-4-méthyl-3-heptanone) ce qui favorise

'accouplement (Delobel et Tran, 1993).

Pour cela, des individus de S. oryzae nouvellement émergés ont été introduits dans une
boite rectangulaire (20cmx10cm) contenant 250g de mais concassés, ensuite la boite a été
fermée avec une moustiquaire et placée dans une obscurité totale, dans une étuve réglée a
(27+2°C et 70 £5% RH). La synergie mais-phéromone sexuelle attire les femelles de S. oryzae
et favorise I'accouplement. La boite est surveillée toutes les 20 min. Suite a ce regroupement,
des couples commencent a se former puis sont directement récupérés a l'aide d’une pince et

déposés dans des tubes en verre (Figure 25). Les couples obtenus sont ensuite utilisés dans

des tests, réalisés sur les grains de blé.

Formation et
récupération
des couples

Mise en
tubes des
couples
formés a
raison de 5
couples/tube

Figure 25. Accouplement des adultes de S. oryzae (Original)
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1.2.1.4.2. Application des traitements

Deux (2) ml d’extraits méthanoliques ont été appliqués a cinquante grammes de grains de
blé tendre (variété HD1220). La dose retenue pour ce test correspond a la dose létale
cinquante ‘DL50’, évaluée pour chaque extrait soient : 15,53 mg/ml pour A. absinthium, 22,14
mg/ml pour J. phoenicea et 24,05 mg/ml pour T. articulata.

Un témoin avec des grains non traités et un témoin avec des grains traités avec le solvant
seul ('acétone) ont été réalisé. Les grains traités ont été laissés sécher 20 min, ensuite nous
les avons déposés dans des bocaux en verre (longueur = 7cm, diamétre = 7 cm, volume =
210 ml) a raison de 50g par bocal (Figure 26). Dix couples de S. oryzae ont été ensuite
introduits dans chaque bocal préparé. Les bocaux ont été doucement secoués pour assurer
la distribution de I'insecte dans les grains traités. Chaque bocal en verre a été couvert par un
tissu a maille fine et a été stocké dans des conditions de laboratoire (27°C et 75% RH). Trois
répétitions ont été réalisées pour chaque traitement. La mortalité a été évaluée chaque 24h

durant 8 jours, et le pourcentage de mortalité a été calculé.

Quinze (15) jours aprés le traitement des grains, les grains sont tamisés, les individus
vivants ont été retirés pour éviter toute confusion dans le démembrement des individus

nouvellement émergés (génération F1).

Ajout de 2ml de
solution
méthanolique

Pesée des Grains
de blé tendre

Figure 26. Traitements des grains de blé par les solutions méthanoliques (Original)
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1.2.1.4.3. Evaluation de I'effet des extraits méthanoliques sur la descendance de

premiére génération F1

Les grains ont été traités comme décrit auparavant et apres 15 jours, les insectes (morts
et vivants) ont été retirés (par tamisage) et les grains ont été maintenus dans les mémes
conditions expérimentales jusqu'a I'émergence de la descendance F1. Sur la base du cycle de
vie de S. oryzae, trois semaines aprés avoir retiré les individus de S. oryzae, nous avons
commenceé a observer 'émergence des adultes F1 quotidiennement. Le comptage des adultes

a été interrompu lorsqu'il n'y a pas eu d'émergence pendant 08 jours consécutifs.

Le pourcentage de réduction de I'émergence des adultes de la descendance F1 ou taux

d'inhibition (IR %) était calculé selon la méthode de Tapondjou et al. (2002) comme suit :

%IR= (Cn —=Tn).100/Cn

C. est le nombre d'insectes qui viennent d'émerger dans le bocal non traité (Témoin) et T, est

le nombre d'insectes dans le bocal traité.
11.2.2 Etude de I’effet des extraits méthanoliques sur les grains

Deux tests ont été réalisés sur les grains de blé. Le premier test était pour évaluer la perte
en poids causée par le ravageur et le second était réalisé pour évaluer la faculté germinative

des grains aprés traitement par les extraits méthanoliques.

1.2.2.1. Evaluation de I'effet des extraits méthanoliques sur la perte en poids des

grains

Alafin du cycle de développement de la premiére génération F1 la perte en matiére séche

des grains ayant servi de milieu alimentaire (substrat) aux insectes est déterminée.

La perte due a S. oryzae est estimée comme étant la différence de masse de matiére séche
avant et aprés linfestation par linsecte. La perte en gramme au bout d'un cycle de

développement sur 50 g de blé a (27+2°C et 70+5% RH) est exprimée par la formule suivante :

PST = (50 — PS1) /50 *100

PS1= masse de matiére séche dans le lot aprés infestation par l'insecte (Sitophilus oryzae).
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11.2.2.2. Evaluation de I'effet des extraits méthanoliques sur la germination

Les grains de blé ont été traités avec les extraits méthanoliques a la méme dose |étale
cinquante (DL50) correspondante a chaque extrait utilisée pour [I'évaluation de [I'effet
insecticide sur grains de blé, soient : 15,53 mg/ml pour A. absinthium, 22,14 mg/ml pour J.
phoenicea et 24,05 mg/ml pour T. articulata. Les grains sont ensuite trempés dans de I'eau
distillée pendant environ 10 min, et déposés sur papier filtre (Whatman n°1) dans des boites
de Pétri et laissées pour germination. Les boites sont humidifiées chaque jour avec de l'eau
distillée (Figure 27). Au bout du cinquiéme jour, les grains germés ont été comptés. Le

pourcentage de germination a été calculé selon la méthode de Nikpay (2007) comme suit :

%Gr = (Ng/ Nt) x 100

Ou:

Gr est le pourcentage des grains germés, Ng est le nombre de grains germés ; Nt est le

nombre de grains total

a. Grains traités par les
solutions d'extraits
méthanoliques

c. Boites de Pétri
préparées pour le test

7

=~
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~

.

d. Traitement des grains

|
A

e. Boites prétes pour
incubation

Figure 27. Réalisation de test de germination des grains (Original)
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11.2.3. Evaluation de I'effet fongicide des extraits méthanoliques

Les extraits méthanoliques peuvent avoir un effet préventif en détruisant le champignon
avant que celui-ci ne s'installe et donc ils peuvent étre utilisés comme fongicide de contact ou
de surface. Le but de ces tests est d’évaluer I'effet fongicide des extraits méthanoliques sur
deux espéces fongiques pathogénes, considérées comme des ravageurs tertiaires des stocks
et qui peuvent s’installer aprés un ravage par S. oryzae.

1.2.3.1. Espéces fongiques

Les isolats de Fusarium culmorum (FC.06.11 et FC.04.12) et de F. graminearum (FG.02.12)
ont été sélectionnés pour I'évaluation de I'activité antifongique des extraits méthanoliques de
plantes exploitées (Figure 28). Les isolats ont été obtenus auprés du Laboratoire de mycologie
(Département de botanique, ENSA, Alger, Algérie). Les souches ont été isolées a partir de blé
infectés et identifiés morphologiquement et macroscopiquement en suivant les procédures
standards. Une colonie de mycélium de chaque culture de champignons a été purifiée et
repiquée sur de l'agar de dextrose de pomme de terre (PDA). Ensuite, les cultures ont été

incubées pendant 7 jours a 22 -C sous lumiére continue en laboratoire

FC.06.11 ' FG.02.12

Figure 28. Isolats de Fusarium culmorum (FC.06.11) et de F. graminearum (FG.02.12)

(Original)
11.2.3.2. Procédés d’évaluation de I'activité antifongique

L'activité des extraits méthanoliques vis-a-vis de la croissance mycélienne de F. culmorum
et £ graminearum a été étudiée au laboratoire de physiologie végétale de 'ENSA selon la
méthode décrite par Mishra et Dubey (1994) et rapportée par Adjou et Soumanou (2013) avec
quelques modifications. La technique est basée sur I'utilisation d’'un milieu de culture PDA
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traité par les extraits méthanoliques communément appelée technique d’empoisonnement de

milieu de culture.

Le test a été effectué dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diametre, contenant
20 ml de PDA. Deux doses ont été retenues pour le test, soient (30 et 60 mg/ml). Un volume
de 2 ml de chaque extrait de plante a été déposé a I'aide d'une micropipette dans le milieu de
culture PDA, qui a été maintenue en fusion a une température de 40 a 45°C (Figure 29). Aprés
écoulement et solidification du mélange (milieu de culture et extraits méthanoliques), un
explant mycélien de 6 mm de diamétre de chaque agent pathogéne, pris a partir des souches
agées de de 7 jours a été inoculé dans le milieu des boites de Pétri préparées. Trois répétitions

ont été effectuées pour chaque traitement.

Les cultures sont ensuite incubées a 25°C et a I'obscurité pendant 6 jours ce qui correspond
a l'optimum les conditions de croissance de F. culmorum et F. graminearum. Des boites
témoins ne contenant que I'agent pathogéne sont incubées dans les mémes conditions. La
notation des résultats se fait par la mesure de la croissance linéaire et diamétrale du mycélium
de chaque agent pathogéne aprés 6 jours d’incubation. L’évaluation de l'inhibition exercée par
les extraits méthanoliques se fait par le calcul du pourcentage de réduction de la croissance

mycélienne de F. culmorum et F. graminearum selon la formule suivante :

MCI% = (dc - dt / dc) x 100

dc et dt représentent respectivement les diamétres de la croissance mycélienne en cm pour

le témoin (control) et dans les boites de Pétri traitées.
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1.Prélévement de 2 ml
des extraits
méthanoliques

2. Traitement du milieu 3. Préparation des 4. Ecoulement du milieu
de culture boites de Pétri de culture

6. Solidification du
5. Notification des milieu de culture avant

boites le dépot des explants PDA traité
mycéliens

7. Ensemencement des
explants fongiques sur

Figure 29. Réalisation de test d’évaluation de I'activité antifongique (Original)

I1.3. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée sur XLSTAT, Minitab® version 2016.6 (logiciel statistique
© pour Microsoft Excel (versions 2003 a 2016)). Les résultats ont été exprimés par la moyenne
et I'écart type, les comparaisons statistiques ont été faites au moyen du test LSD de Fisher,
test de Tukey et test de Dunnett. Ces deux derniers tests sont utilisés pour déterminer les
différences significatives entre la moyenne du groupe témoin (de contrdle) et les moyennes
des autres groupes de traitement. Les résultats des tests statistiques sont considérés comme

significatifs lorsque la probabilité de I'hypothése nulle est inférieure ou égale a 5 %.
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lll. RESULTATS ET DISCUSSIONS



lll.1. Etude phytochimique

L'analyse phytochimique des extraits méthanoliques de A. absinthium, J. phoenicea et T.
articulata constitue une étape d'une grande importance, puisqu’elle révéle la présence des

constituants bioactifs responsables des propriétés biocides.
lll.1.1. Rendement des extractions méthanoliques

Dans cette étude, trois solvants basés sur le méthanol ont été employés pour préparer les extraits
de A. absinthium, J. phoenicea et T. articulata, a savoir le méthanol absolu (MET), le mélange
méthanol/chloroforme (MEC) et le mélange méthanol/eau (MEW). Le tableau 5 montre les
rendements en extraits bruts obtenus a partir de parties aériennes de A. absinthium, J. phoenicea
et T. articulata. Le rendement d'extraction est exprimé en (g) et en (%). Les résultats décrits dans ce
tableau révélent une influence significative du pouvoir d’extraction du solvant sur le rendement. En
effet, Le solvant pur (méthanol absolu) s’est montré particulierement efficace par rapport aux
solvants mixtes. Le rendement le plus élevé a été obtenu pour J. phoenicea avec 2,62 g d’extrait

brut pour 12,5g de matiére séche utilisée.

Tableau 05. Rendement des extractions méthanoliques des différentes espéces

Extraits méthanoliques Rendement (g/12,5g) Rendement (%)
A . absinthium
A MET 1,45 11,59
A mec 1,27 10,17
A vEwW 1,60 12,84
J. phoenicea
J MET 2,62
J MEC 2,09 16,76
J MEW 1,27 10,19
T. articulata
T meT 2,206 17,64
T mec 1,831 14,64
T mew 0,70

Il est a noter que nos résultats révelent une différence entre les rendements d'extraction pour les
trois especes de plantes testées. Selon Sultana et al. (2009), cette différence pourrait étre attribuée
a la variabilité des composés extractibles résultant de la variabilité de la composition chimique des
plantes. Par ailleurs, plusieurs études soulignent que le pourcentage de rendement d'extraction
dépend principalement de la procédure d'extraction, en particulier de la température utilisée pour
I'extraction, de la polarité des composés extraits et du rapport de I'extraction solvants/échantillons
(Huda-Faujan et al., 2009).

De plus, nos résultats révélent que le méthanol pur est meilleur solvant que les solvants mixtes
(méthanol-eau et méthanol-chloroforme), a I'exception des extraits d’A. absinthium ou nous avons

noté un rendement légérement plus élevé avec le systéeme d’extraction méthanol-eau (Figure 30).
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En effet, le méthanol solubilise correctement des composés phénoliques moyennement polaires et
peut entrainer aussi des substances lipophiles résiduelles. L'addition de l'eau au systéme
d’extraction fait améliorer le rendement en composés phénoliques glycosylés et des phénols avec
un degré de polymérisation plus élevé. D’autre part, 'augmentation de I'eau dans le systéme de
solvant d’extraction fait extraire en quantité importante les composés non phénoliques comme les
glucides et les protéines, susceptibles de polymériser avec les composés phénoliques ce qui conduit

a la formation des complexes colloidales (Tsao, 2010).

JL MEW
JL MEC I
JL MET
T MEW
TMEC
TMET
A MEW
A MEC
A MET I
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Rendement en extraits bruts (g)

Figure 30. Rendement de I'extraction méthanolique des trois plantes étudiées

Ainsi, l'utilisation du solvant mixte (méthanol/chloroforme) a permis d’avoir un rendement
supérieur a celui du mélange (méthanol/eau) pour les deux espéces des cupressacées étudiées
(Figure 30). Cela peut étre confirmé par la texture des extraits de J. phoenicea et T. articulata (aspect
collant, cire). En effet, le chloroforme est un excellent solvant pour de nombreux composés

organiques tels que les résines et les cires.

Suite a tous ces résultats démontrés ci-dessus, nous concluons que l'utilisation des solvants

polaires permet d’avoir un rendement meilleur en extraits bruts pour les trois espéces étudiées.

lll.1.2. Analyse Chromatographique des polyphénols

La méthode de chromatographie en phase liquide a haute pression couplé a un détecteur de
réseau de photodiodes et la spectrométrie de masse (UPLC-PDA-MS) a été développée pour
I'analyse de polyphénols présents dans les extraits d’A. absinthium, J. Phoenicea et T. articulata.
Les composés phénoliques ont été identifiés par comparaison de leurs temps de retentions UPLC
et leur spectres UV avec les standards (la gallate, la myricétine, le penta-O-galloyl-B-D-glucose, et
la lutéoline-7-O-glucoside). Les chromatogrammes UPLC-PDA des extraits de plantes exploitées
par les différents solvants (méthanol absolu, méthanol/eau et méthanol/chloroforme) sont illustrés
dans les figures (Fig. 31,Fig. 32 et Fig. 33).
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Figure 31. Chromatogrammes UPLC- PAD-MS des trois extraits (Amet : Artemisia absinthium ; Jmet :

Juniperus phoenicea ; Tmet : Tetraclinis articulata) (solvant utilisé : méthanol absolu)
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Figure 32. Chromatogrammes UPLC- PAD-MS des trois extraits (Amew : Artemisia absinthium ; Jmew :

Juniperus phoenicea ; Tmew : Tetraclinis articulata) (solvant utilisé : méthanol/eau)

60




Jmec

AU

amec

AU

2: Diode Array
19.49.39.78 Range: 8.596e-1
5.0e-1 159 20402084
Ba pans T um /21312 7
404 1059 ' i 14
00 A e Ll
RIS LR (S (LA (DI RS R BIAD 2] B Bl e SN [ o 3L [T N LA TRV N M5 Bl 1R 2T S il AL M AR G R TR BRI [ T B F L)
-000 200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 2400 26.00
Y
19.49
4.0e-14
2.0e-14
| 19.78
00 llI!IIIIIIIIIIIIIIIIILAI_AIIIll
-0000 200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 2400 26.00
2. Diode Array
A0 209 Range: 4.084
204 2084\
113 363 1408 ! L
00 ""I""I""I""l""l""l""l""Al""l""l""l‘k"'1""]""I""IIA':"I""I""I""l""l" Time
-0.00 200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 2400 26,00

Figure 33. Chromatogrammes UPLC- PAD-MS des trois extraits (Amec : Artemisia absinthium ; Jmec : Juniperus

phoenicea ; Tmec : Tetraclinis articulata) (solvant utilisé : méthanol/chloroforme)

Le tableau 6 résume, dans l'ordre du temps de rétention, les polyphénols identifiés pour chaque
extrait méthanolique. Lidentification a été basée essentiellement sur les spectres obtenus par
I'utilisation du méthanol absolu pour I'extraction, car le nombre de pics obtenus a été plus élevé par
rapport aux autres pics obtenus pour les autres extraits. L’'analyse nous a permis d’identifier sept

composés phénoliques pour A. absinthium, quatre pour J. Phoenicea et sept pour T. articulata.

Pour A. absinthium, nous avons identifié les acides phénoliques suivants: acide chlorogénique
(acide 3caffeoylquinique); Acide néochlorogénique (acide 5-caffeoylquinique); Acide 4-
caffeoylquinique (acide crypto-chlorogénique); Et cynarine (acide dicaffeoylquinique). En ce qui
concerne les glycosides flavonoides, les extraits d'A absinthium contiennent du veronicastroside
(Luteolin rutinoside) et de la Glycosyl-arabinosyl-luteolin, tandis que la myricétine-hexose, la
myricétine (myricétine-rhamnoside) et la quercitrine (quercétine-3-O-Rhamnoside) ont été identifiés
dans l'extrait de J. Phoenicea Et T. articulata. L'isoquercétine (quercétine-30-glucoside) n'a été
identifiee que dans l'extrait de T. articulata. En ce qui concerne les flavonoides aglycones, la
catéchine a été trouvée dans les extraits de J. Phoenicea et T. articulata. Les flavanols Kaempferol

hexose et Kaempferol-deoxyhexose n'ont été détectés que dans des extraits de T. articulata.
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Tableau 06. Polyphénols identifiés par UPLC- PAD-MS pour les trois extraits méthanoliques.

Composés

Acide 3-O-
caféoylquinique

acide 5-
caffeoylquiniqu
e
Acide 4-
caffeoylquiniqu
e
La lutéoline :
Luteolin
rutinoside
Glycosyl-
arabinosyl-
luteolin
Acide?
Dicaffeoylquini
que
Acide?
Dicaffeoylquini
que

Catéchine

Myricetin-
hexose

Myricetin-
rhamnoside

Quercetin-3-O-
rhamnoside

Catéchine

Myricetin-
hexose

Myricetin-
rhamnoside

Quercetin-3-O-
glucoside

Kaempferol-
hexose

Quercetin-3-O-
rhamnoside

Kaempferol-
deoxyhexose

tr (min)

6.4

7.9

8.3

10.

