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Introduction

La culture des légumineuses est une composante importante dans la plupart des systémes agraires.
Ces cultures se caractérisent par une adaptation facile aux différents milieux, réalisant ainsi, un role
fondamental dans I’alimentation humaine (Soltiner, 1990 ; Khaldi et al., 2002). En effet, les
légumineuses constituent une source essentielle de protéines pour I’alimentation humaine et animale.
Cette famille botanique constitue, en outre, un excellent précédent cultural, grace a ’aptitude de ses

plantes a fixer I’azote atmosphérique en symbiose avec des bactéries rhizobia (Bargaz, 2012).

Les especes de 1égumineuses cultivées qui ont fait partie de ’alimentation des Algériens sont : le
pois-chiche, la lentille, la feve, féverole et le haricot. Elles contribuent dans le régime alimentaire,
particuliérement par ’apport des protéines végétales qu’elles approvisionnent (Abdelguerfi et al.,
1998). En outre, les legumineuses devraient tenir une place dans les systémes de production.
Néanmoins, la situation des legumineuses alimentaires en Algérie se défénie par une disparition
totale du paysage agricole des grandes cultures, tandis que la région soit a vocation céréaliére
(Boudjenouia et al., 2003).

Les légumineuses alimentaires sont essentiellement cultivées pour leur role en alimentation humaine
et dans I’amélioration et fertilité des sols dans le systéme de culture dominat a base de céréales avec
un superficie soit de ’ordre de 90000 ha représentant 0,21% de la superficie agricole totale en 2014
(Rahmani, 2015). Avec I’augmentation de la demande intérieure des légumineuses (croissance
démographique) et la stagnation des rendements, la production ne satisfait plus la demande locale ;
d’ou I’ Algérie est devenue un distinctif importateur depuis 1979. (M. A. D. R., 2014. In : Rahmani,
2015).

Parmi les déprédateurs des léegumineuses, la bruche de niébé, Callosobruchus maculatus, est
originaire des régions tropicales et subtropicales (Balachowsky, 1962). Elle est considérée comme
étant la bruche la plus nuisible aux stocks de niébé et les pertes peuvent atteindre 100% durant
quelques mois a cause de son potentiel reproducteur élevé. Les stades larvaires se développent a
I’intérieur des graines et consomment les réserves contenues dans les cotylédons. Par ailleurs, au
cours de leur développement, les larves éliminent I’azote sous forme d’acide urique toxique qui
s’accumule a D’intérieur des graines, ce qui rend le pois chiche impropre a la consommation

(Kellouche et Soltani, 2004 ; Seri-Kouassi et al., 2004).
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D’autre part, Tribolium castaneum Herbst est une espece cosmopolite qui colonise le milieu infesté
et a une aptitude a persister dans de petites quantités d’aliments. Bien que ce dernier soit secondaire,
requérant une infestation préalable par des ravageurs primaires, il peut facilement infester le blé ou
d’autres graines endommagées durant la récolte (Farrell, 2010).Face aux menaces que constituent
ces insectes nuisibles pour les graines stockées des légumineuses, les moyens de lutte ont été
essentiellement articulés autour de 1’utilisation de pesticides chimiques de synthése qui restent a
court et a moyen terme, le moyen le plus considéré pour assurer une protection efficiente des stocks
(Regnault-Roger, 2002; Benhalima et al., 2004). Cependant, les effets néfastes des produits
chimiques sur I’environnement et sur la santé humaine ne sont plus a démontrer et ont rendu
fondamentale la recherche d’autres alternatives plus prometteuses, moins polluantes et compatibles
avec le concept de développement durable de 1’agrosystéme. Dans ce contexte, la valorisation des
plantes a effet insecticide est devenue fondamentale partout dans le monde. Ainsi, la recherche des
méthodes alternatives par des agents de lutte a faibles conséquences écologiques s’est beaucoup
développée (Seck et al., 1991 ; Weaver et al.,1991 ; Dabiré, 1993 ; Foua-Bi, 1993 ; Agboyi, 2006 et
2009). L’utilisation des insecticides botaniques représente de nos jours une alternative aux
insecticides chimiques dans la protection des végétaux, mais aussi un moyen de lutte non polluant
pour I’environnement (Sanon et al., 2005). L’utilisation de plantes et ou d’extraits de plantes
(racines, feuilles, écorces, fruits) dans la protection des récoltes contre les insectes ravageurs au
cours du stockage est une pratique ancienne tres répandue en Afrique et en Asie (Seck et al., 1996 ;
Sou, 1998). De nombreux chercheurs, qui sont a la recherche des insecticides efficaces, peu
rémanents, respectueux de la santé humaine et de I'environnement, se sont penchés sur l'utilisation
des plantes aromatiques (Camara, 2009). Ainsi, de nombreux travaux ont été réalisés dans ce sens
pour le contrble des ravageurs du mais et du niébé, notamment en zone tropicale. Seck (2009) a
recensé quelques plantes et dérivées végétales utilisées contre les insectes des denrées stockées en
Afrique Subsaharienne. Les molécules allélochimiques appartiennent a plusieurs familles chimiques
différentes et leurs cibles biochimigques et moléculaires chez les organismes visés sont variées. De
ce fait leur utilisation raisonnée diminue les risques de phénomene de résistance chez les organismes
cibles, et par conséquent s’inscrit dans un meilleur respect des écosystémes (Regnault-Roger, 2005).
Plusieurs investigations se sont orientées a présent vers la mise au point d’insecticides a base de
plantes. Il s’agit précisément des huiles essentielles extraites des plantes aromatiques et medicinales
qui présentent des propriétés insecticides, larvicides et ovicides, stérilisantes, antiappétentes et
répulsives (Hamraoui et Regnault-Roger,1997 ; Stoll, 2000). Des recherches antérieures ont montré

que l'utilisation de Dinarmus basalis (Rondani, 1877) permet de contrdler efficacement les

18



populations de C. maculatus et limite les pertes de poids de graines de niébé au cours de la période
de stockage (Sanon et al., 1998).

Bachrouch et al., (2010) ont évalué I’effet insecticide de Pistacia lentiscus sur le troisieme stade
larvaire et les adultes de Tribolium castaneum. L’huile essentielle testée a montré une toxicité vis-
a-vis des larves et des adultes. Le taux de mortalité étant de I’ordre de 51% pour les larves et de
100% pour les adultes a une concentration de 102,3 pl/1 air aprés 24h d’exposition. L’effet fumigeéne
est plus important sur les adultes (LC50 = 28.03 pl/l, LC95 = 63.46 ul/l) que sur les larves (LC50 =
112.12 pl/1, LCY95 = 253.53 pl/l).

Les terpenes contenus dans les huiles essentielles ou les composés soufrés extraits de la
Capparidacée sahélienne Boscia senegalensis sont trés toxiques a 1’égard des Coléoptéres Bruchinae
et sont susceptibles d’étre utilisés en fumigation, si le mode d’action de quelques substances est
connu (Huignard et al., 2008b).

Camara (2009) a illustré la sensibilité de Sitophilus oryzae et de Tribolium castaneum aux huiles
essentielles extraites des trois plantes, Ocimum basilicum L, Ocimum gratissimum L, et
Cymbopogon citratus L. L’effet de ces huiles se manifeste par ’empéchement de 1'émergence, la
survie et le développement des insectes. Aucun adulte survivant n'a été dénombré dans les milieux
utilisés pour toutes les concentrations utilisées sauf dans leur témoin. Ceci indique la toxicité des
huiles tant pour les ceufs que pour les adultes surtout dans le traitement des milieux infestés.

Un traitement par les huiles essentielles de Clausena anisata (Rutaceae) et de Plectranthus
glandulosus (Lamiaceae) contre le poux rouge de la farine Tribolium castaneum (Coleoptera :
Tenebrionidae) a révélé que les insectes traités par imidaclopride présentaient une fécondité
importante, développant ainsi une résistance a l'imidaclopride plus rapide que 2 autres huiles
essentielles testées (Goudoum, 2010).

L’extrait aqueux des feuilles de Juglans regia pur obtenu par macération dans le méthanol (D1), est
le plus toxique par rapport aux autres extraits avec une DL50= 112¢g/l apres 24 heures. Les
populations des adultes de Tribolium castaneum ne réagissent vraiment aux traitements qu’a partir
du troisieme jour de I’application. Cette résistance est liée a la rigidité de leur cuticule, qui empéche
Pinfiltration rapide du produit dans les couches tissulaires internes aux extraits aqueux
(Belgeundouz, 2013)

L’anéthol en tant qu’un composant actif d'huile essentielle de Illicium verum a une trés forte activite

insecticide et un réle de fumigant sur les adultes de Tribolium castaneum (Popovi¢,2016).

Dans le cadre des stratégies de gestion intégrée des ravageurs, I'huile essentielle de Azilia
eryngioides contient des composés insecticides qui sont toxiques pour Sitophilus granarius et

Tribolium castaneum (Ebadollahi et Mahboubi, 2011).
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Malgré les résultats trés encourageants obtenus, les chercheurs ne considérent pas que la lutte soit
terminée. Aucune méthode de lutte ne viendra a bout, définitivement, des insectes ravageurs. 1l faut,
en régularité, jouer sur une combinaison de méthodes dans le cadre d’une lutte intégrée pour contenir
la pression de ces ravageurs et leur stratégie de développement.

Dans un contexte général, il faut limiter les pertes & des seuils de dégats économiquement
acceptables. Il est nécessaire d’assurer un suivi des technologies mises en place chez les
producteurs : assurer la formation des agriculteurs, non seulement sur le plan économique, mais
également sur la biologie des insectes afin qu’ils puissent choisir la méthode adéquate de lutte
(Glitho, 2011).

L’investigation proposée porte sur le contréle des principaux insectes ravageurs des denrées stockées
(Tribolium castaneum et Callosobruchus maculatus) par I’utilisation des extraits de plantes
spontanées en provenance du désert : Salsola foetida, Cotula cinerea et Zygophyllum album. Elle
comporte les deux activités qui sont les différentes analyses chimiques des plantes et les tests
biologiques.

C’est dans ce contexte que nous avons réalisé ce présent travail, qui s’articule essentiellement sur
trois volets. Aprés une introduction générale, une synthese des données du Résultat biologique
considéré est presentée. Dans le second volet nous presentons les résultats obtenus et les discussions.

Les conclusions et les perspectives feront ’objet du dernier volet de la recherche.
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PREMIER CHAPITRE

Synthése de données sur Callosobruchus maculatus (Fabricius,1775)

1.1.- Présentation de Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Coleoptera : Bruchidae)
Les bruches constituent un groupe diversifié comptant 135000 espéces connues de Coléoptéres
phytophages (Lawrence,1982).

Les bruches sont les insectes les plus importants ravageurs des légumineuses a grains entreposées
dans les régions tropicales (FAO, 2009). Ces insectes infestent les graines au champ et continuent
de se multiplier pendant 1’entreposage (White, 2001). Selon Lawrence et Newton (1995), la famille
des Bruchidae est considérée comme une subfamille des Chrysomelidae. D’apres divers auteurs, les
Bruchidae renferment deux groupes. Delobel et Tran (1993) notent que les bruches des champs se
développent dans les graines encore vertes et les bruches des entrepdts se développent dans les
graines seches. Les premieres ont une seule géenération annuelle (univoltine), comme la bruche du
pois, Bruchus pisorum (Linnaeus, 1758), la bruche de la féve, Bruchus rufimanus (Bohemann, 1833)
et la bruche des lentilles Bruchus lentis (Frolich, 1799). Les deuxiemes ont plusieurs générations
annuelles (polyvoltines)cas de la bruche du pois chiche Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775),
la bruche chinois Callosobruchus chinensis (Linnaeus, 1758), la bruche du haricot Acanthoscelides
obtectus (Say, 1831), la bruche de I’arachide Caryedon serratus (Olivier, 1790). Actuellement,
Bruchidus atrolineatus (Pic, 1919) (bruche africaine du niébé) est une synonymie de
Dieckmanniellus nitidulus (Gyllenhal, 1838) qui est inclus dans la Superfamille Curculionoidea
(Famille Nanophyidae). Callosobruchus maculatus est 1’espéce de bruche la plus destructrice des
graines de niébé. Des récoltes entieres peuvent ainsi étre détruites aprés 3 a 4 mois de stockage
(Alzouma,1981). Cette espece est la plus répandue dans les régions chaudes, les pertes occasionnées
aux denrées entreposées par ces bruches sont trés importantes, elles peuvent atteindre 100 % en
Afrique tropicale (EI-Sawaf, 1956 ; Lienard et Seck, 1994 : FAO, 2009).

1.2.- Position systématique et synonymie de Callosobruchus maculatus

En 1775, FABRICIUS a décrit la bruche de niébé pour la premiere fois sous le nom de Bruchus
maculatus. En 1792 I’ateur a apporté une modification, sous le nom de Bruchusquadri maculatus.
Callosobruchus machulatus(F) est la derniere dénomination proposée par BRIDWELL en 1929 et
qui est utilisée actuellement par (Delobel et Tran, 1993). Selon Southgate (1979) la bruche de niébé

appartient au :
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Régne : Animalia

Embranchement : Arthropoda

Sous embranchement : Mandibulates (Antennates)
Classe : Insecta

Sous classe : Pterygota

Ordre : Coleoptera

Super famille : Chrysomeloideae

Famille : Bruchidae

Sous famille : Bruchinae

Genre : Callosobruchus

Espece : Callosobruchus maculatus (Fabricius,1775)

Plusieurs études moléculaires conduites par (Duckett et al.,2003 ; Farell et Sequira, 2004 ; Gomez-
Zurita et al., 2007) ont mis en évidence une position phylogénétique relativement derivée des
bruches au sein de représentants de la famille des Chrysomelidae.

La bruche communément appelée bruche a 4 taches ou bruche maculée, comprend d’autres
synonymies : Bruchus quadri maculatus (Fabricius,1792), Lariaquadri maculatus (Bedel, 1901),
Pachymerusquadi maculatus (Schilsky, 1905), Bruchidius maculatus, B.ornatus, B.ambigus et

B.simatus.

1.3.- Origine et répartition géographique

Decelle (1981) note que cette espéce serait originaire d’Afrique. Grubben (2004) a montré que
Callosobruchus maculatus a une affinité subtropicale et tropicale. Elle est cosmopolite répandue
dans le monde entier et dans les régions chaudes, et elle s’attaque aux genres Vigna et Cicer. Cette

espece de Bruchinae est présente dans toutes les zones tropicales (Huignard et al., 2011).

1.4.- Aspect morphologique de Callosobruchus maculatus

L’adulte de Callosobruchus maculatus mesure 2,8 a 3,5 mm de longueur. Le corps de forme
oblongue, est généralement rougeéatre et recouvert de soie blanche a blanc- jaunatre. Les antennes
sont de couleur brune (Taleb, 2015).

Cez les bruches une partie de I’abdomen dépasse légeérement les €lytres, représentant le pygidium
qui permet de distinguer le male de la femelle. La distinction entre les sexes se fait par I’observation

générale, la plus caractéristique est la coloration du pygidium, ce dernier est élargi et de couleur
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sombre sur les deux faces pour les femelles, petit et absence de rayures chez les méles. Les femelles
de couleur plus foncée sont de taille plus grande que les méles qui sont de couleur brun clair (Beck
et al ; 2007).

Callosobruchus maculatus a une colonne vertébrale triangulaire unique a I'extrémité apicale des

deux crétes du femur ventral (Brier, 2008).

1.5. - Description des différents états évolutifs du cycle

Le cycle de développement de Callosobruchus maculatus passe essentiellement par 4 écophases.

1.5.1.-(Euf

Dans les stocks, apres copulation la femelle de Callosobruchus maculatus dépose ses ceufs ovoides
directement sur le pericarpe des graines (Delobel et Tran, 1993). Au champ de cultures les oeufs
sont déposés directement sur les gousses vertes ou mdres de Vigna unguiculata (Alzouma, 1981).
Dans ce cas la femelle fixe préférentiellement ses ceufs le long des sutures des gousses (Biemont et
al., 1982). lls sont fixés par la femelle a la surface des graines et des gousses par une substance
gélatineuse qui s’étale autour de I’ceuf (Taleb, 2015). Lors de la ponte, une phéromone de marquage
est déposée en méme temps que I’ceuf. Elle permet a la femelle d’éviter les graines fortement
infestées et de réduire ainsi la compétition inter-larvaire (Delobel et Tran, 1993).

L’ceuf est asymétrique et présente deux extrémités, une arrondie correspondant au pdle postérieur.
On note a ce niveau la présence d’une protubérance appelée «respiratorytube » ou « funnel » qui
joue un role dans les échanges entre le milicu extérieur et I’intérieur de ’ceuf. L’autre extrémité
subconique correspondant au pdle antérieur. L ceuf est de couleur blanchatre et adhére a la graine
grace a un liquide émis par la femelle au moment de I’expulsion de I’ceuf. L’incubation de I’ceuf

dure 3 a 5 jours et aboutit a la formation de la larve néonate (Wightman et Southgate, 1982).

1.5.2.- Les stades larvaires
1.5.2.1.- Premier stade
A I’émergence la larve de type chrysomélien apparait toujours a I’endroit de dépot de ’ceuf. Elle
possede trois fines paires de pattes non fonctionnelles et une plaque prothoracique. Elle reste
protégée a I’intérieur du chorion pendant 24 a 48 heures, puis perfore le téegument de la graine en
creusant une galerie dans 1’épaisseur du cotylédon. Dés qu’elle pénétre dans la graine, elle effectue

Sa mue.
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1.5.2.2.- Deuxiéme stade

Elle est de type rynchophorien a corps blanchétre. La téte sclérifiée porte une paire d’antennes
articulées. Elle ne possede ni pattes, ni plague prothoracique. En grossissant, elle continue de creuser

la galerie et 1’¢largit en une premiére logette ou intervient la mue (Ait Aider, 2017)

1.5.2.3.- Troisieme stade

Elle est du méme type que le stade précédent. Elle continue & agrandir la galerie en une deuxieme

logette dans laquelle elle grossit considérablement et mue.

1.5.2.4.- Quatrieme stade

Cette larve agée se différencie des larves L2 et L3 par sa taille plus conséquente. Elle continue a
grossir en creusant une troisieme logette a laquelle elle donne une taille et une forme definitive.
Cette logette est arquée et tapissée d’acide urique et séparée de I’extéricur par une fine membrane

tégumentaire de la graine. C’est le lieu définitif de la nymphose (Ouédraogo, 1978).

1.5.3.- Le stade nymphal
Callosobruchus maculatus effectue sa nymphose a l’intérieur d’une seule graine aprés avoir
construit une fenétre de sortie au niveau du tégument (Southgate,1979). La durée de la nymphose

varie entre 7 a 28 jours. (Kossou et Aho, 1993).

1.5.4.- Adulte

Au terme de la nymphose, I’adulte découpe a I’aide des ses mandibules le tégument de la graine
recouvrant la loge nymphale et méne une vie libre (Huignard et al., 2011). Deux types d’adultes sont
observés . le morphe voilier et le morphe non voilier, différant par des caractéristiques
morphologiques, physiologiques et comportementales (Utida, 1972).

Les adultes de morphe non voilier sont de couleur brun rougeéatre possédant deux taches noires sur
leur pygidium, ils sont incapables de voler a cause de leurs muscles alaires qui ne sont pas
fonctionnels. Les organes reproducteurs de ce morphe non voilier sont fonctionnels dés le début de

leur vie imaginale.
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Les adultes de morphe voilier sont de couleur brun noir a gris noir et ils n’ont pas de taches sur le
pygidium. Leur corps et les antennes sont plus courts chez les adultes non voiliers. IIs sont tres actifs.
Leur activité reproductrice est beaucoup plus faible que celle des morphes non voiliers (Huignard et
al., 2011).

Les figures 1 et 2 illustrent, respectivement la ponte et I’adulte sur une graine de pois chiche

Figure 1. Les ceufs de Callosobchus maculatus pondus sur le pois chiche (Grx10)
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Figure 2. Adulte de Callosobchus maculatus(Grx10)

1.6. - Biologie et écologie

Les adultes de Callosobruchus maculatus montrent un polymorphisme imaginal. 1l existe deux
formes phénotypiques : un morphe sédentaire de courte durée et tres fécond alors qu'un morphe
dispersant affiche le comportement migratoire et de reproduction retardee (Utida, 1954 et 1972 ;
Beck et Blumer, 2014). Ce polymorphisme permet d'utiliser les légumineuses hotes a la fois au stade
du développement des gousses (attaquées par le morphe de dispersion) et a I'étape de graines séchées
(attaquées par le morphe sédentaire). Les populations de stockage sont généralement fondées par
quelques individus, mais une expansion rapide des graines séchées augmente leur pouvoir de
croissance et leur nombre (Messina, 1993). Le développement de la bruche se réalise en fonction
de la température, de I’humidité relative du milieu et du substrat de ponte (Huignard et al., 1985).
Kellouche (2005) note que la durée du cycle évolutif est en moyenne de 28 + 3 jours dans les
graines de pois chiche. L’incubation des ceufs dure environ une semaine, le développement larvaire

durel5 jours et la nymphose dure 6 jours.
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1.6.1. Fécondité

Les femelles pondent sur les gousses en voie de maturation, sur les gousses seches ou sur les graines
aussi bien dans les cultures que dans les systemes de stockage. Les pontes sont dispersées le long du
péricarpe. Les ceufs adhérent fortement sur celui-Ci grace a une sécrétion qui recouvre complétement
le chorion et s’étale sur la gousse. Les larves se développent dans les graines séches (Huignard et
al., 2011). La fécondité varie entre 70 et 100 ceufs par femelle. La ponte est déclenchée chez la
femelle gravide par un stimulus de nature chimique présent dans le tégument de la graine (Delobel
et Tran, 1993).

1.6.2. Régime alimentaire et dégats
La principale plante héte de la bruche est le niébé (Vigna unguiculata). De méme, I’espece se
développe dans une diversité de graines d’autres légumineuses comme Cicer arietinum, Caja
nuscajan, Lablab pupureus, Pisum sativum, Macrostyloma geocarpum et Glycine max (Huignard et
al.,2011). Callosobruchus maculatus constitue une menace permanente aux légumineuses, due a sa

grande polyphagie et sa faculté d'adaptation a des régions climatiques les plus diverses (Utida, 1981).

La bruche est I'une des especes qui exerce une pression continue sur les légumineuses a cause des
stades juvéniles qui occasionnent les dégats aux stocks en consommant, avant le stade nymphal, une
partie importante des réserves nutritives contenues dans les cotylédons de la graine de niébe.
L’activité de consommation des réserves des graines par les larves provoque de la chaleur et de
I’humidité qui entrainent la croissance des champignons conduisant a des pertes conséquentes
(Djosson, 2006). En zone rurale ou les techniques de conservation des denrées agricoles sont peu
élaborées, ce ravageur entraine des pertes post-récoltes pouvant atteindre 100% en quelques mois
(Lienard et Seck, 1994). Selon Murdock et al. (1997), lorsque les dégats excedent un trou
d'émergence par graine, la valeur marchande du niébé s'en trouve substantiellement réduite.
Tchamou (1995) a montré qu'il existe une relation entre le nombre de trous d'émergence des bruches
sur les graines et les pertes de poids (Fig. 3). Pendant I’entreposage des récoltes du niébé, le taux
d’infestation initial par les bruches est généralement inférieur a 5% (Ouedraogo, 1991). Ce taux
passe & 30% apres 1 mois de conservation, puis de 80 a 100% en I’espace de 5 a 6 mois de stockage

si aucune mesure de contrdle n’est entreprise (Nuto et Glitho, 1990).
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Figure 3. Les dégats causés par Callosobuchus maculatus

La figure 4 illustre les différents stades de développement de la bruche, Callosobruchus maculatus
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d)

Larves L1 (Grx20) Larve L2 (Grx80) Larve L3 (Grx80) Larve L4 (Grx10)

Nymphes (Grx20)

Adulte femelle (Grx10) Adulte male (Grx10)

Figure 4. Les différents stades de développement de Callosobruchus maculatus (Ait Aider, 2017)

30



DEUXIEME CHAPITRE

Syntheése de données sur Tribolium castaneum

Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), est un ravageur tres important des
denrées stockées. Cette espéce a été repérée sur une large gamme de produits de base, y compris
les céréales, la farine, les pois, la feve, le cacao, les noix, les fruits secs et les eépices, mais la farine

semble étre sa nourriture préférée (Campbell, et Runnion, 2003).

2.1. Origine et distribution géographique de Tribolium castaneum

Le Tribolium rouge de la farine, est un déprédateur commun de céréales entreposées,
holométabole, polyphage, cosmopolite et qui vit le plus souvent dans les régions a climat chaud (
Belguendouz et al.,2013). Il est fregeunt generalement dans les boulangeries et les minoteries. Ce
déprédateur est trés nuisible aux produits céréaliers, y compris les grains, la farine, les flocons
d'avoine et le son. Le tribolium est un insecte qui préfere les régions tempérées et remonte dans le
nord de I’Europe et de I’Amérique (Lepesme, 1944).
L’origine de cette espeéce vient de I’Afrique. C’est un ravageur doté d’une grande faculté
d’adaptation. Il est plus fréquent sous les climats chauds notamment les tropiques (Delobel et Tran
,1993).

2.2.- Position systematique de Tribolium castaneum
Selon Lepesme (1944) I’espéce Tribolium castaneum, fait partie du :
Regne : Animalia

Embranchement : Arthropoda

Sous embranchement : Mandibulates (Antennates)
Classe : Insecta

Sous classe : Pterygota

Ordre : Coleoptera

Super ordre: Polyphaga

Super famille :Cucujoidae

Famille : Tenebrionidae

Sous famille : Ulominae

Genre : Tribolium

Espéce : Tribolium castaneum (Herbest)
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2.3.-Aspect morphologique de Tribolium castaneum

C'est un insecte appartenant a la famille des Tenebrionidae. L'adulte mesure de 3 & 4mm, de couleur
uniformément brun-rougeatre. 1l est étroit, allongé, a bord paralleles, a pronotum presque aussi large
que les élytres et non rebordé antérieurement. Les 3 derniers articles des antennes sont nettement
plus gros que les suivants (Balachowsky, 1962). Contrairement a 1’espéce voisine, T. confusum, le
chaperon ne dépasse pas l'eeil latéralement. La larve mesure 6mm, environ 8 fois plus longue que
large, d'un jaune tres pale a maturité, avec latéralement quelques courtes soies jaunes. La capsule
cephalique et la face dorsale sont légérement rougeétres. La longévité de l'insecte est variable de 2
a 8 mois suivant les conditions abiotiques du milieu (Lepesme ,1944)

2.4. Description des différents états évolutifs de Tribolium castaneum

Tous les stades de ce ravageur (larves, nymphe et adulte) sont visibles dans la farine infestee, sauf

les ceufs car les particules de la farine adhérente aux ceufs rendent leur identification plus difficile

(Leelaja et al., 2007).

2.4.1. L’ceuf

Les ceufs sont blanchatres ou transparents et peuvent prendre la couleur des particules alimentaires
adhérant a leur surface (Mason, 2003). Ils mesurent envirion 0,7 mm de longueur et de I’ordre de
0,4 mm de largeur, et sont déposés en vrac sur les graines, difficiles a déceler. 1Is sont fluoresgants

sous des longueurs d’onde de 365 nm (radiations ultra violettes) (Leclaja et al., 2007).

2.4.2.Le stade larvaire

A son développement complet, la larve peut atteindre 6mm de long, portant trois paires de pattes.
Elle est de forme vermiforme, cylindrique d’une couleur jaune trés péle, & maturité portant une téte
brunatre ornée latéralement de courtes soies jaunatres (Lyon, 2000).

Cette larve se distingue par une rangée dorsale de courtes soies a la base du dernier segment
abdominal et une paire d’urogomphes recourbée vers le haut, dans un plan perpendiculaire a celui

du corps (Weidner et Rack, 1984)
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2.4.3 La nymphe

A la fin du dernier stade larvaire, la larve s'immobilise, cesse de se nourrir et se transforme en
nymphe. Elle mesure 5mm de long, de couleur blanchatre a brunétre a la fin de son stade nymphal
(Lyon, 2000).

Il est plus facile de distinguer entre les sexes chez les nymphes que chez les adultes.
Les males et les femelles se distinguent par la partie terminale de I'abdomen. Dans les deux sexes,
I'abdomen se termine par une paire d'appendices pointus (urogomphes). Les nymphes femelles se
reconnaissent par les papilles génitales, situées juste en avant des urogomphes, qui sont développées
chez les femelles que chez les males (Sokoloff, 1974).

2.4.4. L’adulte

Tribolium castaneum est un coléoptére de couleur brun rougeatre qui mesure de 3 a4 mm de
long, son corps est lisse et allonge (Weidner et Rack, 1984). Les antennes sont formées de onze
articles dont les trois derniers se terminent par une massue (Fig. 5). Les yeux ne sont pas surmontés
d’un bourrelet semblable a une paupicre. Les ¢élytres présentent des lignes longitudinales pointillées.
Cette espéc se distingue des autres espéces de Tribolium par la forme de ses yeux qui sont

relativement rapprochés (Bousquet, 1990).

Figure 5. Adulte de Tribolium castaneum (Bouchard,2016).
2.5. Cycle évolutif et mode de reproduction de Tribolium castaneum

Les femelles pondent 300 a 400 ceufs dans les aliments qu’elles infestent, au rythme de 2 a 3 ceufs
par jour. Ces ceufs sont collants et s’agglutinent autour des particules alimentaires, ce qui les rend
difficiles a distinguer. En post-oviposition (3 a 12 jours), les ceufs vont éclore en petites larves
actives qui restent cachées a I’intérieur de I’aliment, a I’abri de le lumiére (Abdelsamad et al., 1988 ;

Mason, 2003).
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Selon les conditions environnementales et la disponibilité de sources d’alimentation, les larves
subissent 5 a 11 mues. Elles se métamorphosent apres en nymphes nues. La durée de ce stade
larvaire peut dépasser trois mois, de I'ordre de 100 jours selon la température, I’humidité et
I’alimentation disponible. Les premiers accouplements auront lieu apres deux jours de I’émergence
des imagos et dure 3 a 15 minutes (Scotti, 1978), les males peuvent vivre jusqu’a trois ans et les

femelles jusqu’a 2 ans (Lepesme, 1944).

La durée du cycle complet varie généralement entre 7 semaines et 3 mois. La température favorable
pour le développement est de 20 a 37°C avec une humidité relative de 60 a 80%. Dans ces conditions,
la durée d’une seule génération peut étre de 27 a 35 jours (Shazali et Smith, 1986).
2.6. Régime alimentaire et importance des dégats de Tribolium castaneum
C'est un insecte cosmopolite, qui affectionne les farines dans lesquelles il creuse des galeries. Il leur
communique une teinte brunatre et une odeur acre et rend la panification difficile. Sur les graines
d'arachide, Tribolium castaneum provoque un accroissement notable de la teneur en acides gras
libres dans I'huile qui en est extraite et s'attaque aux : riz, blé, son et farine de riz et de blé, mais,
orge, sorgho, millet, manioc, tapioca et farine de manioc, sagou, igname, fruits sechés, toutes les
Iégumineuses sous forme de farine : arachide, coprah, graines de coton, ricin, cabosses de cacao,
chocolat, noix de muscade, poivre, gingembre et les insectes en collection (Lepesme, 1944).
La qualité alimentaire du lot infesté va également diminuer par la présence des exuvies et le
changement de ’odeur de la denrée. En effet ’adulte du Tribolium possede des glandes produisant
un liquide nauséabond riche en quinones, qui communique au lot une odeur désagréable et la farine
en particulier perd rapidement sa valeur technologique et commerciale (Fourar, 1987).
Les insectes des denrées stockées dont Tribolium castaneum représentent une partie trés importante
des dommages des denrées stockees. lls peuvent causer des pertes importantes en réduisant la qualité
et la quantité des produits stockeés.

Les infestations de Tribolium castaneum causent pour le blé stocké non protégé, une réduction
variable de la germination de 9 a 39% ainsi qu’une augmentation de grains endommagés
(Belguendouz et al.,2013).
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TROISIEME CHAPITRE

Les alternatives de protection de denrées stockées

Pour faire face a la croissance démographique, il serait impérieux de gérer a la fois les facteurs
édaphiques, climatiques et biotiques qui influencent la pression parasitaire sur les cultures et leurs
récoltes, ainsi que sur la pullulation d’insectes en champ comme au stock (Ngamo et al., 2007).

Pour entreprendre une alternative de lutte contre les insectes ravageurs des graines stockées, deux
méthodes sont recommandées, I'une est de nature préventive et se pratique avant I’installation des

ravageurs et la seconde, de type curative, est utilisée quand les entrep6ts sont déja infesteés.

3.1. Lutte préventive

Dans ’approche préventive nous pouvons inclure certaines techniques comme 1’insolation qui est
une pratique effectuée le plus souvent avant I’emmagasinage des récoltes. Elle permet de compléter
le séchage et de faire fuir les insectes grace a la chaleur et a I’'incidence directe des rayons solaires.
Des essais sur niébé ont donné une mortalité totale des bruches au bout de 6 heures d’exposition a
50°C (Lale et al.,2003).

Les producteurs qui conservent une partie de leur récolte de légumes secs pour servir de semences
préférent souvent utiliser les méthodes de prévention non chimiques plutdt que les pesticides pour
préserver la capacité et la qualité germinative des semences : cendres, argile finement broyeée,
feuilles de neem, poudre fine d’cucalyptus, écorce d’agrumes et méme parfois du sable peuvent étre

mélanges en forte proportion aux stocks de graines (Lienard et Seck, 1994 ; Murdock et al., 2003).

3.2. Lutte curative
L’application des traitements préventifs reste insuffisante, pour cela il est necessaire

d’associer des traitements curatifs.

3.2.1. Lutte physique
Plusieurs procédés de lutte physique ont été adoptés pour protéger les légumineuses contre
Callosobruchus maculatus. I1 s’agit des radiations rayonnantes, les températures extrémes et la

teneur en oxygene et en dioxyde de carbone.
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3.2.1.1. Irradiation gamma

Son principe repose sur I’exposition des populations d’insectes, soit a des doses élevées d’irradiation
pour tuer tous les stades de développement de I’insecte, soit a des doses plus faibles pour les stériliser
(Hekal et EI-Kady, 1987). Or les études réalisées par I'US Food and Drug Administration ont montré
qu’aux doses prescrites, I’irradiation n’altére aucune des propriétés de la denrée (Lienard et Seck,

1994).

3.2.1.2. Les températures extrémes

Les procédés thermiques comme I’élévation de la température servent a sécher rapidement la récolte,

de ralentir le développement des insectes et de prévenir une nouvelle infestation (Zeher, 1980).

3.2.1.3. Atmosphéres controlées

L’utilisation de I’azote ou de dioxyde de carbone peut étre valorisée pour le contréle des insectes
des denrées stockées. L’enrichissement de I’atmosphére par I’'un de ces gaz fait limiter la teneur en
oxygene et provoque ainsi I’asphyxie des insectes (Storey, 1975). Hassan et al. (2004) ont montré
que I’enrichissement de I’atmosphere de 30 bars de CO2 pendant 20 minutes tue tous les ceufs de
C.maculatus pondus sur le niébé.

En effet, les atmospheres modifiées peuvent fournir, une alternative efficace sans résidus de
fumigants et d'autres produits chimiques pour le contrdle post-récolte des ravageurs (Navarro et al.,
2012).

3.2.2. Lutte chimique
Dans le souci de remédier les pertes dues aux Coléopteres bruchinae et particulierement
Callosobruchus maculatus qui est I’espéce qui se maintient dans les stocks durant toute I’année, les
producteurs de niébé ont le plus souvent recours a la lutte chimique, dite classique qui, malgré son

efficacité, a montreé ses limites et ses conséquences néfastes (Toufique et al., 2014).

La lutte chimique consiste a 1"utilisation des pesticides chimiques de synthése pour la protection des

denrées stockées. Ces produits qui sont toxiques pour la santé des étres vivants et pour
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I’environnement s’averent trés efficaces car ils produisent des résultats intéressants et discutables

(Seck, 1994).

Deux approches de la lutte chimique contre les insectes en post- récolte sont régulierement
pratiquées dans le monde :
- L’utilisation des insecticides liquides ou en poudre ayant un effet 1étal par simple contact des
ravageurs ciblés avec le dép6t de la substance active sur les graines.
- Le gazage dans une enceinte étanche avec un fumigant, c'est-a-dire un gaz a propriétés
insecticides reconnues comme le phosphure d’hydrogéne (PH3) (Fleurad, 2011).

3.2.2.1. Les insecticides de contact

Ces insecticides persistants préservent les graines pendant plusieurs mois en tuant les adultes qui
émergent des graines deja infestées et ceux qui arrivent de ’extérieur. L’efficacité de traitement par
les insecticides peut étre ameéliorée par un enfermement dans une structure étanche aux insectes

(jarre, grenier, technique du triple sac plastique.) (Delobel et Matokot, 1991 ; Murdock et al., 1997).

3.2.2.2. Les fumigants
Ce sont des insecticides a haute tension de vapeur qui agissent sous forme gazeuse. Par rapport aux
insecticides de contact, ils possédent I’avantage de ne laisser aucun résidu sur les denrées
(Hindmarsh et al., 1978). La fumigation est un traitement purement curatif. Une fois réalisée, le
stock n’est plus protégé contre de nouvelles infestations. Dans les pays chauds, la phosphorine (PH3)
est le fumigant le plus couramment utilisé (Howe, 1978 ; Hindmarsh et al., 1978) et s’avére trés

efficace contre les ceufs et les larves de C. maculatus (Singh et al., 1990).
Les produits homologués représentés dans le tableau 1, pour les traitements des graines aprés la

récolte contenant une substance active autorisée sont des organo-phosphorés, pyréthrinoides,

fumigants, biopesticides et matieres minérales (Deapea, 2005).
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Tableau 1. Substances actives insecticides homologuées pour le traitement des grains (Deapea,

2005)
Famille Substance active | Principales Limite maximale | Dose Dose
chimique (s.a.) spécialités de résidus de | d’applicat | d’application
commerciales s.a.(mg/kg) ion Spec | Spec apreés
(Spec) en poudre | dilution dans
I’eau (ml/
quintal)
Pyrimiphos-méthyl | Actellic®
Pirigrain® Non fixée @
Chlorpyriphos- Nuvan durée® Non fixée @)
méthyl
Organo- Chlorpyriphos- Dubsan®* 0,1 (soja
phosphore éthyl seulement)
Fénitrothion Nuvanol®” 0,1 (soja
Sumithion®” seulement)
Malathion* Zithiol* 2* (‘haricot sec 4 a5 g/|50a80
Cythion seulement) quintal
Malatox
Pyréthrinoides Deltaméthrine K-Obiol 1 (toutes |2 a 3|25a40
I[égumineuses) g/quintal
Cyperméthrine Talisma® 0,05 (arachide et
soja)
Perméthrine® Ambush 0,1 (haricot et
arachide) 0,05
(soja)
Fumigants (gaz) | Phosphure Fumitoxin 0,01 (arachide et|3g/m® de
d’aluminium ou de | Phostoxin toutes graines,
magnésium Quick-fume I[égumineuses) soit
Fumi-cell 4g/tonne
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Fluorure de | Vikane
sulfuryle Profume
Biopesticides Spinosad 0,01 (soja 50280
seulement)
Matiéres Terre de diatomées | Dryacide (liquide) Non fixée & 30-50 50 & 80
minérales Diatomite (poudre) g/quintal

*pour indication (sans garantie du fabricant)

@D pas d’autorisation d’emploi sur légume sec

@ spécialités commerciales homologuées sur céréales en grain

Le principal inconvénient de I'usage régulier des pesticides pour la lutte contre les ravageurs des

denrées stockees est le développement de phénomeéne de résistance. Les cas de resistance les plus

inquiétants sont ceux de Tribolium castaneum(Herbt) dans les stocks de graines de céréales qui a

acquis une résistance généralisee au lindane et au malathion. Un autre exemple est celui de C.

maculatus qui a également développé une résistance a la phosphine (Ahmed et al.,2002) et a un

insecticide organo-phosphoré au Nigeria (Odeyemi et al.,2006).

3.2.3. Lutte biologique

La lutte biologique peut se faire a deux niveaux :

Soit en lachant les parasitoides adultes a I’intérieur du systéme de stockage pour augmenter
I’activité parasitaire. Cette méthode nécessite la mise en place d’élevage de parasitoides et il
faut avoir une bonne connaissance de la bio-écologie des parasitoides et du taux de
contamination des graines au moment du lacher.

Soit en favorisant la reproduction et le développement des Hyménoptéres parasitoides dans
le systeme de stockage par ’apport des nutriments qui accroissent la longévité des adultes et

augmentent la fécondité des femelles (Huignard et al., 2011).

3.2.4. La sélection variétale et génie génétique

Le choix des variétés résistantes de V. unguicualtae est une méthode de contrdle intéressante pour

les petits agriculteurs dans la lutte contre C. maculatus. En effet, elle se substitue a la lutte chimique

et élimine ainsi de nombreux inconvénients tels que les risques pour la santé et I’environnement, le

cotit élevé et les problémes d’acceptation des différents produits par les paysans comme elle élimine

les difficultés liées a I’utilisation de ces différentes substances (Fleurad et al., 1998).
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L’utilisation des variétés résistantes est liee essentiellement & leur composition en inhibiteurs
d’enzymes tels que les inhibiteurs de protéases, d’alpha amylases et les arcelines (Baldin et Lara,
2008).

Le développement de la biotechnologie a permis d’extraire des génes codant pour des protéines anti-
métaboliques dans une espéce et de les introduire par transgénese dans une autre espéece, afin de lui
conférer une résistance vis-a-vis des larves des bruches. De plus, la sélection assistée par marqueurs
(SAM) est un outil puissant pour aider le sélectionneur a connaitre les caractéristiques génetiques
qui permettent I’identification des génes ou des groupements de genes impliqués dans les

phénomenes de résistance (Huignard et Renault-Roger, 2011).

3.2.5. L’utilisation des plantes ou phytothérapie

Les recherches a I’heure actuelle s’orientent vers les plantes aromatiques contenant des huiles
essentielles qui agissent comme des phytopesticides. L’efficacité des huiles essentielles est
démontrée par les travaux de nombreux chercheurs (Regnault-Roger et al., 1993 ; Ketoh, 1998 ;
Tapondjou et al., 2003 ; Kellouche, 2005 ; Ngamo et al, 2007). 11 s’agit d’aider les populations
locales a utiliser les ressources offertes par leur propre biodiversité pour résoudre leurs problemes
de stockage des denrées. D'apres Isman (2000) et Kéita (1999), plus de 1000 plantes recensées ont
des propriétés variant de la répulsion, a l'anti-appétence ou a la létalité contre les ennemis des
cultures et des stocks. Les extraits de neem ont fait I’objet de nombreuses expérimentations en
Afrique de I'ouest, que ce soit pour des extraits artisanaux ou pour une formulation appelée
Reppellin. Ils ont été expérimentés sur le bruche C. maculatus, la pyrale du niébé Maruca vitrata
Fab, ainsi que sur des termites (Copping,2009).

La toxicité de I'huile essentielle de la partie aérienne d’Agastache foeniculum contre Tribolium
castaneum et Rhyzopertha dominica a mis en évidence une forte activité insecticide de I’huile

essentielle sur les insectes (Asgar,2016).
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QUATRIEME CHAPITRE

Présentation des trois plantes expérimentées

4.1. Salsola Foetida Del.

4.1. 1.0rigine et distribution

Cette espéce est connue dans les régions arides et semi-arides de 1’Asie centrale, le moyen orient,
I’ Afrique et I’Europe (Pyankov et al., 2000 et 2001 ; Toderich et al.,2012 ; Mosyakin et al.,1996).
Cette plante pousse sur des sols généralement secs et légerement salins, avec certaines especes des
marais salants. Salsola se révele a étre une espéce allélopathiquement active, (Sokolowska et
al.,2009).

4.1. 2.Systématique

Gbif (2014) note que I’espéce Solsola foetida appartient :

Régne : Plantae

Embranchement : Tracheobionta

Classe : Dicoltylédons

Ordre : Caryophyllales

Famille : Chenopodiaceae

Synonymies : Caroxylon imbricatum (Forssk.) / Salsola foetida var. Salsola imbricata Forssk.
Salsola vermiculata var. Caroxylon imbricatum (Forssk.)

La figure 6 illustre une vue de I’espéce Salsola foetida dans son aire naturelle.

4.1. 3.Composition chimique

Les espéces appartenant au genre Salsola sont riche en phyto-constituants, principalement
flavonoides, composés phénoliques, les composés azotés, saponines, triterpenes, stérols, les
composeés volatiles, lignanes, coumarins et cardiaques glycosides. De plus, elles possédent plusieurs
propriétés biologiques a savoir : analgesique, anti-inflammatoire, antivirale, antibacterienne,

anticancerigéne, cardioprotective et hepatoprotective (Boulos et al.,1991).

4.1. 4.Propriétés et utilisation

L’activité antibactérienne a démontré que les deux parties de la plante ont un pouvoir antibactérien

remarquable. Les extraits aqueux exercent un effet antimicrobien et antifongique faible contre les

sources bactériennes et fongiques. La plante a aussi une activité antioxydante pour trois essais a

savoir : TPC, TFC, DPPH et ABTS (Ajaib et al.,2020). Les plantes de genre Salsola sont connues
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par leur usage en médecine traditionnelle comme les maladies de la peau et I’infestation par le ver
solitaire (Chauhan et al.,2018; Abegaz et al.,1991; Rasheed et al.,2013). Les metabolites
secondaires de Salsola sont : flavonoides, composés phénoliques, acides phénoliques, composés
azotés, saponines, triterpenes, sterols, acides gras, lignans, coumarines de magastigmane, glycosides
cardiaques, alcools cyanogénes, isoprenoides et le soufre (Zhao et al.,2004 ; Tundis et al.,2009).
L’activité antibactérienne de I’extrait d’éthyl acétate de Salsola imbricata et phénylpropanoides A
et B a été évaluée par la méthode de la concentration minimale inhibitrice. MIC (Xiang et al., 2007 ;
Syrchina et al., 1992).

Biphenylsalsonoide A a une forte activité antioxydante due a la présence de deux groupes
phénoliques : quercitrine et acide rosmarinique, isolés a partir de S. imbricata ( Xiang et al.,2007 ;
Osman et al., 2016). D’aprés (Wang et al., 2020: Mahasneh et al., 1999), les composés phénoliques
isolés de S. foetida exercent une activité d’inhibition de la tyrosine avec un potentiel de traitement
des maladies comme : 1’hyper-pigmentation associee a la surproduction de mélanocytes. Ces
molécules bioactives pourraient étre utilisées comme matériau de départ dans la découverte de

médicaments pour le traitement de maladies.

Figure 6. Salsola foetida.
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4.2. Cotula cinerea Del.

C’est une plante herbacée annuelle. D’aspect laineux, couverte de petites poils denses, elle porte des
feuilles de couleur vert-blanchatre épaisses et tres découpées. Les capitules de couleur jaune pale ou
jaune d’or sont de petite taille. Elle est connue sous le nom de Tkkélt en tergui et en Chihia en arabe.

4.2. 1.0rigine et distribution

L’espéce est a feuilles laineuses blanchatres, épaisses, divisées dans leurs parties supérieures en trois
a cing dents obtuses. Tiges de 10 a 40 cm, couchées puis redressées, capitules de 6 a 10 mm de
diamétre, a involucre laineux a fleurs, toutes tubuleuses, brunes en boutons puis jaunes d’or
lorsqu’elles s’ouvrent. Trés connue dans tout le Sahara, notamment dans les sols un peu sablonneux
(Bouziane, 2002).

C. cinerea est une espéce saharo-arabique qui préfere les sols sablonneux et les lits d’oued. Apres la

pluie, elle apparait en nombre conséquent sur de vastes surfaces mais se desseche rapidement.

4.2. 2.Systématique

Régne: Plantae Reference

Sub-régne : Tracheobionta (Quezel et Santa,1963) ; (Dupont et Guignard,2004)
Super-groupe : Spermatophyta

Groupe : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sub-clases : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Cotula

Espéce : Cotula cinerea Del

Synonymie :Brocchia cinerea Del Vernacular names Gartoufa, Gartoufa beida, Chouihiya, Chihia,
Shihit EI Ebel, Chiria, Robita (Quezel et Santa,1963) ; (Dupont et Guignard,2004) ; (Malza et
al,1993) et (Halis,2007).

4.2. 3.Composition chimique
Les tests phytochimiques ont été réalisés sur la partie aérienne broyée en poudre de la plante Cotula

Cinerea, en utilisant des réactifs spécifiques de révélation. Le screening a permis de mettre en
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évidence la présence des métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux : alcaloides,

flavonoides, tanins, terpenoides et quinones (Azroug et Houna,2019).

4.2. 4.Propriétés et utilisation

Dans le médical la plante est utilisée pour les troubles bronchopulmonaires (toux), les problémes
digestifs, I’insolation et les rhumatismes. Elle est utilisée comme fébrifuge, pour combattre les
coliques et les diarrhées. De plus, cette plante est utilisée pour aromatiser le lait (Azroug et Houna,
2019).

Deux extraits aqueux et méthanolique de Cotula cinerea ont été utilisés contre ces trois souches
bactériennes :Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa,

Dans la zone saharienne, Cotula cinerea est utilisée comme un péaturage pour les chévres (Fig.7).
Ses propriétés aromatiques lui valent d’étre plus appréciée dans la préparation du thé. On I’utilise
aussi en infusion pour faciliter la digestion.

Aujourd’hui, elle fait I’0bjet d’un commerce local parce qu’elle a la réputation de bien conserver ses

propriétés en séchant.

L’activité antimicrobienne des parties aériennes de Cotula cinerea a été évaluée a partir des
différents solvants : I’éther de pétrol et n-butanol. L’extrait de n-butanol (16.67 & 5.77 mm) et de
’éther de pétrol (17 K 1.73mm) ont provoqué une forte inhibition de Klebsiella pneumoniae
(Bensizrara et al.,2012).

La plante posséde donc une activité pharmacologique de nature antiinflammatoire antiseptique et

antibactérienne.
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Figure 7 . Cotula cinerea en fleurs

4.3. Zygophyllum album L.

Zygophyllum album posséde un pédoncule fructifére bien plus court que le fruit, la partie libre des
carpelles est sensiblement aussi longue que la partie soudée. Commun dans le sud-tunisien, plus rare
dans le sud algérien: EI Goléa, Illizi (Ozenda, 1977). L’espéce Zygophyllum album (Nom
vernaculaire : Aggaia) se présente, souvent, sous forme de buissons bas, ramifiés dont les feuilles
opposees et composees en général de 2 folioles cylindriques,charnues et gorgées d’eau. Elle se
rencontre, en pieds isolés dans les zones sableuses un peu salées, et en colonies sur de grandes
surfaces, sur les sols salés et les sabkha. Elles sont commune dans tout le Sahara Septentrional
(Chehma, 2006).

4.3. 1.0rigine et distribution
Le genre Zygophyllum est trés bien représenté dans les régions arides de 1’Afrique du Sud et de
I’Asie Centrale. L’espéce Z. album existe aussi dans la partie méridionale et orientale du bassin

méditerranéen « Algérie, Libye, Egypte, Palestine » (El meskaoui et al., 2008).
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4.3. 2.Systématique

La classification selon Quezel.et Santa (1963) se résume comme sulit :
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Zygophyllales

Famille : Zygophyllaceae

Genre :Zygophyllum

Espece :Zygophyllum album L. f.

Synonymie : Tetraena alba Beier & Thulin 2003

La figure 8 illustre une vue de 1’espéce Z. album dans son biotope.

Figure 8 . Zygophyllum album dans son aire naturelle au sud

4.3. 3.Composition chimique

La famille des Zygophyllaceae comprend des plantes qui bio-synthétisent des métabolites
secondaires (Tableau 2) parmi lesquels figurent des alcaloides, des terpenes, des flavonoides, mais
aussi des saponines (Neffat et Sghaier, 2014). Malgré le fait que le Z. album a fait I’objet de
nombreuses études phytochimiques, cette espece reste une espéece trés peu étudiée si I’on considére
le nombre de publications consacrées a d’autres espéces dans la méme région (Ouis et Bakhtaoui,
2017).
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Tableau 2. Les principaux métabolites secondaires isolés de Zygophyllum album

Les métabolites secondaires Littérature
Quercetin 3-O-rutinoside, Isorhamnetin 3-O- | (Saleh et El-Hadidi, 1977).
rutinoside, Isorhamnetin 3-O-glucoside

Isorhamnetin-3-O- galactoside, | (Hussein et al., 2011).
Isorhamnetin-3-O- glucoside, Isorhamnetin-
3-Orobinoside

Kaempferol, Isorhamnetin, Quercetin-3-0- (Amal et Moustafa, 2007).

glucoside, Harmine, Stigmasterol, -

sitostérol, Acidedecanoique, acidepalmitique

B-sitostérol, isorhamnétine-3-O-rutinuside (Ayad, 2008).

Carvone, a-terpineol, B-damascenone (Tigrine-Kordjani et al., 2011).

4.3. 4.Propriétés et utilisation
L’espéce Z. album est utilisée pour traiter une diversité de maladies : diabete, indigestion dermatose,
I’asthme, les rhumatismes, la goutte et I’hypertension (Azroug et Houna, 2019).
En pharmacopée traditionnelle Z. album est utilisée, en décoction, en poudre ou en pommade pour
les traitements du diabete, des indigestions et des dermatoses (Chehma, 2006). Elle est utilisée
comme remede contre les caries dentaires et comme cicatrisant (feuilles, fleurs et tiges).
Les observations sur terrain par Jamaleddine et al., (2017) montrent que Z. album est peu appreciée
par les herbivores. Ceci est un bon indicateur sur la présence éventuelle de métabolites secondaires
qui jouent un réle de défense chez cette espece. De méme, il parait que cette espece est bien broutée
par le dromadaire (Chehma,2006).
Beaucoup d’espéces de ce genre ont des propriétés thérapeutiques remarquables, et sont utilisées en
médecine traditionnelle. Z. album semble avoir une tres grande importance thérapeutique. Leurs
extraits sont carminatifs, anti-septiques, et stimulants (Atta et Mouneir,2004 ; Meng et al., 2002 ;
Maiza et al., 1993). D’apres El hafian et al., (2014), cette préparation est prise par voie orale contre
les douleurs gastrointestinales.
Les résultats de I'utilisation des extraits des parties racinaire et aérienne de Z.album contre les
souches bactériennes (Pseudomonas aeruginosa et S5: Enterococcus faecalis ) ont mis en évidence
une bonne activité bactéricide. De plus, les extraits aqueux et méthanolique de Z. album ont un
pouvoir antibactérien contre les souches bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa (Azroug et Houna, 2019).