26

1.
33

13.
63

14.
37

8.1

1.

36

12.
41

14.
11

8.1

1.

36

12.
41

12.
78

13.
98

14.
11

15.
53

Fragmen

ts M+H
(m/z)

355

481,
319

465,
319

595

565

517

517

291

481,
319

465,
319

449,
303

291

481,
319

465,
319

465,
303

449,
287

449,
303

433,
287

Aire(A
(nm))

Mw max

Artemisia absinthium
290

354 sh, éiii
324

290 10860

480 sh, (320)
324

290 2205

464 sh, (3200
324

270, 2240

594 335 (335)

270, 11757

564 335 (335)

290 9212

516 sh, (3200
324

290 8825

516 sh, (3200
324

Juniperus phoenicea

6994

290 279 250)

257, 322

480 356 (350)

257, 726

464 356 (350)

255, 2098

448 354 (350)

Tetraclinis articulata

290 279 (7268505)
o
-
448 gig 397(350)
o
o B

1 Equation de
Regression

y =
146546,50
x-276.78
y =
146546,50
x-276.78
146546,50
x-276.78

y =
204288,51
x- 108,55

y =
204288,51
x- 108,55

y =
146546,50
x-276.78

y =
146546,50
x-276.78

y = 59833,
09x-
103,04
y =
202663.56
x-80.6
202663.56
x-80.6

y =
267957,
85x -
283,87

y = 59833,
09x-
103,04
y =
202663.56
x-80.6
202663.56
x-80.6

y =
240672.95
x—204.93

y:
316415,04
x—133,51

y -
267957,
85x -
283,87

y=
316415,04
x—133,51

Concentrati
on mmol/L

0.031

0.075

0.016

0.011

0.058

0.064

0.062

0.118

0.019

0.003

0.008

0.129

0.019

0.181

0.003

0.001

0.138

0.010

Concentr
ation de

masse

(mg/mL)

0.010

0.036

0.007

0.006

0.032

0.033

0.032

0.034

0.009

0.001

0.037

0.037

0.009

0.084

0.001

0.000

0.061

0.004
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D’aprés le tableau 6, Le pic éluant a tR = 6,40 minutes (Figure 34) a montré une absorption UV

maximale a 324 nm et un épaulement a 290 nm avec un ion moléculaire a 355 m/z, correspondant

a l'acide chlorogénique. La catéchine a été détectée a tR = 8,18 minutes dans les extraits de J.

phoenicea et T. d'articulata (Figure 35 et 36). Le spectre de masse de ce composé a montré une

absorption UV maximale a 280 nm et un ion moléculaire a 291 m/z.
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Figure 34. Chromatogramme UPLC- PAD-MS de I'extrait méthanolique de Artemisia absinthium:
(a1) enregistré a A= 320 nm et (a2) a A= 335 nm
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Figure 35. Chromatogramme UPLC- PAD-MS de I'extrait méthanolique de Juniperus phoenicea:

(b1) enregistré a A= 280 nm et (b2) a A= 350 nm
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Un autre métabolite éluant a tR = 7,92 min a montré des ions fragments a 481 et 319 m/z et une
absorption maximale (A max) a 324 nm et a un épaulement a 290 nm, caractéristiques de I'acide 5-
cafeoilquinique. A tR = 8,39 min (Figure 34), nous avons identifié I'acide 4-caffeoylquinique, un
composeé a ions fragment a 465 et 319 m/z et un spectre UV avec A max a 320 nm et un épaulement
a 290 nm. La structure de Luteolin rutinoside a été suggérée pour le composé avec un ion
moléculaire a 595 m/z et un pic éluant a tR = 10,26 min qui a montré une absorbance maximale a
270 et 335 nm. Le pic éluant a tR = 11.33 min a montré des maxima d'absorption UV a 270 et 335
nm, et un ion moléculaire a 565 m/z ce qui nous a emmené vers la Glycosyl-arabinosyl-luteolin. Les
composeés les plus abondants dans I'extrait de A. absinthium sont les acides dicaffeoylquiniques, qui
éluérent a 13,63 et 14,37 minutes, avec une absorbance maximale UV a 324 nm, un épaulement a

290 nm et un ion moléculaire a 517 m/z (Figure 34).

Les résultats d’identification obtenus pour A. absinthium sont proches a ceux obtenus par
Niranjan et al (2009), notamment en ce qui concerne la présence des acides chlorogéniques et
caféiques. En effet, ces chercheurs ont pu identifier un ensemble de huit composés phénoliques
pour la premiéere fois a partir des extraits d’Artemisia pallens en utilisant La méthode d’HPLC-UV-
MS-MS, espéce largement utilisée dans la médecine traditionnelle indienne, et connue pour ces

effets thérapeutique et propriétés biologiques.

En ce qui concerne les spectres UPLC pour les extraits de J. Phoenicea et T. articulata, un pic
d'élution a tR = 11,36 min a montré une absorbance a 257 et 356 nm, avec des ions a 481 et 319
m/z ce qui nous aide a suggérer la myricétine-hexose. La structure du myricétine-rhamnoside a été
attribuée au composé qui a élué a 12,41 minutes, ce qui a montré des ions moléculaires a 365 et
319 m/z. En outre, nous avons supposé que le composé éluant a 14,11 minutes était de la
quercétine-3-O-Rhamnoside, avec des ions moléculaires a 449 et 313 m/z, et A max a 255 et 254
nm (Figure 35 et 36). En outre, sur la base du fragment caractérisé a 465 et 303 m/z avec A max a
255 et 355 nm, le quercétine-3-O-glucoside a été identifié a tR = 12,78 min pour I'extrait de T.
articulata. Les données UV et I'analyse MS du pic éluant a 13,98 min avec un ion moléculaire a 449
et 287 m/z et une absorbance maximale a 264 et 348 nm correspondaient a kaempferol-hexose. De
plus, a 15,53 min, nous avons supposé que le composé avec un ion moléculaire a 433 et 287 m/z

et A max a 264 et 348 nm était le kaempferol-désoxyhexose (Figure 36).

Ainsi, les résultats illustrés dans le tableau 6 et 7 montrent que les substances bioactives les plus
abondantes dans l'extrait d'A. absinthium étaient des acides phénoliques, avec 41,66% d'acides
dicaffeoylquiniques (0,033 et 0,032 mg/mL), suivis de 23,07% (0,036 mg/mL) d'acide 5-
cafeoquinquinique. En revanche, les flavonoides étaient présents en abondance dans les extraits
des espéces de Cupressaceae, enregistrant 0,037 mg/mL (45,67%) de quercétine-3-O-rhamnoside,
suivie de 41,97% (0,034 mg/mL) de catéchine pour I'extrait de J. Phoenicea ainsi que 42,76% (0,084
mg/mL) de myricétine-rhamnoside et 31,05% (0,061 mg / mL) de quercétine-3-O-rhamnoside pour

celui de T. articulata.
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Figure 36. Chromatogramme UPLC- PAD-MS de I'extrait méthanolique de Tetraclinis articulata

enregistré a (c1) A=350 nm et (c2) a A= 280 nm

Tableau 07. Pourcentage des composés phénoliques dans chaque extrait méthanolique

Extrait méthanolique

Artemisia absinthium

Juniperus phoenicea

Tetraclinis articulata

Composés phénoliques
3-caffeoylquinique
5-caffeoylquinique
4-caffeoylquinique
Luteolin rutinoside

Glycosyl-arabinosyl-luteolin
acide dicaffeoylquinique
acide dicaffeoylquinique

Catéchine
Myricetin-hexose
Myricetin-rhamnoside
Quercetin-3-O-rhamnoside
Catéchine
Myricetin-hexose
Myricetin-rhamnoside
Quercetin-3-O-glucoside
Kaempferol-hexose
Quercetin-3-O-rhamnoside

Kaempferol-deoxyhexose

%
6.4
23.07
4.48
3.84
20.51
21.15
20.51
41.97
11.11
1.23
45.67
18.83
4.58
42.76
0.5
0.20
31.05
2.03

Globalement, les résultats de notre analyse montrent clairement une différence entre la

composition phénolique des extraits d’A. absinthium (Asteraceae) et de J. phoenicea et T. articulata.
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En revanche, les composés phénoliques identifiés dans les extraits de J. Phoenicea et T. articulata,
espéces appartenant a la méme famille (Cupressaceae), étaient qualitativement similaires, avec
plus de composés identifiés dans I'extrait de T. articulata. En effet, cette différence de la composition
chimique observée entre les trois espéces pourrait s’expliquer par une adaptation aux facteurs
biotiques et abiotiques, tels que le microclimat spécifique aux régions de provenance des
échantillons, aux facteurs géographiques comme [laltitude et la nature du sol qui orientent la
biosynthése vers la formation préférentielle de produits précis (Mansouri et al., 2011). De plus,
plusieurs facteurs peuvent affecter le contenu des principes actifs dans un matériel végétal lors de
I'échantillonnage, le traitement et la conservation. Des études antérieures ont rapporté que la
présence de composés phénoliques (principalement des flavonoides) dans les feuilles est corrélée
avec la période d'intensité lumineuse la plus élevée (Tattini et al., 2004) ou avec le stress hydrique
(Nacif de Abreu et al., 2005 ; Dos Santos et al., 2014).

Comme noté, les rendements en extraits et leurs compositions variaient en fonction des espéces
de plantes, des zones de récolte ou d’échantillonnage, de conservation d’échantillon, des méthodes
d’extraction, des solvants utilisés... Pour cela, la comparaison de nos résultats avec ceux obtenus

par d’autres chercheurs s’est avérée difficile.

En outre, Les composés phénoliques identifiés présentent un intérét biologique connu et
démontré par plusieurs études antérieures. Notamment, les flavonoides qui sont parmi les
composés phénoliques qui ont été signalés pour réguler 'oviposition et I'alimentation des insectes.

Cette partie sera détaillée un peu plus loin dans ce chapitre.
lll.1.3. Analyse par H-RMN

Les profils métaboliques de A. absinthium, J. phoenicea et T. articulata ont été examinés par la
technique de Résonance Magnétique Nucléaire de Proton '"H RMN, avec une série de procédés
d'extraction répétés. Le référentiel BioMagResBank (BMRB: www.bmrb.wisc.edu), répertoire des
données expérimentales provenant des études spectroscopiques de résonance magnétique
nucléaire (RMN) des molécules biologiques (Ulrish et al., 2008), a été utilisé pour I'identification et
I'analyse des spectres '"H-RMN obtenus. Seuls les composés présents dans les trois extraits (extrait
méthanol absolu, méthanol/eau et méthanol/chloroforme) de la méme espéce, et dont la valeur de

variation est inférieure a 0.01 ont été sélectionnés.

Les échantillons et les abréviations utilisés pour l'analyse RMN et le nombre des signaux
observés dans les spectres sont listés dans le tableau 8. Les résultats révélent que I'effet du type
de solvants d’extraction est significatif. Les spectres '"H RMN représentatifs de chaque extrait sont
représentés dans les figures (37-45) ci-dessous. Ces spectres (représentant des extraits de plantes
exploitées) montrent que bien que les résonances des espéces soient facilement apparentes,
notamment dans les régions dont les fréquences sont entre (2 et 5 ppm), il existe de nombreuses
autres régions du spectre ou de grandes différences se produisent entre les différents extraits. En

particulier, la région entre (6 et 8 ppm) qui a des différences marquées dans les spectres.
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Ainsi, Les résultats de notre étude montrent que I'extraction par méthanol absolu ou avec le
mélange méthanol /chloroforme permet d’avoir un nombre de pics et des signaux plus élevés par
rapport a I'extraction par le mélange méthanol/eau. De plus, I'analyse des spectres nous a permis
d’identifier des composés appartenant a différentes familles chimiques, notamment des flavonoides

et des acides phénoliques, confirmant les résultats d’analyse par UPLC.

Tableau 08. Liste des échantillons RMN, des abréviations et nombres des signaux observés dans

les spectres 'H-RMN

A 37 Méthanol Amet 298
absinthium

38 Méthanol/eau Amew 288

39 Méthanol/chloroforme Amec 298

J. 40 Méthanol Jmet 384

phoenicea 41 Méthanol/eau T 367

42 Méthanol/chloroforme Jmec 391

T.articulata 43 Méthanol Tmet 251

44 Méthanol/eau Tmew 149

45 Méthanol/chloroforme T 365

111.1.3.1 Analyse des spectres d’A. absinthium

En utilisant les données relatives aux spectres obtenus pour A . absinthium (Figure 37,38 et 39),
nous avons pu identifier les composés illustrés dans le tableau 9. La fréquence en ppm et l'intensité
de pic, relatives a chaque composé identifié sont aussi rapportés. L'analyse des pics nous a permis
d’identifier des composés de nature différente, notamment des aldohexoses, des acides aminés,
des acides phénoliques et des flavonoides. Les acides phénoliques tels que I'acide chlorogénique,
ferulique, quinique et p-coumarique ont été détectés dans la région (3 — 5 ppm). Ces derniers sont
connus pour leurs importantes propriétés biologiques, et ont fait I'objet d’étude de plusieurs travaux

de recherche.

L’analyse des spectres montrent que I'extraction par le méthanol absolu ou avec le mélange
méthanol chloroforme permet d’avoir un nombre de signaux important. Néanmoins, Les pics les plus

élevés sont obtenus avec le mélange méthanol/eau.
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Sample Name:
Amet
Data Collected on:
ran2-mercury400
Archive directory:
/home /robot /vrarsys /datas20140623
le directory:
20140623_07
Fiafile: Amet_PROTONOL

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: daso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0C s 298.1 K
Sasple #7, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

ACq. time 2.562 sec

Vidth 6398.0 M2

128 repetitions
OBSERVE Hi, 400.1069236 mn2z
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 7 min 49 sec
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Figure 37. Spectre 1H-RMN de I'extrait Amet (méthanol brut) d’A. absinthium
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Sample Name:
Amew

Data Collected on:
ran2-mercury400
Archive directory:
/home/robot /vrmrsys /data/20140623
Sample directory:
20140623_05
FidFile: Amew_PROTONO1L

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0 C 7 298.1 K
Sample #S, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.562 sec

Width 6398.0 Hz

128 repetitions
OBSERVE M1, 400.1069236 MHZ
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 7 min 49 sec
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Figure 38. Spectre 1H-RMN de I'extrait Amew (méthanol/eau) d’A. absinthium




Sample Name:
Amec
Data Collected on:
ranZ-mercury400
Archive directory:
/home /robot /vrmrsys /datas/20140623
Sample directory:

20140623_19
Fidfile: Amec_PROTONO1

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0C /7 298.1 K
Sample #1, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

AcCq. time 2.562 sec

Vidth 6398.0 Mz

128 repetitions

osst Hi, 400.1069236 WMz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 7 min 49 sec
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Figure 39. Spectre 1H-RMN de I'extrait A mec (méthanol/chloroforme) d’A. absinthium

70




Les composés présents dans le tableau 9 sont classés par rapport a leurs fréquences. Les
résultats d’analyse révelent la présence des composés organophosphorés tels que la
D_glucosamine_6_phosphate, des monosaccharides (N_acetyl D _glucosamine et D_glucose), des
acides aminés (ex: acide aspartique), des polyamines (Spermidine) et des polyphénols

principalement dans la région (3-6 ppm).

Les résultats confirment la présence des acides chlorogéniques (5.315 ppm) déja identifiés par
UPLC et des flavonoides (Quercétine a 2.6711 ppm ; flavones a 7.425). Le méthyl jasmonate a été
détecté a 5.459 ppm, il s’agit d’'une dérivée de I'acide jasmonique, une phytohormone qui intervient
dans le systeme de défense de certaines plantes. En effet, des chercheurs ont trouvé que I'acide
jasmonique est libéré pendant I'attaque d'un insecte et contréle la réponse a un endommagement
mécanique. Des pathogénes peuvent aussi déclencher la production d'acide jasmonique. Il s’agit
donc d’'une molécule de défense générale (Miller et al., 2005). En outre, la présence de I'acide
nicotinique a été détectée a 7.504 ppm. Ce dernier présente des propriétés insecticides connus
mondialement. En effet, les néonicotinoides dominent le marché d’insecticide avec 23.1% suivi par
les pyréthrinoides (15.1%), les organophosphorés (13.3%) et les carbamates (10.6%) (Bodereau,
2012). La présence des deux acides aminés 'ornithine (3.043 ppm) et I'arginine (3.764 ppm) connus

pour leurs propriétés médicales (notamment antiparasitaire) a été aussi confirmé.

Tableau 09. Les principaux composés identifiés par '"H-RMN d’A. absinthium

N° Composés Erpérro:uence Intensité E;ﬁ:r(s;?r;)
01  o-phellandréne 0.9014 0.86 0.003
02 4, 7,7-trimethyl-8-oxabicyclo [2.2.2] octane (eucalyptol) = 1.4905 18.561 0.004
03 4-methyl-1-propan-2-ylbicyc|o [3.1.0] hexan-4-ol 1.6014 0.91 0.005
hydrate (4-Thujanol)
04 DL-2-camphanone 1.690 58.00 0.001
05 DL_ acide pipecolique 1.73 0.319 0.001
06 Spermine 1.786 4.780 0.002
07 L_methionine 2.629 4.75 0.002
08 5,7-Dih'yqroxy-2-(4-hydroxyphenyl) chroman-4-one ; 2.6711 6.30 0.001
(quercétine)

09 Acide L-cysteinesulfinique 2.691 94.968 0.003
10 @ D_ornithine 3.043 15.00 0.002
11 Spermidine 3.044 58.290 0.001
12 | Phenethylamine 3.278 101.830 0.002
13  Acide quinique 3.538 58.822 0.005
14 | Acide polygalacturonique 3.758 0.414 0.003
15 Acide Argininosuccinique 3.76 1.86 0.001
16 L_arginine_L_glutamate 3.763 6.186 0.002
17 L_arginine 3.764 6.80 0.003
18 N_acetyl D_glucosamine 3.825 3.659 0

19 Selenomethionine 3.830 1.803 0

20 | Acide ferulique 3.858 104.265 0.001
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Tableau 09. Les principaux composés identifiés par 1TH-RMN d’A. absinthium (Suite)

21 L _acide aspartique 3.885 3.923 0.001
22  D_Aspartate 3.886 4.049 0.001
23 Acide N_acetylneuraminique 3.978 0.711 0.001
24  Acide malique 4.286 1.01 0.006
25 Acide chorismique 4.885 1.369 0.003
26 D_glucose 5.2259 5.96 0

27  Acide Chlorogénique 5.315 16.006 0.005
28 D_glucosamine_6_phosphate 5.458 1.376 0.004
29 Méthyl jasmonate 5.459 4.061 0.001
30 Acide ethacrynique 6.078 2.353 0.004
31 Acide shikimique 6.431 1.881 0.004
32 Coumarine 6.432 100.906 0.002
33 Acide trans-3-Hydroxycinnamique 7.143 3.235 0

34  Flavone 7.425 4.15 0.004
35 Acide Nicotinique 7.504 0.894 0.003
36 Acide p-coumarique 7.506 102.450 0.001
37 Acide Indole-3-acetique 7.638 1.056 0

Les résultats de notre étude rejoignent ceux obtenus par Lopes-Lutz et al (2008) en ce qui
concerne la présence de 1,8-Cineole ou 4, 7,7-trimethyl-8-oxabicyclo [2.2.2] octane, le 4-Thujanol,
et le DL-2-camphanone dans les extraits de A. absinthium. Ces monoterpénes ont été signalés a
une fréquence de 1.4905 ppm et 1.6014 ppm respectivement. lls sont considérés comme étant les
composeés les plus actifs de I'absinthe, et sont connus pour leurs propriétés biologiques notamment,
insecticides et insectifuges (Sfara et al., 2009). Les extraits d’A. absinthium contiennent aussi des

terpénoides, représentés par I'a-phellandréne signalé a (0.9014 ppm).