47



Apreés trois jours d’incubation a 27°C, la présence de la croissance mycélienne pour ’extrait de la
partie aérienne (A4) de Z. album est observée a la concentration de 25mg/ml ainsi que celle de sa
partie racinaire (R4) a la concentration de 50mg/ml. Les résultats obtenus ont été négatifs pour le
champignon Fusarium oxysporum. Pour I’extrait de la partie aérienne (A2) de champignon
Cistanche tinctoria, a la concentration de 50mg/ml, il a été observé une présence de la croissance
mycelienne (Kadri, 2020).
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Partie Il : Matériels et méthodes

Ce travail a pour objectif d’apporter des é€léments complémentaires pour une nouvelle stratégie de
valorisation des substances naturelles d’origine végétale garantissant la conservation des denrées
alimentaires sans risque sur la santé des consommateurs et sur I’équilibre écologique.

Les deux espéces de Coléopteres qui intéressent notre étude sont Callosobruchus maculatus et de
Tribolium castaneum. Le choix de ces insectes est fait sur la base de I’'importance des dégats qu’ils
occasionnent au niveau des stocks et pour la facilité d’¢levage et de la manipulation de ces derniers

au laboratoire.

La sélection des plantes a été conduite sur la base de leur usage dans la médecine et la pharmacopée,
sur leur richesse en métabolites secondaires et leurs propriétés biologiques soulignées dans les études

antérieures effectuées par : Hamraoui et Regnault-Roger (1997) et Stoll (2000).

Dans ce cadre, diverses plantes ont été testées notamment : Salsola Foetida, Cotula cinerea et

Zygophyllum album sur les deux ravageurs des denrées stockees.

I1.1. Extraction des plantes et leur composition chimique
11.1.1. La récolte des plantes retenues

Le matériel végétal considéré dérive de trois plantes appartenant a différentes familles botaniques,
qui sont : Salsla feotida (Caroxylon imbricatum), de Cotula cinerea (Brocchia cinerea)et de
Zygophyllum album (Tetraena alba). Ces plantes poussent a 1’état spontané dans deux différentes
régions du sud algérien a étage bioclimatique saharien. Elles ont été récoltées en 2016. Les données
concernant ces plantes et leurs sites d’échantillonnage sont mentionnés dans les tableaux 3 et 4.
L’identification de ces espéces végétales a été effectuée sur la base de I’herbier du Département de

Botanique et la confirmation a été assurée par le Professeur Benhouhou.
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Tableau 3. Caractéristiques relatives aux 3 plantes considérées

Plantes Familles Régions Période de Partie de la
botaniques récolte (2016) plante
considérée
Salsola foetida | Amaranthaceae | Aougrout(Adrar) | Fin de mois Aérienne
d’aodt
Cotula cinerea | Asteraceae Djamaa(Oued Mois de Aérienne
Souf) novembre
Zygophyllum Zygophyllaceae | Djamaa(Oued Mois de Aaérienne
album Souf) novembre

Tableau 4. Caractéristiques des régions de récolte

Regions Coordonnées | Température | Précipitation | Superficie | Altitude(m)
géographiques | annuelle annuelle (km?)
moyenne moyenne
Oued Souf | 33°2121"N 21 77 35706 80
6°51'47" E
Adrar 27°52"27" 24 12 427300 276
NO0°1737" O

Dans un premier volet, le matériel végétal consiste en la partie aérienne de la plante. Les organes
végétaux frais ont été récoltés et séchés a l'air ambiant a une température de 1’ordre de 25 °C pendant
un mois. Dans le second volet, le matériel biologique est broyé a I’aide d’un broyeur électrique
jusqu’a I’obtention d’une poudre fine, puis stocké dans des sachets et conserve a sec a l'abri de
I'humidité. Le broyage de la plante augmente la surface de contact solvant-échantillon et assure une
meilleure filtration du solvant au sein du matériel végétal. Ce qui a pour conséquence une

augmentation de l'extraction (solide-solide).

I1.1.2. Méthode d’extraction a base de I’éthanol

L’appareillage Soxhlet permet ’extraction, avec les solvants, des espéces chimiques contenues dans
une matrice solide. L’échantillon placé dans une cartouche poreuse a I’intérieur de I’extracteur, est
traversé par les vapeurs du solvant. Les espéces chimiques passent du ballon chauffé au tube
adducteur puis se condensent dans le réfrigérant. Le condensat s’accumule dans le corps de
I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du siphon, entrainant le retour du liquide dans le ballon. Au

fil des cycles, le solvant s’enrichit en substances extraites jusqu’a épuisement de 1I’échantillon
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(Fig.9). Par comparaison avec les macérations classiques, cette technique permet de réduire le temps
d’extraction, d’une part, et requiert nettement moins de solvant et d’échantillon pour une efficacité
d’extraction supérieure, d’autre part (Luque de Castro et Priego-Capote, 2010 ; Bimakr et al., 2011).
A propos de notre protocole, une extraction solide-liquide par Soxhlet a été réalisée au laboratoire
de Valorisation et Technologie des Ressources Sahariennes (VTRS) de l'université D'EI-Oued et au
sein du laboratoire du Département Technologie Alimentaire de 1I’Ecole Nationale Supérieure
Agronomique (ENSA).

Une quantité de (10 g) de poudre de la matiére végétale préparée a été extraite avec 150 ml d'éthanol
par Soxhlet pendant une durée de 3h. Les extraits ont été filtrés a I’aide des filtres WhatmanN © 0,1.
Le filtrat a été concentré sous vide a 40 °C par un évaporateur rotatif (R-210 BUCHI, Suisse) pour

éliminer I'éthanol. L’extrait ainsi récupéré a été conservé a 4°C jusqu’a son utilisation (Fig.10 et 11)

Le taux d’extraction (le rendement de 1’extraction) est calculé comme suit :

Le taux de matiére extraite (%)=[(P1-Po)]/E*100

Po : poids du ballon vide (g).

P1: poids du ballon aprés évaporation du solvant (g).

E : poids de I’échantillon (poudre) (g).
|1
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Figure 9. Dispositif soxhlet a quatres montages
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Figure 11. Schéma descriptif du protocole expérimental de 1’extraction a base de 1’éthanol
2.1.3. Extraction de quelques métabolites secondaires des trois plantes

L’expérimentation a été performée dans le laboratoire de « génétique, selection et biochimie des
Brassicas »de la Mission Biologique de Galice (MBG-CSIC)- Pontevedra en Espagne. Pour chaque

méthode d'extraction nous avons considéré 3 échantillons de 100 mg par plante.

2.1.3.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC QTOF
_MS)

2.1.3.1.1. Préparation des échantillons

Les échantillons ont été préparés en ajoutant 1 ml d'acétate d'éthyle pour chaque échantillon dans
des tubes eppendorf, en les plagant dans I’agitateur de type vortex pendant 15 secondes et en les
mettant dans le sonicateur pendant 15 minutes. Afin de séparer le liquide du solide, nous avons
procede a la centrifugation des échantillons a 20.000 g pendant 10 minutes. Les filtres WHATMAN
0,2um ont été activés avec la méme quantité de solvant (I’acétate d’éthyle) avant la filtration des
¢chantillons. Ensuite, nous avons préparé une dilution de 10ul de I’échantillon filtré et 990ul de

’acétate d’éthyle dans des tubes en verre de 2 ml (Fig.12).
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:_ L’ajout de 1 ml d’Acétate d’éthyle

________ —— —— - d

Mettre les échantillons au Sonicateur pendant
15 minutes

R
I Centrifugation des surnagenants a
I 20.000 g pendant 10 minutes
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i Activation des filtres WHATMAN

'L 0.2um et filtration des échantillons

Préparation des dilutions de 10yl de I
MMM I'cchantillon filtré + 990u] d'acétate |
;  d’éthyle dans des tubes en verre de 2 ml :

b o o o = - - - ———

Figure 12. Schéma déscriptif des étapes de la préparation des échantillons pour I’analyse a la GC

2.1.3.1.2. Procédure d’extraction par GC QTOF_MS

Les métabolites ont été analysés a 1’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplé a un
spectrometre de masse (GC/QTOF/MS) constitué d’un chromatographe en phase gazeuse (7890B
Agilent Technologies), d’un spectrometre de masse QTOF (7200 Agilent Technologies) et d’un
échantillonneur automatique (GC Sampler 120 Agilent Technologies). La colonne était un HP5-MS
(5% phenyl-methylpolysiloxane, 30m 0.25mm de diamétre intérieur, 0.25 um d’épaisseur de film)
Agilent Technologies (Fig.13). La temperature a été réglé comme suit: 60 °C gardé pendant 1 min
puis rampé a 100 °C pendant 1 min et a une valeure finale de 245 C a 15 °C/min. L’Helium a été
utilisé comme un gas vecteur a un débit de 1 mL/ min. Les conditions des sources MS étaient PCI
utilisant du méthane (99.95%) sous forme de gaz d’ionisation (préssion de 20%) & 150 pA de courant
d’émission de filament (Benigno et al., 2020).

La GC est appliqué pour séparer les composés volatils et semi-volatils et les métabolites. La
séparation du mélange dépend de la longueur et de la température de la colonne (T = 290°C) (Jaroslav
et al.,2014). Les principales étapes de ’extraction a la chromatographie en phase gaseuse —qTof

couplée a la spéctrométrie de masse sont illustrées dans la figure 14.
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(A) Un chromatographe en phase gazeuse, avec entrée, colonne CG et ligne de transfert. (B) Schéma simplifié¢ d’une MS
quadripolaire a temps de vol, avec source d’ions, filtre de masse quadripolaire, cellule de collision, optique de transfert,

tube de vol, réflectron et détecteur.

Figure 13. Schéma simplifié du dispositif GC-QTOF-MS (Gushue,2013)

: Analyse des résultats a 1’ordinateur avec logiciel Mass
! Hunter

1
I
I
______________________________ 1

L
Figure 14. Principales étapes de 1’extraction des métabolites a la GC-QTOF-MS.

2.1.3.2. Chromatographie en phase liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de
masse (HPLC QTOF _MYS)

Cette méthode d’extraction a été modifiée a partir de plusieurs méthodes décrites par Hardy et Hall
(2012) ; De vos et al., (2011) ; Rogachev et Aharani (2011).
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2.1.3.2.1. Solution d’extraction de I’échantillon

e Méthanol et eau grade HPLC-MS fournis de J.1.Baker.

e Acétonitrile grade HPLC-MS a été obtenu de Sigma Aldrich.

e Methotrexate : un satandard interne qui est une substance de référence de Sigma Aldrich.

e Bleomycine : un standard de référence.

e La préparation pharmaceutique commerciale : Blemedac.

e Solution d’acétate : 2,3 ml d’acide acétique et 3,41 g d’acétate d’ammonium dans 1 L d’eau
purifiée par un systéeme de purification Merck Millipore, la solution doit avoir un pH de
4,8, sinononrajoute 0,1 M de HCl ou 0,1 M de NaOH (reagent grade ou ACS grade).

e Solution d’extraction : mélanger 25 % de la solution d’acétate avec 75 % de méthanol, ex :

mélanger 250 ml de la solution d’acétate avec 750 ml de méthanol.

2.1.3.2.2. Pratique d’extraction par HPLC QTOF _MS

Les echantillons préparés a partir de 100 mg de poudre végétale + 1 ml de méthanol, ont été mis au
vortex pendant 10 secondes, dans le sonicateur pendant 5 minutes a 30 Hz et a la centrifugeuse
pendant 10 minutes. Ensuite, ils ont été filtrés et transférés dans de nouveaux tubes Eppendorf
étiquetés. On a ajouté 1ml de la solution d’extraction (25 % de solution d’acétate +75 % de
méthanol) pour chaque tube contenant de la matiere végétale, puis on a fait passer I’ensemble au
vortex pendant 10 secondes, dans le sonicateur pendant 5 minutes a 30 Hz et centrifuger pendant 10
minutes a 20.000g. Le surnageant pour chaque tube a été combiné avec le contenu qui lui correspond
dans les eppendorfs de la premiére étape (les surnageants filtrés au début et portés a la centrifugation
pendant 5 minutes. Par la suite, 200uL de chaque solution a été transférée dans des flacons HPLC
(tubes en verre de 2 ml) et mélangée avec 800uL de la solution d’extraction pour obtenir une dilution
de 1/5. Enfin, les tubes ont été analysés par HPLC-QTOF-MS (Hall,2012 ; De vos et al., (2011) ;
Rogachev et Aharani 2011), (Fig.15).
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la matiére végétale

1
: Préparation de la solution d’extraction : 25% de la solution d’acétate+ 75% de !
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Ajouter 1 ml de la solution d’extraction a chaque tube contenant la matiére
végétale.
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: Filtration. Combinaison du surnageant avec le la solution
i de la premiére étape de filtration)
1

: 200 pL de chaque solution +800 pL de la solution
: d’extraction dans des tubes HPLC

Tubes HPLC préts pour
I’analyse

Figure 15. Procédure déscriptive des étapes de la préparation des échantillons pour I’analyse a
HPLC-QTOF -MS

L’appareil chromatographique est composé d’un systéme LC AgilentInfinity et équipé d’une pompe
a gradient Infinity 1260, d’un injecteur automatique HiPals 1260, d’une colonne de 1290, d’un
détecteur a réseau de photodiodes Infinity 1290, d’une masse précise quadrupdle du, temps de vol

6520 (QTOF/MS), Spectrometre de masse équipé d’une source d’ionisation par électro-
pulvérisation, d’un ordinateur équipé du logiciel Mass Hunter pour I’acquisition et le traitement des

données (Agilent Technologies) et des colonnes chromatographiques avec plusieurs phases

60



stationnaires utilisées : C18, C8, switterionique HILIC(ZIC-HILIC). La HPLC-QTOF-MS peut étre
utilisée pour identifier les composés solubles et un grand nombre de métabolites pour chaque
échantillon. Elle utilise également des solvants H2O et acétonitrile pour créer un gradient de polarité
(95% d’eau et 5% d’acétonitrile).Les paramétres de mesure de HPLC-MS QTOF sont : un débit de
la phase mobile de 0,4 ml/min, une pression de 250 bar, une température de la colonne de 30°C, un
volume injecté de 30 uL. La spectrométrie de masse est réglée a : un débit de gaz de séchage de 5
L/min, la température de gaz de séchage de 300°C, pression de gaz de nubélisation de 30 psi, un
voltage de la source ESI de 3500 V, un voltage du fragmenteur de 180 v et un type de gaz de collision
N2 (Lei et al.,2019).

L’échantillon est dissous dans un liquide appelé « phase mobile » (I’eau et 1’acétonitrile). La pompe
déplace la solution par une haute pression pour faire passer la phase mobile a travers la colonne LC
qui est remplie avec « la phase stationnaire ». Les différents composés de I’échantillon analysé se
séparent dans la colonne. Le moment ou un composé se distingue est appelé son temps de rétention.
Par la suite, les composés sont injectes dans le spectrometre de masse qui est constitué par 3 eléments
fondamentaux. Un analyseur de masse quadripolaire (MS1), un analyseur de masse TOF (MS3) et
une cellule de collision hexapole (MS2). La séparation des composés par les valeurs de m/z se fait
dans I’analyseur TOF.Le spectre de masse enregistré par le détecteur fournit des informations sur
les deux types d’ions : produits et moléculaires (M+). Il s’appelle : spectre MS/MS qui est important
pour I’identification des métabolites car il fournit une empreinte caractéristique de differents

composés, méme s’ils ont la méme formule (Fig.16).

Analyseur TOF
HPLC Spectrométrie de masse (MS3)

N

gopuLpp

oOoudEDD

Cellule de collision hexapole

,@D (MS2)

Analyseur quadrupolair

e
| Phase O: Source d'ions (MS1) l
pompe a haute préssion l'—

mobile

Q i F==

Echantillon

Figure 16. Schéma explicatif du dispositif HPLC-QTOF-MS (Zhou,2011)
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2.1.3.3. Identification de quelques métabolites

Les deux techniques GC et LC-QTOF-MS permettent d’identifier des composés selon les prévisions
de formule chimique a partir d’'une mesure précise de la masse ionique et profil isotopique
caractéristique.

Les métabolites ont été analysés par GC et LC avec détection QTOF/MS. Les paramétres : temps de
rétention, formule moléculaire, m / z expérimental et calculé, m / z des fragments principaux et
I’erreur et Score ont permis I’identification de ces composés. Les bases de données utilisées pour
I’identification sont celles de Metaboscape de Bruker, de Sirius, Metlinscripps et de Knapsack
metabolomics. Le logiciel spécifique utilisé pour HPLC est Chromeleon Chromatography Data
System.

2.1.4. Extraction de composés phénoliques des plantes

2.1.4.1. Préparation de solutions d’essai :

Les échantillons de plantes a analyser ont éte preparés de la méme méthode décrite précédemment
qui suit les mémes étapes que celles de I’extraction par la chromatographie en phase liquide a haute

performance couplée a la spectrométrie de masse.

2.1.4.2. Conditions de chromatographie et de spectrométrie de masse HPLC -QTOF —MS et
analyse des composés phénoliques
La séparation de composés phénoliques a été effectuée a I’aide d’un systéme HPLC composé d’un
dégazeur sous vide, d’un échantillonneur automatique et d’une pompe binaire avec une pression de
250 bars, Agilent Infinity (Agilent technologies, Allemagne) équipé d’une colonne analytique C18
en phase inverse de 2,5 x 50 mm et de particules de 1,8 um (Zorbax 137 Eclipse XDB-C18). La
température de la colonne a été maintenue a 23 °C. Le volume d’échantillon injecté est de 2 pul. La
phase mobile A en mode ion négatif est composée d’une solution aqueuse d’acétate d’ammonium a
2 mM et d’acide formique a 0,2 %; la phase mobile B était ’acétonitrile. Le débit utilisé était de 0,4
ml/min. Le dispositif HPLC était connecté a un spectrométre de masse a temps de vol, AgilentTOF
(Agilent technologies, Allemagne), équipé d’une interface d’électropulvérisation en mode négatif,
en utilisant les parametres de fonctionnement suivants : tension capillaire 3500 V, pression du
nébuliseur 30 psig, gaz de séchage 8 I/min, température du gaz 325° C, fragment ou fragment de
tension : 175 'V, tension de I’écumeur : 65 V, octopdle RF : 750 V. Des spectres de masse LC ont
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été enregistrés de 100-3000 m/z. Les données enregistrées ont été traitées avec le logiciel
MassHunter (Waldbronn, Allemagne). Les spectres d’absorption des rayons UV ont été enregistrés
en ligne pendant ’analyse HPLC. Le détecteur DAD a été réglé a un intervalle de balayage de 200
a 400 nm. Les composeés phénoliques ont été identifiés principalement par leurs spectres UV et ESI-
MS et par comparaison avec les données de la littérature. Les standards de composés phénoliques
injectés étaient : acide phénolique,acide gallique, acide protocatéchique, acide caftarique, acide p-
hydroxybenzoique, acide chlorogénique, acide caféique, acide syringique, acide coumarique,
catéchine, épicatechin gallate, quercétine-3-galactoside, quercétine-3-glucuronide (g-3-
glucuronide),  kaempferol-3-O-glucoside, quercetin et kaempferol) (Sigma-Aldrich),
(Antonio,2018 ; Bewketu et al.,2015).

2.2. Materiel biologique et activité insecticide des extraits de plantes testées

2.2. 1. Elevage des insectes

L’espéce d’insecte étudiée, Callosobruchus maculatus a éte obtenue a partir des semences de niébé
infestées. Par ailleurs, I’espéce Tribolium casataneum provient d’un élevage effectué au laboratoire
d’entomologie de I’Institut National de la Protection des Végétaux (INPV). L’¢levage des deux
insectes est conduit au laboratoire de Biologie Animale du département de Zoologie Agricole et

Forestiére.

2.2. 1.1. Callosobruchus maculatus

L’élevage de masse de la bruche a été réalisé dans des bocaux en verre. Dans chaque bocal sont
déposées 250 g de pois chiche et 10 couples de bruches. L’¢levage a été¢ maintenu a 1’obscurité dans
une étuve réglée a 30+1°C. L humidité relative est de 70+ 5%, est assurée par un cristallisoir rempli
d’cau. L’ouverture des bocaux est protégée par des tissus a mailles fines pour permettre une aération
et d’empécher la sortie des insectes. Les adultes considérés sont agés de moins de 24 heures et ont

été récuperés quotidiennement par tamisage.

2.2. 1. 2. Tribolium castaneum

Les adultes de tribolium rouge de la farine ont été placés dans des bocaux en verre contenant un
milieu d’élevage composé de 250 g de farine commerciale infestéew par 40 adultes de Tribolium
castaneum, puis recouverts par un tissu a mailles fines pour permettre une aération suffisante.
L’ensemble des bocaux est placé dans une étuve obscure réglée a une température de 28°C+°1C, et

une humidité relative de 60-65% ; de telles conditions sont favorables pour une bonne multiplication
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et un développement de cette espece. Apres deux semaines d’infestation la farine a été renouvelée

apres I’émergence de chaque génération d’insectes.

2.2. 2.Evaluation de la toxicité de I’extrait éthanolique vis-a-vis Callosobruchus maculatus
2.2. 2.1. Activité insecticide sur les adultes par contact

Le principe est de garder les adultes de Callosobruchus maculatus en contact avec les extraits
(Méthode de I’'imprégnation du papier filtre Whatman N° 1 de 9 cm de diamétre). Pour chaque extrait
on a préparé 4 doses a savoir : 6, 12, 24 et 48 mg/ml sachant que le solvant de dilution est I’éthanol.
Pour chaque dose et pour son témoin nous avons réalisé 6 répétitions a raison de 20 adultes de bruche
agés de moins de 24 heures. Les essais sont réalisés dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre
(Fig.17). Apres traitement du papier filtre, ce dernier est laissé pendant 10 min a la température
ambiante pour une évaporation totale du solvant. Les papiers filtres des boites témoins sont traités
uniquement par 1 ml de I’éthanol. Pour éviter la fuite des ravageurs les boites sont fermées par leur

couvercle et conservés ensuite dans une étuve réglée a 28°C+1 et 75% d’humidité. Le dénombrement

des insectes morts est effectué chaque 24 heures pendant 7 jours.

Figure 17. Dispositif expérimental de I’effet contact des extraits éthanoliques sur les adultes de la bruche.

Il existe souvent dans les lots d’insectes traités, une mortalité naturelle inévitable qui vient s’ajouter
a la mortalité issue de I’intoxication proprement dite de I’insecte.
Pour cela Abbott (1925) propose une formule de correction des pourcentages de mortalités comme
suit :
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Mo — Me

100 — Me < 100

Mc% =

Ou : Mo : mortalité enregistrée dans les lots traités (%)
Me : mortalité enregistrée chez le témoin (%)
Mc : mortalité corrigée (%)
L’efficacité d’un toxique s’exprime par la DLso qui est définie comme la dose létale de 50 % de
la population traitée. Elle est déterminée par la méthode des log-Probit (Finney, 1971). Cette
concentration est obtenue a la suite de la résolution de I’équation ;Y= ax+b
Y étant le taux de mortalité exprimé en valeur probit dont la fonction correspondante est
Y= f[In (dose)]

2.2. 2. 2. Activité insecticide sur la fécondité des adultes

Le test a été¢ mené dans des boites de Pétri en verre de 14 cm de diametre. L’expérience a consisté a
placer 10 femelles et 10 méles de Callosobruchus maculatus ages de 24 heures dans des boites de
Petri contenant 10 gr de pois chiche. Les doses retenues pour ce test sont les DL50 évaluées pour
chaque extrait de plante soit : 6.35 mg/ml pour Salsola, 12.55mg/ml pour Cotula et 36.59 mg/mi
pour Zygophyllum, avec 6 répétitions pour chaque dose. Les boites témoins sont traitées toujours
avec I’éthanol. Les boites ont été¢ mises dans les mémes conditions 28°C+1 et 75% d’humidité. Le
nombre des ceufs pondus stériles (non éclos) et fertiles (éclos) a ét¢ dénombré au moyen d’une loupe
binoculaire, chaque 24 heures et ¢liminé les ceufs pondus par graine a I’aide d’une epingle pour ne

pas confondre le comptage. La période maximale de dénombrement des ceufs est de 4 jours.

L’¢évaluation de la fécondité des femelles se fait par le dénombrement des ceufs éclos et non éclos

apres le lancement des tests.
2.2. 2. 3. Activité insecticide sur la fertilité des adultes

Un nombre de graines de pois chiche précis a été pris en considération, a partir des pontes effectuées
au test de la fécondité des adultes. Les ceufs retenus pour chaque boite sont de I’ordre de 20 ceufs
sur les graines. Les boites chez le témoin contiennent le méme nombre d’ceufs. Le dénombrement

des ceufs éclos a été réalisé 3 jours apres.

Apres comptage des ceufs pondus le taux d’éclosion est exprimé par le pourcentage des ceufs éclos

par rapport au total des ceufs pondus ; il est calculé par la formule suivante :

Taux d’éclosion des ceufs (%) = (nombre d’ceufs éclos/ nombre d’ceufs pondus)x100
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2.2. 2. 4. Activité insecticide sur I’émergence de la premiére génération (F1)

Les émergences des adultes de Callosobruchus maculatus ont débuté environ 21 jours apres le
lancement des tests. Ces émergences ont été suivies pour dénombrer régulierement les individus
pendant une semaine. Les observations quotidiennes sont réalisées jusqu’aux derniéres émergences.
Ainsi le taux d’émergence, qui est le rapport entre le nombre d’adultes émergés et le nombre d’ceufs

pondus, est calculé par la formule suivante :

Taux d’émergence (%) = (Nombre d’adultes émergés/ nombre d’ceufs total d’ceufs

pondus)x100
Nous avons pris en consideration les paramétres suivants :

le pourcentage de réduction du nombre d'ceufs pondus et des adultes émerges pour chaque dose

d'extrait a éte calculé par rapport aux témoins en utilisant la formule de Gusmao et al., (2013).

PR= pourcentage de réduction de fécondité ou réduction d’émergence.

NC=nombre des ceufs ou insectes émergés dans le témoin.
NT=nombre des ceufs ou insectes émergés dans le traitement.
PR = (NC-NT)x100
2.2. 3.Evaluation de la toxicité de I’extrait éthanolique vis-a-vis de Tribolium castaneum
2.2. 3.1. Activité insecticide sur les adultes par contact

L’imprégnation des papiers filtres est la méthode utilisée pour déterminer la toxicité de 1’extrait, en
mettant directement 1’insecte en contact avec ces substances actives. Ce procédé adopté a permis de
travailler sur des échantillons comportant un grand nombre d’individus pris aléatoirement a partir
d’une population d’insectes hétérogenes d’ages et sexes confondus ( en surveillant I’émergence des
adultes).

Les essais ont été réalisés dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre contenant du papier filtre
Whattman N°1, et 5 g de substrat alimentaire (la farine) traités par la solution d’extrait de plante et
de I’éthanol. Les doses retenues pour ce traitement ont été déduit apreés des tests préliminaires a partir
d’une dose initiale et selon une progression géopmétrique de 2 pour chaque plante testée.

Pour I’ensemble des essais, Six répétitions ont éteé réalisées pour chaque concentration (10, 20, 40 et
80 mg/ml) avec des témoins maintenus dans les mémes conditions. Au total, nous avons introduit

20 insectes de tribolium adultes d’ages et de sexes différents dans chaque boite. Les conditions de
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traitement ont été fixées pour les lots traités et pour les lots témoins : une température de 28°C+°1C
et une humidité relative de 60-65% (Fig.18).

Les symptomes de la mortalité pour cet insecte sont apercus lorsqu’on constate 1’absence de
mouvements corporels des individus. Le comptage des insectes morts est effectué, chaque 24 heures
pendant une période de 10 jours apres le traitement.

Figure 18. Dispositif expérimental de ’effet contact des extraits éthanoliques sur les adultes de T.

castaneum

2.2. 3. 2. Activite insecticide sur les adultes par ingestion

L’évaluation de la toxicité des extraits par ingestion est déterminée par la méthode de graines
reconstituées décrites par Huang et al., (1999) : des graines reconstituées a partir d’une suspension
d’extrait pour chaque plante dans de la farine a raison de 12 g pour 18 ml pour chaque concentration.
Pour les témoins nous avons considére les mémes proportions pour la préparation avec uniquement
une suspension d’éthanol et de la farine. Les essais ont été menés dans des boites de Pétri tapissées
de papier filtre Wattman. Un nombre de 20 individus de Tribolium castaneum (pas d’ages
confondus) a été introduit dans chaque boite ; 4 doses ont été choisies (les mémes retenues pour le
test de contact précédent) et le témoin avec six répétitions.

Les lectures de mortalités ont été réalisées quotidiennement pendant une période de 10 jours. Les

mortalités enregistrées ont été exprimées comparativement avec les résultats du témoin.
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2.3. Analyse statistique des données

Les résultats sont soumis aux tests de I’analyse de la variance a deux critéres de classification, utile
pour I’étude de I’action de deux facteurs (Dagnelie, 1975). L'analyse statistique a été réalisée a l'aide
du logiciel SPSS version 23 (2017). Les résultats ont été exprimés par la moyenne et I'écart type.
Pour estimer les effets insecticides des extraits de plantes, une analyse de la variance (ANOVA)
avec deux critéres de classification a été effectuee avec le nombre d'insectes morts en fonction des
différentes doses. La corrélation entre I’effet dose DL50 sur les paramétres biologiques (fécondité,
fertilité et émergence de la F1). La comparaison des moyennes des différents extraits éthanoliques a
été effectuée par le test POST HOC (TUKEY HSD) pour détecter des différences significatives au

niveau de 0,05% et pour séparer les groupes.
2.4. L’activité antibiotique de metabolites secondaires de Cotula cinerea
2.4.1. Procédures experimentales

Le spectre de résonance magnétique nucléaire C* et H' a été enregistré respectivement a 500 et 400
et a 125 et 100 MHz dans CDCls avec Varian (Palo Alto, CA, USA) ou spectrométre de Bruker
(Karlstuhe, Germany). Le méme solvant a été utilisé comme un standard interne. La multiplicité de
carbone a été déterminé par le spectre Dept.L’expérimentation de Dept,cosy-45,HSQC et HMBC a
été effectue en utilisant le microgramme de Bruker (Berger et Braun,2004). HR ESIMS et ESIMS a
été enregistré avec le systeme LC/MS ESIMS-TOF( Agilent 6230B,HPLC 1260 Infinity)
(Milan,Italy). La séparation avec ’HPLC a été procédé a I’aide de phenomex LUNA (C18(2)5u150
x4.6mm) (Torrance,CA,USA). Les préparatives analytiques et chromatographie sur couche mince
en phase inverse TLCs a éte réalisé sur les plaques de gel de Silice (Merck,Kieselgel60,F2s4, 0.25.0.5
mm et RP-18F2s45)( Merck, Darmstadt, Germany). Les taches ont été visualisées par exposition au
le rayonement UV ou par pulvérisation avec 10 % de H>SO4 dans le méthanol, 5% de I’acide
phosphomolybdique dans EtOH et ensuite exposer a une température de 110°C pendant 10 min. La
chromatograpie sur couche mince a été effectuée avec le gel de silice (Kieselgel 60, 0.063-0.200
mm) (Merck, Darmstadt, Germany). Tous les solvants ont été fournis par Sigma-Aldrich (Milan,
Italy). Le modele de la balance utilisée est Analytical precisa ES 225SM-DR( Dietikon,Switzerland).

2.4.2 L’isolement des métabolites de plante

100 g de matiere vegétale ont été dissous dans 500 ml de I’eau et méthanol (1/1, v/v). Le mélange a
été gardé sous agitation a température ambiante pendant 24 h ; centrifugé et le surnageant a été extrait
n-hexane (3x300 ml) et le dichlorométhane (3x300 ml), puis éliminé le méthanol sous une basse

pression EtOAc (3x200 ml). Le résidu de I’extrait organique de CH2Cl> qui posséde une activité
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antibacterienne specifique contre Enterococcus. Faecalis a été purifié par la chromatographie sur
colonne avec CHCIz/i-PrOH (9/1, viv) donnant 10 groupes de fractions homogenes. Parmi eux, les
fractions F2, F3 et F4 retenues un pouvoir antibacterien, ont été purifié par la chromatographie sur
colonne et TLC éluée. La purification de F2 par la CC avec 1’éther de pétrole/acétone (7/3, v/v) a
donné 7 fractions de groupes homogénes. Un pure solide amorphe: 6-acetoxy-la-
hydroxyguaiantrienolide (2, Rf 0.73, 1.70 mg) a eté identfié a partir de fraction F2.2 qui ont été
purifié par TLC éluée avec CHCI3/i-PrOH (95/5, v/v). F2.3 purifiée par TLC avec CHCIs/i-PrOH
(95/5, viv), a donné 5 fractions homogeénes. La troisiéme fraction a donné un compose pure solide

amorphe : 6-acetoxy- 1B-hydroxyguaiantrienolide (1, Rf 0.45, 5.17 mg). La purification de la

quatrieme fraction par deux étapes successives: TLC en phase inverse et directe
avec CH3CN/H20 (1/1, viv) et I’éther de pétrole/acétone (8/2, v/v), a donné un pure coOmpose : 6-
acetoxy- 10B-hydroxyguaiantrienolide (3, Rf 0.37, 1.07 mg). F3 a éte aussi purifié par CC éluée
avec 1’éther de pétrole/acétone (7/3, v/v), donnant 7 fractions de groupes homogenes. La
purification de la F3.2 par TLC éluée avec CH.Cl/i-PrOH (95/5, v/v), donnant un a pure solide
amorphe : haagenolide (4, Rf0.41, 41.7 mg). F3.3 purifiée par TLC en phase inverse avec CHzCN/H>0O
(1/1, vlv), a donné un pure composé cristalliseé par CHCIs/i-PrOH (1/1, v/v): 1,10-
epoxyhaagenolide (5, Rf 0.53, 9.7 mg). Cette procedure a été répétée plusieurs fois, en utilisant

1.1 kg de matiere végetale. La caractérisation et procédures genérales sont les suivantes :

60-acetoxy-1p-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8a-12-olide (1): IH etl3c; ESIMS (+),
m/z 305 [M + H]™.

60-acetoxy-1a-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8a-12-olide (2): IH et 13c; ESIMS (+),
m/z 305 [M + H]™.

6a-acetoxy-10p-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8a-12-olide (3): 14 et 13c; ESIMS (+), m/z 305
[M + H] .

Haagenolide (4) : [a]?°*+40,0(c 0.4,CHCI3) (Bohlman et al.,1987) : [a]**38.6 (c 1.0, CHClIs).
14 et 13¢; ESIMS (+),m/z 249 [M + H]*.
1,10-Epoxyhaagenolide (5) : [a]?>+10.0(c 0.4,CHCI3) (Bohlmann et al.,1982) : [a]**+ 7.5 (c
0.24,CDCls). 1H et 13C; ESIMS (+),m/z 256 [M + H]*.
9-0-(S)-a-Methoxy-a-trifluoromethyl-a-phenylacetate (MTPA) ester de haagenolide (6): (R)-( )-
MPTA-CI (10 pL) a été_mélangé avec 1.1 mg de composé 4 et ont été dissous dans la pyridine
séche. Puis le mélange a été agité a la temperature ambiante pendant 3 jours et 1’agitation a
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¢té arrétée par 1’ajout de MeOH. La pyridine a été éliminée par N2> comme un flux sous
forme d’azéotrope constitué par CsHs. La purification of de résidu brut par TLC sur gel de
silice, élué avec EtOACc- n-hexane (4:6, v/v), en donnant un solide homogene (0.70 mg, Rf
0.57): 1H.

9-0-(R)-a-Methoxy-a-trifluoromethyl-a-phenylacetate (MTPA) ester de haagenolide (7): (S)-
(+)-MPTA-CI (10 pL) + 1.4 mg de composé 4 et ont €té dissous dans la pyridine seche (200
uL). La réaction a été maintenue dans les mémes conditions utilisées pour la préparation de
composés 4 et 6. La purification de résidu brut de par TLC sur gel de silice avec EtOAc-n-

hexane (4:6, v/v) a donné un solide homogene 7. (0.61 mg, Rf 0.57); Ih,

2.4.3. Les données Crystallographiques de 1,10-Epoxyhaagenolide (5)

(C1sH2004)2 H20, M = 546.63, orthorhombique, P2:2:121, a=7.6570(15) A, b = 14.693(3)
A, c=25155@3) A, a= B=y=90°, V = 2830.009) A3, T = 173(2) K, Z = 4, Deaics = 1.283
I\/Ig/m3, taille de cristal 0.30 0.050 0.010 mm, F(000) = 1176, le coefficient d’absorption 0.094

mm~1, reflets receuillis 78093, reflets indépendantes 8560[Rint = 0.0502], indices finals de R [I
> 20(I)], R1 = 0.0455, wR2 = 0.0897, indices de R (all data), R1 = 0.0667, wR2 = 0.1003.
Parametres absolus: Flack x déterminé en utilisant 2540 quotients: 0.1(2); Pasteurs z: 0.1(2);
statistiques bayésiennes: P2(true) = 1.00, P3(true) = 0.896, P3(rac-twin) =0.104, P3(false) = 0.7

10—/, Hooft y = 0.16(14), paires Bijvoet 3724, couverture de Friedel 97%. Les parametres de
structure absolus ont été calculés par les programmes SHELXL-2018/3 and PLATON-
v30118.

2.4.4. Les souches bactérienens et les conditions de culture

Les souches bactériennes utilisées dans cette investigation étaient des souches de reference et
cliniques: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC 747,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, et 4 souches cliniques
de E. faecalis (EF-91823 et EF-91804 isolés de PJI; EF-165 et EF-91705 isolé de I’infection du
sang). Les souches ont été obtenues d’une collection d’isolats cliniques anonymes, ont été_établis
au Département de Médecine Moléculaiere et Biotechnologies Medicales (Université de Naples
Federico I1). Aucune approbation éthique était nécessaire pour cette étude parceque il n’y

avait pas d’accés aux données des patients. Toutes les souches ont été conservées a 15%
(v/v) stocks de glycérol a 80 °C. Aprés chaque expérience, les cellules ont été sous-cultivées a

partir des stocks dans des pl aques TSA a une température de 37 °C pendant 24 h. Les souches
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ont été identifiées par MS MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) et ont été
caractérisées par 1’é¢tude de profil de sensibilité aux antibiotiques réalisé sur Vitek 2
(bioMérieux, Marcy-1’Etoile, France).

2.4.5. Tests antimicrobiens

La méthode de bouillon standard dans 96-plaques de polystyrene a été utilisée pour
déterminer la concentration minimale ihibitrice (MIC) des extraits de plantes et des
métabolites secono)l(aires par bouillon Mueller Hinton 2 (MHB2) comme un r)rgilieu de culture.
Pour chaque souche, on proceéde par une suspension bactérienne d’une turbidité¢ de 0.50

McFarland (Correspond a 1-5 108 cells/mL) et ensuit ajusté a environ 5 10% CFU/mL 1,

100 pL des aliquotes de la suspension qui ont été distribuées dans des puits en double. 100

ML de 500 pg/mL de la soultion d’extrait de plante ont été ajouté au puits et les plaques ont été

incubées a 37 °C pendant 19 h sous agitation (300 rpm) et dans des conditions aérobies, a

I’exception des souches de E. faecalis, qui ont été incubées sous des conditions anaérobies. Pour
évaluer I’activité de cinq métabolites, les puits ont eté ajoutés a de volumes égaux (100 pL) de

la suspension et d’une série de dilutions doubles dilutions a partir de 300 pg/mL pour chaque

meétabolite. Les puits avec 1’absence de métabolites ont été utilisés comme un témoin positif
(100% de croissance). Les antibiotiques conventionneles comme 1’ampicilline et I’amikacine,
ont éteé selectionnés en fonction des profils de sensibilité aux antibiotiques des souches testées,

respectivement comme un témoin de Gram positive et Gram negative.

La turbidité moyenne est mésuréee par spectrophotometre 595 nm (Bio-Rad Laboratoires S.r.1.,
Hercules, CA, USA). L’activité antimicrobienne a été exprimée en pourcentage d’inhibition de la
croissance. Chaque dosage a été fait deux fois. Pour confirmer que 2% de DMSO présents
dans les 2 solutions meres des extraits végétaux et les métabolites n’ont pas un effet sur la
croissane bactérienne, 1’effet de la série des dilutions DMSO a partir de 1% sur le test de la

croissance des souches a été expérimenté séparemment.

2.4.6. Test d’inhibition de formation de biofilm

La biomasse de biofilm en verre formé en présence de 5 métabolites secondaires a été mésurée
par la méthode de coloration crystal violet (CV) a fond plat 96-puits microplaques décrite par
Stepanovic et al.,2007 avec quelques modifications. Pour chaque souche, une suspension de

cellulaire de BHI additionée a 1% (w/v) de glucose, a été préparée et dilué pour obtenir une
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suspension de 1.5 106 CFU/mL. 100 pL de cette suspension ont été incubés avec 100 pL
d’une série de dilution de concentrations de sub-MIC composés, ont montré aucune influence
sur la croissance planctonique des souches. Les témoins positifs étaient des puits sans
composes. Le microlitre a été incubé a une température de 37 “C pendant 24 h. Les cellules non
adherents ont été supprimées avec une aspiration et un lavage doux avec PBS, le biofilm a été
séche a une température de 60 °C pendant 30 min et puis coloré avec la solution de crystal violet
0.1% (w/v) pendant 30 min. Aprés un lavage avec PBS et une solubilisation avec 1’éthanol
absolu pour libérer le colorant a partir de biofilm, les valeurs de mésure d’absorbance a 570 nm
ont été obtenues avec la lecture spectrometrique. L’absorbance enregistrée était correlée avec la
quantité de produit biofilm. Le pourcentage de réduction de masse biofilm a été calculé parla
formule suivante: [(Ac-At)/Ac] x 100, dont Ac est OD570 pour les puits témoins et At est
OD570 en présence de compose testé.

2.4.7. Les analyses statistiques des différents tests
Les donnés ont été representées par la moyenne et 1’écartype et ont été analysées par une

signification statistique a 1’aide d’une analyse a sens unique ordinaire avec 1’analyse de variance
(ANOVA) et comparaisons multiples Tukey. Pour chaque test, la valeur de p < 0.005 était

considerée pour indiquer la différence significative stastistique.
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Partie 111

Reésultats et discussion
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I11. 1. Données recueillies sur ’extraction des plantes

I11. 1.1. Rendement des extraits éthanoliques

Les résultats des rendements obtenus des extractions des trois extraits de la partie aérienne
de plantes sont consignés dans le tableau 5. Les valeurs des rendements des extraits
¢thanoliques varient d’une espéce a I’autre. Le rendement de ’extrait de Salsola foetida
est le plus élevé avec une valeur de 34,1% suivi de celui de Cotula cinerea avec un

pourcentage de 22,8% et celui de Zygophyllum album avec une valeur de 18,2%.

Tableau 5. Rendement des extraits éthanoliques des différentes espéces testees.

Plantes Salsola foetida Cotula cinerea Zygophyllum album

Rendement(%o) 34,1 22,8 18,2

Les valeurs obtenues sont différentes de celles mentionnées dans les recherches
antérieures. En effet, Quaram et al, (2021) ont montré que le rendement de
l'extrait méthanolique de la partie aérienne de Salsola foetida collectée dans la région
d’ El Oued, se limite a 8,12%.

En outre, au Maroc, Guaouguaou et al., (2018 ) ont rapporté que les rendements des trois
extraits d’ hexane, acétate d’éthyle, et n-butanol de Cotula cinerea sont respectivement de
1,00, de 3,00, et de 4.50%. Par ailleurs, les travaux de Ben Amor et al., (2018) effectues a
El Oued donnent un rendement d’extraction en huile essentielle de la partie aérienne de

Cotula cinerea de ’ordre de 1%.

Pour les extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne de Z. album en provenance
de la région de Biskra, Benslama et Harrar (2016) notent, respectivement, un rendement
de 11,6% et de 24%. De plus, les rendements de 1’ extrait méthanolique et de 1’huile
essentielle extraite de la partie aérienne de Z. album cueillie dans la région d’Ouargla sont
respectivement de ’ordre de 25,03% et de 0,05% (Belmimoun et al.,2016).

Il ressort de cette étude que le rendement des différents extraits varie selon les régions et

le solvant utilisé pour I’extraction et la méthode employée.
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I11. 1.2. Analyse des métabolites par la GC/QTOF/ MS

Les résultats de 1’analyse par la GC/MS ont montré la présence de nombreux métabolites.
Pour chaque plante, nous avons choisi quelques métabolites majoritaires pour
I’identification (les composés les plus abondants). Les constituants identifiés sont
présentés dans les tableaux de 6 a 8. Il est a noter que pour le méme temps de rétention, les
métabolites analysés ont des masses spectrométriques et des nominations différentes. De
méme nous avons remarqué que pour deux temps de rétention on obtient la méme masse
m/z et le méme composé. Il est a noter que quelques métabolites ont une formule chimique
mais leur identité n’est pas définie. Cependant, certains composés €taient prédominants et
specifiqgues a chaque plante. Les composés identifiés pour Cotula cinerea sont:
Ethylmethanethiosulfonate,Valericacid, N-Carboxy-methionineresidue,N-Butyl benzene
sulfonamide, Butanoicacid, Glycoaldehyde, Sulfoxycaprylicacid, Hydro xyhexanoicacid,
D-Alanine 4-Chloro-6-

(trifluoromethoxy)-2H-1-benzopyran-2one.

D-2-Aminopropionic acidD-Ala,Perilylalcohol et

Tableau 6. Composition chimique de Salsola foetida analysée par GC/MS/QTOF

RT masse Formule MsMs Composé Concentration
m/z en piques
2.76 103.07 C5H1002 Non Valericacid 766270
7.39 355.07 C26H1002 Non Unkonown 678456
7.39 371.10 C27H1402 Oui Unkonown 1236250
9.3 445.12 C26H2007 Non Artomunoxanthentrione 2430172
9.3 429.09 C14H36S7 Non Unkonown 1039114
13.92 | 371.10 C27H1402 Non Unkonown 532978
2.17 158.03 C6HINO3S Oui N-Carboxy-methionineresidue 1077956
2.6 89.06 C4H802 Non Butanoicacid 15203136
2.64 61.03 C2H402 Non Glycoaldehyde 6714526
5.57 225.05 C14H803 Non Hydroxyanthraquinone 356134
5.62 223.06 C8H1606S Oui Sulfoxycaprylicacid 1135452
7.00 299.06 C20H1003 Non Unknown 457414
11.65 | 519.14 C18H480S8 Unknown 1817064
11.65 | 503.11 | C26H300254 Oui 3-[[4-[(2-hydroxy-
3phenylsulfanylpropyl)sulfanyl 669726
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methyl]
phenyl]lmethylsulfanyl]-2-
phenylsulfanylpropanol

13.36

593.16

C18H50N402S8

Non

Unkonown

603538

16.03

371.10

C27H1603

Oui

Unkonown

345250

RT: temps de rétention. m/z meas: masse divide par numéro de charge . Ms Ms : spectrometrie

de masse en tandem.

Tableau 7. Composition Chimique de Cotula cinerea analysée par GC/MS/QTOF

RT Masse Formule MsMs Composé Concentration
m/z en piques
2.08 | 141.00 C3H802S2 Oui Ethylmethanethiosulfonate 1276890
2.67 90.06 C9H25N502S Non Unkonown 2695480
2.76 | 103.07 C5H1002 Non Valericacid 1013080
7.39 | 371.10 | C16H22N204S2 Oui Unkonown 1354770
9.3 429.09 C26H2007 Non Unkonown 1305750
13.92 | 371.10 C27H1402 Non Unkonown 444846
2.17 | 158.03 C6HINO3S Oui N-Carboxy- 1180594
methionineresidue
2.17 | 214.09 | C10H15NO2S Oui N- 2582920
Butylbenzenesulfonamide
2.6 89.06 C4H802 Non Butanoicacid 15164068
2.64 61.03 C2H402 Non Glycoaldehyde 7111304
3.38 | 214.09 | C10H15NO2S Oui N- 2397204
Butylbenzenesulfonamide
5.62 | 223.06 C8H1606S Oui Sulfoxycaprylicacid 826624
7.16 | 115.07 C6H1203 Non Hydroxyhexanoicacid 73556
7.74 | 153.12 C10H160 Non Perilylalcohol 928884
11.65 | 519.14 C18H480S8 Unkonown 2336198
2.63 89.13 C3H7NO2 Non D-Alanine D-2- 483048
Aminopropionic acid D-
Ala
2.64 89.18 | C10H4CLF303 Non 4-Chloro-6- 487288
(trifluoromethoxy)-2H-1-
benzopyran-2one
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Tableau 8. Composition Chimique de Zygophyllum album analysée par GC/MS/QTOF

RT masse Formule MsMs Compose Concentration
m/z en piques
2.67 90.06 C9H25N502S Non Unkonown 2859908
2.76 103.07 C5H1002 Non Valericacid 1187254
6.7 223.06 C10H10N204 Non 6,7- 989984
Dimethoxyquinazoline-
2,4(1H,3H)-dione
7.39 355.07 C26H1002 Non Unkonown 716462
7.39 371.10 C27H1402 Oui Unkonown 1364260
8.15 223.06 C6H14N4S2 Non Unkonown 375394
9.3 445.12 C26H2007 Non Artomunoxanthentrione 2905232
9.3 429.09 C26H2007 Non Unkonown 1273610
2.17 214.09 C10H15NO2S Oui N- 2723912
Butylbenzenesulfonamide
2.64 61.03 C2H402 Non Glycoaldehyde 7301578
2.76 61.03 C2H402 Non Glycoaldehyde 4568174
3.38 | 214.09 | C10H15NO2S Oui N- 2646564
Butylbenzenesulfonamide
4.87 149.04 C6H6N402 Non Methylxanthine 368104
5.62 223.06 C8H1606S Oui Sulfoxycaprylicacid 1166926
7 299.06 C20H1003 Non Unkonown 479744
8.49 | 355.07 C26H1203 Non Unkonown 378396
13.36 | 593.16 | C18H50N402S8 Non Unkonown 709480

Pour l’espéce Salsola foetida, les composés identifiés sont: Valericacid,
Artomunoxanthentrione, N-Carboxy-methionineresidue, Butanoicacid, Glycoaldehyde,
Hydroxyanthragquinone, 3-[[4-[(2-hydroxy-3phenylsulfanylpropyl)sulfanylmethyl] phenyl
]methylsulfanyl]-2-phenylsulfanylpropanolet Sulfoxycaprylicacid.

De plus, les métabolites, Valericacid, 6,7-Dimethoxyquinazoline-2,4(1H,3H)-dione, N-
Butylbenzenesulfonamide, Glycoaldehyde, Methylxanthine et Sulfoxycaprylicacid ont été

identifiés a partir de Zygophyllum album.
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Ces résultats révelent la présence de Valeric acid, Glycoaldehyde et Sulfoxycaprylicacid
dans les trois plantes. Par ailleurs, les metabolites N-Carboxy-methionineresidue et
Butanoicacid ont été identifiés uniquement pour les deux plantes, Cotula cinerea et Salsola
foetida.

Nos résultats différent des résultats de diverses recherches, entres autre celles présentées
par Djellouli et al., (2015) sur I’identification des principaux constituants des plantes
médicinales. L’huile essentielle extraite des parties aériennes de Cotula cinerea analysée
par GC/MS a montré que (E)-citral, limoneneepoxide cis-, thymol methylether, carvacrol,
trans-carveol, carvone et trans-piperitol sont les principaux composés. A ce propos,
Chouikh et al., (2015) ont noté la présence de 3-caréne, de thujone, de santolinatriene et
de camphre a partir de I’huile extraite d’une espece recueillie dans la région d’ El Oued
pendant la phase de floraison. Au total, 21 composés chimiques ont été obtenus au cours
de la période de fructification avec la dominance de : Thujone, 3-Caréne, Eucalyptol,

Santolinatriene et de Camphre.

Des observations similaires ont été conduites pour 1’analyse phytochimique de Cotula
cinerea par GC/MS et ont montré que I’huile essentielle contient des trans thujone,
santalinatriéne, a- pinéne, sabinene, cineole, o - terpinene, camphre, - terpineol et terpin-
4-ol comme des composes majoritaires (BenAmor et al., 2019). La caractérisation des
flavanones chirales isolées de I’extrait de méthanol des parties aériennes de Cotula cinerae
par des méthodes TLC a montré la présence de trois composés : hespéridine, hespéritine
et eriodoctyol (Belboukhari et al.,2012). A ce propos, Guaouguaou et al., (2018) ont
remarqué que I’huile essentielle et ’extrait d’hexane de Cotula cinerea ont été utilisés dans
la médecine traditionnelle marocaine comme source de produits anticancéreux puissants,
en raison de leurs divers composés bioactifs. D’autres part, la composition chimique de
Cotula cinera est dominée par la présence de monoterpénes 0xygeénes, suivis
d’hydrocarbures monoterpéniques, de sesquiterpenes oxygénés et d’hydrocarbures

sesquiterpéniques (Abdenbi et al.,2014 ; Djellouli et al.,2015, Fathy et al.,2017).