1l1.1.3.2 Analyse des spectres de J. phoenicea

L'analyse des spectres des extraits de J. phoenicea nous a permis d’identifier et de lister les
composés rapportés dans le tableau 10. Les résultats révelent que I'extraction au méthanol permet
la récupération de différents composés, notamment en utilisant le mélange de solvants méthanol-
eau (Jmew). L'extraction méthanol-eau permet de récupérer plus de composés que lorsque nous

utilisons le méthanol absolu (Jmet), principalement dans les régions:

e 7-5ppm (composés avec des doubles liaisons C=C, ex : Acide gallique et Aldo hexoses sous

forme de glucose)
o 4,8-4,6 ppm (aldohexoses sous forme de glucose)
e 4.,5-4,2 ppm (acides maliques et saccharose)
e 3,5-3,1 ppm (monosaccharides)

e 3,0-2,0 ppm (acide malique, citrique et pyruvique, asparagine, aspartate, glutamine ...) (Fig.
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40 et 41).

En outre, L'extraction avec le solvant chloroforme-méthanol (Jmec) permet de récupérer des
composés moins polaires en plus de ceux qui sont présents dans les spectres obtenus dans Jmet
et Jmew. Les signaux les plus importants de ces composés sont répartis dans la zone de 1,9 a 0,5
ppm (Figure 42).

L'analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire 'H-RMN nous a permis
d’identifier des composés organiques de différentes natures, qui ont fait I'objet de plusieurs travaux
de recherche pour leurs effets pharmaceutiques et phytopharmaceutiques. Notant principalement
des terpénes (Fenchol a 0.981 ppm, a-phellandréne a 1.662 ppm, Terpinoléne a 2.337ppm), des
monoterpénes (Neomenthol a 1.269 ppm ; Sabinene a 1.534 ppm, myrtenal a 2.869 ppm et o-
pinéne a 3.073 ppm), des acides aminés (D_ornithine, Spermidine, Selenomethionine ... a 3.043,
3.149 et 3.83 respectivement), des acides organiques (acide polygalacturonique et acide
argininosuccinique a 3.75 et 3.76 ppm), des hexoamines monosaccharides
(N_acetyl D_mannosamine a 4.44 ppm), des vitamines (la B-caroténe a 6.151 ppm et acide

nicotinique a 7.504 ppm) et des phénylpropanoides (le Coniféryle a 6.731 ppm).
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Data Collected on:

ran2-msercury400
Archive directory:

/home /robot /vrarsys /data/20140623
Sasple directory:

20140623_03
Fiarite: JTmet_PROTONOL

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso
Data eolloc(u on: Jun 23 2014

Temp. 25.0C 7 298.1 K
Sasple #3, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
ACq. time 2.562 sec
Vidth 6398.0 M2
128 repetitions

RVE Hi, 400.1069236 mMz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 7 min 49 sec

Lukw

Figure 40. Spectre 1H-RMN de I'extrait J met (méthanol absolu) de J. phoenicea
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Sample Name:
Jimew
Data Collected on:
ran2-mercury400
Archive directory:
/home/robot /vnarsys /data/20140623
Sample directory:
20140623_01
FidFile: JTmew_PROTONO1L

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: daso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Sample #1, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.562 sec
Vidth 6398.0 Hz
128 repetitions
OBSERVE H1, 400.1069236 MHZ
OCESSING

FT size 65536
Total time ? min 49 sec
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Figure 41. Spectre 'H-RMN de I'extrait J mew (méthanol/ eau) de J. phoenicea
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Sample Name:
Jimec
Data Collected on:
ran2-mercury400
Archive directory:
/home /robot /vnmrsys /data/20140623
Sample directory:
20140623_12
FidFile: JTmec_PROTONOL

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: daso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0 C 7 298.1 K
Sample #3, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.562 sec

Vidth 6398.0 Hz

128 repetitions
OBSERVE H1, 400.1069236 MHZz
DATA PROCESSING
FT size 65536

Total time 7 min 49 sec
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Figure 42. Spectre "H-RMN de I'extrait Jmec (méthanol/chloroforme) de J. phoenicea
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Les résultats révelent aussi la présence des composés phénoliques notamment des flavonoides
et confirment I'identification par UPLC. En effet, le signal de la catéchine a été détecté a 6.7552 ppm
et la quercétine a 7.0034 ppm. Les lighanes sont aussi présents avec le honokiol qui a été détecté
a 6.8848 ppm. Ainsi, la coniférine et I'acide 4-isopropylbenzoique ont été signalé a 7.013 et 7.952

ppm respectivement.

Les résultats de notre étude révélent que les extraits méthanoliques de Juniperus phoenicea
constituent une source de métabolite secondaires, notamment des composés phénoliques, des
monoterpénes, des terpénes et des lignanes, dont certains possédent une activité biologique trés

prometteuse.

En outre, les résultats de notre étude sont comparables a ceux rapportés par Seca et Silva (2005),
qui ont établi un répertoire des principaux composés chimiques présents dans les extraits du genre
Juniperus, et ou on retrouve la plus part des composés que nous avons identifiés. De plus, les
résultats de notre étude vont dans le méme sens que ceux de Comte et al. (1997) concernant la
présence des phénylpropanoides (4-(3-hydroxyprop-1-en-1-yl)-2-methoxyphenyl  beta-D-
glucopyranoside). Ces composés secondaires sont impliqués dans des fonctions diverses telles que

la fertilité, la pigmentation, la lignification, la protection contre des agents biotiques ou abiotiques.

Tableau 10. Les principaux composés identifiés par '"H-RMN de J. phoenicea

N° | Composés Fréquence Intensité Erreur pro-
ppm bable
(ppm)
01 Fenchol 0.981 4.542 0.004
02 (1S 2S 5R)-(+)-Neomenthol 1.269 12.913 0
03  Sabinéne 1.5348 0.45 0
04  a-phellandréne (2-methyl-5-propan-2-ylcyclohexa-1,3- = 1.6629 0.63 0.005
diene)
05 @ Terpinoléne 2.337 11.584 0.001
06  (1R)-(-)-myrténal 2.869 - 0.006
07  D_ornithine 3.043 15.00 0
08  a-pinéne-oxyde 3.073 9.493 0.004
09  Spermidine 3.149 52.746 0.007
10 | DL_acide pipecolique 3.571 1.191 0.008
11 Acide glutamique 3.747 1.36 0
12 L _arginine_L_glutamate 3.75, 3.763 6.186 0.004
13  Acide Gluconique 3.756 9.695 0.003
14  Acide Polygalacturonique 3.758; 5.051 0.595 0.004
15  Acide Argininosuccinique 3.76 1.00 0.002
16  Selenomethionine 3.83 47462 0.002
17 | D_Aspartate 3.886 4.049 0.007
18  Acide aspartique 3.889 3.923 0.004
19  Acid Malique 4.286 2.76 0.007
20 | Acid tartrique 4.324 17.090 0.003

21 UDP glucuronate 4.363 57396 0
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Tableau 10. Les principaux composés identifiés par 1TH-RMN de J. phoenicea (Suite)

22 | Acide shikimique 4.385 2.433 0

23 | Acide galacturonique 4.396 3.748 0.006

24 | N_acetyl D _mannosamine 4.44 0.923 0.005

25 | Methyl_N_acetyl alpha_D_glucosaminide 4.751 5.158 0.001

26 | Acide Rosmarinique 5.19 41.070 0.003

27 | N_acetyl D _glucosamine_6_phosphate 5.192 0.744 0.001

28 | [B-caroténe 6.151 3.852 0.001

29 | Coniféryle 6.731 20.380 0.007

30  Catéchine (2-(3,4-dihydroxyphenyl) chroman-3, 5,7- 6.7552 10.31 0.001
triol)

31 2-(4-hydroxy-3-prop-2-enylphenyl)-4-prop-2- 6.8848 1.80 0.004
enylphenol ((Honokiol)

32  Quercétine (5,7-dihydroxy-3-(4-methoxyphenyl) 7.0034 0.99 0.001
chromen-4-one)

33  Coniférine (4-(3-hydroxyprop-1-en-1-yl)-2- 7.013 213 0
methoxyphenyl beta-D-glucopyranoside)

34  Acide gallique 7.04772 99 926 0.001

35 | Acide Nicotinique 7.504 0.894 0.001

36  Acide p-coumarique 7.506 102.450 0.003

37  Acide 4-isopropylbenzoique 7.952 24774 0.006

111.1.3.3 Analyse des spectres de T. articulata

L'analyse des spectres '"H-RMN des extraits méthanoliques de T. articulata (Figure 43, 44 et 45)
a permis de lister 36 composés organiques. Il est a noter que I'extraction par le mélange des solvants
méthanol/chloroforme a permis d’obtenir plus de pics que par le méthanol absolu ou le mélange
méthanol/eau.

Les résultats sont similaires a ceux obtenus pour les extraits d’Artemisia absinthium et de J.
phoenicea et révélent la présence de plusieurs types de composés, notamment des acides aminés
et leurs dérivées, des hexoses, des monosaccarides, des terpénes, des monoterpénes, des
sesquiterpénes et des composés phénoliques. De plus, I'analyse des spectres confirment la
présence des myricétine, kaempferol, quercetin et catéchines, composés phénoliques identifiés par
UPLC. La fréquence en ppm et I'intensité de signal de chaque composé sont mentionnés dans le

tableau 11.

La présence des monoterpénes neomenthol, Thuja-2,4(10)-diéne et a-pinéne oxyde a été détecté
a 0.958, 2.409 et 3.073 ppm respectivement. Les alcools terpéniques fenchol, a-terpinéol et linalol
ont été signalés a une fréquence de 1.107, 1.119 et 5.216 ppm respectivement. Alors que le
tritérpéne canophyllol a été identifié a 3.544 ppm. En outre, le sesquiterpéne eremophilene a été
identifié a 1.8775 ppm. Ces composés partagent leurs propriétés biologiques avec les phénols
particulierement microbicides a large spectre (bactéricide, viricide, fongicide), et parasiticide (Tholl,
2006).

78




Sample Name:
Tmet
Data Collected on:
rmn2-mercury400
Archive directory:
/home /robot /vimrsys /data/20140623
Sample directory:
20140623_04
FidFile: Tmet_PROTONO1

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0 C 7/ 298.1 K
Sample #4, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.562 sec

Width 6398.0 Hz

128 repetitions
OBSERVE H1l, 400.1069236 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536
Total time 7 min 49 sec

——
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Figure 43. Spectre '"H-RMN de I'extrait Tmet (méthanol absolu) de T. articulata




Sample Name:
Tmew
Data Collected on:
ran2-mercury400
Archive directory:
/home /robot /vemrsys /datas/20140623
Sample directory:
20140623 _09%
FidFile: Tmew_PROTONOL

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: daso
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0 C 7 298.1 K
Sample #3, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.562 sec

Vidth 6398.0 Hz

128 repetitions
OBSERVE Hl, 400.1069236 MH2z
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 7 min 49 sec

Figure 44. Spectre 'H-RMN de I'extrait Tmew (méthanol/eau) de T. articulata
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Data Collected on:
ran2-mercury400
Archive directory:
/home /robot /vimrsys /data /20140623
le directory:
20140623_11
Fidfile: Tmec_PROTONOL

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: e
Data collected on: Jun 23 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Sample #2, Operator: robot

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

128 repetitions
OBSER' M1, 400.1069236 mMHZ
DATA PROCESSING
FY size 65536
Total time 7 min 49 sec

13 12 11

-

-

Figure 45. Spectre 1H-RMN de I'extrait Tmec (méthanol/chloroforme) de T. articulata

== |

-
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Les résultats de notre étude révélent aussi la présence des composés phénoliques. En effet, les
flavonoides sont représentés par le rutoside trihydrate qui constitue un diglycoside de de la quercé-
tine signalé a une fréquence de 3.0634 ppm, par la catéchine a 6.8357 ppm, le kaempferol a 6.9294
ppm, les flavones a 7.55 ppm et la quercétine a 7.5522 ppm. De plus, Nous avons pu identifier le

honokiol, un lignane dont la fréquence est de 3.2502 ppm.

Ainsi, les extraits méthanoliques de T. articulata contiennent des aldohexoses comme le glucose
(5.222 ppm) et leurs dérivés ; des acides carboxyliques comme I'acide propionique (1.043 ppm),
I'acide pipecolique (3.571 ppm) et I'acide gluconique (3.752 ppm) ; lls contiennent aussi des acides
aminés comme l'ornithine (3.776ppm) et la selenomethionine (3.83 ppm) ainsi que le méthyl jasmo-
nate (5.254 ppm).

En outre, 'analyse des spectres a permis d’identifier également le R-(+)-2-Pyrrolidone-5-carboxy-
late a une fréquence de 2.125 ppm. Ce dernier est connu pour ses propriétés insecticides et il a été
utilisé dans la formulation des insecticides de contacts et fumigéne, notamment contre le moustique
Aedes aegypti (Watkins et al, 2000).

D’aprés les résultats obtenus, les extraits de T. articulata constituent une source de biopesticide
a exploiter. La composition chimique des extraits de Thuya de Berbérie pourrait dépendre de fac-
teurs écologiques et environnementaux et de facteurs génétiques, en accord avec d’autres travaux
sur les Cupressacées. Le taux de feuilles, d’écorce et de bois peuvent varier. Barrero et al. (2005)
ont montré que les feuilles et le bois de Tetraclinis articulata ont un profil différent, avec des concen-

trations trés différentes.

Parmi les composés identifiés, plusieurs sont communs aux trois espéces étudiées. Particuliere-
ment I'ornithine, la quercétine et les acides carboxyliques. En outre, une grande similitude dans la
composition chimique du Juniperus phoenicea et de Tetraclinis articulata a été notée. Cela peut étre
expliqué par 'appartenance des deux espéces a la méme famille botanique. De plus la présence du
méthyl jasmonate et des flavones a été enregistrée chez les deux espéces A. absinthium et T. arti-
culata. De méme que le fenchol, I'a-phellandréne, I'acide nicotinique, et la spermidine ont été signa-

Iés dans les extraits d’A. absinthium et de J. phoenicea.

Tableau 11. Les principaux composés identifiés par "H-RMN de T. articulata

N° Composés Fréquence  Intensité Erreur pro-
ppm bable (ppm)

01 (1S, 28, 5R)-(+)-Neomenthol 0.958 98.577 0.002

02 Acide propionique 1.043 14.406 0.005

03 Fenchol 1.107 5.262 0.002

04 o-terpinéol 1.119 101.087 0.006

05 (+)-Eremophiléne (valencéne, 4a, 5-dimethyl-3-prop-1- 1.8775 0.98 0.004

en-2-yl-2, 3, 4, 5, 6,7-hexahydro-1H-naphthalene)

06 R-(+)-2-Pyrrolidone-5-carboxylate 2125 1.06 0

07 L_arginine_L_glutamate 2.34 5.324 0

08 Thuja-2,4(10)-diéne (Bicyclo [3.1.0] hex-2-ene, 4- 2.409 3.701 0.003

methylene-1-(1-methylethyl)-)
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Tableau 11. Les principaux composés identifiés par TH-RMN de T. articulata (Suite)

09 Myrtenol (Bicyclo [3.1.1] hept-2-ene-2-methanol, 6,6- 2.412 3.474 0.003
dimethyl-)

10 Rutoside Trihydrate 3.0634 1.56 0

11  a-pinéne oxyde 3.073 9.302 0.009

12 Honokiol (2-(2-hydroxy-5-prop-2-enylphenyl)-4-prop-2- 3.2502 9.77 0.004
enylphenol)

13 Canophyllol (8a-(hydroxymethyl)-4, 4, 6a, 6b, 11, 12, 3.544 1.76 0.009

14b-heptamethyl-2, 3, 43, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 12a,
14,14a-tetradecahydro-1H-picen-3-ol)

14 Acide DL_pipecolique (L-homoproline) 3.571 1.191 0.003
15 UDP glucuronate 3.573 11187 0.001
16 L-ascorbate 3.735 5.432 0.002
17 Acide gluconique 3.752 9.695 0.002
18 Acide polygalacturonique 3.758 0.414 0.004
19 D_ornithine 3.776 0.30 0.002
20 Selenomethionine 3.83 47462 0.007
21  Acide L_aspartique 3.889 6.59 0.003
22 Acide shikimique 3.973 1.250 0.005
23 L Phénylalanine 3.975 1.96 0.003
24 Acide N_acetylneuraminique 3.978 0.711 0
26 Acide malique 4.272 2.59 0.006
27 Acide L_tartarique 4.324 17.090 0.002
28 Linalol (3,7-Dimethylocta-1,6-dien-3-ol) 5.2166 1.16 0.001
29 D_glucose 5.222 1.74 0.007
30 Méthyl jasmonate 5.254 5.005 0.003
31  Acide D_galacturonique 5.285 2.515 0.002
32 2-(3,4-dihydroxyphenyl) chroman-3, 5,7-triol / (Caté- 6.8357 7.76 0.008
chine
33 Acide)2,5-dihydroxybenzoique 6.841 101.717 0.001
34 3,5, 7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl) chromen-4-one / 6.9294 3.92 0
(Kaempferol)
35 Flavone 7.55 1.86 0.005
36 Quercétine (5,7-dihydroxy-3-(4-methoxyphenyl) chro- 7.5522 0.92 0.008
men-4-one)

lll.2. Etude de I'activité biologique des extraits méthanoliques des espéces exploitées

L'activité biologique d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata a été mise en évidence
en évaluant I'effet insecticide et fongicide de chaque extrait méthanolique. L’activité insecticide a été
évaluée sur S. oryzae alors que l'activité fongicide a été évaluée sur deux espéces de Fusarium,
soient F. culmorum et F. graminearum. Seuls les extraits obtenus par I'extraction avec le méthanol
absolu ont été retenus pour effectuer tous les tests biologiques. Cela est di au fait que les résultats
du screening phytochimique sur les trois espéces ont montré que, globalement le méthanol constitue

un meilleur solvant pour extraire le maximum de composés bioactifs.
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111.2.1 Etude de I'activité insecticide

Lactivité insecticide des trois extraits a été évaluée en réalisant un ensemble de tests

expérimentaux par contact direct et par traitement des grains de blé.
lll.2.1.1. Evaluation de I’activité insecticide par contact

L'évaluation de l'effet insecticide des trois extraits méthanoliques a été réalisée par le calcul des
individus morts de S. oryzae aprés exposition aux trois doses de chaque extrait. La mortalité corrigée
pour chaque extrait a été aussi calculée. Les figures (46, 48, 50) montrent I'évaluation du taux de
mortalité des individus de S. oryzae par rapport au temps d’exposition aux trois doses, pour chaque
extrait testé. Les courbes de régression des probits en fonction des logs doses de chaque extrait
sont présentées dans les figures (47, 49 et 51). Le potentiel toxicologique des extraits méthanoliques
de la partie aérienne d’A. absinthium, J. phoenicea et T. articulata, exprimé en DL50 et DL90, est
résumé dans le tableau 12. Globalement, les extraits ont montré leurs efficacités contre le ravageur

des stocks S. oryzae.