Enoutre, Ayad et al., (2008) ont travaillé sur la purification et la séparation par différentes
méthodes chromatographiques qui ont permis [I’identification de deux nouveaux
composés : le B-sitosterol et le 3-O-rhamnoglucosyl isorhamnétine isolés pour la premiere

fois a partir des espéce du genre Zygophyllum.
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L’investigation de Alturkistani et al., (2017) a mis en évidence I’isolement de quatre

composés a savoir : lupéol, B-sitostérol, acide ursolique et B-sitostérol-3-O-glucoside, a

partir de I’extrait d’éther de pétrole de salsola kali, qui a été fractionné au moyen de

différentes techniques chromatographiques: la chromatographie sur colonne et la

chromatographie en couche mince.

I11. 1.3. Analyse des métabolites par la HPLC/QTOF/ MS

Les résultats de ’analyse par la LC/MS sont reportés dans les tableaux de 9 a 11. Les

composés identifiés par cette méthode différent d’une espéce de plante a I’autre. Cependant

il existe aussi des métabolites communs entre ces plantes.

Tableau 9. Composition chimique de Salsola foetida analysée par HPLC/MS/QTOF

RT Masse Formule Composé Concentration
m/z en piques
3.67 12.00 C8HIN Indoline 1541908
0.53 23.60 C10H15N0O2S N- 1164118
Butylbenzensulfonamide
0.67 14.10 C6H402S Unkonown 5862760
0.65 15.80 C6H7NO2S Benzensulfonamide 8946392
0.77 23.90 C5H11N403PS Unkonown 718604
0.83 23.60 C10H15NO2S N- 1429952
Butylbenzensulfonamide
0.93 21.70 C5H10N605 Unkonown 883612
0.95 11.80 C5H11INO2 Valine 7734742
1.54 13.00 C5H7NO3 Oxoproline 1044958
19.27 46.93 C31H40N4 Unkonown 770664
27.2 30.92 C17H26N4 Unkonown 1321130
27.21 11.11 C8H14 Unkonown 2538900
27.34 29.72 C16H3403 Unkonown 871582
29.71 23.60 C8HINT7S Unkonown 835324
30.01 47.73 C26H54N4S Unkonown 2197596
31.16 14.90 C8H604 Unkonown 3996648
31.16 11.31 C8H16 Unkonown 1106416
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Tableau 10. Composition chimique de Cotula cinerea analysée par HPLC/MS/QTOF

RT Masse Formule Composé Concentration

m/z en piques
0.53 23.60 C10H15N0O2S N- 1079142

Butylbenzensulfonamide
0.95 11.80 C5H11INO2 Valine 848112
0.99 11.60 C5HINO2 Proline 3689010
0.99 7.00 C4H7N Pyrroline 1492858
1.07 13.00 C6H11NO2 Pipecolicacid 1280286
17.98 36.42 C21H25N50 Unkonown 1263114
19.96 28.70 C15H1006 7-Hydroxy-2_- 946286
methoxyflavone
20.1 23.11 C15H2003 Pechueloicacid 1348494
21.74 23.11 C15H2003 Le meme ou un isomere 841496
d’un autre composé
22.68 23.02 C14H31NO N,N- 800554
DimethyldodecylamineN-
oxide

27.2 30.92 C17H26N4 Unkonown 1264496
27.21 11.11 C8H14 Unkonown 2463980
27.21 19.91 C12H2202 Dodecalactone 691366
27.34 29.72 C16H3403 Unkonown 891446
29.59 59.32 C34H36N604 Unkonown 1276048
29.71 23.60 C8HINTS Unkonown 759070
30.01 47.73 C26H54N4S Dodecalactone 2114226
31.16 14.90 C8H604 Unkonown 3943376
31.16 11.31 C8H16 Unkonown 1100718
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Tableau 11 . Composition chimique de Zygophyllum album analysée par HPLC/MS/QTOF

RT masse Formule Composé Concentration
m/z en piques
3.67 12.00 C8HON Indoline 1569076
0.53 23.60 C10H15NO2S N- 1095342
Butylbenzensulfonamide
0.66 21.40 C10H15NO2S N- 3256300
Butylbenzensulfonamide
0.67 14.10 C6H402S Unkonown 5753590
0.65 15.80 C6H7NO2S Benzensulfonamide 8481880
0.83 23.60 C10H15NO2S Unkonown 1635992
0.99 7.00 C4H7N Pyrroline 1052656
1.54 13.00 C5H7NO3 Oxoproline 1296618
1.54 8.40 C4H5NO Methylisoxazole 741024
27.2 30.92 C17H26N4 Unkonown 1233910
27.21 11.11 C8H14 Unkonown 2375228
27.34 29.72 C16H3403 Unkonown 942180
29.71 23.60 C8HINT7S Unkonown 795450
30.01 47.73 C26H54N4S Unkonown 2212080
31.16 14.90 C8H604 Unkonown 3973650
31.16 11.31 C8H16 Unkonown 1095698

L’espéce, Salsola foetida comporte les métabolites: Indoline, N-Butylbenzen sulfonamide,
Benzensulfonamide, valine, Oxoproline.

L’analyse de Cotula cinerea a déduit la présence des composés suivants: N
Butylbenzenesulfonamide, Valine, Proline, Pyrroline, Pipecolicacid, 7-Hydroxy-2 -
methoxyflavone, Pechueloic acid, N,N-DimethyldodecylamineN-oxide, Dodecalactone et
Octene.
L’espéce  Zygophyllum album contient les composés ; Indoline, N-Butyl
benzensulfonamide, Benzensulfonamide, Pyrroline, Oxoproline et Methylisoxazole. Nous
déduisons que N-Butylbenzenesulfonamide est présent dans les trois plantes. La Valine a

été identifiée pour Salsola foeatida et Cotula cinerea. Par ailleurs, Indoline,
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Benzensulfonamide et Oxoproline sont présents dans S. foeatida et Z. album. Nous
retenons que la Pyrroline est le seul composé commun pour Z. album et C.cinerea.

Selon les informations formulées par Shipeng et al., (2021), les métabolites primaires et
secondaires de Salsola collina ont été étudiés a I’aide de la chromatographie en phase
liquide ultra-électrospray  ionisation-spectrométrie de masse en tandem
(UPLC/ESI/MS/MS). Les principaux composés identifiés sont les flavonoides, les acides
phénoliques, les lipides, les acides aminiques et les dérivés. Arafa et al., (2011) notent
deux nouveaux triterpénes qui ont été isolés de Salsola imbricata en Egypte. Leurs
2)-0-b-D-

glucuronopyranosyl-akebonicacid 28-O-b-D-glucopyranoside et 3-O-b-D-xylopyranosyl-

structures ont été établies comme 3-O-b-D-xylopyranosyl- (1 -
(1 - 2)-O-b-D-glucuronopyranosyl-29-hydroxyoléanolic acid 28-O-b-D-glucopyranoside .
En outre, un dépistage phytochimique de Salsola imbricata a éte signalé et a montré la
présence de triterpéne (Hamed et al., 2011, Uzma et al.,2014).

En outre, L’extraction des espéces de Salsola vermiculata et Salsola tetranda par
UPLC/PDA/ ESI-QTOF-MS a mis en évidence les métabolites en commun : Hydroxy
octadecenoicacid, 9,12,13-Trihydroxy octadeca-7-enoic acid, N-Caffeoyl tyramine,
Kaempferolpentosyldihexoside, O-pentosyl-O-linoleoylglycerol et Isorhamnetin-3-O-
rutinoside (Rasheed et al., 2013).

I11. 1.4. Analyse des composes phénoliques

Les résultats de I’identification des composés phénoliques par HPLC/MS/QTOF en mode

négatif sont illustrés dans le tableau 12.

Tableau 12. Composition chimique en composés phénoliques des trois plantes

RT Masse Composés Formules C. S. Z
m/z cinerea foetida album
26.48 | 311.2214 | 13-HPODE C18H3204 15868 17020 16446
2-Deoxyribose 1-

1.01 | 213.02321 | phosphate C5H1107P 3078 4110 4146
27.53 | 165.05139 | 3-Ethoxybenzoate C9H1003 6226 6648 8912
30.28 | 165.0516 | 3-Ethoxybenzoate C9H1003 3306 4598 7206
31.37 | 165.05137 | 3-Ethoxybenzoate C9H1003 3508 4460 7198
4.62 | 299.00611 mz;ﬂ;ﬁ?\?:nﬁe_ C17H1605 1644 8436 | 2880
9.26 | 161.09213 | 5-Hydroxylysine C6H14N203 8996 11020 18550
12.7 | 161.09229 | 5-Hydroxylysine C6H14N203 3076 2550 8656
0.84 | 112.99263 | Acetylendicarboxylate C4H204 62438 6378 3498
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29.36 | 112.99296 | Acetylendicarboxylate | C4H204 14310 15974 14988

29.9 | 112.99284 | Acetylendicarboxylate C4H204 12202 15772 13064
30.17 | 112.99275 | Acetylendicarboxylate C4H204 11576 14614 14550
10.84 | 159.07652 | Daminozide C6H12N203 7816 6206 4240
12.16 | 159.07675 | Daminozide C6H12N203 7130 1544 2740

10.4 | 239.07181 | Dinoseb C10H12N205 154148 264894 16094
26.06 | 165.05139 | Ethionamide C8H10N2S 32912 24094 31396
12.33 | 179.0499 ?gi}mi"n“;“esu' C5H12N203S 2372 90744 | 139568
14.13 | 173.09312 | N-Acetylornithine C7H14N203 35360 28128 22936

1.46 | 163.03522 | p-coumaricacid C9H803 5498 8248 5652
16.81 | 307.14177 | Phenylbutazone C19H20N202 24736 701314 | 1047730

Phosphatidylcholine

31.4 | 522.35758 | lyso C26H54NO7P 7752 10596 8206

9.68 | 137.03268 | p-Nitroaniline C6H6N202 3332 10220 4230
16.14 | 137.03319 | p-Nitroaniline C6H6N202 12350 2896 3092

1.82 | 243.07818 | Ribavirin C8H12N405 28230 14640 17392

1.5 | 191.03216 | Scopoletin C10H804 757082 242828 | 396204
1.5 | 111.01579 | Uracil C4H4N202 89118 27438 45850
1.56 | 167.03167 | Vanillicacid C8H804 25796 16948 23816
1.01 | 175.03623 | Carbamoylaspartate C5H8N205 12300 4984 3010
1| 207.0643 | Benzyl succinate C11H1204 3032 10200 4458
1.01 | 243.07801 | Biotin C10H16N203S 5990 6134 5554
Isoproturonmono
23.16 | 191.12003 | demethyl C11H16N20 15658 14362 14002

Les composes phénoliques en commun ont été identifés pour les trois plantes testées
comme suit: 13-HPODE, 2-Deoxyribose 1-phosphate, 3-Ethoxybenzoate, 5,7-Dimethoxy-
4 _-hydroxyflavanone, 5-Hydroxylysine, Acetylendicarboxylate, Daminozide, Dinoseb,
Ethionamide, Methioninesulfoximine, N-Acetylornithine, p-coumaricacid,
Phenylbutazone, Phosphatidylcholine lyso 18:0, p-Nitroaniline, Ribavirin, Scopoletin,
Uracil, Vanillicacid, Carbamoylaspartate, Benzyl succinate, Biotin et Isoproturon-
monodemethyl. Ces métabolites sont présents dans les trois plantes en proportions
différentes : chaque composé a une concentration différente pour chaque plante. Les
résultats recueillis mettent en évidence la présence de différences quantitatives et
qualitatives dans la composition chimique de ces plantes par rapport aux études antérieures

sur les composés phénoliques.
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Pour Cotula cinerea, différents flavonoides ont été isolés et qui sont: le 7-O-f3-R3-
glucoside, le 7-O-B-d-diglucoside, et le 6-hydroxy-7-0-BDglucoside de lutéoline, la
lutéoline, ainsi que  ’apigénine  7-Oa-B-rhamnoside.  6-C-arabinosyl-8-C-
glucosylapigénine, isoxhafcoside. Ces flavonoides sont les principaux constituants de cette
espéce. En outre, des composeés de petites concentrations sont identifiés : 3-O-R-glucoside,
3-O-p-R-galactoside et 7-O-R-d-glucoside de quercétine ainsi que 5,3',4'-trihydroxy 3,6,7-
triméthoxyflavone. De méme des flavones glycosylés sont identifiés tels que: 5-0-
glycosylés (Krishnoswwamy et al, 1968 ; Rodriguez et al, 1972 ; Bonisov et al, 1976 ;
Ragaa et al, 1983).

Les flavonoides suivants : Scopoletin (Coumarin), bergabtol
(Furanocoumarin),daphnoretin, bergaptol 5-0-Beta-D-glucopoyranoside
(Furanocoumarin), daphnori, Chrysoeriol 7-O-Beta-D-glucopoyranoside (Flavone) ont été
identifiés a partir de I’extrait d’acétate d’éthyle de Salsola baryosma par la technique de

chromatographie sur colonne (Ahmed et al.,2006).

Les résultats obtenus par (Syrchina et al.,1992 : Xiang et al.,2007), ont mis en évidence
I’activité anti inflammatoire de six composés phénoliques isolés a partir du mélange
méthanol-eau des feuilles de Salsola foetida. Ces six composés phénoliques
sont :isorhamnetin-3-O-4-D-glucuronyl (1”—4")-4-D-glucuronicacid , isorhamnetin-3-O-
S-D-diglucuronatedimethyl ester, isorhamnetin-3-O-4-D-galactopyranoside, isorhamnetin-
3-0-p-D-glucopyranoside, isorhamnetin, N-trans-feruloyltyramine.

Shehab et al., (2014) ont identifié des acides phénoliques et flavonoides a partir de I’extrait
méthanol-eau par la méthode de HPLC PR. Les meétabolites les plus abondants sont :
Quercitrin, Coumaricacid ,Rosmarinicacid. De méme, 1’isorhamnetin-3-O-f3-D-glucuronyl
(1" — 4 ") glucuronide , Dimethyl ester;isorhamnetin-3-O-p-D-di glucuronate dimethyl
ester, Tow isorhamnetin  glycosides: Isorhamnetin-3-O-B-D-galactopyranoside,
Isorhamnetin:  Isorhamnetin-3-O-B-D-galactopyranoside, Isorhamnetin, Trans N-
feruloyltyramine, p-hydroxy benzoicacid«ferulicacid, Isovanillicacid. Ces 9 composés

phénoliques ont été extraits a partir de Salsola foetida (Osman et al., 2016).

Khan et al., (2003) ont noté I’identification de trois nouveaux composés phénoliques chez
Salsola feotida:N-[2-(3,4-dihydroxyphényl)-2-hydroxyéthyl]-3-(4-méthoxyphényl) prop-
2-énamide,N-[2-(3,4-dihydroxyphényl)-2-hydroxyéthyl]-3-(3,4-diméthoxyphényl) prop-
2-énamide et N-[2-(3-hydroxy-4-méthoxyphényl) -2- hydroxyéthyl] 3-(4-méthoxyphényl)
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-prop-2-énamide. Ces résultats sont en accord avec diverses études (Tundis et al.,2007 ;
Lee et al.,2012 ; Asif et al.,2016, Ghorab et al.,2017, Zhao et al.,2020).

A cela s’ajoute de nouveaux triterpénoides saponines isolés a partir des racines de
Zygophyllum coccineum et des parties aériennes de Z. album et de Z. dumosum, et qui sont :

3-O-[fl-D-2-O-sulfonylquinovopyranosyl], quinovicacid, 27-O-[fl-D-glucopyranosyl].

L’analyse chimique par LC-ESI-TOF-MS a détecté trois flavonoides a partir de la partie
aérienne de Z. album : Isorhamnetin-3-O-rutinoside, Malvidin 3-rhamnoside et quercitin
3-sulfate (Ksouri et al, 2013). Cependant, les composés phénoliques : acide 3-O-B-D-
quinovopyranosyl-quinovic, 28-p-D-glucopyranosyl ester et 3-O-[p-D-2-O-sulfonyl
quinovopyranosyl]-quinovic, acid-27-O-[BD-glucopyranosyl] et 1’ester zygophyloside F
ont été déja décrits par (Hassaneen et al, 1993 ; Elgamal et al,1995) chez I’espéce en
question. De plus, les études effectuées par (Belguidoum et al., 2015 ; Kchaou et al, 2016)
confirment la présence des composes phénoliques dans la composition de I’espéce Z.

album.
I11.2. Activité insecticide des extraits de plantes testées

111.2.1.Etude de Pactivité insecticide sur les adultes de Callosobruchus maculatus

par contact

L’effet insecticide a été évalué a partir des trois plantes spontanées : S. foetida, Z. album
et C. cinerea a I’égard de I’insecte ravageur Callosobruchus maculatus. Les résultats des
tableaux de 13 a 16, et les figures 25 a 30 regroupentent les effets insecticides des trois
extraits a base d’éthanol. Ces derniers exposent une toxicité remarquable pour le traitement

contre la bruche de niébé.

Tableau 13. Mortalité moyenne des adultes de C. maculatus traités par les extraits de

Salsola foetida.

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,5000 (a) 0,00 1,00
D1 11,5000(b) 9,00 14,00
D2 15,1667(c) 11,00 18,00
D3 18,8333(d) 18,00 20,00
D4 20,0000(d) 20,00 20,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05
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Tableau 14. Mortalité moyenne des adultes de C.maculatus traités par les extraits de

Cotula cinerea

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,5000(a) 0,00 1,00
D1 5,8333(b) 3,00 10,00
D2 8,5000(b) 5,00 13,00
D3 15,0000(c) 9,00 19,00
D4 18,1667(c) 16,00 20,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05

Tableau 15. Mortalité moyenne des adultes de C. maculatus traités par les extraits de

Zygophyllum album

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,5000(a) 0,00 1,00
D1 5,1667(b) 2,00 7,00
D2 8,0000(c) 6,00 10,00
D3 9,3333(cd) 8,00 12,00
D4 10,6667(d) 9,00 13,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05

Tableau 16. Les valeurs de la DL50 pour chaque extrait de plante pour le traitement des

adultes de la bruche

Extraits des plantes R? DL50
Salsola foetida 0.948 6.35
Cotula cinerea 0.980 12.55
Zygophyllum album 0.944 36.59

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05
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Figure 19. Droite de régression pour le traitement des adultes de C.maculatus
par S. foetida
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Figure 20. Analyse croisée entre la mortalité et les doses,

cas de D’extrait de S.foetida sur les adultes de C.maculatus
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Figure 21. Droite de régression pour le traitement des adultes de

C.maculatus par I’extrait de C.cinerea
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Figure 22. Analyse croisée entre la mortalité et les doses,

cas de de C. cinerea sur les adultes de C.maculatus
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Figure 24. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de I’extrait

par Z. album sur les adultes de C.maculatus
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L’allure des courbes des mortalités corrigées des trois extraits est consignée dans la

figure 25.
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Figure 25. Mortalité corrigee en fonction des doses pour les trois plantes testées contre

Callosobruchus maculatus

L’évaluation de I’activité insecticide des trois extraits éthanoliques est exprimée par les
courbes des mortalités corrigées des adultes de C. maculatus soumis pour différentes
durées d’expositions aux concentrations croissantes d’extraits. Les résultats ont montré
que le pourcentage de mortalité dépend de I’espéce de la plante, de la concentration et de
la période d'exposition. L’examen du données du tableau 13 indique la présence de 4
groupes hétérogenes : a,b, ¢ et d dont le groupe d présente les deux doses d3 et d4 qui ont
le méme effet. La mortalité des adultes par contact de Salsola foetida a atteint un
pourcentage de 100% pour la dose 48 mg/ml apres les 72 heures de traitement, ce qui
constitue la valeur la plus élevée entre les trois plantes. A la dose de 24 mg/ml, le taux de
mortalité corrigée s’¢léve a 90%. Par contre, le traitement par la dose 12 mg/ml a enregistré
une valeur de 75%. La toxicité exercée par la dose 6 mg/ml est de 56 %. Cependant, les

taux restent tres différents de ceux du témoin.

Par contre, le traitement par Cotula cinerea a montré qu’apres 48 h les pourcentages de
mortalité des adultes de C. maculatus sont de I’ordre de: 30, 43, 56 et de 85 %

respectivement pour les doses 6, 12, 24 et 48 mg/ml. Les données du tableau 14 montrent
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la présence de 3 groupes hétérogeénes : a, b et ¢ dont le groupe b présente les deux doses

d1 et d2 qui ont le méme effet et le groupe ¢ présente les deux doses d3 et d4.

L’évaluation de I’activité insecticide de Zygophyllum album est exprimée par les courbes
des mortalités corrigées des adultes de C. maculatus en fonction des différentes doses
croissantes. Les résultats montrent que les pourcentages de mortalité apres 48h ont atteint
les valeurs suivantes : 32, 35, 44 et 60% respectivement pour les doses 6, 12, 24 et 48
mg/ml. Le tableau 15 illustre 4 groupes hétérogenes : a, b, c et d dont le groupe b présente
la dose d1 et le groupe b présente la dose d2, les groupes c et d présentent les deux doses

d3 et d4 qui ont le méme effet.

Il est nécessaire de Vérifier si les données obtenues suivent une loi normale. Cet examen
permet alors de choisir le test d’hypothese le plus approprié. Selon le test Tukey, les
analyses statistiqgues montrent qu'il existe une différence tres hautement significative
(p= 0.0001***) entre la mortalité chez les lots témoins et les lots traités par chacun des
trois extraits. Le boxplot de la mortalité des adultes de C. maculatus en fonction des doses
de traitement, montre que la toxicité varie d’une dose a une autre. D’apres les résultats de
la détermination de I’efficacité de chaque traitement, les valeurs de DL50 des trois plantes
ont été déduites a partir des droites de regression : 6,35 mg/ml pour Salsola foetida,
12,55mg/ml pour Cotula cinerea et de 36,59 mg/ml pour Zygophyllum album (tableau 16).
L’évaluation de I’activité insecticide des plantes est exprimée par les courbes de la

mortalité corrigée en fonction des probits.

Nos résultats corroborent les résultats antérieurs de Guerebis et al., (2020) en termes de
performance des métabolites testés (Inuloxines A, B et C et acide o costique). Une réaction
rapide, provoquant une mortalité compléte (100 %) des adultes de la bruche du niébé un
jour seulement apres I'exposition a la concentration la plus élevée (5ul/ml). Dans le méme
contexte, les taux de mortalité sur Callosobruchus chinensis L sont de 27% et 30% apres
1 a 2 jours, respectivement, apres le traitement. L'extrait des parties aériennes de I'lnula
racemosa Hook a provoqué un taux de mortalité de 66,59% de C. chinensis infestant les
graines de pois chiches aprés une journée d'exposition a I’extrait testé appliqué a une dose

allant jusqu'a 2 % (Chandel et Singh, 2017).

En ce qui concerne le traitement par le Neem (Azadirachta indica A. Juss.) de C. maculatus
Paranagama et al., 2003 ont rapporté que les extraits de feuilles de neem appliqués a une

concentration de 3, 8 g/l permettent d'obtenir une mortalité compléte des adultes de C.
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maculatus au 3*™¢jour du traitement. En outre, la bio-activité de plusieurs huiles végétales
a été rapportée par de nombreux auteurs comme Mustafa et al (2011), Silva et al. (2012),
Uddin et Sanuzi (2013), Aboul Habou et al. (2014) et Wahedi et al. (2015). Ces huiles
végétales présentent des effets trés significatifs sur la mortalité des adultes de C. maculatus

et surtout aux doses 1 et 1,5ml/10g de graines de niebé.

La répulsivité des huiles essentielles de Citrus reticulata, Citrus limon et Citrus aurantium
a éte évaluée contre les adultes de C. maculatus. Un effet significatif répulsif a été noté par
I’huile de Cirtus reticulata a une concentration de 7/l d’air par rapport aux autres extraits
(Saeidi et al., 2011).

I1.2. 2.Etude de Pactivité insecticide sur la fécondité des adultes de Callosobruchus

maculatus

Les resultats illustrés dans les tableaux 17 a 19 indiquent que les trois espéces de plantes
ont un pouvoir sur la diminution de la fécondité des femelles de la bruche. Le nombre
moyen des ceufs pondus pour Salsola foetida de 1’ordre de 7,8, pour le traitement a la
concentration 6,35 mg/ml contre 426,21ceufs pour les témoins. Pour Cotula cinerea, la
moyenne de fécondité soit 68,05 pour la dose 12,55mg/ml par rapport au témoin qui est de
I’ordre de 479,11. Le nombre moyen des ceufs pondus par les femelles traitées par

Zygophyllum album soit 192,61 pour la dose 36,59 mg/ml contre 428,01 pour les témoins.

D’autres part, les tableaux 17,18 et 19 indiquent que les extraits éthanoliques des trois
plantes réduisent le taux de fécondité des femelles de C. maculatus. En outre, on remarque
que la réduction de la fécondité est enregistrée a la concentration DL50 soit
98.16%,85.79% et 54.99% par rapport au témoin respectivement pour Salsola, Cotula et
Zygophyllum. Les résultats montrent que les valeurs de r sont négatives : la corrélation est
négative ce qui signifie que la dépendance est forte avec la fécondité. Plus la dose
augmente plus la fécondité diminue.Le facteur dose agit d'une maniere hautement
significative sur le nombre d’ceufs pondus par la bruche du niébé. Ceci est approuvé par le

test de Kruskall-Wallis avec une p-value >0.01.
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Tableau 17. Effet de la DL50 sur les parameétres de fécondité de C.maculatus traités par
Salsola foetida

Paramétres | Doses Moyenne | Min Max Les valeurs | Taux de
Retp réduction
(%)

Fécondité | DO(T) 426,21 324.2 |501,20 | R=-0.976 98,16

D1(DL50) |7,83 5.50 11,60 | p=0.0001**
Fertilité DO (T) 97,233 9550 [98,00 |R=-0.999 |89,08

D1 (DL50) | 10,616 87,0 13,60 | p=0.0001**
Emergenc | DO(T) 93,1667 |87,40 |99,30 |R=-0.996 | 90,65
edelaFl |D1(DL50) |8,7167 6,30 10,90 | p=0.000**

*x La corrélation est significative au seuil 0,01.

A ce sujet, plusieurs auteurs mettent que les doses sub-létales d'huiles essentielles
réduisaient la durée de vie adulte de C. maculatus et diminuaient la fécondité des femelles
(Ketoh et al., 2002 ; Dugravot et al.,2002). Ces derniers ont souligné 1’importance de la
présence de feuilles de Boscia senegalensis qui liberent du meéthylisotiocyanate (MITC)
qui pourrait avoir un impact sur le nombre de C. maculatus. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par Mustafa et al (2011), Silva et al. (2012), Uddin et Sanuzi (2013),
Abdoul Habou et al. (2014) et Wahedi et al. (2015). Selon Credland (1992) et Lienard et
al. (1993), I’huile d’olive, I’acide oléique, I’acide linoléique et le mélange des 4 acides
gras testés ont manifesté une activité ovicide marquée des femelles de la bruche du niébé.
En outre, Nyamador (2009), Le traitement avec des doses inferieures ou égales a 20 pl, de
I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus a provoqué la rétention des ceufs par

incapacité physique d’oviposition des femelles de Callosobruchus subinnotatus.

I11.2. 3.Etude de Pactivité insecticide sur la fertilité des adultes de Callosobruchus

maculatus

Les valeurs des fécondités comparées a celles des éclosions des ceufs, montrent que la dose
létale 50 agit de maniéere hautement significative sur la viabilité des ceufs. Ceci est prouvé
par le test de Kruskall-Wallis avec une p-value >0,01, ce qui veut dire qu'il ya une forte
dépendance entre le parameétre éclosion des ceufs et la dose testée et indique une corrélation
négative. Dans les lots témoins, le nombre moyen d'ceufs éclos est de 10,61 pour Salsola,

une valeur de 60,65 pour Cotula et de 70,25 pour Zygophyllum.
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Les taux de réduction des ceufs pondus par les femelles traitées par les trois extraits
s’élévent a : 89,08%, & 37,18% et a 27,07% respectivement pour Salsola foeatida, Cotula
cinerea et Zygophyllum album.

Tableau 18. Effet de la DL50 sur les parametres de fécondité de C.maculatus traités par
Cotula cinerea

Parametres | Doses Moyenne | Min Max | Les valeurs | Taux de
deRetp réduction
(%)
Fécondité DO(T) 479,1167 | 433,80 | 510.10 | R=-0.99** | 85.79
D1(DL50) 68,0500 | 63,50 | 72.10| p=0,0001
Fertilité DO (T) 96,5500 | 91,70 | 98.10 | R=-0,98** | 37.18
D1(DL50) 60,6500 | 55,20 | 66.40 | p=0.0001
Emergence | DO(T) 98,1500 95,70 | 99.50 | R=-0.95** | 34.58
de laF1 D1(DL50) 64,2000 | 51,40| 69.50 P=0.0001
*x La corrélation est significative au seuil 0,01

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par (Tripathi et al., 2000; Garcia et al.,2003;
Nawrot et Harmatha 2012; Aliyu et al., 2014; Russo et al., 2015; Wei et al., 2018) et
témoignent que les sesquiterpénes exercent un large éventail d'effets sur les insectes
nuisibles des denrées stockés, notamment, des activités répulsives et dissuasives, ainsi
qu'une inhibition de la reproduction par des effets ovicides et larvicides. Pannuti et al.
(2012) ont testé les poudres de C. ambrosioides L. et P. nigrum et ont relevé une

diminution de I’oviposition et de ’émergence chez C. maculatus.

I11.2. 4. Etude de P’activité insecticide sur I’émergence de la Flde Callosobruchus

maculatus

Il est a rappeler que les valeurs moyennes des émergences de la descendance sont de 8,71,
de 64,2 et de 76,4 respectivement pour Salsola foetida, Cotula cinerea et Zygophyllum

album qui sont consignées dans les tableaux précédents (tableaux 17 a 19).

Les résultats indiquent que le traitement par extrait de Salsola foetida réduit de facon
significative les émergences de C. maculatus, comparativement a la série témoin (93,16
adultes). Le test de Kruskall-Wallis, avec une p-value trés proche de zéro indique d'ailleurs

une forte dépendance avec la descendance (la corrélation est négative). Le traitement par
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les deux plantes Cotula foetida et Zygophyllym album agit de fagon significative sur

I’émergence des adultes par rapport au témoin.

Les résultats regroupés dans les tableaux montrent des taux de réduction de la F1
significative par rapport au témoin pour les trois traitements. Les valeurs obtenues sont de
90.65, de 34,58 et de 16,11%, respectivement pour Salsola foeatida, Cotula cinerea et

Zygophyllum album.

Tableau 19. Effet de la DL50 sur les paramétres de fécondité de C.maculatus traités par
Zygophyllum album

Parametres | Doses Moyenne | Min Max Les valeurs Taux de

deRetp réduction
Fécondité DO(T) 428.0167 | 360.000 | 500.000 | R=-0.898** | 54.99%

D1(DL50) | 192.6167 | 100.30 |276.70 | p=0,000
Fertilité DO (T) 96.3333 | 92.00 |98.00 R=-0,910** | 27.07%
D1(DL50) | 70.2500 |59.50 |83.00 | p=0.0001
Emergence | DO(T) 91.0833 | 87.00 94.00 R=-0,852** | 16.11%
de laF1 D1(DL50) | 76.4000 | 66.00 85.00 p= 0,0001

** La corrélation est significative au seuil 0.01.

De nombreux chercheurs ont mis en évidence l'efficacité des extraits de plantes a 1’égard
de la bruche du niébé.(Raja et al., 2001 ; Boeke et al., 2004 ; Rahman et Talukder, 2006 ;
Demnati et Allache, 2014).0sekre et Ayertey (2002) mentionnent que les huiles de coco,
de palme et de frytol, appliquées aux doses de 4, de 6, et de 10 ml/kg de niébé, n’affectent
pas la longévité, mais réduisent les pontes et les émergences de C. maculatus. D’apreés
Kellouche (2005), la réduction des descendants de la premiere génération de C. maculatus
est supérieure a 90% dans les traitements réalisés avec 1’huile d’olive de 1ére et 2éme
pression. De plus, les résultats de traitement par les métabolites purs de D.viscosa, ont
montré que I'émergence de la génération F1 de Callosobruchus maculatus est
significativement réduite (Guerebis et al., 2020). La toxicité de I'huile essentielle d'A.
judaica a été demontré contre Callosobruchus maculatus en utilisant une gamme de tests
(fumigation, répulsion, éclosion d'oeufs, émergence d'adultes...) (Abd-Elhady, 2012).

Selon Ghoneim et al. (2012), les extraits d’une Zygophyllaceae spontanée du désert
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égyptien, pourraient produire un biopesticide prometteur pour le contr6le des populations

de Schistocerca gregaria.

Autrement, les extraits que nous avons testés sont riches en substances naturelles et qui ont
un effet toxique sur les adultes de Callosobruchus maculatus. effectivement, ce qui
démontre I’efficacité de ces substances qui serait la conséquence de leur richesse en

compsés phénoliques.

I11.2. 5. Etude de I’activité insecticide sur les adultes de Tribolium castaneum par
contact

Les tableaux de 20 a 22 montrent 1’évaluation du taux de mortalité des individus de
tribolium rouge de la farine par rapport aux quatre doses, pour chaque extrait testé. Les
courbes de régression des probits en fonction des logs doses de chaque extrait sont
présentées dans les figures 27,29 et 31. La toxicité des extraits éthanoliques de la partie
aérienne des trois plantes est exprimée en DL50 (tableau 23). Globalement, les extraits ont

montré leurs efficacités contre le ravageur secondaire des stocks.

Tableau 20. Mortalité moyenne des adultes de Tribolium castaneum traités par I’extrait

Salsola foetida (effet contact)

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,1667(a) 0,00 1,00
D1 7,3333 (b) 5,00 10,00
D2 13,6667 (c) 11,00 16,00
D3 17,1667 (d) 15,00 19,00
D4 19,6667 (e) 19,00 20,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05

Tableau 21. Mortalité moyenne des adultes de Tribolium castaneum traités par Cotula
cinerea (effet contact)

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,0000(a) 0,00 0,00
D1 6,1667(b) 2,00 9,00
D2 8,8333 (bc) 7,00 11,00
D3 11,1667 (c) 9,00 15,00
D4 17,1667(d) 15,00 19,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05
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Tableau 22. Mortalité moyenne des adultes de Tribolium castaneum traités par
Zygophyllum album (effet contact)

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,0000 (a) 0,00 0,00
D1 4,5000(b) 3,00 5,00
D2 7,1667 (c) 5,00 9,00
D3 9,3333 (d) 6,00 11,00
D4 11,8333(e) 10,00 14,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05

Tableau 23. Les valeurs de la DL50 pour chaque extrait de plante pour I’effet contact sur

Tribolium castaneum

Extrait de plante R? DL50
Salsola foetida 0.990 13.87
Cotula cinerea 0.927 23.57
Zygophyllum album 0.997 48.42

Les résultats de notre étude montrent clairement que le pourcentage de mortalité est
proportionnel aux doses testées, et ceci quel que soit ’extrait exploité. De plus, I’analyse
de la variance et la comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil
de 0,05 pour I’effet insecticide des extraits par contact est hautement significative
Pr< 0,0001(Tableaux 20 a 22). L’efficacité des traitements par 1’analyse de la variance et
la séparation des groupes a démontré que la différence est hautement significative, c’est a
dire que les doses ont un effet sur la mortalité des adultes. En effet, I’extrait éthanolique
de Salsola foetida démontre la présence de 5 groupes hétérogenes: a,b,c,d,e
respectivement pour les doses : d0, d1, d2, d3,d4.Par ailleurs, le traitement par Cotula
cinerea dévoile 4 groupes hétérogenes : dO présente le groupe a, d1 et d2 ayant le méme
effet présente le groupe b, d3 présente le groupe c et la d4 présente le groupe d. Les résultats
de la toxicité par Zygophyllum album ont révélé la présence de 5 groupes
hétérogenes ;a,b,c,d,e respectivement pour les doses qui se suivent : d0,d1, d2, d3,d4 (fig
26, 28 et 30).D’autres part, la susceptibilité aux extraits éthanoliques a été exprimée par la
dose létale 50 comme suit:13,87, 23,57 et 48,42 mg/ml respectivement pour les trois

plantes Salsola foetida, Cotula cinerea et Zygophyllum album . L'extrait de Salsola foetida
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est hautement toxique pour Tribolium castaneum, entrainant une mortalité corrigée de 97%
en 48h a une dose de 80 mg/ml. En revanche, a la méme dose et au méme temps
d'exposition, les extraits de Cotula cinerea et Zygophyllum album ont provoqué
respectivement des taux de mortalité de 83% et de 60% (Fig.32).
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Figure 26. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de 1’extrait par Salsola

foetida sur les adultes de Tribolium castaneum (effet contact)
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Figure 27. Droite de régression de I’effet insecticide par contact de Salsola foetida sur

les adultes de Tribolium castaneum (effet contact)
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Figure 28. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de I’extrait par Cotula

cinerea sur les adultes de Tribolium castaneum (effet contact)
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Figure 29. Droite de régression de I’effet insecticide par contact de Cotula cinerea sur
les adultes de Tribolium castaneum
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Figure 30. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de 1’extrait par

Zygophyllum album sur les adultes de Tribolium castaneum (effet contact)
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Figure 31. Droite de régression de I’effet insecticide par contact

de Zygophyllum album sur les adultes de Tribolium castaneum
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Figure 32. Mortalité corrigée en fonction des doses pour les trois plantes testées contre
Tribolium castaneum par contact

A ce propos des recherches conduites sur P’extrait aqueux d’Euphorbia guyoniana
engendre une mortalité de 100% sur la population traitée de Tribolium castaneum. Ce
pourcentage de mortalité est atteint au bout de moins 10 jours. L’estimation de la
concentration d’efficacit¢ 50 (CES50) montre le fort effet insecticide de ces préparations
vis-a-vis des imagos de Tribolium castaneum (Kemassi et al.,2019). L’évaluation de l'effet
répulsif et insecticide de I'extrait éthanolique brut de Limoniastrum guyonianum contre les
adultes du tribolium rouge de la farine a montré que la dose la plus élevée (800 pg/insecte)
présente un effet répulsif remarquable de ’ordre de 90,14 £ 2,5% apres 4 h d'exposition.
L’extrait brut s’est montré toxique pour les adultes de T. castaneum et la DL50
correspondante était de 218,3 pg/insecte (Acheuk et al.,2017). De méme, les résultats de
I’étude entamée par Tarigan et al.,(2016) indiquent que I’huile essentielle de la cannelle
exerce une activité insecticide conséquente. Cette efficacité se traduit par Deffet
remarquable sur les ceufs, les larves et les adultes de Tribolium castaneum avec les valeurs
de DL50 de : 1,051%, de 0,109%, et de 1,239%.

Garcia et al. (2005) déterminent que ce sont les groupements hydroxyle, contenus dans I’
terpinéol, le pulégol et le gérmacrol, qui sont imputés de I’activité insecticide Vis-a-vis de

Tribolium castaneum.
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I11.2. 6. Etude de I’activité insecticide sur les adultes de Tribolium castaneum par

ingestion

L’effet des trois extraits sur les adultes de Tribolium castaneum a été évalué par le mode

ingestion. Ce test montre que les moyennes de mortalité des adultes sont de ’ordre de :

19,66 pour salsola foetida, de 17,16 pour Cotula cinerea et de 11,83 pour Zygophyllum

album. Les résultats illustrés dans le tableau 27 montrent les valeurs de DL50 pour chaque

traitement. Elles sont similaires pour les deux effets contact et ingestion et sont de ’ordre

de: 13,87 mg/ml pour Salsola foetida, 23.57 mg/ml pour cotula cinerea et de 48.42mg/ml

pour Zygophyllum album (Figures 34, 36 et 38). Les mortalités corrigées en fonction des

doses pour les trois plantes sont de 1’ordre de : 98,85, et de 60% respectivement pour

Salsola foetida, Cotula cinerea et Zygophyllum album traitées a la plus forte dose de 80

mg/ml (Fig. 39).

Tableau 24. Mortalité moyenne des adultes de Tribolium castaneum traités par Salsola

foetida(effet ingestion)

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,0000 (a) 0,00 0,00
D1 8,6667(b) 7,00 11,00
D2 12,1667(c) 10,00 14,00
D3 16,0000 (d) 12,00 18,00
D4 19,6667(e) 18,00 20,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05

Tableau 25. Mortalité moyenne des adultes de Tribolium castaneum traités par Cotula

cinerea (effet ingestion)

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,1667(a) 0,00 1,00
D1 6,5000(b) 4,00 9,00
D2 8,6667 (b) 7,00 11,00
D3 13,1667(c) 11,00 15,00
D4 16,8333(d) 15,00 19,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05
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Tableau 26.Mortalité moyenne des adultes de Tribolium castaneum traités par

Zygophyllum album (effet ingestion)

Doses Moyenne Minimum Maximum
DO 0,0000(a) 0,00 0,00
D1 4,3333(h) 2,00 6,00
D2 6,8333(c) 5,00 8,00
D3 11,3333 (d) 9,00 13,00
D4 11,8333(d) 9,00 13,00

Comparaison des groupes du test POST HOC (TUKEY HSD) au seuil de 0,05

Tableau 27. Les valeurs de la DL50 pour chaque extrait de plante pour I’effet ingestion

sur Tribolium castaneum

Extrait de plante R? DL50
Salsola foetida 0.990 13.87
Cotula cinerea 0.927 23.57
Zygophyllum album 0.997 48.42

Les résultats de 1’analyse de la variance pour la toxicité des trois plantes testées sont

exprimeés par les tableaux 24 a 26 et par les figures 33,35 et 37. Ces derniers démontrent

la présence de 5 groupes hétérogénes pour Salsola foetida, 4 groupes hétérogenes pour

Cotula cinerea dont les deux doses d1 et d2 ont le méme effet et constituent le groupe b,

et 4 groupes aussi pour Zygophyllum album dont les doses d3 et d4 constituent un seul

groupe d.
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Figure 33. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de 1’extrait par
Salsola foetida sur les adultes de Tribolium castaneum (effet ingestion)
8
7 y=1.0514x +2.231 °
R2=0.9438 e
6 e
e
= ’ Qe
S 4
a
3
2
1
0
0 1 2 3 4 5
Ln dose

Figure 34. Droite de régression de I’effet insecticide par ingestion de Salsola foetida sur
les adultes de Tribolium castaneum
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Figure 35. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de I’extrait par Cotula

cinerea sur les adultes de Tribolium castaneum (effet ingestion)
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Figure 36. Droite de régression de I’effet insecticide par ingestion de Cotula
cinerea sur les adultes de Tribolium castaneum
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Figure 37. Analyse croisée entre la mortalité et les doses, cas de 1’extrait par

Zygophyllum album sur les adultes de Tribolium castaneum (effet ingestion)
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Figure 38. Droite de régression de I’effet insecticide par ingestion de
Zygophyllum album sur les adultes de Tribolium castaneum (effet ingestion)
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Figure 39. Mortalité corrigée en fonction des doses pour les trois plantes testées contre
Tribolium castaneum par ingestion

Nos résultats sont en accord avec ceux de Gandhi et al., (2010) qui ont montré que la
fumigation moyennant les huiles essentielles de feuilles de Punica granatum et Murraya
koenigii induisent un retard dans le développement et une réduction significative des
populations de Tribolium castaneum. En outre, I’extrait éthanolique de 1’écorce de Punica
granatum a €té teste contre Tribolium rouge de la farine par ingestion. Les mortalités les
plus élevées notées sont de ’ordre de 56%. L’extrait a aussi montré un effet anti appétant
et une activité répulsive (Ben Hamouda et al., 2014). En outre, Lee et al. (2003) ont testé
I’action de terpénoides sur Tribolium castaneum, et ont montré que le cinéol, le |- fenchone
et le pulégone, a la concentration de 50 pg/ml air, ont exprimé une mratlité de 100% et ont
déduit que les cétones sont les monoterpenes plus toxiques. L’huile essentielle de J.
phoenicea a été dévisagée en tant qu'agent anti-appétant et insecticide contre Tribolium
confusum (Bouzouita et al.,2008).

Des études faites par Gotawska et al. (2008) affirment que le refus des plantes aux attaques
d’insectes peut étre liée a la présence de flavonoides, et persuadent que les six aglycones
de flavanols identifiées pendant leurs travaux de recherche (quercétine, kaempferol+RCO-
, kaempferol, tricine, apigenine+RCO- et apigenine) sont imputés de ’effet répulsif et

accablant contre Acyrthosiphon pisum (le puceron vert du pois). Dans la méme optique,
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Mierziak et al. (2014) rapportent que les flavonoides peuvent agir comme étant des agents

stimulants ou inhibants pour controler l'oviposition chez les insectes.

I11.3.L’activité antibiotique des sesquiterpénes lactones isolés de Cotula cinerea

contre de Enterococcus faecalis

L’extrait organique de C. cinerea a été obtenu par différents solvants (n-hexane, CH.Cl
et EtOAC), a été testé a une concentration seule forte sur Staphylococcus aureus ATCC
29231, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Acinetobacter baumannii ATCC 747 par test de microdilution de bouillon standard pour
évaluer ’ihibition de la croissance bacterienne. Parmi les extraits, seulement 1’extrait de
CH.Cl, a montré une activité antibactérinne (Tab.28), par une inhibition de la croissane
des souches de Gram-positif testées avec un poucentage de 49%=2,7 d’inhibition pour S.

aureus et de 90%z=1,5 pour E.feacalis.

Tableau 28. Activité antibactérienne de I’extrait de CH2Cl, (500 pg/mL)

Souches % d’inhibition par I’extrait de CH2Cl>
S. aureus ATCC 29213 49+ 2.7

E. faecalis ATCC 29212 90+1.5

P. aeruginosa ATCC 27853 nd.

A. baumannii ATCC 747 | n.d.

L’activité anibactérienne est exprimé en pourcentage d’inhibition de croissance + 1’écartype(SD),

contre les souches Gram-positif et Gram-negatif testées (n.d. = inhibition non detectée)

Markouk et al. (1999) ont constaté que 1’extrait de n-butanol de C. cinerea était efficace
contre les souches phytopathogeniques de Pseudomonas et Bacillus. Le méme extrait était
aussi efficace contre les isolats cliniques de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa et S. aureus (Bensizerara et al ., 2013). Ghouti et al. (2018) ont testé I’extrait
hydroéthanolique et I’infusion de C. cinerea vis a vis les deux bactéries Gram-negative et
Gram-positive, et ont démontré une forte activité contre les Gram-positive. L’efficacité
remarquable de I’extrait de CH2Cl> en inhibant la croissance planktotonique de E.

faecalis s’est avéré trés intéressante (Guiton et al., 2013 ; Ch’ng et al.,2019).

Ainsi, I’extrait actif de CH2Cl, a été fractionné par la colonne combine et TLC en
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phase directe et inverse pour isoler 5 métabolites pures. La premiére investigation de

leur 1H NMR et ESI MS spectres a mis en évidence que les composés identifiés sont
des sesquiterpenoides appartenant aus différents sous-groupes. Les métabolites
isolés sont les suivants: guaianolides, i.e., 6-acetoxy-1B-, 6-acetoxy-la-and 6-
acetoxy-10-p-hydroxyguaiantrienolide (1-3, Figure 40), germacrenolides,i.e.,
haagenolide et 1,10-epoxyhaagenolide (4 and 5, Figure 40), par la comparaison de

leur données 1H NMR et MS avec celles des études antérieures citées dans la
litterarture, particulierement pour le composé 1-3 avec les données de Jakupovic et
al. (1988). De plus, les données des composés 4 et 5 identifiés de la méme plante ont été
comparées avec celles des espeéces d’Inula et d’Inula heterolepis (Bohlmann et
al.,78:82).

y V

HO

1, R=BOH

2,111 R=0OH

4, R=H
6, R=S-MTPA
7, R=R-MTPA
Figure 40. Structures des métabolites secondaires isolées
6-acetoxy-1p-, 6-acetoxy-la-, 6-acetoxy-10-p-hydroguaiantrienolide, haagenolide, 1,10-

epoxyhaagenolide (1-5), diastereomeric S- et R-MTPA esters de haagenolide (6 et 7).
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Les Sesquiterpenes 1-5 étaient indépendemment testés contre des souches de référence de E.
faecalis et 4 isolats cliniques en étudiant le profil de la sensibilté aux antibiotiques
(Tab.29).

Tableau 29. Le profil de la sensibilité aux antibiotiques effectué par le systeme Vitek
2 (bioMérieux) de 4 isolats cliniques de E. faecalis une souche de référence de E.
faecalis ATCC29212

Souches Concentration minimale d’inhibition (ug/mL

AMP IM LIN TEI Van | TIG
EF-01823 | <2 <2 2 <05 2 <0.25
EF-91804 | <2 <2 <05 <05 1 <0.25
EF-165 <2 <1 2<0.5 2<0.12 EF-
91705 <2 <1 2 <05 1 0.25
ATTC29212 | <2 <1 2 <05 <0.12

AMP = ampicilline, IM = imipeneme, LIN = linezolide, TEI = teicoplanine, VAN = vancomycine,
TIG = tigecycline.

Les composés ont été testés par la méthode de microdilution de bouillon avec un rang
de concentration entre 300 et 9 pg/mL. Aux plus fortes concentrations de 150 et 300
png/mL, les composés 3, 4, et 5 ont présenté un effet vis-a-vis les souches testées,
pendant que le composé 2 était actif sur 4 parmis les 5 souches testées. Les taux
d’inhibition de croissance variant de 50 a 90% (Tab.30). D’autres part, le Composé 1

n’a aucune activité inhibitrice contre aucune souche testée.
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Tableau 30. L’activité antibactérienne exprimée en pourcentage de 1’inhibition

maximale de la croissance inhibition (GI) (moyenne + écartype) des composés de 1-5

a unrang de concentration de 300 & 9 ug/mL vis-a-vis des souches testées de E. faecalis.

Souches Composé 1 | Compose 2 Composé 3 Composé 4 Composé 5
Mg/ | %Gl | pg/mL | %Gl pg/m | %Gl Mg/ | %Gl Mg/ | %Gl
mL L mL mL
EF-91804 300 |nd 150 78+15 | 150 80+11 |300 [77+15 |300 |82+09
EF-91823 300 |nd 300 50 +£1.9 | 300 51+0.9 |300 |49+1.1 |300 |50+1.6
EF-165 300 |nd 300 nd 300 90+0.7 |300 [80+3 |300 |81+33
EF-91705 300 |nd 300 49 £2.2 | 300 50+23 |300 |[55+26 |150 |80+0.8
ATCC2921 | 300 |nd 300 80+1.1 | 300 79+18 300 |70+21 [300 |79%15
2

Concernant ’activité de sous-groupe des guaianolides (1-3), le substituant a C-10
apparait inactif, alors que une caractéristique structurale importante semblait étre la
configuration. En effet, la présence d’un groupe hydroxyl saillant de o-side a
déterminé une inactivité comme celle observée dans 1. Comme décrits sous dessus,
enterococci peut former des biofilms sur les biomatériaux étrangers. Les sous-
populations bacteriennes au sein de biofilm caractérisées par un faible métabolisme
ont une absorption réduite des antibiotiques, particulierement pour les molécules actives
sur la paroi cellulaire comme beta-lactams et glycopeptides, utilisées a la fabrication des
implants pour les infections difficiles a traiter (Hoiby et al., 2010 ; Zaborowska et
al.,2017). Notre intérét était d’étudier I’activité biofilm des 5 métabolites naturels
sur les souches testées, en utilisant la méthode de coloration avec le crystal violet
pour la quantification totale de la biomasse du biofilm. Une série de dilutions de
composes a été testée en microplaques a partir de concentrations correspondant a 1/8
et 1/4 de la concentration inhibant respectivement 80% et 50% de la croissance

planctonique. Les composés qui n’ont pas montré une activité inhibitrice contre la forme

planctonique, ont été testés a partir de la concentration 300 pg/mL (Tab.31).
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Tableau 31. L’inhibition de formation de biofilm en verre (Bl) de E. faecalis,
présentée par moyenne +* écartype, aprés un jour de traitement avec les composés
1-5 a une série de dilutions de concentrations de I’inhibition de la croissance

sous-planctonique.

Souches Composé 1 Composé 2 Composé 3 Composé 4 Composé 5
Mg/ | %BI pg/ | %BI Hg/m | %BI Mg/ | %BI Mg/ | %BI
mL mL L mL mL
EF-91804 150 |60+2,8 |18 n.d. 18 5224 |37 n.d. 37 82 +09
EF-91823 150 |[50+2,4 |75 4931 | 75 55+ 1,9 75 52+3,1 |75 50+1.6
EF-165 150 |[52+1,7 [150 |[50x24 |37 62+1,1 |37 65+£18 | 37 81 +33
EF-91705 150 |55+3,3 |75 50+£36 | 75 48 £2.2 75 50+£22 |37 80+0.8
ATCC2921 | 150 |61+4,1 (18 |nd. 18 n.d. 37 | nd. 37 | 19%15
2

La formation de biofilm a été déterminée par le test de crystal violet ; n.d. = non detecté (aucune
différence détectée a part le témoin, p > 0.005).

Le compose 1 a inhibé la formation de biofilm par toutes les souches avec
uneconcentration of 150 pg/mL. Aucune difference significative n’a été
trouvée entre un pourcentage d’inhbition de biofilm entrel50 et 300
pg/mL (p > 0.005). Les composés 2-5 ont présenté une activité dépendante de la souch
a la concentration maximale testée, montrant une inhibition de biofilm a biofilm
allant de 50 a 70% pour la plupart des souches testées. Le biofilm de E. faecalis est tres
resistant a 1’action de 1’ampicilline, vancomycine et linezolid, malgres les périodes
de traitement prolongées (Sandoe et al.,2006 ; Bayston et al.,2012). Quelques
auteurs ont testé 1’efficacité en verre de la combinaison d’antibiotiques vis a vis
enterococci dans les biofilms, et ils ont montrés le contenu des régimes antibiotiques en
rifampicine, les combinaisons rifampicine-tigécycline et les combinaisons a base de
fosfomycine qui étaient capables de réduire le nombre de biofilms bactériens pendant 24
H (Minardi et al.,2012; Oliva et al.,2014). Cependant, a ce jour, les stratégies de
prise en charge des PJI entérococciques sont controversies, de méme que celles des
infections endodontiques entérococciques et la désinfection due a la cytotoxicité (De
Sermefio et al.,2009 ; Maale et al.,2009). A la lumiere de ces considérations, ces
données préliminaires encouragent de nouvelles études visant a améliorer 1’activité

antibiofilm en combinant ces metabolites naturels avec des antibiotiques
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conventionnels pour combattre les PJI ainsi qu’avec des agents d’irrigation
endodontiques pour des médicaments intracanalaires plus efficaces contre ce

microorganisme.
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Conclusions et perspectives

Les légumineuses et les céréales subissent de nombreuses attaques de la part d’une
diversité de ravageurs aussi bien au champ que dans les entrepbts. En effet, la lutte au
moyen des produits issus de plantes dans les stocks est une alternative qui limite les actions
prédatrices des insectes et assure aux populations consommatrices des légumineuses, une

autosuffisance alimentaire de qualité.