L'extrait d'A. absinthium était hautement toxique pour S. oryzae, entrainant une mortalité de 100%
en 24h a une dose de 60 mg/cm?. En revanche, a la méme dose et au méme temps d'exposition,
les extraits de J. phoenicea et T. articulata ont provoqué respectivement un taux de mortalité de 95%
et 95,65%. Néanmoins les 100% de mortalité ont été vite atteint (aprés 48h) avec I'extrait de J.
phoenicea, alors que I'extrait de Tetraclinis articulata a provoqué une mortalité totale des individus
aprés 5j (120h) a la méme dose. Aucune mortalité n'a été observée pendant 24 h pour les trois

extraits a une dose de 30 mg/cm? ou 15 mg/cm?.

En outre, nous avons constaté que la mortalité causée par chaque traitement augmentait avec
l'augmentation de la durée d'exposition. L'extrait d’A. absinthium a causé une mortalité de 85,16%
et 53,66% a une dose de 30 et 15 mg/cm? respectivement aprés 8 jours d'exposition. L'extrait de J.
phoenicea a entrainé un taux de mortalité de 61,11% et 37%, tandis que I'extrait de T. articulata a
provoqué un pourcentage de mortalité de 42,55% et 16,66% respectivement aux mémes doses et

au méme temps d'exposition.

Tableau 12. Valeur des DL50 et DL90 pour chaque extrait

Extrait méthanolique R? DL50 (mg/cm?) DL90 (mg/cm?)
A. absinthium 0.95 15.53 28.14
J. phoenicea 0.93 22.14 34.85
T. articulata 0.88 24.05 37.23

Les résultats de notre étude montrent clairement que le pourcentage de mortalité est
proportionnel aux doses testées et au temps d’exposition, et ceci quel que soit I'extrait exploité. De

plus, l'analyse de la variance pour l'effet insecticide des extraits par contact est hautement
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significative Pr< 0,0001 (Tableau 13).

Tableau 13. Mortalité moyenne de S.

Extraits
A absinthium
J phoenicea
T articulata
Control Act
Pr>F
Significatif

oryzae aprés 8j de traitement (30 mg/cm?)

Moy. individus morts
17,333 a
13,000 b
9,667 c
2,000d
< 0,0001

Oui

*Comparaisons issues du test de Dunnett au seuil de 5%
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== D1=15mg/cm?  ==D2 =30 mg/cm? D3= 60 mg/cm?

Figure 46. Evolution dans le temps de I'activité insecticide d’ A. absinthium sur le pourcentage de

mortalité corrigée de S. oryzae

85




) y=2,1542x - 0,9093 o
R*=0,9551

[o)]
4

Probits

0 T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

log dose

Figure 47. Droite de régression de I'effet insecticide par contact d’A. absinthium a I'égard de S.

oryzae
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Figure 48. Evolution dans le temps de I'activité insecticide de J. phoenicea sur le pourcentage de

mortalité corrigée de S. oryzae
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Figure 49. Droite de régression de I'effet insecticide par contact de J. phoenicea a I'égard de S.

oryzae
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Figure 50. Evolution dans le temps de I'activité insecticide de T. articulata sur le pourcentage de

mortalité corrigée de S. oryzae
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Figure 51. Droite de régression de I'effet insecticide par contact de T. articulata a I'égard de S.

oryzae
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11l.2.1.2. Evaluation de I’effet insecticide par traitement des grains

Les trois extraits méthanoliques d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata ont été testés
pour leurs effets insecticides afin de dégager ceux qui paraissent plus efficaces pour le contrdle de
Sitophilus oryzae dans le blé en stock. Selon les résultats obtenus, les extraits exploités se sont
révélés efficaces. En effet, les taux de mortalité corrigée obtenus pour chaque extrait sont 71,89%,
70,15% et 56,1% respectivement pour A. absinthium, J. phoenicea et T. articulata aprés 8j du
traitement (Tableau 14 ; Figure 52). Un taux de mortalité de 1,73% a été enregistré pour le témoin

acétone.

Tableau 14. Mortalité de S. oryzae traité avec les différents extraits apres (8j)

A absinthium 14,667 a
J phoenicea 14,333 a
T articulata 11,667 a
Témoin ACT 1,333 b
Témoin 1,000 b
Pr>F < 0,0001
Significatif Oui

*Comparaisons issues du test de Dunnett au seuil de 5%
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Figure 52. Nombre des individus morts aprés 8j du traitement des grains

L'analyse de la variance révéle un effet insecticide hautement significatif (F< 0,0001) des extraits
méthanoliques a I'égard de S. oryzae, ce qui nous a permis de distinguer deux groupes homogénes

(A et B) entre les grains traités et les grains non traités (Tableau 14, Fig. 52).

Quatorze jours aprés l'infestation des grains (traités et non traités), le nombre d’individus morts
de S. oryzae a été compté et tous les individus (morts et vivant) ont été retirés pour faciliter le
dénombrement des adultes émergents par la suite et pour ne pas fausser les résultats. Le tableau
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15 résume les résultats obtenus aprés 14j d’essai. Un taux de mortalité corrigée de 77,77% a été
enregistré dans les lots de grains traités par les extraits d’A. absinthium et de J. phoenicea alors que

pour les grains traités par I'extrait de T. articulata un taux de mortalité de 68,5% a été obtenu.

Tableau 15. Mortalité de S. oryzae traité avec les différents extraits aprés (14j)

Traitement Moy. Mortalité
A absinthium 16,000 a
J phoenicea 16,000 a
T articulata 14,333 a
Témoin ACT 2,333 b
Témoin 2,000 b
Pr>F < 0,0001

Significatif Oui

*Comparaisons issues du test de Dunnett au seuil de 5%

Les résultats obtenus par ce test confirment les résultats obtenus par le test d’évaluation de I'effet
insecticide des extraits par contact et montrent I'efficacité de nos extraits dans le control de S.

oryzae.

1ll.2.1.3. Evaluation de I’effet des extraits méthanoliques sur la descendance de premiére

génération F1

L'effet des extraits méthanoliques sur 'émergence des adultes de S. oryzae (F1) a été évalué.
L'analyse de la variance révele un effet hautement significatif des trois extraits (P< 0,0001). En effet,
les extraits d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata ont réduits le taux d’émergence de
96.89, 97.41 et 95.86% respectivement. Le nombre moyen d’individus émergés dans le lot des
grains non traités (témoin) est de 64,33 alors que le nombre d’individus émergés dans les lots traités

par I'extrait de J. phoenicea est de (1,6). Le tableau 16 et la figure 53 résument les résultats obtenus.

Tableau 16. Nombre d’émergence de la F1 de S. oryzae

dans les différents lots de grain

Traitement Nombre d'individus émergés
Témoin 64,333 a
Témoin ACT 59,000 b
T articulata 2,667 ¢
A absinthium 2,000 ¢c
J phoenicea 1,667 ¢
Pr>F < 0,0001

Significatif Oui

*Comparaisons issues du test de Dunnett au seuil de 5%
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En outre, nous avons remarqué que les extraits entrainent un prolongement dans la durée du
cycle de développement de l'insecte. D’aprés les résultats, les extraits de J. phoenicea et d’A.
absinthium prolongent le cycle d’'une moyenne de 8j comparativement a la durée du cycle du témoin
non traité ou le cycle de S. oryzae a duré 35j a 27+2°C et 70+5% RH. Tout de méme, I'extrait de T.
articulata a prorogeé le cycle de développement de l'insecte de 5 jours (Tableau 17 ; Figure 54). Ces

résultats sont trés prometteurs et reflétent I'efficacité de nos extraits.

Tableau 17. Durée moyenne du Cycle de développement de la F1

de S. oryzae dans les différents lots de grain

Traitement Moy. Cycle de développement (j)
J phoenicea 43,667 a
A absinthium 43,333 a
T articulata 40,000 b
Témoin ACT 35,667 ¢
Témoin 35,333 ¢
Pr>F < 0,0001

Significatif Oui

*Comparaisons issues du test de Dunnett au seuil de 5%
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Figure 53. Nombre d’individus émergés (F1) de S. oryzae dans les différents lots de grains
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Figure 54. Durée moyenne du cycle de développement des individus de la F1 du S. oryzae dans

les différents lots de grains

lll.2.1.4. Evaluation de I'effet des extraits méthanoliques sur la perte en poids des grains

Les variations de poids observées au niveau des lots de grains de blé non traités et les lots de
grains traités avec les différents extraits méthanoliques au bout d’'un cycle de développement de S.
oryzae sont résumeées dans le tableau 18. Des pertes importantes sont enregistrées dans les lots
témoins (plus de 4g). Les insectes semblent avoir occasionné des pertes hautement significatives
dans les lots non traités (8,66 %). Cela signifie qu’au bout de plusieurs générations successives
elles seront encore plus importantes. L’'analyse de la variance et les comparaisons par le test de

Dunnett au seuil de 5% ont permis d’obtenir deux groupes homogénes.
Tableau 18. Variations de poids en matiére seche des grains apres infestation par S. oryzae

dans les différents traitements

Poids en matiére séche des

Traitement grains (g)
A absinthium 49,667 a
J phoenicea 49,667 a

T articulata 49,333 a
Témoin ACT 46,333 b

Témoin 45,667 b
Pr>F < 0,0001
Significatif Oui

*Comparaisons issues du test de Dunnett au seuil de 5%
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Lors de cette partie de la thése, nous avons procédé a I'évaluation du potentiel insecticide des
extraits méthanoliques d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata a 'égard de S. oryzae et

nous avons constaté un effet insecticide dont I'ampleur variait selon les espéces exploitées.

En utilisant la méthode du papier imprégné (par contact), il a été possible de démontrer I'effet
toxique des trois extraits sur le charancon du riz. De plus, les résultats obtenus par le test de
traitement de grains ont confirmé I'activité insecticide des extraits en révélant leurs effets diminutifs
sur les adultes de la F1. Cette diminution est due entre autres, a I'effet insecticide par contact des
extraits qui ont supprimé plus de 70% de la population d’insectes introduites dans les lots traités.
Cette double action des extraits pourrait étre due a la présence de divers composés bioactifs dans
les extraits méthanoliques bruts. Il est trés probable que ces composés chimiques interférent

principalement avec certains aspects biologiques, écologiques et physiologiques de l'insecte.

De nombreux chercheurs ont mis en évidence l'efficacité des extraits de plantes a I'égard des
insectes, notamment ceux qui infestent les denrées stockées. Hasan et al. (2015) ont pu démontrer
I'activité larvicide et insecticide des extraits des feuilles et des tiges de Mallotus repandus contre
Culex quinquefasciatus et S. oryzae. De méme, les poudres et les huiles de Syzygium aromaticum
et Anacardium occidentale causent une mortalité considérable chez les adultes de S. oryzae (lleke
et al., 2014). En outre, Franz et al. (2011) ont évalué la toxicité de plusieurs huiles essentielles et
ont montré que les huiles essentielles de Cymbopogon citratus causait une mortalité atteignant
respectivement 70% et 100% des adultes de S. oryzae apres 24 et 48 h avec une DL50 de 0,027
uL/mL, alors que la mortalité due a Mentha sp. et Zingiber officinale était de 40% apres 24 h et 55%
apres 48 h. Par ailleurs, Auamcharoen et al. (2012) ont constaté que I'extrait méthanolique brut de
Duabanga grandiflora présentait une faible toxicité par contact contre S. oryzae avec une mortalité
maximale de 33% a 32 mg/mL aprés 7 jours d’exposition et se révélait avoir un effet plutot répulsif.
Ainsi ils rapportent que la toxicité dépend essentiellement de la concentration d’extrait et de la durée

d’exposition.

Des résultats similaires a les notre sur l'effet insecticide d'Artemisia sp., Juniperus sp. et de T.
articulata ont été signalés. A cet égard, la toxicité de I'huile essentielle d'A. judaica a été démontré
contre Callosobruchus maculatus en utilisant une gamme de tests (fumigation, répulsion, éclosion
d'ceufs, émergence d'adultes...) (Abd-Elhady, 2012). En outre, la toxicité des huiles essentielles de
A. annua contre S. oryzae (Aggarwal et al., 2001) et de A. capillaris et A. mongolica contre S.
zeamais (Liu et al., 2010) a été rapportée. De méme pour J. phoenicea, dont I'huile essentielle a été
considérée en tant qu'agent anti-appétant et insecticide contre Tribolium confusum (Bouzouita et al.,
2008). De plus, la combinaison de gel de silice avec des huiles essentielles de Juniperus oxycedrus
ssp. oxycedrus protege efficacement le blé contre les ravages de S. oryzae (Athanassiou et al.,
2013). Une activité insecticide a également été observée pour I'extrait aqueux du bois de T. articulata
qui a diminué la longévité des larves de quatre types de moustiques : Culex pipiens, Aedes caspius,

Culiseta longiareolata et Anopheles maculipennis (Aouinty et al., 2006).
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Les études sur la composition chimique des huiles essentielles ou des extraits de plantes
aromatiques en relation avec le screening de leurs activités biologiques (effets toxiques, répulsifs,
antinutritifs...) sont abondantes. En effet, des études faites par Gotawska et al. (2008) révelent que
la résistance des plantes aux attaques d’insectes peut étre liée a la présence de flavonoides, et
suggeérent que les six aglycones de flavanols identifiées pendant leurs travaux de recherche
(quercétine, kaempferol+RCO-, kaempferol, tricine, apigenine+tRCO- et apigenine) sont
responsables de I'effet répulsifs et dissuasif contre Acyrthosiphon pisum (le puceron vert du pois) et
modulent son comportement alimentaire. Ceci est expliqué par le fait que les plantes infestées
présentaient une concentration relativement élevée de phénols totaux, des o-dihydroxyphénols et
des flavonoides totaux par rapport au plantes témoins non infestés par l'insecte. Ces composés
peuvent exercer un effet synergique sur le comportement, la physiologie et le métabolisme des
pucerons et, par conséquent, réduire la population de pucerons dans les plantes résistantes
(Szynkarczyk et al., 2001). De méme, Green et al. (2003) confirment que les quercitine glycosides

et les phénylpropanoides présentent des effets dissuasifs contre les larves de Spodoptera litura.

L'ensemble de ces composés ont été identifiés par les deux méthodes d’analyses (UPLC et 'H-
RMN) dans notre étude et donc nous pouvons conclure que I'activité insecticide notable de nos
extraits est principalement liée a la présence de ces composés. En outre, étant donné que nous
avons signalé la présence des acides phénoliques (identifies par UPLC) uniquement dans les
extraits d'A absinthium, nous suggérons que ces composes ameéliorent encore ['activité insecticide

de I'extrait de cette plante contre S. oryzae.

Par ailleurs, Mierziak et al. (2014) ont établi une revue des connaissances actuelles sur les
fonctions des flavonoides dans la physiologie des plantes et leurs relations avec I'environnement.
lIs rapportent que les flavonoides peuvent agir comme étant des agents stimulants ou inhibant pour
réguler I'oviposition et I'alimentation chez une population d’insectes. Par exemple, la naringenine,
I'nesperetine-7-O-rutinoside et la quercétine-3-O-rutinoside, ainsi que d'autres composés actifs,
stimulent I'oviposition des papillons Papilli sp. sur les jeunes feuilles de Citrus sp. Une activité
similaire de luteolin 7-O- (6"- malonyl glucoside) sur Papilio polyxenes et de isorhamnetin glucoside
sur Luehdorfia sur les feuilles de plantes du genre Asarum a été constatée. Les flavonoides peuvent
également inhiber l'oviposition chez les insectes, par exemple, d’'une part le quercétine-3-O-
rutinoside agit comme un stimulant pour Danaus plexippus, et d’'une autre part comme dissuasif

pour Pieris rapae.

Dans la méme optique, Regnault-Roger et Hamraoui (1997) rapportent que I'effet des composés
phénoliques s’exprime de différentes maniéres dépendant de I'insecte (motricité, activités ovicide,
larvicide, anti nutritionnelle et inhalatrice...). lls soulignent que tous les composés exercent une
action inhibitrice significative, mais d'intensité variable sur la reproduction de l'insecte : I'eugénol, le
linalol, le terpinéol, le thymol et le carvacrol sont parmi les composés les plus actifs. lls ont également

mis en évidence que certains polyphénols appartenant aux acides phénols (benzoiques ou
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cinnamiques) et aux flavonoides (hydrocarbures terpéniques) provoquaient une perturbation
physiologique de l'insecte, notamment une inhibition progressive de la motricité ou un effet knock-
down (effet de paralysie des muscles et du systeme nerveux des insectes entrainant leur mort).

1ll.2.1.5. Evaluation de I'effet des extraits méthanoliques sur la germination des grains

Les résultats de test de germination indiquent que le pourcentage de germination des grains dans
tous les lots traités ainsi que les deux témoins (témoin, et témoin acétone) est de 100% apres 5jours
du test (Tableau 19). Par conséquent, les extraits méthanoliques exploités n’ont aucun effet sur la
germination des grains et peuvent étre recommandés comme alternative aux pesticides de synthése

dans l'agriculture.

Tableau 19. Effet des extraits méthanoliques sur la germination des grains

Témoin 100
Témoin ACT 100
A absinthium 100
J phoenicea 100
T articulata 100

Figure 55. Germination des grains de blé tendre traités par les différents extraits
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lll.2.2 Evaluation de I’activité fongicide des extraits méthanoliques

L'activité antifongique des extraits d'A. absinthium, J. phoenicea et T. articulata a 'égard de F.
culmorum et F. graminearum a été évaluée in vitro en mesurant les diamétres de croissance
mycélienne et ceci en utilisant la technique d’empoisonnement de milieu de culture. Les extraits ont
provoqué une réduction significative de la croissance de ces souches fongiques. L'extrait de T.
articulata a été le plus efficace contre 'ensemble des souches fongiques, tandis que les extraits d’A.
absinthium et J. Phoenicea présentaient une toxicité faible 8 modérée. Les pourcentages d'inhibition
de la croissance mycélienne (MGl%) pour chaque extrait de plante et pour chaque souche de
Fusarium sont présentés dans le tableau 20. L'analyse statistique des données montre des
différences significatives entre les valeurs de croissance mycélienne pour les extraits des trois

plantes testées (Figure 56, 57 et 58).