Sur la base de I’ensemble des résultats obtenus lors de cette investigation, nous retenons
que les trois extraits de plantes testés : Cotula cinerea, Salsola foetida et Zygophyllum
album, ont un effet sur le développement des deux insectes des denrées stockées :

Callosobruchus maculatus et Tribolium castaneum.

A travers cette étude, on a réalisé des extraits éthanoliques a partir de trois plantes par la
méthode de soxhlet. Le rendement de ces extraits des trois plantes différe d’une espéce a
I’autre. Les valeurs de rendement varient de : 18.2 ; 22,8 ; 34,1%. La valeur la plus élevée
est celle de Salsola foetida.Car cette valeur est dépendante de la région géographique et de

la saison de collecte de cette plante.

Pour extraire les métabolites majoritaires des trois plantes exploitées, on a appliqué la
chromatographie en phase gazeuse(GC) qui est une méthode d’analyse et de séparation des
composeés volatils, semi-volatils et des métabolites. La séparation du melange dépend de
la longueur et de la température de la colonne (T = 290°C). Les résultats de 1’utilisation de
cette méthode ont mis en évidence la présence de certains composés prédominants et
spécifiques a chaque plante. Ainsi, les métabolites identifiés pour Cotula cinerea sont :
Ethylmethanethiosulfonate, Valericacid, N-Carboxy-methionineresidue, N-
Butylbenzenesulfonamide,  Butanoicacid, = Glycoaldehyde,  Sulfoxycaprylicacid,
Hydroxyhexanoicacid, D-Alanine D-2-Aminopropionic acidD-Ala,Perilylalcohol et 4-
Chloro-6-(trifluoromethoxy)-2H-1-benzopyran-2one. Dans Salsola foetida (Forssk.), les
composeés suivants ont été identifiés : Valericacid, Artomunoxanthentrione, N-Carboxy-
methionineresidue, Butanoicacid, Glycoaldehyde, Hydroxyanthraquinone, 3-[[4-[(2-
hydroxy-3phenylsulfanylpropyl)sulfanylmethyl] phenyl]methylsulfanyl]-2-phenyl
sulfanylpropanol et Sulfoxycaprylicacid. De plus, Valericacid, 6,7-Dimethoxy
quinazoline-2,4(1H,3H)-dione, N-Butylbenzenesulfonamide, Glycoaldehyde, Methyl

xanthine et Sulfoxycaprylicacid ont été identifiés au sein de Zygophyllum album. Ces
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résultats révelent aussi la présence des métabolites : Valericacid, Glycoaldehyde et
Sulfoxycaprylicacid dans les trois plantes. Alors que N-Carboxy-methionineresidue et
Butanoicacid ont été identifiés dans les deux plantes Cotula cinerea et Salsola foetida.
Pour compléter la partie d’identification des composés majoritaires, on a fait appel a une
autre méthode d’extraction complémentaire dénomée HPLC-QTOF-MS qui est utilisée
pour identifier les composés solubles et un grand nombre de métabolites qui n’ont pas été
déja identifiés pour chaque échantillon. La chromatographie en phase liquide a haute
performance couplée a la spectrométrie de masse Qtof (HPLC-QTOF-MS) utilise des
solvants H20 et I’acétonitrile pour créer un gradient de polarité (95% d’eau et 5%
d’acétonitrile). Les résultats obtenus par cette méthode ont montré que N
Butylbenzenesulfonamide est présent dans les trois plantes. Alors que Valine a été identifie
pour Salsola foetida et Cotula cinerea, Indoline, Benzensulfonamide et Oxoproline sont
présents tous les trois dans Salsola foetida et Zygophyllum album et pyrroline est le seul
composé commun pour Zygophyllum album et Cotula cinerea.

De plus, pour valoriser les plantes testées, on a identifié les composés phénoliques
essentieles de ces espéces, par la méthode HPLC/MS/QTOF dans les mémes conditions
que celles de la méthode précédente mais en mode négatif (ESI-). Cette analyse a révélé la
présence des composeés phénoliquessuivants : 13-HPODE, 2-Deoxyribose 1-phosphate, 3-
Ethoxybenzoate, 5,7-Dimethoxy-4_-hydroxyflavanone, 5-Hydroxylysine, Acetylendi
carboxylate, Daminozide, Dinoseb, Ethionamide, Methioninesulfoximine, N-Acetyl
ornithine, p-coumaricacid, Phenylbutazone, Phosphatidylcholine lyso18:0, p-Nitroaniline,
Ribavirin, Scopoletin, Uracil, Vanillicacid, Carbamoylaspartate, Benzyl succinate, Biotin

et Isoproturon-monodemethyl.

Dans le cadre de la lutte contre les déprédateurs des denrées stockées considérés a I’aide
des biopesticides a base de plantes médicinales, 1’effet insecticide a été évalue a partir des
trois plantes spontanées : Salsola foetida, Zygophyllum album et Cotula cinerea a 1’égard
des deux insectes ravageurs : Callosobruchus maculatus et Tribolium castaneum. Les
résultats ont montré que les trois extraits a base d’éthanol exercent une toxicité
remarquable dans le traitement contre la bruche de niébé. La mortalité des adultes par
contact de Salsola foetida a atteint un pourcentage de 100% pour la D4 apreés les 72 heures
de traitement. Les valeurs de DL50 des trois plantes ont été déduites a partir des droites de
régression : 6.35 mg/ml pour Salsola foetida, 12.55mg/ml pour Cotula cinerea et 36.59

mg/ml pour Zygophyllum album. Les DL50 déterminent I’efficacité de chaque traitement.
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En outre, les trois espéces de plantes ont un pouvoir sur la diminution de la fécondité et de
la fertilité des femelles de la bruche. Les moyennes de ponte pour les trois extraits étaitent :
7.83, 68.05 et 192.6 respectivement pour salsola, cotula et Zygophyllum, avec des taux de
réduction de 98.16%,85.79% et 54.99% respectivement pour les trois plantes. De plus, les
résultats de I’effet des extraits sur la fertilité étaient les suivants : une moyenne d’éclosion
des ceufs de 10.61 pour Salsola foetida, une valeur de 60,65 pour Cotula cinerea et a I’ordre
de 70.25 pour Zygophyllum album. Les pourcentages de réduction des ceufs éclos étaient

respectivement de ’ordre de 89.08, 37.18 et 27.07 % pour les trois plantes.

Les moyennes d’émergence de la descendance étaient respectivement de : 8.71, 64.2 et
76.4 pour salsola, cotula et Zygophyllum. Avec des taux de réduction de la F1 de : 90.65,
34.58 et 16.11% respectivement pour les trois plantes testées. L’efficacité des traitements
a été confirmée par I’analyse de varaiance et la séparation des groupes qui ont démontré
que la différence est hautement significative, c’est a dire que les doses ont un effet sur la

mortalité des adultes et les différents paramétres.

Dans un second volet, nous avons évalué ’effet des trois extraits sur les adultes de
Tribolium castaneum par les 2 types de traitement : le contact et ’ingestion. Ce test montre
que les deux modes de toxicité ont un effet comparable sur I’insecte. En effet, les
moyennes de mortalité des adultes par contact étaient de l'ordre de: 19,66 pour
salsola,17,16 pour cotula et 11,83pour Zygophyllum. Ainsi que les DL50 sont similaires
pour les deux effets contact et ingestion : 13.87 mg/ml de salsola, 23.57 mg/ml de cotula

et 48.42mg/ml de Zygophyllum.

Sur la base des données recueillies, il ressort que les extraits des plantes testées ont montré
une activité insecticide trés prometteuse et une efficacité vis-a-vis des insectes des stocks.
D’autres par, il est important de accentuer que les dérivées de la plante Cotula cinerea ont
mis en évidence des actions antibiotiques dont I’extrait de dichlorométhane obtenu des
parties aériennes qui a montré une activité antibiotique contre Enterococcus faecalis. Cet
extrait de dichlorométhane a été fractionné par une purification bioguidée qui a donné 5
principales sesquiterpénes lactones. Ces composes identifiés sont: guaiantrienolides, 6-
acetoxy-1p-,6-acetoxyla-, 6-acetoxy-10-B-hydroxyguaiantrienolide (1-3),
germacrenolides, haagenolide et 1,10 epoxyhaagenolide. lls ont été extraits par une
méthode spectroscopique (NMR et ESIMS).

117



Il est & souligner que les activités antibiotiques et antibiofilm ont été testées a partir des
isolats cliniques de Enterococcus faecalis. Les résultats démontrent [Iactivité
antibactérienne contre les souches de E. faecalis. Cependant, Le compose guaianolide., 6-
acetoxy-1p-, 6-acetoxy-1a a exercé seulement une activité antibiofilm. Cette investigation
a eté faite pour la premiére fois sur I’activité antibiofilm et antimicrobienne de trois
guaiantrienolides et deux germacrenolides isolés a partir de Cotula cinerea contre les
souches de Enterococcus faecalis qui est un agent pathogéne résistant aux médicaments
traitant les infections. Les résultats sont des données préliminaires ; mais nous ne pouvons
émettre I’hypothése que ces substances naturelles pourraient étre une alternative
potentielle pour de nouvelles formulations d’antibiofilm dans les stratégies de prévention
de I'infection persistante par Enterococcus faecalis (Cimmino et al,2021).

Cette étude a montré qu’il y a une possibilite de développer de nouvelles alternatives de
lutte contre les ravageurs des légumineuses stockées avec 1’utilisation des extraits
éthanoliques de différentes espéces testées. Ainsi, nos résultats ont tendance a donner une
importance aux plantes et composés majoritaires et composés phénoliques. En
conséquence, de nombreuses recherches devraient étre menées pour mettre en evidence les
opportunités commerciales de développer des bio-insecticides a base d'extrait éthanolique
de Salsola foetida, Cotula cinerea et Zygophyllum album. En outre, d’autres recherches
peuvent étre complémentaires a notre investigation. En effet, 1’utilisation des extraits
¢thanoliques sur d’autres paramétres des insectes des denrées stockés et leur effet est un
objectif dans des recherches ultérieures. 1l aurait été intéressant de compléter cette étude
par I’isolement des métabolites actifs qui sont a l'origine de cette toxicité. De plus, il est
souhaitable de tester ces plantes pour d’autres activités biologiques de nature thérapeutique
(les antimicrobiens, les antioxydants, les antibiotiques, les antibactériens, les antifongiques

et les antiviraux).
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Cas de Callosobruchus maculatus

Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec 1’extrait de Salsola foetida

Dose Ln dose | Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
6 mg/ml | 1,791 11,5 57,5 56,41 5,15
12mg/ml | 2,484 15,16 75,8 75,17 5,67
24mg/ml | 3,178 18,83 94,15 94 6,55
48mg/ml | 3,871 20 100 100 8,09
Témoin 0,5 2,5

Détermination de la DL50 pour le traitement avec I’extrait de Cotula cinerea

Dose Lndose | Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
6 mg/ml | 1,791 5,83 29,15 27,33 4,39
12mg/ml | 2,484 8,5 42,5 41,02 4,77
24mg/ml | 3,178 15 75 74,35 5,64
48mg/ml | 3,871 18,16 90,8 90,56 6,28
Témoin 0,5 2,5

Détermination de la DL50 pour le traitement avec 1’extrait de Zygophyllum album

Dose Ln dose Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
6 mg/ml | 1,791 5,16 25,8 23,89 4,26
12mg/ml | 2,484 8 40 38,46 4,69
24mg/ml | 3,178 9,33 46,65 45,28 4,87
48mg/ml | 3,871 10,66 53,3 52,10 5,05
Témoin 0,5 2,5

Annexe 2

Cas de Tribolium castaneum

Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec I’extrait de Salsola foetida (effet

contact)
Dose Ln dose Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
10 mg/ml | 2,30 7,33 36,65 36,13 4,64
20mg/ml | 2,99 13,66 68,3 68,04 5,47
40mg/ml | 3,68 17,16 85,8 85,6 6,04
80mg/ml | 4,38 19,66 98,3 98,2 7,05
Témoin 0,16 0,8
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Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec 1’extrait de Cotula cinerea (effet

contact)
Dose Ln dose Moyenne | % mortalité | %M corrigée Probit
10 mg/ml | 2,30 6,16 30,8 30,8 4,48
20mg/ml | 2,99 8,83 44,15 44,15 4,85
40mg/ml | 3,68 11,16 55,8 55,8 5,13
80mg/ml | 4,38 17,16 85,8 85,8 6,04
Témoin 0 0

Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec I’extrait de Zygophyllum album (effet

contact
Dose Lndose | Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
10 mg/ml | 2,30 4,5 22,5 22,5 4,23
20mg/ml | 2,99 7,16 35,8 35,8 4,61
40mg/ml | 3,68 9,33 46,65 46,65 4,90
80mg/ml | 4,38 11,83 59,15 59,15 5,23
Témoin 0

Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec 1’extrait de Salsola foetida (effet

ingestion)
Dose Ln dose Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
10 mg/ml | 2,30 8,66 43,3 43,3 4,82
20mg/ml | 2,99 12,16 60,8 60,8 5,25
40mg/ml | 3,68 16 80 80 5,84
80mg/ml | 4,38 19,66 98,3 98,3 7,05
Témoin 0 0

Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec 1’extrait de Cotula cinerea (effet

ingestion)

Dose Ln dose Moyenne | % mortalité | %M corrigée Probit
10 mg/ml | 2,30 6,5 32,5 31,95 4,50
20mg/ml | 2,99 8,66 43,3 42,84 4,77
40mg/ml | 3,68 13,16 65,8 65,52 5,39
80mg/ml | 4,38 16,83 84,15 84,02 5,99
Témoin 0,16 0,8
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Déterminationn de la DL50 pour le traitement avec I’extrait de Zygophyllum album (effet
ingestion)

Dose Lndose | Moyenne | % mortalité | %M corrigée | Probit
10 mg/ml | 2,30 4,33 21,65 21,65 4,19
20mg/ml | 2,99 6,83 34,15 34,15 4,59
40mg/ml | 3,68 11,33 56,65 56,65 5,15
80mg/ml | 4,38 11,83 59,15 59,15 5,23
Teémoin 0 0

Annexe 3

Les composantes de chaque boite a moustache de I’analyse croisée

as
— ——
= =
_— 3 = e =
= — Ly
2 'g ~—
-+
as = ~
= —
- -
= =
=
T =
o = =%
tEz = .
E 5 = =
3 = =z
o =
o
= =
o =
= = o
= = o
= E in
.%‘ & = —
= -
= —
=]
—

199



Chemical composition and insecticidal activity of three spontaneous plants from
Sahara in relation to Tribolium castaneum and Callosobruchus maculatus

Abstract. This work is concerned with the study of the control of the main insect pests of
stored foods (Tribolium castaneum and Callosobruchus maculatus) by the use of
secondary metabolites of spontaneous desert plants: Salsola foetida, Cotula cinerea and
Zygophyllum album. It comprises 2 activities including the different chemical analyses of
plants and biological tests.In this context, the ethanolic extract of each plant was prepared
by the Soxhlet device. The yields of ethanol extracts vary from one species to another. The
yield of the Salsola foetida extract is the highest with a value of 34.1% followed by that of
Cotula cinerea with a percentage of 22.8% and that of Zygophyllum album with a value of
18.2%.Metabolite analysis was performed by 2 devices, namely GC/MS/QTOF gas
chromatography and HPLC/MS/QTOF high-performance liquid chromatography. The
GC/MS/QTOF results showed the presence of Valeric acid, Glycoaldehyde and
Sulfoxycaprylicacid in all three plants. N-Carboxy-methionineresidue and Butanoicacid
were identified in both Cotulacinerea and Caroxylonimbricatum (Forssk.).In addition, N
Butylbenzenesulfonamide was inferred to be present in all three plants; Valine was
identified for Caroxylonimbricatum and Cotula cinerea. Indoline, Benzensulfonamide and
Oxoproline are present in Caroxylon imbricatum and Tetraena alba. Pyrroline is the only
common compound for Tetraena alba and Cotula cinerea for HPLC/MS/QTOF
analysis. The insecticide effect of the three plants was then evaluated. However, the results
showed that the three ethanol-based extracts exhibit remarkable toxicity for the treatment
of cowpea hazel. Adult mortality from contact with Salsola foetida reached 100% for D4
after 72 hours of treatment, the highest value among the three plants.The LD50 values of
the three plants were derived from the regression lines; 6.35 mg/ml for Salsola foetida,
12.55mg/ml for Cotula cinerea and 36.59 mg/ml for Zygophyllum album. The LD50
determines the effectiveness of each treatment. In addition, plant species have a power on
the decrease of fertility and fertility of female bunting. The spawning averages for the three
extremes were 7.83, 68.05 and 192.6 respectively for Salsola, cotula and Zygophyllum
album. In addition, the fertility results were as follows: an average of 10.61 for Salsola
foetida, a value of 60.65 for Cotula cinerea and around 70.25 for Zygophyllum album.The
means of emergence of the offspring were 8.71, 64.2 and 76.4 respectively for salsola
foetida, Cotula cinerea and Zygophyllum album.The effect of the three extracts on adults
of Tribolium castaneum was evaluated through contact and ingestion. This test shows that
both modes of toxicity have almost the same effect on the insect. Adult mortality averages
were 19.66 for Salsola, 17.16 for Cotula and 11.83 for Zygophyllum. As well as LD50 are
similar for both contact and ingestion effects: 13.87 mg/ml salsola, 23.57 mg/ml cotula
and 48.42mg/ml Zygophyllum.The results of this study can be used to develop an effective
pest control strategy for stored grains.
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Composition chimique et activité insecticide de trois plantes spontanées Saharienne :
Salsola foetida, Cotula cinerea, et Zygophyllum album vis-a-vis de Tribolium

castaneum et Callosobruchus maculatus

Résumeé. Le présent travail s’est intéressé a I’étude de contrdle des principaux insectes
ravageurs des denrées stockées (Tribolium castaneum et Callosobruchus maculatus) par
I’utilisation des métabolites secondaires des plantes spontanées du désert : Salsola Foetida,
Cotula cinerea et Zygophyllum album. Il comporte 2 activités dont les différentes analyses
chimiques des plantes et les tests biologiques. Dans ce contexte, I’extrait éthanolique a été
préparé a partir de chaque plante par le dispositif Soxhlet. Les rendements des extraits
¢thanoliques varient d’une espéce a une autre. Le rendement de I’extrait de Salsola Foetida
est le plus élevé avec une valeur de 34,1% suivi de celui de Cotula cinerea avec un
pourcentage de 22.8% et de Zygophyllum album avec une valeur de 18.2%.L’analyse des
métabolites a été effectuée par les 2 dispositifs suivants: la chromatographie en phase
gazeuse GC/MS/QTOF et la chromatographie liquide a haute performance
HPLC/MS/QTOF. Les résultats de la GC/MS/QTOF ont montré la présence de
Valericacid, Glycoaldehyde et Sulfoxycaprylicacid dans les trois plantes. N-Carboxy-
methionineresidue et Butanoicacid ont été identifies dans les deux plantes Cotula cinerea
et Salsola foetida. En outre, On a déduit que N Butylbenzenesulfonamide est présent dans
les trois plantes. Valine a été identifié pour Salsola foetida et Cotula cinerea. Indoline,
Benzensulfonamide et Oxoproline sont présents dans Salsola foetida et Zygophyllum
album. Par ailleurs, Pyrroline est le seul composé commun pour Zygophyllum album et
Cotula cinerea, par ’analyse HPLC/MS/QTOF. Ensuite, on a évalu¢ I’effet insecticide des
trois plantes.Cependant, les résultats ont montré que les trois extraits a base d’éthanol
possédent une toxicité remarquable pour le traitement contre la bruche de niébe. La
mortalité des adultes par contact de Salsola foetida a atteint un pourcentage de 100% pour
la plus forte dose apres les 72 heures de traitement et constitue la valeur la plus élevée
entre les trois plantes. Les valeurs de DL50 des trois plantes ont été déduits a partir des
droites de régression : 6.35 mg/ml pour Salsola foetida, 12.55mg/ml pour Cotula cinerea
et 36.59 mg/ml pour Zygophyllum album. Les DL50 déterminent I’efficacité de chaque
traitement. De plus, les espéces de plantes ont un pouvoir sur la diminution de la fécondité
et de la fertilité des femelles de la bruche. Les moyennes de ponte pour les trois extraits
étaitent de 7.83, 68.05 et 192.6 respectivement pour salsola, cotula et Zygophyllum. Par
ailleurs, les résultats de la fertilité indiquaient des moyennes d’éclosion des ceufs de 10.61
pour Salsola, de 60.65 pour Cotula et de 70.25 pour Zygophyllum. Les moyennes
d’émergence de la descendance étaient de : 8.71, 64.2 et 76.4 respectivement pour salsola,
cotula et Zygophyllum. On a évalué I’effet des trois extraits sur les adultes de Tribolium
castaneum par contact et ingestion. Ce test montre que les deux modes de toxicité ont
presque le méme effet sur I’insecte. En effet, les moyennes de mortalité des adultes étaient
de I’ordre de : 19,66 pour salsola, de 17,16 pour cotula et de 11,83 pour Zygophyllum. De
méme que les DL50 sont similaires pour les deux effets contact et ingestion : 13.87 mg/ml
pour salsola, 23.57 mg/ml pour cotula et 48.42mg/ml pour Zygophyllum.Les résultats de
cette présente étude peuvent étre utilisés dans le but de développer une stratégie de lutte
contre les ravageurs des denrées stockées toute en respectant rigoureusement
I’environnement.
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Metabolites are widely distributed in plant kingdom and have an ample range of biological properties. Several investigations have
reported the medical and insecticidal activties.Thus, the objective of this study is to identify and qualify metabolites of three
spontaneous plants: Caroxylon imbricatum, Tetraena alba and Cotula cinerea collected from two ecotypes and analyzed by two
known conventional methods:Gas Chromatography-Mass Spectrometry GC QTOF(quadrupole time of flight) MS and Liquid
Chromatography-Mass spectrometry LCQTOF(quadrupole time of flight) MS. The chemical study revealed the main metabolites
which have biological activities as a part of an alternative to synthetic insecticides, including the presence of N-
Butylbenzensulfonamide and Sulfoxycaprylicacid in the three plants. Both N-Carboxy-methionineresidue, butanoicacid and valine
were found in Cotula cinerea and Caroxylon imbricatum (Forssk.). While, Artomunoxanthentrione, Glycoaldehyde, Indoline,
Benzensulfonamide and Oxoproline were detected in extracts of Caroxylon imbricatum (Forssk.) and T7etraena alba (L.f.).
Furthermore, Pyrroline is the only compound common in Cotula cinerea and Tetraena alba (L.f.). A fundamental and applied study
on the active compounds of the analyzed plants leads to chemical entities that enter the strategy of a biological control.

Keywords: Spontaneous plants, Metabolites, Insecticidal, Identification, Quantification.

Introduction

The research on the role of plant secondary metabolites as alternative defense to pests has developed considerably.Plant
metabolites role against pests has developed considerably in the research for an alternative defence.The biological activity of
various secondary metabolites, natural products, have prompted various researchers to take an interest in their medical and
insecticidal applications. A variety of metabolites have a defensive role for the plants.

Currently, plant metabolomics are progressively applicable in agrochemistry and especially in biocontrol and development of
alternative methods for crop protection (Schrader et al., 2010).

Metabolomics are as well a tool for apprehension plant-microorganism interactions and for the identification of bioactive compounds
elaborate in those interactions that could induce inventive biocontrol products (Cedric et al., 2020). In this context, some plant
metabolites have been evaluated against some aphids,such as pea aphid (Acyrthosiphon pisum). When tested in to evaluate their
feeding deterrence and mortality effect on pea aphids by dual choice bioassays, 1-hexadecanol, gliotoxin, cyclopaldic acid and
seiridin produced a high feeding deterrence. While aphid mortality was significant for 1-heptadecanol, cytochalasin A, 1-
nonadecanol and gliotoxin. Moreover, the phytotoxicity estimation revealed low or non-perceptible plant damaged for cytochalasin
A, seiridin and 1-nonadecanol. These results showed seiridin could be used as an alternative to synthetic insecticides. Nevertheless,
more studies are required in spite of evaluate its realistic application (Fernandez et al., 2018).

Many researchers have reported on the efficacy of plant extracts against insects, mainly thoseinfesting stored products. For
example, Mallotus repandus leaves and stems extracts have insecticidal activity against Culex quinquefasciatus and Sitophilus
Oryzae (Akhtar et al., 2013, Benzi et al., 2009, Djouahri et al., 2014, Hasan et al., 2015).

Pesticides produced from plants are generally pest-specific and are relatively harmless to organisms. They are also biodegradable
and do not pose a risk for the environment. Natural products generally inhibit the development and behaviour of insects (Cedric et
al., 2020, Righi et al., 2017). Additionally, they cause early moulting and alter regulatory hormones, consequently insect
malformations, sterility, or death (Bhatt et al., 2014).

Some authors (Benzi et al., 2009, Dane et al., 2015) considered that the methanolic extracts of Artemisia absinthium, Juniperus
phoenicea, and Tetraclinis articulate have favourable insecticidal and antifungal activities. The test conducted by this investigation
showedthat the most toxic extract was that of A. absinthium, followed by that of J. phoenicea, and T. articulate. All three extracts
reduced the growth of Fusarium culmorum and F. graminearum. T. articulate was the most effective against the fungi. Results
revealed the potential of plant methanolic extracts to control pests common to stored grains due to the presence of several phenolic
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acids, flavonoid glycosides, and flavonoid aglycones in plant extracts analyzed by UPLC/PDA/MS(Ultra-performance liquid.
chromatographic photodiode array detector mass spectrometry).

Inuloxins A, B and C and a-costic acid, extracted from aerial parts of Dittrichia viscosa were evaluated against the cowpea seed
beetle Callosobruchus maculatus. The results released that oviposition, adult emergence and sex ratio diversified according to the
sex of the treated reproducing partner what indicate that compounds tested can have a property of male (or indirect female)
chemosterilants bringing on low fecundity of untreated females that intercoursed with treated males (Gueribis et al., 2019).
(Rotundo et al., 2019) reported that Dittichia viscose compounds, in particular a-and y-isomers of costic acid have a bio efficacy
towards granary weevil Sitophilus granarius.