Tableau 20. Effet des extraits méthanoliques sur la croissance mycélienne des souches fongiques

Souche fongique Extrait méthanolique Moy. crmssa(:rc;e; mycelienne MGI1%
Tetraclinis articulata 3.8+£02c 55.8
FC.04.12: Fusarium Artemisia absinthium 556+040b 35.26
culmorum Juniperus phoenicea 586+0.30b 31.77
Control 8.6 a -
Pr>F <0,0001
Significatif: Oui
Tetraclinis articulata 48+0.36¢C 4418
FC.06.11: Fusarium Artemisia absinthium 6.63+0.15b 22.86
culmorum Juniperus phoenicea 6.83+0.20b 20.53
Control 8.6 a -
Pr>F <0,0001
Significatif: Oui
Tetraclinis articulata 513+£0.85b 40.3
FG.02.12: Fusarium Artemisia absinthium 7.73+£0.50 a 10.07
graminearum Juniperus phoenicea 8.06 + 0.05 a 6.19
Control 8.6 a -
Pr>F <0,0001
Significatif Oui

*Comparaisons issues du test de Fisher (LSD) au seuil de 5%

Les pourcentages d’inhibition les plus faible (6,19%) et (10,07%) ont été observés chez les
souches FG.02.12 de F. graminearum inoculées dans les milieux traités par les extraits de J.
phoenicea et A. absinthium respectivement. La souche FC.04.12 de F. culmorum s’est avérée la
plus sensible vis a vis I'extrait de T. articulata qui a provoqué le pourcentage d’inhibition le plus élevé
soit 55,8% (Figure 59, 60 et 61).
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Figure 56. Effet des extraits méthanolique sur la souche FC.04.12
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Figure 57. Effet des extraits méthanolique sur la souche FC 06.11
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Figure 58. Effet des extraits méthanolique sur la souche FG.02.12
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. articulata

FG.02.12

Figure 61. Effet des extraits méthanoliques sur la croissance de la souche FG 02 12

Notre travail de recherche souligne I'effet des extraits de A. absinthium, de J. Phoenicea et de T.
articulata sur la croissance mycélienne de F. culmorum et F. graminearum, des agents pathogénes
qui pourraient envahir le stock et une infinie variété de matiéres végétales seches. Les résultats
obtenus révélent que I'extrait de T. articulata inhibe la croissance mycélienne de F. culmorum et F.
graminearum de 40 a 55%. Tandis que les extraits d’A. absinthium et de J. phoenicea avaient un
effet faible 8 modéré. Des observations similaires ont été faites par Msaada et al., (2015) qui ont
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évalué l'effet de I'huile essentielle d'absinthe (A. absinthium) contre F. graminearum (23%), F.
culmorum (23% et F. oxysporum (27%) alors que Kordali et al. (2005) ont rapporté I'efficacité de
'huile essentielle de A. absinthium et 'ont décrite comme étant un biofongicide contre 34 espéces
de champignons dont F. solani et F. oxysporum et ont lié I'activité antifongique a la présence de

certains composés dont le camphre, le 1,8-cinéole et le chamazuléne.

En outre, I'efficacité des huiles essentielles de J. Phoenicea ssp. lycia contre certaines espéces
de champignons (Gloephyllum trabeum, Poria placenta, Coniophora puteana et Coriolus versicolor)
a été décrite par Mansouri et al. (2011). L'activité antifongique de T. articulata a également été
démontrée contre Penicillium parasiticus, Aspergillus niger et Trametes pini (Bourkhiss et al., 2010)

et enfin contre Fusarium spp., Penicillium spp., A. flavus, and A. niger (Abi-Ayad et al., 2009).

Les résultats de I'évaluation de l'activité antifongique des extraits méthanolique sont trés
différents et variables comparablement aux résultats des recherches antérieures. Cela dépend
essentiellement des souches fongiques, de leurs agressivités et de leurs sensibilités vis a vis a

certains composés actifs.

Globalement, 'ensemble des résultats obtenus dans notre étude suggérent un bon potentiel des
extraits d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata en tant qu'agents répulsifs, agents
insecticides et agents fongicides dans les systémes de gestion des organismes nuisibles de

stockage.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES



Conclusion et perspectives

Dans un premier temps, un screening phytochimique des extraits méthanoliques des trois
plantes exploitées a été réalisé. Une différence quantitative a été constatée dans Le
rendement d'extraction qui était de I'ordre de 11 a 21% pour les trois espéces. L’analyse
chimique a été menée par I'utilisation de deux méthodes basées sur la spectrométrie de masse
(MS) et la spectroscopie, qui constituent les approches les plus réussies pour déterminer I'état
métabolique d'un organisme. |l s’agit de L'UPLC (Chromatographie Liquide Ultra-haute

Performance et la '"H-RMN (Proton Nuclear Magnetic Resonance).

L'UPLC-PDA-MS s’est avérée étre une technique utile qui peut fournir une sensibilité et une
spécificité suffisantes pour la détection d'un grand nombre de substances notamment les
composés phénoliques méme a de faibles concentrations. Elle offre une optimisation
chromatographique ainsi qu’'une optimisation des conditions d’ionisation qui nous ont permis
de détecter plusieurs composés phénoliques avec une bonne sensibilité. La présence de
plusieurs acides phénoliques, de flavonoides glycosides et aglycones a été signalée. Les
composeés les plus abondants dans l'extrait d'A. absinthium étaient des acides phénoliques,
avec 41,66% d'acides dicaffeoylquiniques (0,033 et 0,032 mg/mL), suivis de 23,07% (0,036
mg/mL) d'acide 5-cafeoquinquinique. En revanche, les flavonoides étaient présents en
abondance dans les extraits des espéces de Cupressaceae, enregistrant 0,037 mg/mL
(45,67%) de quercétine-3-O-rhamnoside, suivie de 41,97% (0,034 mg/mL) de catéchine pour
I'extrait de J. phoenicea ainsi que 42,76% (0,084 mg/mL) de myricétine-rhamnoside et 31,05%
(0,061 mg/mL) de quercétine-3-O-rhamnoside pour celui de T. articulata. Cette méthode
analytique doit étre adoptée dans les différents laboratoires de recherche agronomique pour
réaliser les différentes analyses phytochimiques et faciliter la recherche de molécules

biologiquement actives.

De plus, les profils métaboliques de A. absinthium, J. phoenicea et T. articulata examinés
par la technique de Proton Nuclear Magnetic Resonance 1H RMN sont trés riches en
composés actifs. Les spectres '"H RMN représentatifs de chaque extrait montrent que bien que
les résonances des espéces soient facilement apparentes, notamment dans les régions dont
les fréquences sont entre (2 et 5 ppm), il existe de nombreuses autres régions du spectre ou
de grandes différences se produisent entre les différents extraits. En particulier, la région entre
(6 et 8 ppm) qui a des différences marquées dans les spectres. Ainsi, les résultats d’analyse
révélent la présence des composés organophosphoreés, des acides aminés, des polyamines
et des polyphénols principalement dans la région (3-6 ppm). Les résultats confirment aussi la

présence des acides phénoliques et des flavonoides déja identifiés par UPLC.
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Conclusion et perspectives

Dans un second temps, nous avons procédé a une évaluation de l'activité biologique des

trois extraits. Pour le faire, différents techniques ont été adoptées.

Une méthodologie expérimentale a été appliquée dans le but d’évaluer I'activité insecticide
des extraits méthanoliques bruts d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata via
différents tests. A l'issue de ce travail, nous avons pu montrer que les trois extraits et
particulierement I'extrait d’A. absinthium exhibent une activité insecticide élevée. La mortalité
de la population de S. oryzae par évaluée via le test de contact direct a été enregistrée aprés
24 heures d’exposition pour A. absinthium. Les DL50 pour les trois extraits ont été calculées :
(15,53 mg/cm?) pour A. absinthium, suivi de (22,14 mg/cm?) pour J. phoenicea et (24,05
mg/cm?) pour T. articulata. De plus, le traitement des grains de blé par les trois extraits avant
infestation par le coléoptere a permis d’observer des taux de mortalité corrigée élevés pour
chaque extrait : 71,89%, 70,15% et 56,1% respectivement pour A. absinthium, J. phoenicea
et T. articulata aprés 8j du traitement de grains. En outre, les résultats révélent que les trois
extraits ont un effet diminutif sur la descendance de premiére génération du coléoptéere. Les
extraits d’absinthe, de genévrier phénicien et de cyprés de ['‘Atlas ont réduit le taux
d’émergence des adultes de la F1 de S. oryzae de 96.89%, 97.41% et 95.86% respectivement.
Dans la méme optique, I'évaluation de la perte en matiére séches des grains de blé dans des
lots traités par les extraits et d’autre sans traitement a été réalisée. Les résultats sont trés
promoteurs car, encore une fois, I'analyse de la variance et les comparaisons avec les lots de

témoins non traités révélent un effet hautement significatif des trois extraits (P< 0,0001).

Ensuite, nous avons vérifié I'effet des trois extraits sur la germination des grains de blé in
vitro et les résultats étaient négatifs. En effet, les extraits méthanoliques des trois pantes

n’influent pas sur la germination.

Le potentiel antifongique des extraits a également été évalué. Les souches fongiques de
Fusarium culmorum (FC.04.12 et FC.06.11) et F. graminearum(FG.02.12) utilisées étaient
issues de la collection de laboratoire de mycologie de 'ENSA et ont été isolées a partir du blé
infesté. L’évaluation a été réalisée a l'aide de la technique d’empoisonnement de milieu de
culture PDA. Les trois extraits ont réduit la croissance de Fusarium culmorum et F.
graminearum in vitro. T. articulata s’est révélé le plus efficace avec un pourcentage d’inhibition
de 40 a 55%. Les pourcentages d’inhibition les plus faible (6,19%) et (10,07%) ont été
observés chez les souches FG.02.12 de F. graminearum inoculées dans les milieux traités par
les extraits de J. phoenicea et A. absinthium respectivement. La souche FC.04.12 de F.
culmorum s’est avérée la plus sensible vis a vis I'extrait de T. articulata qui a provoqué le

pourcentage d’inhibition le plus élevé soit 55,8%.
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Conclusion et perspectives

Cette activité biologique (insecticide et fongicide) des trois extraits est sans doute liée a

leurs profils métaboliques, notamment leurs richesses en composés phénoliques.

Notre étude a permis d’éclairer certaines propriétés biologiques a intérét agronomique de
l'absinthe, de genévrier phénicien et du cyprés d’Atlas qui ont montré des activités
prometteuses insecticides et antifongiques dans la protection des denrées stockées. De fagon
générale, ces travaux participent également a une meilleure connaissance de la chimio- et de
la biodiversité des espéces algérienne, premier pas vers une meilleure préservation de cet

environnement.

Ce travail ayant été effectué, il serait intéressant comme projet a venir de comparer les
résultats des propriétés insecticides a d’autres sous espéces des trois plantes algériennes
étudiées afin de déterminer celles présentant les propriétés les plus bioactives. Il serait
également fort intéressant de procéder a un isolement des composés majoritaires présents
dans les extraits bruts d’A. absinthium, de J. phoenicea et de T. articulata et d’évaluer leurs
activités biologiques indépendamment. Une recherche supplémentaire devrait étre menée
pour déterminer leurs modes d'action sur le charangon du riz et les espéces fongiques afin de
faciliter le développement de formulations de nouveaux biopesticides pour la protection des

céréales stockées.
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Tableau 21. Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de Juniperus

phoenicea
Index Fréquence (ppm) | Intensité

1 13.3599 0.754347
3 13.1721 1.00682
5 13.1189 21.9105
6 13.0681 4.37057
7 12.9388 3.46455
8 12.8519 1.4801
10 12.6201 0.712043
12 12.3498 1.9573
14 12.0145 15.598
16 11.6095 0.731715
18 11.5012 1.47046
20 11.4167 1.87292
22 11.3401 7.1113
23 11.3279 1.37847
25 11.2855 1.68469
26 11.2635 6.53942
27 11.2425 1.26325
30 11.0005 7.96682
32 10.755 1.02231
34 10.2553 9.88534
35 10.2143 2.4069
36 10.1616 1.70818
38 9.93469 1.10771
40 9.91371 1.46893
42 9.8693 0.608377
44 9.73706 0.895129
46 9.65654 1.2498
48 9.46085 0.751204
50 9.29689 0.806725
52 9.14561 1.07253
53 9.12414 8.639
54 9.1051 3.68363
55 9.05874 1.16558
56 8.96603 2.07445
57 8.92113 2.5808
58 8.88599 10.1838
59 8.84939 2.45091
60 8.80938 8.45007
61 8.76156 10.7901
62 8.74594 4.17459
63 8.71764 10.267
64 8.64492 10.3639
65 8.61321 4.4763
66 8.56489 3.67035
67 8.54635 3.20905
69 8.12472 0.646759

116




Annexes

Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de

Juniperus phoenicea

71 7.96271 5.63142
72 7.84022 1.76875
73 7.55084 3.09289
74 7.52937 4.58593
75 7.47911 15.7569
76 7.45715 16.2058
77 7.39175 2.41897
78 7.18094 3.28082
79 7.16386 3.78461
80 7.1419 3.83876
81 7.13361 3.62118
82 7.09213 3.75833
83 7.07553 3.51588
84 7.04284 4.2337
85 7.02527 4.05049
86 7.01307 6.47966
87 7.00526 6.07126
88 6.98282 4.4528
89 6.96281 5.76644
90 6.92621 8.26246
91 6.90962 7.40497
92 6.88814 5.64419
93 6.85057 8.58563
94 6.8291 10.2733
95 6.79494 9.64406
96 6.75834 31.0831
97 6.73296 13.7297
98 6.72174 24.0452
99 6.70612 18.3788
100 6.69929 24.0899
101 6.6827 17.4619
102 6.66562 12.1554
103 6.65049 16.3792
104 6.63488 14.0972
105 6.6012 8.99763
106 6.5812 10.0681
107 6.53191 24.4616
108 6.51532 17.2026
109 6.49043 8.01104
110 6.48262 7.21928
111 6.47481 6.91851
112 6.45529 7.34672
113 6.42845 19.8378
114 6.35135 6.83855
115 6.30548 6.9916
116 6.28889 6.08006
117 6.27181 5.52834
118 6.25863 6.89458
119 6.23911 4.85324
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Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de

Juniperus phoenicea

120 6.2274 4.68097
121 6.2069 9.28382
122 6.16103 11.6505
123 6.14932 13.3585
124 6.10442 2.44333
125 6.06246 2.31955
126 6.04343 2.43869
127 6.00097 2.07789
129 5.99951 3.5834
130 5.94631 3.9296
131 5.9346 4.02543
132 5.91752 6.01915
133 5.90288 4.85862
134 5.87653 4.75362
135 5.85018 9.33397
136 5.8453 10.4827
137 5.78381 5.15152
138 5.75356 21.3985
139 5.72672 23.6975
140 5.70964 23.9859
141 5.68329 24.3223
142 5.64815 10.1929
143 5.64278 8.93842
144 5.63351 5.66819
145 5.62424 5.5092
146 5.56421 9.26516
147 5.51249 6.73151
148 5.44417 6.94708
149 5.42904 7.11049
150 5.37682 8.32845
151 5.35779 8.84767
152 5.33095 8.36355
153 5.28801 9.75504
154 5.25092 19.1025
155 5.19724 9.25715
156 5.16601 40.9072
157 5.10892 8.7908
158 5.09525 40.348
159 5.05036 16.2302
160 5.03767 15.6649
161 5.02742 18.5917
162 5.01424 17.3009
163 4.9918 15.1097
164 4.98155 15.5764
165 4.93714 77.845
166 4.92787 80.0996
167 4.87517 54.4203
168 4.86589 32.4062
169 4.85272 55.3521
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Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de

Juniperus phoenicea

170 4.8493 51.3799
171 4.83173 55.8136
172 4.82637 57.4846
173 4.82246 48.1963
174 4.80734 27.9292
175 4.78342 48.3368
176 4.77318 54.5569
177 4.75122 24.2251
178 4.74438 28.4167
179 4.7273 21.6282
180 4.71803 20.5262
181 4.70437 21.1333
182 4.68582 15.6522
183 4.67265 21.7148
184 4.66582 22.7702
185 4.65606 18.8735
186 4.63507 25.3546
187 4.61507 81.4213
188 4.60384 83.9699
189 4.58871 100.996
190 4.57261 110.716
191 4.55163 83.223

192 4.53552 94.0684
193 4.49258 21.7542
194 4.47794 21.8529
195 4.4672 24.6294
196 4.45549 28.438

197 4.44329 33.7518
198 4.42719 51.9796
199 4.41938 38.6156
200 4.40181 38.0482
201 4.38278 30.8213
202 4.33984 31.3762
203 4.32764 26.9478
204 4.30812 21.0583
205 4.29348 24.7699
206 4.27884 32.9412
207 4.26908 27.9258
208 4.24858 22.8611
209 4.23297 27.8059
210 4.21003 61.9013
211 4.19393 70.1934
212 4.08413 13.591

213 4.05485 13.2983
214 4.03582 11.9766
215 3.98897 10.4487
216 3.96847 13.4424
217 3.95286 16.4746
218 3.93724 14.4099
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Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de

Juniperus phoenicea

219 3.89186 14.985

220 3.87819 16.5164
221 3.82647 18.7762
222 3.81524 18.6932
223 3.79767 41.7538
224 3.77864 70.5613
225 3.76791 59.7568
226 3.76303 59.9966
227 3.75327 69.0236
228 3.74692 45.8692
229 3.73814 76.0795
230 3.7274 91.9776
231 3.71667 92.6299
232 3.70544 63.6233
233 3.70056 60.791

234 3.68836 69.5714
235 3.67958 79.5562
236 3.66884 72.4475
237 3.65908 53.3762
238 3.64835 56.7308
239 3.63468 30.654

240 3.61224 62.6196
241 3.60101 75.9184
242 3.59418 81.9476
243 3.57954 74.1887
244 3.53562 48.4953
245 3.51269 29.3458
246 3.49414 28.4417
247 3.46925 51.8552
248 3.46145 53.7198
249 3.44632 95.9471
250 3.43363 53.0996
251 3.42533 47.6308
252 3.40923 121.292
253 3.38581 57.6832
254 3.37849 61.9382
255 3.37214 70.6428
256 3.36287 59.5688
257 3.35409 55.4321
258 3.34482 70.4113
260 3.25551 48.6075
261 3.24575 48.1852
262 3.2277 36.4646
263 3.21891 39.0053
264 3.2033 33.846

265 3.1423 77.9427
266 3.13449 76.6738
267 3.1218 74.8932
268 3.11399 75.1093
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Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de

Juniperus phoenicea

269 3.09447 24.5279
270 3.08374 25.0708
271 3.07544 26.7024
272 3.06227 27.0731
273 3.05251 25.4117
274 3.04421 24.0037
275 3.02859 26.4625
276 3.00761 31.2525
277 2.99346 27.4952
278 2.97004 24.0076
279 2.94661 15.2216
280 2.87488 11.357
281 2.86268 11.5569
282 2.8534 12.3763
283 2.84316 12.8353
284 2.8212 10.56

285 2.77923 8.84834
286 2.73189 10.2301
287 2.71481 10.1323
288 2.69627 10.0319
289 2.63039 15.2031
290 2.61917 15.5392
291 2.6099 13.12

292 2.60453 11.9783
293 2.58842 11.8608
294 2.56695 12.3466
298 2.4269 14.1746
299 2.41567 15.1751
300 2.39225 15.464

301 2.38151 15.2922
302 2.33711 20.9289
303 2.29807 25.4073
304 2.29319 24.7772
305 2.28831 24.3198
306 2.27806 23.4589
307 2.23756 23.839

308 2.22048 29.3981
309 2.2034 241151
310 2.18632 28.3838
311 2.16192 28.5345
312 2.14288 47.5032
313 2.12434 30.0041
314 2.07993 25.8833
315 2.08091 26.5791
317 1.99453 40.5153
318 1.95989 53.7986
319 1.91158 36.7174
320 1.87351 37.626

321 1.85594 38.2457
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Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de

Juniperus phoenicea

322 1.83203 35.313

323 1.81202 42.7778
324 1.80617 46.0469
325 1.7803 54.7434
326 1.77494 58.0581
327 1.72955 57.6439
328 1.71101 61.3709
329 1.69393 50.4144
330 1.67197 51.907

331 1.65782 59.1363
332 1.63439 55.5676
333 1.59535 44.1436
334 1.53582 55.3819
335 1.50703 58.4646
336 1.47677 89.4248
337 1.45676 103.699
338 1.39089 56.2499
339 1.36941 61.0322
340 1.33525 57.9232
341 1.32452 56.0651
342 1.30109 67.783

343 1.29231 62.6074
344 1.27767 71.3188
345 1.26986 73.3558
346 1.19666 565.175
347 1.14835 70.7023
348 1.13274 94.891

349 1.12737 82.0266
350 1.1098 75.8571
351 1.10443 85.6509
352 1.09467 119.61

353 1.08101 165.229
354 1.05124 245.499
355 1.02001 60.2925
356 1.00195 59.3103
357 0.966818 226.815
358 0.949738 61.5042
359 0.939978 59.218

360 0.920458 50.2485
361 0.906794 51.4433
362 0.883371 70.4898
363 0.869219 56.4929
364 0.853115 53.5501
365 0.834571 73.145

366 0.816027 101.035
367 0.801388 93.4496
368 0.786748 91.2537
369 0.770156 39.1221
370 0.741852 194.326
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Tableau 21. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Jmet de
Juniperus phoenicea

371 0.715013 26.44

372 0.706229 24.1892
373 0.657917 10.7556
374 0.62327 35.1754
375 0.607654 25.8703
376 0.59399 12.1903
377 0.563246 20.0187
378 0.528111 13.7362
379 0.506151 97.1678
380 0.492975 29.2924
381 0.472479 15.3195
382 0.460279 16.7829
383 0.368536 2.30396
384 0.343161 2.1093

Tableau 22. Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet d’Artemisia

absinthium

Index | Fréquence (ppm) | Intensité
1 12.5577 18.8022
2 11.3474 4.35689
3 11.2967 3.09481
4 11.262 4.18833
5 10.7638 2.8063
6 9.76829 2.8043
7 9.44768 3.53031
8 9.29249 4.54156
9 8.95236 3.49818
10 8.87672 2.73008

11 8.85086 2.8271
12 7.71286 16.1629
13 7.69578 14.9556
14 7.6909 17.7744
15 7.69187 18.8066
16 7.63526 32.2624
17 7.6299 31.4026
18 7.63087 31.6547
19 7.59525 3.98145
20 7.56792 3.64314
21 7.50692 4.76277
22 7.46007 5.48012
23 7.42103 5.79258
24 7.38736 6.02847
25 7.32588 4.02389
26 7.30245 4.54638
27 7.21656 4.01573
28 7.19412 4.48206
29 7.1785 5.42803
30 7.14288 29.7073
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Tableau 22. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet

d’Artemisia absinthium

31 7.12141 29.2875
32 7.02429 21.7665
33 6.99746 12.6266
34 6.94475 11.6278
35 6.91352 60.4873
36 6.89742 10.914
37 6.87936 57.264
38 6.85203 16.9452
39 6.83739 15.3674
40 6.83154 16.7409
41 6.81202 71.168
42 6.80421 45.854
43 6.78371 13.57

44 6.73833 12.6138
45 6.72711 10.9771
46 6.71783 11.4256
47 6.6988 14.3231
48 6.68416 12.554
49 6.62512 11.4526
50 6.6056 63.1756
51 6.60072 77.6118
52 6.5607 9.78533
53 6.49384 7.64944
54 6.48164 8.55265
55 6.46212 8.0596
56 6.45432 8.8723
57 6.44114 11.8933
58 6.43382 9.8676
59 6.40698 13.1503
60 6.39576 31.593
61 6.37965 18.0288
62 6.35428 14.8143
63 6.30889 10.1018
64 6.24838 8.10526
65 6.22203 10.2137
66 6.18446 14.5065
67 6.16347 13.9894
68 6.14346 14.1489
69 6.13126 12.4127
70 6.10198 13.0501
71 6.08247 10.1099
72 6.05563 8.51177
73 6.04928 8.66028
74 6.02244 9.95928
75 6.01854 8.75352
76 6.01415 9.34747
77 6.01073 8.99677
78 6.00975 8.77728
79 6.00878 8.92062
80 6.00439 8.48045
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Tableau 22. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet
d’Artemisia absinthium

81 6.00292 9.92691
82 6.00146 14.8416
83 5.99999 23.7167
84 5.99707 9.96912
85 5.99511 10.2537
86 5.99267 8.73042
87 5.9917 8.80262
88 5.96486 29.2306
89 5.95071 206.733
90 5.92533 26.2716
91 5.87751 10.8256
92 5.83896 13.5372
93 5.81602 13.2285
94 5.77747 9.95997
95 5.72525 14.8554
96 5.69939 17.7271
97 5.66572 14.8268
98 5.63888 15.2889
99 5.62375 16.8901
100 5.59789 18.1219
101 5.53494 55.6661
102 5.50517 27.8824
103 5.49248 24.3363
104 5.47686 25.1125
105 5.46466 27.9964
106 5.45442 26.6065
107 5.43929 28.677

108 5.42074 26.0128
109 5.36804 31.4218
110 5.32022 52.2896
111 5.30411 58.2563
112 5.27288 102.673
113 5.21091 41.5938
114 5.18504 41.3988
115 5.1582 45.2691
116 5.1138 41.2227
117 5.07817 64.3416
118 5.04548 48.4278
119 5.01132 42.764
120 4.99424 45.9092
121 4.96057 35.89

122 4.92982 40.7764
123 4.91469 47.3682
124 4.88834 43.7724
125 4.83954 48.1001
126 4.82344 49.0956
127 4.78782 50.7962
128 4.76244 48.9127
129 4.72974 43.8312
130 4.70486 61.8925
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Tableau 22. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet
d’Artemisia absinthium

131 4.68338 58.9668
132 4.6746 57.1463
133 4.62239 107.801
134 4.61067 87.0391
135 4.60384 88.0853
136 4.44964 35.4761
137 4.41499 44.4796
138 4.35301 32.2438
139 4.3413 32.371

140 4.29152 34.9279
141 4.26127 36.4624
142 4.19441 30.1324
143 4.17343 33.5636
144 4.16123 34.7526
145 4.14317 39.5366
146 4.11975 39.2841
147 4.10462 43.6329
148 4.08218 48.5702
149 4.07486 48.5067
150 4.0529 42.2272
151 3.97726 38.9518
152 3.96066 39.2817
153 3.94358 35.8568
154 3.89625 180.738
155 3.88503 65.1409
156 3.85916 81.5773
157 3.82988 326.502
158 3.78889 230.425
159 3.76059 58.2855
160 3.73472 413.636
161 3.71374 118.336
162 3.70203 253.723
163 3.69227 115.07

164 3.6869 158.895
165 3.63956 56.3614
166 3.63322 52.2163
167 3.61175 57.684

168 3.59516 222.935
169 3.56344 39.536

170 3.53269 46.0343
171 3.47804 38.1907
172 3.44681 36.9729
173 3.40386 59.6544
174 3.37361 68.2801
176 3.2765 538.423
177 3.22672 90.4208
178 3.13644 70.4866
179 3.12229 42.0761
180 3.10228 52.2752
181 3.08618 69.692
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Tableau 22. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet
d’Artemisia absinthium

182 3.07105 76.5482
183 3.06275 120.915
184 3.04519 57.1408
185 3.02518 62.5434
186 3.01005 79.1191
187 2.98028 46.3051
188 2.96028 53.806
189 2.94124 46.4326
190 2.88073 34.5126
191 2.85682 56.4369
192 2.83047 54.2735
193 2.79875 31.6235
194 2.78069 32.803
195 2.71774 78.065
196 2.69383 63.7554
197 2.67187 70.3572
198 2.63625 61.4496
199 2.62698 64.1833
200 2.60746 63.4973
201 2.58745 65.1117
202 2.56939 66.2224
203 2.54694 67.5611
204 2.53767 66.7114
205 2.52742 64.7485
206 2.50254 69.9471
208 2.43227 75.3601
209 2.4147 71.6752
210 2.4025 68.665
211 2.38249 71.9395
212 2.37127 70.3995
213 2.32491 82.3652
214 2.30636 102.306
215 2.28928 111.118
216 2.28196 118.204
217 2.27562 113.286
218 2.25854 111.124
219 2.2317 133.045
220 2.21364 152.964
221 2.19315 123.308
222 2.17607 115.911
223 2.15655 155.407
224 2.138 207.601
225 2.11995 174.018
226 2.10775 116.394
227 2.09653 126.156
228 2.07847 123.069
229 2.06529 118.518
231 2.0082 391.104
232 1.99795 316.634
233 1.98087 268.464
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Tableau 22. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet
d’Artemisia absinthium

234 1.96721 257.7

235 1.93939 169.676
236 1.93256 166.235
237 1.9023 188.295
238 1.86961 193.636
239 1.83789 208.759
240 1.8213 177.924
241 1.79982 304.392
242 1.78372 183.026
243 1.73687 150.899
244 1.72907 151.272
245 1.71003 140.254
246 1.69295 147.502
247 1.6788 151.357
248 1.65879 142.446
249 1.64659 153.325
250 1.63683 151.206
251 1.60609 211.789
252 1.58267 220.534
253 1.56071 351.679
254 1.5368 208.692
255 1.51874 228.198
256 1.4919 276.991
257 1.47482 252.86
258 1.45481 283.152
259 1.42651 310.255
260 1.39918 232.751
261 1.38796 257.126
262 1.36453 231.192
263 1.33135 357.309
264 1.31622 216.149
265 1.30841 217.056
266 1.22789 924.41

267 1.18934 2592

268 1.16274 463.76
269 1.13371 564.118
270 1.10248 367.911
271 1.08198 330.602
272 1.0693 416.348
273 1.05124 447.509
274 1.03026 383.06
275 1.00781 463.483
276 0.990241 406.931
277 0.953642 270.026
278 0.93705 250.605
279 0.92241 194.462
280 0.904354 161.681
281 0.883859 214.05
282 0.871659 248.381
283 0.848723 151.281
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Tableau 22. (Suite) Données spectrales de H-RMN de I'extrait méthanolique Amet

d’Artemisia absinthium

284 0.826763 308.45

285 0.811147 476.599
286 0.794068 358.435
287 0.75942 285.473
288 0.745756 174.711
289 0.719404 254.511
290 0.668653 86.6843
291 0.629613 43.8167
292 0.613998 35.5292
293 0.597894 50.8286
294 0.480775 11.9528
295 0.441248 13.8974
296 0.301681 7.83553
297 0.25825 10.2975
298 0.0596358 4.54122

Tableau 23. Données spectrales d’H-RMN de I'extrait méthanolique Tmet de Tetraclinis

articulata
Index Fréquence (ppm) | Intensité
2 12,647 16,6777
3 12,6182 5,77709
4 12,5865 3,563302
6 11,4167 3,23114
7 11,2635 13,8577
8 10,8277 3,36801
9 9,21978 14,2742
10 9,14512 2,68834
11 9,12609 15,8327
12 9,10608 5,28179
13 9,02166 5,63748
14 8,88648 14,3043
15 8,82646 5,69183
16 8,80889 13,7727
17 8,76253 13,0458
18 8,71764 10,4314
19 7,96417 4,2583
20 7,52742 2,82237
21 7,44836 6,83393
22 7,34149 2,68255
23 7,26048 3,18019
24 7,23023 2,64189
25 7,15508 5,42712
26 6,98672 3,83018
27 6,90718 4,63296
28 6,88619 5,39827
29 6,84959 43,9981
30 6,77688 9,92287
31 6,74028 8,4112

129




Annexes

Tableau 23. (Suite) Données spectrales d’H-RMN de I'extrait méthanolique Tmet de
Tetraclinis articulata

32 6,7071 11,6214
33 6,67879 13,9895
34 6,65488 13,1244
35 6,63439 15,8332
36 6,55972 10,1498
37 6,53923 12,3075
38 6,47335 8,65234
39 6,39917 6,39365
40 6,35379 6,32155
41 6,33037 18,3029
42 6,30645 6,66048
43 6,28693 8,88592
44 6,25766 20,835
45 6,24253 11,3065
46 6,21422 9,45319
47 6,20593 15,9336
48 6,17665 9,41555
49 6,16835 16,8462
50 6,16298 16,7151
51 6,06148 3,40734
52 6,04538 3,70173
53 6,00731 2,78

54 5,99951 4,0104
55 5,93363 7,25393
56 5,91899 9,77337
57 5,84481 14,1298
58 5,80236 6,99063
59 5,77454 7,61806
60 5,75648 7,60296
61 5,72965 11,1619
62 5,71159 9,64969
63 5,68475 9,70887
64 5,66865 7,89558
65 5,64181 17,0447
66 5,63644 11,5969
67 5,60862 6,9992
68 5,5647 5,76115
69 5,48516 4,73877
70 5,37731 12,5106
71 5,35926 14,2186
72 5,28703 23,2924
73 5,25141 17,9968
74 5,23189 12,4869
75 5,2153 10,8514
76 5,15967 22,7524
77 5,10745 16,5599
78 5,09428 32,1823
79 5,08452 23,703
80 5,05231 15,4103
81 5,01766 18,5924
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Tableau 23. (Suite) Données spectrales d’H-RMN de I'extrait méthanolique Tmet de

Tetraclinis articulata

82 4,99912 12,6913
83 4,97472 17,9573
84 4,96447 19,5816
85 4,95471 22,9839
86 4,93763 118,709
87 4,92836 118,826
88 4,91372 51,4668
89 4,87712 28,6617
90 4,87858 29,2539
91 4,8698 34,8712
92 4,84637 39,373
93 4,81954 48,6504
94 4,77171 32,1037
95 4,75219 22,576
96 4,74341 27,8194
97 4,72779 21,7101
98 4,69949 17,8459
99 4,66728 27,1473
100 4,64923 25,4476
101 4,63654 32,4007
102 4,61409 129,028
103 4,60287 139,113
104 4,58823 162,098
105 4,57212 171,229
106 4,55211 139,495
107 4,53601 148,186
108 4,51112 29,9273
109 4,46623 26,2499
110 4,455 28,6126
111 4,44378 33,4765
112 4,4267 35,1836
113 4,41938 37,2841
114 4,4023 38,7416
115 4,39108 32,4518
116 4,35252 27,6157
117 4,33935 39,786
118 4,32617 31,51

119 4,29396 24,2894
120 4,27786 31,3097
121 4,26859 26,8919
122 4,20954 100,359
123 4,19393 111,865
124 4,08364 16,1116
125 3,97823 18,8336
126 3,93285 22,7677
127 3,89235 14,6144
128 3,83671 14,1377
129 3,77767 91,7083
130 3,75375 49,0203
131 3,73716 72,9433
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Tableau 23. (Suite) Données spectrales d’H-RMN de I'extrait méthanolique Tmet de
Tetraclinis articulata

132 3,72692 133,054
133 3,71569 133,653
134 3,6991 81,1931
135 3,68739 71,943
136 3,6786 107,581
137 3,66787 107,193
138 3,65811 75,1874
139 3,64737 73,1929
140 3,6015 115,625
141 3,58052 248,335
142 3,57417 95,5027
143 3,56685 66,0289
144 3,6527 156,906
145 3,54587 45,6477
146 3,52293 172,407
147 3,5161 47,7228
148 3,48731 144,815
149 3,48097 26,2327
150 3,47804 38,4328
151 3,47462 34,6721
152 3,46828 74,8612
153 3,45998 75,8028
154 3,43607 175,081
155 3,4268 62,7571
156 3,42387 74,2299
157 3,4185 43,5035
158 3,40972 114,478
159 3,37166 70,9459
160 3,36141 53,8551
161 3,34042 103,406
162 3,32139 95,4451
164 3,24624 102,211
165 3,24038 109,279
166 3,21794 64,053
167 3,20378 54,103
168 3,19012 43,8459
169 3,16231 42,4034
170 3,14132 120,253
171 3,134 123,594
172 3,12131 117,132
173 3,11351 120,647
174 3,06373 36,5336
175 3,01347 32,825
176 2,99151 33,7039
177 2,96857 34,3266
178 2,94515 24,855
179 2,92514 21,5337
180 2,75727 37,4684
181 2,72945 39,0566
182 2,69969 37,5068
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Tableau 23. (Suite) Données spectrales d’H-RMN de I'extrait méthanolique Tmet de

Tetraclinis articulata

183 2,66309 33,0001
184 2,63137 31,8507
185 2,61185 33,8479
188 2,41519 22,0287
189 2,37517 24,4503
190 2,34003 26,2717
191 2,29319 38,0298
192 2,22194 32,2779
193 2,18778 41,8089
194 2,16289 32,2679
195 2,14386 46,979
196 2,12532 34,8195
197 2,08091 43,7957
199 1,99893 44,6119
200 1,98331 47,5179
201 1,96867 53,1202
202 1,93207 90,2635
203 1,91206 93,7285
204 1,88181 51,0743
205 1,8457 40,3114
206 1,81251 42,624
207 1,78274 48,5092
208 1,74175 39,509
209 1,7154 42,8979
210 1,65782 80,5267
211 1,60267 50,8628
212 1,59047 50,6598
213 1,56803 42,7215
214 1,5529 43,343
215 1,48116 73,784
216 1,45042 86,7807
217 1,39576 52,823
218 1,34013 48,63

219 1,31866 53,136
220 1,29963 64,6119
221 1,27425 71,0976
222 1,19862 648,021
223 1,1425 42,7408
224 1,12151 143,98
225 1,11273 67,5698
226 1,10541 87,4866
227 1,09223 115,003
228 1,05368 107,59
229 1,04831 100,095
230 1,02147 43,28

231 0,997073 50,0671
232 0,98097 49,9222
233 0,968282 58,5349
234 0,960474 45,7024
235 0,933146 45,9409
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Tableau 23. (Suite) Données spectrales d’H-RMN de I'extrait méthanolique Tmet de

Tetraclinis articulata

236 0,896547 55,8192
237 0,851651 107,429
238 0,814563 214,307
239 0,798948 98,2855
240 0,784796 92,3933
241 0,770644 48,2313
242 0,751612 65,0895
243 0,745268 45,2125
244 0,636933 15,768
245 0,613998 21,613
246 0,564222 53,314
247 0,529087 5,67653
248 0,507127 14,3823
249 0,493951 10,5569
250 0,473943 11,2513
251 0,460279 32,6846

Tableau 24.Evolution de la DL50 par rapport au temps d’exposition des insectes aux extraits

méthanoliques

A absinthium J phoenicea T articulata
Jour Coefficient DL 50 Coefficient DL 50 Coefficient DL 50
R? (mg/cm?) R? (mg/cm?) R? (mg/cm?)
3 R2=10,72 29,3 R2= 0,90 28,57 R2= 0,91 34,79
4 R2= 0,76 28,58 R2= 0,90 28,57 R2= 0,91 34,79
5 R2= 0,84 27,22 R2= 0,81 26,1 R2= 0,85 27,83
6 R2= 0,82 26,36 R2= 0,80 24,33 R2= 0,85 27,83
7 R2= 0,89 23,02 R2= 0,81 24,27 R2= 0,83 27,36
8 R2= 0,95 15,53 R2= 0,93 22,14 R2= 0,88 24,05
9 R2= 0,99 13,59 R2= 0,89 17,3 R2= 0,82 22,23
10 R2=10,75 9,41 R2= 0,87 15,82 R2=10,79 19,86
11 R2=10,75 4,37 R2= 10,75 9,06 R2= 0,83 17,11

Tableau 25. Analyse de la variance des données du Test insecticide des extraits par contact

Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modele 3 377,667 125,889 65,681 < 0,0001
Erreur 8 15,333 1,917
Total corrigé 11 393,000

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)
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Tableau 26. Analyse de la variance des données de la mortalité de S. oryzae par traitement
des grains aprés 08jr

Source DDL Somme Moyenne F Pr>F
des carrés | des carrés
Modele 4 568,933 142,233 41,029 < 0,0001
Erreur 10 34,667 3,467
Total corrigé 14 603,600

Calculé contre le modeéele Y=Moyenne(Y)

Tableau 27. Analyse de la variance des données de la mortalité de S. oryzae par traitement
des grains aprés 14jr

Source DDL | Somme des carrés Moyenne des F Pr>F
carrés
Modele 4 640,400 160,100 120,075 < 0,0001
Erreur 10 13,333 1,333
Total corrigé 14 653,733
Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)
Tableau 28. Analyse de la variance des données de 'émergence de la F1 du S. oryzae
Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modele 4 12812,933 3203,233 1456,015 < 0,0001
Erreur 10 22,000 2,200
Total corrigé 14 12834,933

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)

Tableau 29. Analyse de la variance de la durée du cycle de développement de S. oryzae

Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modéle 4 192,933 48,233 55,654 < 0,0001
Erreur 10 8,667 0,867
Total corrigé 14 201,600

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)
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Tableau 30. Analyse de la variance des données liées a la perte en matiére séche des
grains dues a l'infestation par S. oryzae.

Source DDL Somme Moyenne F Pr>F
des carrés des carrés
Modéle 4 46,400 11,600 15,818 0,000
Erreur 10 7,333 0,733
Total 14 53,733
corrigé
Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)

Tableau 31. Analyse de la variance des données liées a la croissance mycélienne de la
souche FG.02. 12

Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modeéle 3 21,397 7,132 29,111 0,000
Erreur 8 1,960 0,245
Total corrigé 11 23,357

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)

Tableau 32. Analyse de la variance des données liées a la croissance mycélienne de la
souche FC.06.11

Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modéle 3 21,723 7,241 147,277 < 0,0001
Erreur 8 0,393 0,049
Total corrigé 11 22,117

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)

Tableau 33.Analyse de la variance des données liées a la croissance mycélienne de la
souche FC.04.12

Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modeéle 3 35,396 11,799 159,082 < 0,0001
Erreur 8 0,593 0,074
Total corrigé 11 35,989

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)
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RESUME

La recherche se concentre de plus en plus sur l'identification de solutions alternatives a
l'utilisation de produits chimiques pour la gestion des organismes nuisibles qui s’attaquent aux
denrées stockées. Dans ce contexte, nous avons testé les activités insecticides et
antifongiques des extraits méthanoliques d'Artemisia absinthium L. (Asteraceae) et de deux
espéces de Cupressaceae, en occurrence Juniperus phoenicea L. et Tetraclinis articulata
(Vahl) Mast., collectées dans le nord de I'Algérie, a I'égard de Sitophilus oryzae L. (Coleoptera,
Curculionidea) — un insecte ravageur primaire des grains stockés - et dans le controle de
Fusarium sp., agents pathogénes mycotoxigéniques. Dans un premier temps, nous avons
procédé a une analyse chimique en utilisant deux méthodes basées sur la spectrométrie de
masse (MS) et la spectroscopie, qui sont deux approches les plus réussies pour déterminer
I'état métabolique d'un organisme. |l s'agit de I'UPLC (Chromatographie liquide ultra haute

performance et de la '"H-NMR (résonance magnétique nucléaire au proton).

Le rendement d'extraction était compris entre 11 et 21%. Les données chromatographiques
UPLC ont montré la présence de plusieurs acides phénoliques, des flavonoides glycosides et
des flavonoides aglycones. Les composés les plus abondants dans l'extrait d’A absinthium
étaient des acides phénoliques, avec 41,66% d'acides dicaffeoylquiniques (0,033 et 0,032 mg
/ mL), suivis de 23,07% (0,036 mg / mL) d'acide 5-caféinequinique. En revanche, les
flavonoides étaient abondamment présents dans les extraits d’espéces de Cupressaceae,
enregistrant 0,037 mg / mL (45,67%) de quercétine-3-O-rhamnoside, suivi de 41,97% (0,034
mg / mL) de catéchine pour I'extrait de J. phoenicea et 42,76% (0,084 mg / mL) de myricetine-
rhamnoside et 31,05% (0,061 mg / mL) de quercétine-3-O-rhamnoside pour celui de T.
articulata. De plus, les spectres de "TH-NMR représentatifs de chaque extrait montrent que bien
que les résonances de I'espéce soient facilement apparentes, en particulier dans les régions
dont les fréquences sont comprises entre 2 et 5 ppm, il existe de nombreuses autres régions
du spectre ou de grandes différences se produisent entre les différents extraits. En particulier,
la région entre (6 et 8 ppm) qui a marqué les différences de spectre. Ainsi, les résultats
analytiques révélent la présence de composés organophosphorés, de monosaccharides,

d'acides aminés, de polyamines et de polyphénols principalement dans la région (3-6 ppm).

L'activité insecticide a été évaluée par différents tests. Les résultats révélent que les trois
extraits étaient trés efficaces. La mortalité du ravageur a été enregistrée aprés 24 h pour A.
absinthium. Les résultats de la DL50 ont révélé que l'extrait le plus actif était celui de A.
abstinium (15,53 mg/cm?), suivi de J. Phoenicea (22,14 mg/cm?) et de T. articulata (24,05

mg/cm?). Les activités antifongiques de ces extraits ont été évaluées a l'aide de la technique



d’empoisonnement du milieu de culture PDA. Les trois extraits ont réduit la croissance de
Fusarium culmorum et Fusarium graminearum in vitro. T. articulata a eu le plus grand effet
inhibiteur sur la croissance mycélienne avec un pourcentage de réduction de croissance de
(55,8%). Nos résultats révélent le potentiel des extraits méthanoliques des trois plantes
testées dans la gestion des organismes nuisibles aux grains stockés et meéritent d’étre

exploités davantage.



ABSTRACT

Research is increasingly focused on identifying alternatives to the use of chemicals for
the management of pests in stored grains. In this context, we tested the insecticidal and
antifungal activities of methanolic extracts of Artemisia absinthium L. (Asteraceae), and two
Cupressaceae species, namely Juniperus phoenicea L. and Tetraclinis articulata (Vahl) Mast.,
collected in the north of Algeria, against Sitophilus oryzae L. (Coleoptera, Curculionidea)—a
pest of primary infestation of stored grains—and Fusarium sp., mycotoxigenic fungi. Chemical
analysis was carried out using two methods based on mass spectrometry (MS) and
spectroscopy, which are the most successful approaches to determining the metabolic state
of an organism. These are UPLC (Ultra High-Performance Liquid Chromatography and 1H-

NMR (Proton Nuclear Magnetic Resonance).

The extraction yield was in the range of 11-21 %. UPLC chromatographic data showed
the presence of several phenolic acids, flavonoid glycosides, and flavonoid aglycones. The
most abundant compounds in the extract of A. absinthium acids were phenolic acids, with
41.66% dicaffeoylquinic acids (0.033 and 0.032 mg / mL), followed by 23.07% (0.036 mg / mL)
of 5-caffeinequinic acid. In contrast, flavonoids were abundantly present in Cupressaceae
species, recording 0.037 mg / mL (45.67%) of quercetin-3-O-rhamnoside followed by 41.97%
(0.034 mg / mL) of catechin for J. phoenicea extract and 42.76% (0.084 mg / mL) of myricetin-
rhamnoside and 31.05% (0.061 mg / mL) of quercetin-3-O-rhamnoside for that of T. articulata.
Furthermore, the 'H-NMR spectra representative of each extract show that although the
resonances of the species are readily apparent, especially in regions whose frequencies are
between 2 and 5 ppm, there are many other regions of the spectrum where large differences
occur between the various extracts. In particular, the region between (6 and 8 ppm) which has
marked differences in spectra. Thus, analytical results reveal the presence of
organophosphorus compounds, monosaccharides, amino acids, polyamines and polyphenols

mainly in the region (3-6 ppm).

Insecticidal activity was evaluated through different tests, which showed that all three
extracts were highly effective. Pest mortality was recorded after 24 h for A. absinthium. The
LC50 results revealed that the most toxic extract was that of A. absinthium (15.53 mg/ cm?),
followed by that of J. phoenicea (22.14 mg/cm?), and T. articulata (24.05 mg/ cm?). The
antifungal activities of these extracts were evaluated using the poisonous medium technique
on Potato Dextrose Agar medium. All three extracts reduced the growth of Fusarium culmorum
and Fusarium graminearum under in vitro conditions. T. articulata had the greatest inhibitory
effect (65.8%) on mycelial growth of the former. Our results reveal the potential of plant

methanolic extracts to control pests common to stored grains.
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Abstract Research is increasingly focused on identifying
alternatives to the use of chemicals for the management of
pests in stored grains. In this context, we tested the insec-
ticidal and antifungal activities of methanolic extracts of
Artemisia absinthium L. (Asteraceae), and two Cupressaceae
species, namely Juniperus phoenicea L. and Tetraclinis artic-
ulata (Vahl) Mast., collected in the north of Algeria, against

effect (55.8 %) on mycelial growth of the former. Our results
reveal the potential of plant methanolic extracts to control
pests common to stored grains.
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1 Introduction

In most countries, grains are staple food sources [1,2]. Vari-
able qualitative and quantitative damage may occur during
the storage of these products. Indeed, the estimated global
post-harvest losses caused by insect damage, microbial dete-
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rioration, and other factors are in the order of 10-25 % [3,4].
Damage caused by insects alone may amount to between
10 and 40 % in developing countries, where modern storage
technologies are not used [5,6]. The insects most frequently
causing damage include Coleoptera belonging to Curculion-
idae (Sitophilus oryzae, Sitophilus granarius), Tenebrionidae
(Tribolium sp.), Dermestidae (Trogoderma granarium), and
Bostrichidae (Rhyzopertha dominica) [7].

Found worldwide and causing high economic losses,
Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae) is one of
the pests of primary infestation of stored grains [2,8,9]. This
insect causes significant losses, especially cereals, and facil-
itates favorable conditions for the growth and appearance
of microorganisms and toxigenic fungi [2,10,11]. Females
oviposit an average of four eggs per day directly into seeds.
This is achieved through a hole—produced by a mucilagi-
nous secretion of the oviduct—punched through the rostrum.
Eggs may survive for 4-5months, and they hatch in about
3days. The larva develops inside the seed for about 18 days
and pupates over 6 days. The new adult will remain in the
seed for 3 or 4days while it hardens and matures. The opti-
mum population growth occurs at 28 £2°C and 70 £ 5 %
relative humidity (RH). This insect can generate a large
population in a short time because it is characterized by
a short developmental period, which may take only 26—
32days in adequate conditions. S. oryzae feeds voraciously
so much so that the grain is rendered unfit for human con-
sumption [12,13]. Indeed, larvae consume 10mg grain/day
during development, while adults consume 0.49 mg/day
[7,14].

Storage fungi usually accompany or follow insect infes-
tation [3]. They cause significant spoilage of foodstuffs,
rendering them unfit for human consumption by decreas-
ing their nutritional value and sometimes by producing
mycotoxins [15,16]. The main mycotoxigenic molds in
partially dried grain are Penicillium verrucosum (ochra-
toxin) in the damp cool climates of Northern Europe and
Aspergillus flavus (aflatoxins), A. ochraceus (ochratoxin)
and some Fusarium species (fumonisins, zaralenone (ZEA
or ZON), trichothecenes (deoxynivalenol (DON), nivalenol
and T-2 toxin)) in temperate and tropical cereals [17,18].
Among the mycotoxins produced by Fusarium spp., fumon-
isins (FUMs), classified as group 2B human carcinogens by
the International Agency for Research on Cancer (IARC),
are common in maize and derivatives of this crop, while
deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA) are com-
mon contaminants of wheat [16,19,20]. Interactions between
spoilage, mycotoxigenic fungi, and insect pests inevitably
occur in stored grain ecosystems, thus further influencing
contamination by mycotoxins. Insects carry fungus spores,
as well as other contaminants. While the insects are feeding
on the grain, these spores can cause a rise in the humidity
of the product great enough to enable the development of
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latent fungi [21]. Also, these spores may be involved in the
dominance of mycotoxigenic species by facilitating dispersal
and acting as vectors and carriers of the toxin through grain
[17,22].

Strategies to eliminate stored pests are based mainly on the
use of chemicals. However, these compounds have various
limitations, including the development of resistance in pest
species and food contamination with residues and/or possible
environmental hazards [23]. Therefore, research has increas-
ingly been focused on identifying alternative approaches to
manage grain storage pests [24].

In this context, plants are receiving much attention due
to their toxic and biological effects on some pests. Sev-
eral families of plants are used in this context, among
these Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Labiateae, Piper-
aceae, Verbenaceae, Annonaceae, and Cupressaceae [2,25].
Furthermore, with the improved speed of liquid chromatog-
raphy (UPLC—ultra-performance liquid chromatography),
the analysis of many plant extracts can be achieved in less
than 5min [26]. In this regard, various types of plant prepa-
rations, such as powders, solvent extracts, essential oils,
bioactive molecules (polyphenols), and whole plants, are
being studied. The capacity of these products to protect
stored products has been extensively tested in laboratory
and field trials [27,28]. Botanical pesticides are generally
pest-specific and are relatively harmless to nontarget organ-
isms, including man. They are also biodegradable and do
not pose a hazard for the environment. Natural products
generally inhibit the development and behavior of insects.
In addition, they cause early molting and alter regulatory
hormones, thus leading to insect malformations, sterility, or
death [29].

In the Mediterranean region and North Africa, Artemisia
absinthium L. (Asteraceae), commonly known as worm-
wood, a phoenician juniper Juniperus phoenicea L., and
Tetraclinis articulata (Vahl), which belong to the Cupres-
saceae family, are traditionally used as alternative medicines
due to their biological activities [30-33]. Previous studies
have been performed to evaluate the antioxidant activities
of the essential oils of these plants. However, to the best
of our knowledge, few studies have addressed the use of
the methanolic extracts of these plants to protect stored
grain.

To pave the way for further research and for the devel-
opment of effective biopesticides, here we focused on the
phytochemical analysis of the polyphenolic compounds
present in methanolic extracts of A. absinthium, J. phoenicea,
and T. articulata using ultra-performance liquid chromatog-
raphy (UPLC). In this regard, we determined the antifungal
and insecticidal activities of these extracts against some
mycotoxigenic fungi (F. culmorum and F. graminearum) and
the coleopteran S. oryzae, both pests that cause substantial
damage to stored grain.
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2 Materials and Methods
2.1 Plant Material

The aerial parts (stem and leaves) of Artemisia absinthium,
Juniperus phoenicea, and Tetraclinis articulata were col-
lected during spring (2013) at floral stage of the plant, in
the region of Boumerdes, 50km east of Algiers (Algeria)
(36°43'53.9”N 3°29'52.0"E), Tipaza 35km west of Algiers
(36°41'12.3"N 2°47'06.6"E), and the Botanical Garden of
ENSA in Algiers (36°43'15.3”N 3°09'02.4"E), respectively.
Plant samples were dried naturally on laboratory benches at
room temperature (24-25°C) for 1 month. The dried plant
materials were ground to a homogenous powder using a
blender.

2.2 Preparation of Plant Methanolic Extracts

The plant materials were milled, and 12.5g of each pow-
der was shaken separately for 48h in 125 mL of methanol
(CHROMASOLV®, for HPLC, > 99.9 %) on a Gallenkamp
Environmental Shaker (Model 10X400) at 150 rpm at room
temperature (25 °C). Extracts were passed through 0.20-pum
PTFE filters using a funnel. Each filtrate was concen-
trated to dryness under reduced pressure at 40 °C using a
Rotavapor® (Buchi® R-215). Each extract was resuspended
in acetone to make a stock solution [34]. The extracts were
kept at 4°C and subjected to qualitative and quantitative
UPLC analysis.

2.3 UPLC-PDA-MS Analysis

The polyphenol content of the extracts was studied by UPLC
analysis using a water ACQUITY UPLC™ system (Waters,
Milford, MA, USA) consisting of an AQUITY UPLC™
binary solvent manager and ACQUITY UPLC™ sample
manager, coupled to a photodiode array detector ACQUITY
UPLC™ PDA and to a Waters ACQUITY TQD Tandem
Quadrupole Mass Spectrometer (Waters, UK). Compounds
were separated with an AQUITY UPLC™HSS T3 column
(1.8 wm, 2.1 mm x 150 mm) (Waters, Manchester, UK) using
a mobile phase consisting of solvent A, HyO (0.1% v/v
HAcO), and solvent B, ACN 100 % (0.1 % v/v HAcO). The
flow rate was 0.550 mL/min. The linear gradient was as fol-
lows: 0-1.89 min, 1 % B, (isocratic); 1.89—17.84 min, 30 % B,
(linear gradient); 17.84-21.39 min, 5% B (linear gradient);
21.39-21.56 min 1 % B (linear gradient); and 21.56-25 min,
1 % B (isocratic). Weak and strong needle solvents were H, O
(0.1% v/v HAcO) and MeOH, respectively. The injection
volume was 20 uL in mode full loop, and the column was
kept at 45 °C while the temperature in the sample manager
was maintained at 10 °C. MS was operated using an electro-

spray source (ESI) in positive and negative ion mode. The
following ESI parameters were used: capillary voltage of
3.5and —2.5kV in positive and negative mode, respectively;
maintenance of the source at 150 °C; desolvation temperature
of 500 °C; cone gas (nitrogen) flow 50 L/h; and desolvation
gas flow 800L/h.

Polyphenols were identified on the basis of the comparison
of retention times and the UV and MS spectra of unknown
peaks with those of reference standards. MS conditions of
standard compounds with same aglycone were applied to
identify compounds for which standards are not available.
Data acquisition was performed using Mass Lynx 4.1 soft-
ware (Waters, USA).

Commercially available standards of epigallocatechin gal-
late, myricitrin, penta- O-galloyl-B-D-glucose, and luteolin-
7-0-glucoside were used for identification purposes.

2.4 Insects and Rearing Conditions

Two hundred grams of untreated bread wheat (variety Anza,
obtained from the ITGC of Oued Smar, Algiers, Algeria,
and harvested during 2012/2013) was placed in various
cylindrical glass jars (10.5cm height x 11cm diameter).
We then introduced 100 adults of S. oryzae of mixed sex,
obtained from the Entomology Laboratory (Zoology Depart-
ment, ENSA, Algiers, Algeria), into each jar. All jars were
covered with plastic tape (with some holes punched for air
circulation) to prevent insects from escaping and were then
placed in incubators at 28 2 °C, 70 £ 5 % RH in the dark.
The insects used for the bioassay were 10-day-old adults.
The strain of S. oryzae has been raised continuously in the
crop protection laboratory since 2013.

2.5 Origin of Pathogenic Fungi

Fungal strains of the genus Fusarium (isolate FC.06.11
and FC.04.12 of F culmorum and isolate FG.02.12 of F.
graminearum) were obtained from the Mycology Labora-
tory (Botany Department, ENSA, Algiers, Algeria). Strains
were isolated from infected wheat and identified morpholog-
ically and microscopically following standard procedures. A
mycelial colony of each pure fungi culture was subcultured
on potato dextrose agar (PDA), and cultures were incubated
for 7 days at 22 °C under continuous light in the laboratory.

2.6 Insecticidal Effect of Plant Extracts

The insecticidal effect of the extracts against S. oryzae was
evaluated by means of contact toxicity. For this purpose,
we used an impregnated paper assay, following the method
described by Stefanazzi et al. [35] with some modifications.
Based on preliminary results, a range of doses (15, 30, and
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60mg/cm?) were formulated and applied to Whatman N°1
filter papers (9 cm diameter). The solvent (acetone, Biochem
Chemopherma, Analytical Reagent Grade) was air-dried for
15 min. Each filter paper was then placed inside a glass Petri
dish with 20 insects (10days old). The dishes were kept in
optimal laboratory conditions (28 £ 2 °C, 70 & 5 % RH and
in darkness). The control was treated with solvent only, and
three repetitions were performed for each treatment. The
dishes were inspected regularly for a couple of weeks. A.
absinthium mortality was recorded after 24 h, and the LC50
and LC90 (lethal concentration) values were calculated by
Probit analysis using Finney’s table.

2.7 Antifungal Activity of Plant Extracts on the
Myecelial Growth of Test Fungi

The antifungal activity of the extracts was tested in the labora-
tory using the poisonous medium technique on PDA medium,
as described by Mishra and Dubey [36] and reported by
Adjou and Soumanou [37] with some modifications. The
test was performed in sterile Petri dishes (90 mm diameter)
containing 20mL of PDA. A volume of 2mL of each plant
extract with a concentration of 60 mg/mL was deposited in
the PDA culture medium, which was maintained molten at
a temperature of 4045 °C, using a micropipette. After flow
and solidification of the mixture (culture medium and plant
extracts), a mycelial disk of 6mm in diameter taken from
the 7-day-old culture of the test fungal strains was inoc-
ulated in the center of the Petri dishes. Plates containing
nonpoisoned medium served as controls. These dishes were
incubated at 25 °C in the dark, corresponding to the optimum
growth conditions of F. culmorum and F. graminearum. Fun-
gal colony surface area for all treatments was recorded after
7 days of incubation. The mean growth value was obtained
and converted into the percentage of mycelial growth inhi-
bition (MGI) in relation to the control treatment using the
following formula:

MGI % = (dc — dt/dc) x 100

where dc and dt represent mycelial growth diameter (cm) in
control and treated Petri dishes, respectively.

2.8 Data Analysis

Statistical analysis was conducted on Excel, Minitab®
Release 14.1 (statistical software© 1972-2003 MinitablInc.
All rights reserved Win 1410 ea. 30). Differences among
treatments were detected by analysis of the variances, and P
values <0.05 were regarded as significant.
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3 Results
3.1 Yields of Plant Extracts

Table 1 shows the yields of crude extracts obtained from
aerial parts of A. absinthium, J. phoenicea, and T. articulata
using methanol. The extraction yield was in the range of 11—
21 %, the highest yield being obtained for J. phoenicea.

3.2 UPLC-PDA-MS Analysis

A sensitive, accurate, and specific method coupling UPLC to
photodiode array detection (PDA) and electrospray ioniza-
tion mass spectrometry (MS) was developed for the analysis
of polyphenols in extracts of A. absinthium, J. phoenicea,
and T. articulata. Phenolic compounds were identified on
the basis of their retention time, absorbance spectra, and
MS fragmentation and, when possible, by cochromatogra-
phy with an authentic standard. Figures 1, 2, and 3 show
the UPLC chromatograms for the extracts of each plant.
Table 2 summarizes, in order of retention time, the seven
phenolic compounds identified for A. absinthium, four for J.
phoenicea, and seven for T. articulata. For A. absinthium, we
identified the following phenolic acids: chlorogenic acid (3-
caffeoylquinic acid); neochlorogenic acid (5-caffeoylquinic
acid); 4-caffeoylquinic acid (crypto-chlorogenic acid); and
cynarine (dicaffeoylquinic acid). Regarding flavonoid gly-
cosides, A. absinthium extracts contained veronicastroside
(luteolin rutinoside) and glucosyl—arabinosyl-luteolin, while
myricetin-hexose, myricitrin (myricetin-rhamnoside), and
quercitrin (quercetin-3-O-rhamnoside) were found in those
of J. phoenicea and T. articulata. Isoquercetin (quercetin-3-
O-glucoside) was identified only in extracts of 7. articulata.
As regards flavonoid aglycones, catechin was found in
extracts of J. phoenicea and T. articulata. The flavanols
kaempferol-hexose and kaempferol-deoxyhexose were
detected only in extracts of 7. articulata.

The peak eluting at rfp = 6.40min showed a maximum
UV absorption at 324nm and a shoulder at 290nm with
a molecular ion at m/z 355, corresponding to chlorogenic
acid. Catechin was detected at rg = 8.18 min in J. phoenicea
and 7. articulata extracts. The mass spectrum of this com-
pound showed a maximum UV absorption at 280nm and a
molecular ion at m/z 291. A further metabolite eluting at

Table 1 Yields of methanolic extracts from A. absinthium, J.
phoenicea, and T. articulata

Methanolic extracts Extraction yield %

A.absinthium 11.59
J. phoenicea 20.98
T. articulata 17.64
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Fig. 2 Typical UPLC-PAD chromatograms of methanolic extract of Juniperus phoenicea: bl recorded at A = 280 nm and b2 at A = 350 nm

tg = 7.92min showed fragment ions at m/z 481 and 319
and A max at 324nm and a shoulder at 290nm, sugges-
tive of 5-caffeoylquinic acid. At tg = 8.39 min, a compound
with fragment ions at m/z 465 and 319 and the UV spec-
trum with A max at 320nm and shoulder at 290nm was
attributed to 4-caffeoylquinic acid. The structure of luteolin
rutinoside was suggested for the compound with a molec-

ular ion at m/z 595 and a peak eluting at tg = 10.26 min
which showed maximum absorbance at 270 and 335nm.
The peak eluting at 7g 11.33min showed UV absorp-
tion maxima at 270 and 335nm, and a molecular ion at
m/z 565 pointed to glucosyl-arabinosyl-luteolin. The abun-
dant compound in A. absinthium was dicaffeoylquinic acids,
which eluted at 13.63 and 14.37 min, which showed UV
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Fig. 3 Typical UPLC-PAD chromatograms of methanolic extract of Tetraclinis articulata recorded at ¢1 A = 350 nm and ¢2 at A = 280 nm

absorbance at 324 nm, a shoulder at 290 nm, and a molecular
ion at m/z 517. Regarding UPLC spectra for J. phoenicea
and T'. articulata extracts, a peak eluting at g = 11.36 min
showed absorbance at 257 and 356 nm, with an ions at m/z
481 and 319, which suggested myricetin-hexose. The struc-
ture of myricetin-rhamnoside was attributed to the compound
that eluted at 12.41 min, which showed molecular ions at m/z
365 and 319. In addition, the compound eluting at 14.11 min
was assumed to be quercetin-3- O-rhamnoside, with a molec-
ularion at m/z 449 and 313, and A max at 255 and 254 nm. On
the basis of the characteristic fragment at m/z 465 and 303 and
A max at 255 and 355 nm, quercetin-3- O-glucoside was iden-
tified at rg= 12.78 min for the T. articulata extract. The UV
data and the MS analysis of the peak eluting at 13.98 min with
amolecular ion at m/z 449 and 287 and maximal absorbance
at 264 and 348 nm corresponded to kaempferol-hexose. Fur-
thermore, at 15.53 min, a compound with a molecular ion at
m/z 433 and 287 and A max at 264 and 348 nm was assumed
to be kaempferol-deoxyhexose.

The most abundant bioactive compounds in A. absinthium
extract were phenolic acids, with 41.66 % of dicaffeoylquinic
acids (0.033 and 0.032mg/mL), followed by 23.07%
(0.036 mg/mL) of 5-caffeoylquinic acid. In contrast,
flavonoids were present in abundance for extracts of the
Cupressaceae species, registering 0.037 mg/mL (45.67 %)
of quercetin-3-O-rhamnoside, followed by 41.97 % (0.034
mg/mL) of catechin for the J. phoenicea extract and 43.65 %
(0.084mg/mL) of myricetin-rhamnoside and 31.70%
(0.061 mg/mL) of quercetin-3-O-rhamnoside for that of T.
articulata (Tables 2, 3).
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3.3 Insecticidal Activity

The extract of A. absinthium was highly toxic for S. oryzae,
causing 100 % mortality in 24h at a dose of 60 mg/cm?. In
contrast, at the same dose and exposure time, the extracts
of J. phoenicea and T. articulata caused a 95 and 95.65 %
mortality rate, respectively. No mortality was observed in
24 for any of the extracts at a dose of 30 or 15 mg/cm?.
Furthermore, we found that the mortality caused by each
treatment increased with increasing length of exposure. A.
absinthium caused 85.16 and 53.66 % mortality at a dose
of 30 and 15mg/cm?, respectively, after 8 days of exposure.
In addition, the J. phoenicea extract led to 61.11 and 37 %
mortality and the 7. articulata extract 42.55 and 16.66 %
mortality, respectively, at the same doses and exposure time.
Figures 4, 5, and 6 show the comparative mortality of the rice
weevil at the three doses tested. The toxicological potential
of the extracts, expressed as LC50 and LC90 values, is sum-
marized in Table 4.

3.4 Antifungal Activity

The in vitro antifungal activity of A. absinthium, J. phoenicea,
and T articulata extracts against F. culmorum and F. gramin-
earum was assessed by measuring mycelial growth diameters
using the poisonous medium technique on PDA. The extracts
caused a significant reduction in the growth of these fungal
strains. T. articulata extract was the most effective against the
fungi, while A. absinthium and J. phoenicea extracts showed
moderate toxicity. Percentages of mycelial growth inhibition
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Table 3 Percentage of phenolic compounds identified

Plant extracts Phenolic compounds %
Artemisia absinthium 3-Caffeoylquinic 6.4
5-Caffeoylquinic 23.07
4-Caffeoylquinic 4.48
Luteolin rutinoside 3.84
Glucosyl—arabinosyl-luteolin 20.51
Dicaffeoylquinic acid 21.15
Dicaffeoylquinic acid 20.51
Juniperus phoenicea Catechin 41.97
Myricetin-hexose 11.11
Myricetin-rhamnoside 1.23
Quercetin-3- O -rhamnoside 45.67
Tetraclinis articulata Catechin 18.83
Myricetin-hexose 4.58
Myricetin-rhamnoside 42.76
Quercetin-3-0-glucoside 0.5
Kaempferol-hexose 0.20
Quercetin-3- O -rhamnoside 31.05
Kaempferol-deoxyhexose 2.03
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Fig. 4 Effect of A. absinthium extract on adult mortality of S. oryzae

(MGI %) for each plant extract and for each Fusarium strain
are shown in Table 5. Statistical analysis of the data shows
significant differences between the mycelial growth values
for the extracts of the three plants tested.

4 Discussion

With the increasing resistance of storage grain pests to chem-
icals, alternative natural products derived from plants could
have great potential. Numerous plant extracts and phyto-
chemicals show biological properties, which could be highly
relevant for pest management. Several studies have attempted
to correlate the biological activity of plants with the presence
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Fig. 6 Effect of T. articulata extract on adult mortality of S. oryzae

Table 4 LC50 and LC90 values of methanolic extracts after 8 days

Methanolic extracts R? LC50 (mg/mL) LC90 (mg/mL)
A. absinthium 0.95 15.53 28.14
J. phoenicea 0.93 22.14 34.85
T. articulata 0.88 24.05 37.23

of phenolic compounds [38,39]. In this context, here we stud-
ied the methanolic extracts of A. absinthium, J. phoenicea,
and 7. articulata by UPLC and tested their insecticidal and
antifungal activity against some pests common to stored
grain.

Of note, our results reveal a difference between extrac-
tion yields for the three plant species tested. This difference
could be attributed to the different availability of extractable
compounds resulting from the varied chemical composition
of the plants [40]. Thus, several studies point out that the
percentage of extraction yield is dependent mainly on the
extraction procedure, particularly the temperature used for
the extraction, the polarity of the extracted compounds, and
the ratio of solvent and sample extraction [41,42].

UPLC chromatographic data showed the presence of the
following: phenolic acids, chlorogenic acid, caffeic acid,
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Table 5 Effect of methanolic
extracts of A. absinthium, J.

phoenicea, and T. articulata on
the mycelial growth of three
fungal strains

Fungal strain Methanolic extract Av. of growth (cm) MGI%

FC.04.12: Fusarium culmorum Tetraclinis articulata 38+02a 55.8
Artemisia absinthium 5.56 +£0.40b 35.26
Juniperus phoenicea 5.86 £0.30b 31.77
Control 8.6¢ -

Different letters indicate significant differences (p < 0.0001) between treatments according to ANOVA

FC.06.11: Fusarium culmorum

Tetraclinis articulata 48+036a 44.18
Artemisia absinthium 6.63 £0.15b 22.86
Juniperus phoenicea 6.83 +£0.20b 20.53
Control 8.6 ¢ -

Different letters indicate significant differences (p < 0.0001) between treatments according to ANOVA

FG.02.12: Fusarium graminearum

Tetraclinis articulata 5.13+085a 40.3
Artemisia absinthium 7.73 £0.50b 10.07
Juniperus phoenicea 8.06 £ 0.05b 6.19
Control 8.6b -

Different letters indicate significant differences (p < 0.001) between treatments according to ANOVA

and cynarine; flavonoid glycosides, myricetin-rhamnoside,
quercetin-3-O-rhamnoside, quercetin-3-O-glucoside,
veronicastroside, and glucosyl—arabinosyl-luteolin; flavonoid
aglycones, catechin; and flavonols, kaempferol-hexose, and
kaempferol-deoxyhexose. The phenolic compounds in J.
phoenicea and T. articulata extracts were qualitatively sim-
ilar, but the latter were richer. Several factors may affect the
content of active principles in plant material during sam-
pling, processing, and storage. Previous studies reported that
the presence of phenolic compounds (mainly flavonoids) in
leaves is correlated with the period of highest light intensity
[43] or with water stress [38,44].

Many researchers have reported on the effectiveness
of plant extracts against insects, especially those infesting
stored products. Extracts from both the leaves and stems
of Mallotus repandus have larvicidal and insecticidal activ-
ity against Culex quinquefasciatus and S. oryzae [11]. The
powders and oils of Syzygium aromaticum and Anacardium
occidentale cause considerable mortality to S. oryzae adults
[45]. In addition, the combination of silica gel with essential
oils ofJuniperus oxycedrus ssp. oxycedrus effectively pro-
tects wheat against S. oryzae [23].

In the present study, we have shown that the three plant
extracts tested, especially A. absinthium, showed potent tox-
icity for S. oryzae adults. Similar results on the insecticidal
effect of Artemisia sp, Juniperus sp.,and T. articulata extracts
have been reported. In this regard, the essential oil of A.
Jjudaica showed effective toxicity against Callosobruchus
maculatus using a range of tests (fumigation, repellency,
surface film, egg hatch, and adult emergence) [46]. More-
over, fumigant toxicity of essential oils of A. annua against
S. oryzae [47] and of A. capillaris and A. mongolica against
S. zeamais [48] has been reported. Similarly for J. phoenicea,

which its essential oil exhibits relevant antifeedant activity
against Tribolium confusum [49]. Insecticidal activity was
also observed for the aqueous extract of 7. articulata wood,
which decreased the longevity of the larvae of four types of
mosquito: Culex pipiens, Aedes caspius, Culiseta longiareo-
lata, and Anopheles maculipennis [50]. This activity may be
related to the presence of flavonoids, which are being tested
for repellent or deterrent effects against insects and have been
shown to modulate their feeding behavior [51]. Similarly,
the development of cultivars of groundnut that produce con-
centrations of quercitin glycosides and phenylpropanoids,
compounds that are deterrents of Spodoptera litura larvae,
has been proposed [52]. Furthermore, the capacity of the
flavones luteolin and isoflavone genistein to disrupt pea aphid
feeding behavior has been demonstrated [53]. Additionally,
given that we found phenolic acids only in the extracts of A.
absinthium, it can be assumed that these compounds further
enhance the insecticidal activity of the extract of this plant
against S. oryzae. Also, our results indicate that the insecti-
cidal effect of the extracts increased as exposure lengthened.
The same observation has been made for the insecticidal
activity of various medicinal plants against 7. castaneum
[54].

Likewise, the present study underlines the effect of
extracts of A. absinthium, J. phoenicea, and T. articulata
on the mycelial growth of F culmorum and F. gramin-
earum. Similar observations have been made for essential
oils of wormwood against F. graminearum, F. culmorum,
and F. oxysporum [55]. Furthermore, the effectiveness of
essential oils of J. phoenicea ssp. lycia against some fungi
species (Gloephyllum trabeum, Poria placenta, Coniophora
puteana, and Coriolus versicolor) has been described [56].
The antifungal activity of T. articulata has also been shown

@ Springer



Arab J Sci Eng

against Penicillium parasiticus, Aspergillus niger, and Tram-
etes pini [57] and against Fusarium spp., Penicillium spp., A.
flavus, and A. niger [58]. As for insecticidal activity, antifun-
gal activity may be attributable to the presence of phenolic
compounds. Therefore, on the basis of our results, we pro-
pose that further studies address the isolation of phenolic
compounds from these plants and their mode of action.

5 Conclusion

Plant extracts are emerging as a potential source to control
the pests of stored products. The methanolic extracts of A.
absinthium, J. phoenicea, and T. articulata show promising
insecticidal and antifungal activities. Further research should
be conducted to isolate the biocompounds involved in this
activity and to determine their mode of action in order to
facilitate the development of formulations of new biopesti-
cides for the control of rice weevil and Fusarium sp.
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