The results of Schinus molle, Mirabilis rotundifolia and Satureja calamintha essential oilseffect against Ryzopertha dominica, which is
the insect most frequently causing serious damages to stored products,showed that the essential oil of M. rotundifolia has a
significant insecticidal effect, comparably the essential oil of S. Calamintha and S. molle. The repulsive effect results of the oils
tested showed that the three essential oils have a remarkable repelling effect (Righi et al., 2017).

Studies have been performed in various regions of North Africa on the importance and activity of these three Saharan plants
metabolites which evolve on saline soils with difficult conditions, characterized by very pronounced drought; whose precipitations
does not exceed 20 mm/year. According to inspections conducted in their environment, these spontaneous plants are used in
traditional medicine (Mnafgui et al., 2015). Moreover, (Belguidoum et al., 2015, Belmimoun et al., 2016, Fathy et al., 2017, Kchaou
et al., 2016, Khallouki et al., 2015, Lakhdari et al., 2015, Lakhdari et al., 2016) are interested in some biological activities among
these insecticidal, acaricidal, antibacterial and antioxidant.

About classification and nomenclature, Cotula cinerea (Syn. Brocchia cinerea (Del) Vis), belonging to the family “Asteraceae”,
Tetraena alba (L.f.) Beier and Thulin (formerly Zygophyllum album) Caroxylon imbricatum (Forssk.) Akhani and Roalson (previously
Salsola foetida) which had changed family from Salsolaceae to Amaranthaceae (Dobignard et al., 2011).

The present study was proposed to provide a qualitative and quantitative analysis of metabolites present in the three
plants: Caroxylon imbricatum (Forssk.), Tetraena alba (L.f.) and Cotula cinerea using Gas Chromatography-Mass Spectrometry QTOF
and Liquid Chromatography-Mass Spectrometry QTOF. Here, the investigation focused on the chemical analysis of extracts in order
to discover new bioactive molecules and the development of effective biopesticides. The purpose which is to assured protection
plants against many pests and protect consumer health from insecticide residues.

Materials and Methods

Plant material

The choice of the plants to be tested was done according to their medicinal importance. Aerial parts of 7etraena alba and Cotula
cinerea were collected in winter 2019 from the Oued Souf area located in southern Estand represented by dry weather. The third
plant, Caroxylon imbricatum was assembled in august from Adrar area positioned in southern west of Algeria with hyper-dry
weather. The Table 1 shows the characteristics study sites. After confirmation of species identified, aerial parts of each plant were
air-dried and then powdered by using electric grinder then stored away from humidity in bags of conservation.

Table 1. Characterisation of sampling sites.

Loction Geoaraphical coordinates Mean annual Mean annual Area Altitude
grap temperature precipitation (Km?) a(m)
Oued Souf 33°21'21” N 6°51’47” E 21 77 35706 80
Adrar 27°5227” N0°17'37” O 24 12 427300 276

Experimental procedures
The extraction was perfomed in the laboratory of Genetics, Breeding and Biochemistry Group of Brassicas, Mision Bioldgica de
Galicia (MBG-CSIC)( Pontevedra, Spain). For each extraction method we considered 3 samples of 100 mg per plant.

Gas chromatography-mass spectrometry GC QTOF(quadrupole time of flight )_MS

Samples were prepared by adding 1 mL of ethylacetate, placing them in Vortex during 15 seconds and putting them in the sonicate
during 15 minutes. The material thus prepared is centrifuged for 10 minutes to separate the liquid from the solid. Samples were
filtered using a 0.2 pm WHATMAN filter. A dilution of 10 L of filtered sample and 990 pL of ethylacetate was prepared.

Metabolites were analysed using a Gas Chromatograph coupled to a Quadrupole Time of Flight Mass Spectrometer (GC/QTOF/MS)
consisting of a Gas Chromatograph (7890B Agilent Technologies), QTOF Mass Spectrometer (7200 Agilent Technologies) and an
autosampler (GC Sampler 120 Agilent Technologies). The column was an HP5-MS (30 m x 0.25 mm inner diameter, 0.25 pm film
thickness) from Agilent Technologies. The GC/MS/QTOF is used to separate volatile and semi volatile compounds. The separation of
the mixture depends on the length and temperature of the column (T=290°C).

Liquid chromatography-mass spectrometry LC/QTOF(quadrupole time of flight )_MS
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The extraction method was modofied from Plant Metabolomics by Hardy and Hall, chapter 8,Ric de Vos, for Brassicaceae from Plant
Metabolomics.. Chapter by Ilana Rogachev and Asaph Aharani.

Sample extraction solution

Three products are utilised for this procedure:Methanol (MeOH) HPLC grade, Acetate Buffer:2.3 mL acetic acid and 3.41 g
ammonium acetate in 1 L Milipore, Water the Buffer should have a pH of 4.8, if not adjust with 0.1 Ml or 0.1 M NaOH (Reagent
grade or ACS grade) and Extraction Buffer:mix acetate buffer (25%) with Methanol (75%), e.g., mix 250 mL with acetate buffer
with 750 ml methanol.

Extraction process

The solutions were prepared by dissolving 100 mg of biological material into 1 mL extraction solution, shacked in the vortex for 10
seconds and in the sonicate for 5 minutes at 30 Hz. Tubes were centrifuged for 10 minutes, solutions were Transferred into a new
labelled Eppendorf tube. 1 mL extraction solution was added to the pellet of the 1% extraction, shacked for 10 seconds and in the
sonicate during 5 minutes at 30 Hz, centrifuge for 10 minutes at 20.000 g. Then, the supernatant was combined with the one from
the first extraction and centrifuged for 5 minutes. Afterwards 200 pL of solution was transferred in a HPLC vial with 800 pL of the
extraction solution to obtain a dilution of 1/5. Finally, the vials were transferred to the LC/MS for analysis.

The chromatographic apparatus composed of an LC Agilent Infinity System is equipped with an Infinity 1260 gradient pump, a 1260
HiPals automatic injector, a columnthermostat 1290, a photodiode array detector Infinity 1290, Accurate-Mass Quadrupole Time of
Flight 6520 (QTOF/MS) Mass Spectrometer equipped with an electrospray ionization source, and a computer with Mass Hunter
software for data acquisition andprocessing (Agilent Technologies). The LC/MS is used to separate soluble and untargeted
compounds. It also use solvents H,O and Acetonitril for create a gradient of polarity.(95% water and 5% acetonitril). The measuring
parameters of LC/MS QTOF are:a flow of 0.4 mL/min and a pressure of 250 bar.

Metabolites identification

Metabolites were analysed by GC and LC with QTOF/MS detection. The parameters:retention time, molecular formula, m/z
experimental and calculated, m/z of the principal fragments and error and Score were allowed the identification of these
compounds. The data bases were considered for identification are Metaboscape from Bruker, Sirius, Metlinscripps and Knapsack
metabolomics. Specific software for HPLC is Chromeleon Chromatography Data System.

Results
Identification of compounds by GC/MS/QTOF

The results of the GC/MS analysis showed the presence of a substantial diversity of metabolites. Some compounds for each plant
were retained for identification(the most abundant chemical components were chosen). The constituents identified are shown in the
Tables 2-4.

Table 2. Chemical composition of Cotula cinerea analysed by GC/MS/QTOF.

RT m/z meas Formula MsMs Compound
2.08 141.00 C3Hg0,S, Yes Ethyl methanethiosulfonate
2.67 90.06 CoH,5Ns50,S No Unkonown
2.76 103.07 CsH100, No Valericacid
7.39 371.10 Ci6H2oN,04S; Yes Unkonown
9.3 429.09 Cy6H2005 No Unkonown
13.92 371.10 Cy7H140, No Unkonown
2.17 158.03 CeHoNOsS Yes N-Carboxy-methionineresidue
2.17 214.09 CioHisNO,S Yes N-Butylbenzenesulfonamide
2.6 89.06 C4HgO, No Butanoicacid
2.64 61.03 CH40, No Glycoaldehyde
3.38 214.09 CioH1sNO,S Yes N-Butylbenzenesulfonamide
5.62 223.06 CgH1606S Yes Sulfoxycaprylicacid
7.16 115.07 CeH1203 No Hydroxyhexanoicacid
7.74 153.12 CioH160 No Perilylalcohol
11.65 519.14 C18H4g0Sg Unkonown

RT: retention time, m/z meas: mass divided by charge number, Ms Ms: tandem mass spectrometry.
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Table 3. Chemical composition of Caroxylon imbricatum analysed by GC/MS/QTOF.

RT m/z meas Formula MsMs Compound

2.76 103.07 CsH100; No Valeric acid

7.39 355.07 Cy6H100> No Unkonown

7.39 371.1 Cy7H140> Yes Unkonown

9.3 445.12 Cu6H2005 No Artomunoxanthentrione

9.3 429.09 Ci4H36S7 No Unkonown

13.92 371.1 Cy7H140> No Unkonown

2.17 158.03 CsHgNO3S Yes N-Carboxy-methionine residue
2.6 89.06 C4Hg0, No Butanoic acid

2.64 61.03 C,H40, No Glycoaldehyde

5.57 225.05 Ci14Hg03 No Hydroxyanthraquinone

5.62 223.06 CgH1606S Yes Sulfoxycaprylicacid

7 299.06 CyoH1003 No Unknown

11.65 519.14 C18H450Sg Unknown

I eheny Imetryiufany-2-phenyacanyipropantl
13.36 593.16 C18H50N40,Ss No Unkonown

16.03 371.1 Cy7H1603 Yes Unkonown

RT: retention time, m/z meas: mass divided by charge number, Ms Ms: tandem mass spectrometry.

Table 4. Chemical composition of Tetrana alba analysed by GC/MS/QTOF.

RT m/zmeas. Formula MsMs Compound

2.67 90.06 CoH55Ns0,S No Unkonown

2.76 103.07 CsH100, No Valericacid Acides gras alphatiques
6.7 223.06 CioH1gN,04 No 6,7-Dimethoxyquinazoline-2,4(1H,3H)-dione
7.39 355.07 Cy6H1002 No Unkonown

7.39 371.10 Cy7H 140, Yes Unkonown

8.15 223.06 CeH14N4S, No Unkonown

9.3 445.12 Cy6H2005 No Artomunoxanthentrione

9.3 429.09 Cy6H2005 No Unkonown

2.17 214.09 CioHisNO,S Yes N-Butylbenzenesulfonamide

2.64 61.03 C,H40, No Glycoaldehyde

2.76 61.03 C,H40, No Glycoaldehyde

3.38 214.09 CioHisNO,S Yes N-Butylbenzenesulfonamide

4.87 149.04 CeHgN4O2 No Methylxanthine

5.62 223.06 CgH1606S Yes Sulfoxycaprylicacid

7 299.06 CyoH1003 No Unkonown

8.49 355.07 Cy6H1203 No Unkonown

13.36 593.16 CigHsoN4O,Sgs No Unkonown

RT: retention time, m/z meas: mass divided by charge number, Ms Ms: tandem mass spectrometry.

Identification of compounds by LC/MS/QTOF

The results of LC/MS analysis are representing in the Tables 5-7.

The biological material tested revealed a diversity of plant-specific metabolites. Common compounds were identified in the plants
tested. It should be noted that for the same retention time, the analyzed metabolites have different spectrometric masses and
remain dependent on their composition. The compounds identified for Cotula cinerea are:Ethylmethanethiosulfonate, N
Butylbenzenesulfonamide, Glycoaldehyde, Hydroxyhexanoic acid, Perilyl alcohol, Proline, Pipecolic acid, 7-Hydroxy-2-
methoxyflavone, Pechueloic acid, N,N-Dimethyldodecylamine N-oxide, Dodecalactone and Octene.

In Caroxylon imbricatum (Forssk.) the following compounds identified are:Hydroxyanthraquinone, Sulfoxycaprylic acid and 3-[[4-[(2-
hydroxy-3-phenylsulfanylpropyl) sulfanylmethyl] phenyl] methylsulfanyl]-2-phenylsulfanylpropanol. Valericacid, Methylxanthine and
Methylisoxazole are identified from Tetraena alba.
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Those results reveal the presence of N-Butylbenzensulfonamide and Sulfoxy-caprylicacid in the three plants. N-Carboxy-methionine
in those of Cotula cinerea and. Caroxylon imbricatum (Forssk.)
Artomunoxanthentrione, Glycoaldehyde, Indoline, Benzensulfonamide and Oxoproline were detected in extracts of Caroxylon

residue,

Butanoic acid and Valine were found

imbricatum (Forssk.) and Tetraena alba. Pyrroline is the only compound common in Cotula cinerea and Tetraena alba.

Table 5. Chemical composition of Cotula cinerea analysed by LC/MS/QTOF.

RT
0.53
0.95
0.99
0.99
1.07
17.98
19.96
20.1
21.74
22.68
27.2
27.21
27.21
27.34
29.59
29.71
30.01
31.16
31.16

m/z meas.
23.60
11.80
11.60
7.00
13.00
36.42
28.70
23.11
23.11
23.02
30.92
11.11
19.91
29.72
59.32
23.60
47.73
14.90
11.31

Formula Compound

CioHisNO,S  N-Butylbenzensulfonamide
CsHi1NO,  Valine

CsHgNO, Proline

C4HsN Pyrroline

CgH11NO, Pipecolicacid

C1HsNsO  Unkonown

Ci5H1006 7-Hydroxy-2-methoxyflavone
Ci5H2003 Pechueloic acid

CisHp003 Same. Could be an isomer or other compound
Ci4H3:NO N,N-DimethyldodecylamineN-oxide
Ci7H26N4 Unkonown

CgHi4 Unkonown

Ci2H2,0, Dodecalactone

Ci6H3403 Unkonown

C34H36NgO4 Unknown

CgHoN;S Unkonown

Co6Hs4NsS  Unkonown

CgHgO4 Unkonown

CeHis Octene

RT: retention time, m/z meas: mass divided by charge number.

Table 6. Chemical composition of Caroxylon imbricatum (Forssk.) analysed by LC/MS/QTOF.

RT
3.67
0.53
0.67
0.65
0.77
0.83
0.93
0.95
1.54
19.27
27.2
27.21
27.34
29.71
30.01
31.16
31.16

m/z meas.
12.00
23.60
14.10
15.80
23.90
23.60
21.70
11.80
13.00
46.93
30.92
11.11
29.72
23.60
47.73
14.90
11.31

Formula
CgHgN
CioH15sNO,S
CeH40,S
CeH,NO,S

Compound

Indoline
N-Butylbenzensulfonamide
Unkonown
Benzensulfonamide

CsH11N405PS Unkonown

CsH10NgOs
CsHy1NO,
CsH,NO3
C31HaoNy
Ci7H26Ny
CgHyq
Ci6H3403
CgHoN-S
Ca6HsaN4S
CgHgO4
CgHye

N-Butylbenzensulfonamide
Unkonown
Valine
Oxoproline
Unkonown
Unkonown
Unkonown
Unkonown
Unkonown
Unkonown
Unkonown
Unkonown

RT: retention time, m/z meas: mass divided by charge number.

Table 7. Chemical composition of 7etrana alba analysed by LC/MS/QTOF.

RT

m/z meas.

Formula

Compound
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3.67 12.00 CgHgN Indoline

0.53 23.60 C10H1sNO,S  N-Butylbenzensulfonamide
0.66 21.40 C10H1sNO,S  N-Butylbenzensulfonamide
0.67 14.10 CeH40,S Unkonown

0.65 15.80 C¢H;NO,S  Benzensulfonamide

0.83 23.60 C1oH15NO,S Unkonown

099 7.00 C4HsN Pyrroline

1.54 13.00 CsH,NOs Oxoproline

1.54 8.40 C4HsNO Methylisoxazole

27.2 30.92 Ci7Ho6N4 Unkonown

27.21 11.11 CgH14 Unkonown

27.34 29.72 C16H3403 Unkonown

29.71 23.60 CgHoN,S Unkonown

30.01 47.73 CoeHs4N4S Unkonown

31.16 14.90 CgHgO4 Unkonown

31.16 11.31 CgHie Unkonown

RT: retention time, m/z meas: mass divided by charge number.

Discussion

Many investigations have reported on identification of medicinal plants main constituents because of their interesting biological
properties. Essential oil extracted from aerial parts of Cotula cinerea analyzed by GC/MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry)
showed that (E)-citral, limonene epoxide cis-, thymol methyl ether, carvacrol, trans-carveol, carvone and trans-piperitol were the
considerable compounds (Djellouli et al., 2015). Likewise, (Chouikh et al., 2015) noted the presence of 3-caréne, thujone,
santolinatriene and camphor from the oil obtained from a specimen collected in Oued Souf area. Phytochemical charactezisation of
Cotula cinerea by GC/MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) showed that the oil contains trans thujone, santalina triéne, a-
pinéne, sabinene, cineole, d-terpinene, camphor, B-terpineol and terpin-4-ol as the major constituents (BenAmor et a/.,2019). The
chiral flavanones analysis isolated from methanol extract of cotula cinerae aerial parts by TLC methods showed the presence of
three compounds:hesperidin, hesperitin and eriodoctyol (Belboukhari et al., 2012).

Khan et al., (2003) reported the identification of three metabolites from whole plant of Caroxylon imbricatum: N-[2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-2-hydroxyethyl]-3-(4-methoxyphenyl) prop-2-enamide, N-[2-(3,4dihydroxyphenyl)-2-hydroxyethyl]-3-(3,4
dimethoxyphenyl) prop-2-enamide and N-[2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-2-hydroxy ethyl] 3-(4-methoxy phenyl)-prop-2-enamide.
Those new phenolic compounds have an appreciable antioxidant activity and tyrosinase inhibition. These results are in accordance
with many other studies (Asif et al., 2016, Lee et al., 2012, Ghorab et al., 2017, Zhao et al., 2020, Tundis et al., 2007). The primary
and secondary metabolites of salsola collina were investigated using ultra high performance liquid chromatography-electrospray
ionization-tandem mass spectrometry (UPLC/ESI/MS/MS). The main compounds were flavonoids, phenolic acids, lipids, aminos acids
and derivatives. The flavonoids were the major putative antioxidant components (Shipeng et al., 2021). Phytochemical analysis of
Salsola imbricata showed the presence of anthraquinones, reducing sugar, tannins, saponins, flavonoids, alkaloids and cardiac
glycosides (Ajaib et al., 2019). In addition, two new triterpenes have been isolated from Salsola imbricata growing in Egypt. Their
structures have been established as 3-O-b-D-xylopyranosyl-(1-2)-O-b-D-glucuronopyranosyl-akebonic acid 28-O-b-D-
glucopyranoside and 3-O-b-D-xylopyranosyl-(1-2)-O-b-D-glucuronopyranosyl-29-hydroxyoleanolic acid 28-O-b-D-glucopyranoside
(Arafa et al., 2011). HPLC(high performance liquid chromatography) and LC/MS(liquid chromatography) analysis was applied to
recognize the main components in the ethyl acetate extract D-galacturonic acid, orsellic acid, protocatechuic acid, caffeic acid,
salicylic acid,vanillic acid, syringic acid, 4-hydroxycinnamic acid, ferulic acid, 4-hydroxybenzoic acid (Xin et al., 2020). Furthermore,
Salsola imbricata phytochemical screening has been reported and showed the presence of triterpene (Hamed et al., 2011, Uzma et
al., 2014).

Also, the evaluation of antioxidant activity of Tetraena alba (L.f.) extracts showed that acid ascorbic have a considerable antioxidant
effect (Benslama et al., 2016). Two phenolic compounds; Gallic acid and ascorbic acid were extracted from 7etraena alba (L.f.)
floral honey, had a significatively antioxidant activity (Mesbahi et al., 2019). Phytochemical investigation of the aerial parts of
Zygophyllum coccineum L. led to the isolation of 3-O-[B-D-(2-O-sulphonyl)-quinovopyranosyl] quinovic acid, 3-O-[B-D-
glucopyranosyl] quinovic acid,-28-O-p-D-glucopyranosy! ester, 3-O-[B-D-quinovopyranosyl] quinovic acid-28-O-3-D-glucopyranosyl
ester, 3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-B-D-quinovopyranosyl]quinovicacid, 3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-B-D-
quinovopyranosyl]quinovicacid-28-O-3-D-glucopyranosyl ester, 3-O-[B-D-(2-O-sulphonyl)quinovopyranosyl]quinovicacid-28-O-3-D-
glucopyranosylester, and 3-O-[B-D-(2-O-sulphonyl) glucopyranosyl] quinovicacid, isorhamnetin-3-O-rutinoside, and -
sitosterolglucoside (Amin et al., 2011, Smati et al., 2007). Similar observations have been made for (Ayad et al., 2008): purification
and separation conducted by different chromatographic methods induced identification of two compounds, B-sitosterol isolated for
the first time in the Zygophyllaceae and 3- G-rhamnoglucosyl isorhamnétine as a new compound of Zygophy/lum genus.
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Phytochemical content of Cotula cinerea analyzed to find principal components which may combine its use as a medicinal plant in
the southeast of Morocco. The high echinoids and flavonoids quantity (Khallouki et al., 2015). Likewise,the chemical composition
was dominated by the presence of oxygenated monoterpenes followed by monoterpene hydrocarbons, oxygenated sesquiterpenes
and sesquiterpene hydrocarbons (Djellouli et al., 2015, Fathy et al., 2017, Abdenbi et al., 2014). In addition, (Chouikh et al., 2015)
indicated that cotula cinerea essential oil analyzed by GC/MS, constituted of 22 chemical compounds dominated by: 3-Caréne,
Thujone, Santolinatriene and Camphor during the flowering stage. While 21 chemical compounds were obtained during the fruiting
period with the dominance: Thujone, 3-Caréne, Eucalyptol, Santolinatriene and Camphor. Cotula cinerea essential oil and hexane
extract have been used in Moroccan traditional medicine as a source of potent anticancer products, due to their various bioactive
compounds (Guaouguaou et al., 2018).

Conclusion

The three spontaneous plants collected from desert are rich of metabolites which ones could be applied as a potential source to
control pests of insects. Also, it appears that these compounds are cure for some disease and possesses several biological activities
such as antifungal, antibacterial, antioxidant. Further investigation on the isolation and identification of biocompounds in the plan
may lead to chemical entities with the potential for biocontrol strategy use.
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Abstract: Cotula cinerea, belonging to the tribe Anthemideae, is a plant widespread in the Southern
hemisphere. It is frequently used in folk medicine in North African countries for several of its medical
properties, shown by its extracts and essential oils. The dichloromethane extract obtained from its
aerial parts demonstrated antibiotic activity against Enterococcus faecalis and was fractionated by
bioguided purification procedures affording five main sesquiterpene lactones. They were identified
by spectroscopic methods (NMR and ESIMS data) as guaiantrienolides, i.e., 6-acetoxy-1p3-,6-acetoxy-
la-, and 6-acetoxy-10-B-hydroxyguaiantrienolide (1-3), and germacrenolides, i.e., haagenolide and
1,10-epoxyhaagenolide (4 and 5). The absolute configuration was assigned by applying the advanced
Mosher’s method to haagenolide and by X-ray diffraction analysis to 1,10-epoxyhaagenolide. The
specific antibiotic and antibiofilm activities were tested toward the clinical isolates of Enterococcus
faecalis. The results showed that compounds 3-5 have antibacterial activity against all the strains
of E. faecalis, while compound 2 exhibited activity only toward some strains. Compound 1 did not
show this activity but had only antibiofilm properties. Thus, these metabolites have potential as new
antibiotics and antibiofilm against drug resistant opportunistic pathogens.

Keywords: Cotula cinerea; sesquiterpenes; germacrenolides; guaianolides; Enterococcus faecalis; antibi-
otic activity; antibiofilm

1. Introduction

There has been remarkable interest in the last twenty years in the discovery of natural
substances as a potential reservoir of innovative therapeutic solutions for human health,
with the prospect of integrating and sometimes replacing conventional drugs. In particular,
there is a growing interest in the study of natural substances extracted from plants to
counter the galloping phenomenon of antibiotic resistance, i.e., the development and
spread of microorganisms resistant to the drugs used in anti-infective therapies [1-4].
The misuse and abuse of antimicrobials in humans and animals have accelerated the
growing phenomenon of antimicrobial resistance worldwide. Over the last few decades,
antibiotic resistance (AR) has become a global threat to health systems and public health
around the world. If it cannot be effectively counteracted, it is estimated that by 2050 the
spread of multidrug-resistant strains will hamper the control of many infectious diseases,
undermining the achievements of modern medicine [5].

Today, two main problems affect the effectiveness of antibiotics. The first is that
following the introduction of a new antibiotic, resistance to it will arise sooner or later;
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the second is the growing gap between the increase in antimicrobial resistance and the
development of new compounds. This means that the pace of discovery and development
of new antibiotics is slower than the emergence and spread of resistance mechanisms among
bacteria, which are able to respond rapidly to selective pressures and pass resistance genes
to the offspring.

About 80% of microbial infections are associated with the formation of biofilm, a film
formed by bacteria enclosed in a self-produced extracellular polymeric matrix that adheres
to biotic and abiotic surfaces such as those of implantable materials (prostheses, cardiac
devices or dental implants) [6-9]. The antimicrobial resistance of biofilms is not genotypic;
instead, it occurs due to the multicellular strategies and/or the ability of individual cells,
within the biofilm, to differentiate in a phenotypic state tolerant of the action of antimi-
crobials. Several studies have shown that living bacteria in sessile form are much less
susceptible to antibiotics than living bacteria in planktonic form because they are protected
by the matrix of the biofilm. In fact, this represents a barrier for antimicrobial agents,
blocking or delaying their diffusion, or interacting chemically with the antibiotic [10,11].
Another mechanism responsible for the resistance of biofilms to antimicrobial agents is
linked to the timing of cell growth. Cells that live in sessile form have a much slower
growth time than planktonic cells and can consequently take on antimicrobial agents more
slowly [12]. The fight against AR has therefore been a challenge for doctors and researchers
all over the world for more than twenty years.

One of the sources of new antibiotics that have original carbon skeleton to overcome
AR are plants. They produce a plethora of bioactive secondary metabolites as thousands
of alkaloids, polyketides, phenylpropanoids, phenols, quinones, terpenes, flavanoids, etc.
Several of these metabolites are used as defense against pathogens and are involved in
electron transport chains, mitochondria function, and membrane integrity [13,14]. Plant
metabolites could have different applications in agriculture as biopesticides [15], but they
also have several applications in medicine for new drug discovery [16]. Thus, this kingdom
has a particular niche, including native plants, many of which were used in folk medicine.

Among them there is Cotula cinerea L., syn. Brocchia cinerea Del. (Asteraceae), belonging
to Cotula L., the largest genus in the Anthemideae tribe, which is widespread in the
Southern hemisphere, including about 80 species [17]. The Anthemideae was grouped
into seven provisional subtribes, and Cotula was placed in the group “Cotuleae” by Lloyd
(1972) [18]. C. cinerea, commonly known as “Al gartoufa”, is used in Morocco as an anti-
inflammatory, analgesic, antiseptic treatment and for the treatment of stomachache [19]. In
Algerian Sahara, its hydroethanolic and infusion extracts were used for their antioxidant,
anti-inflammatory, cytotoxic, and antimicrobial properties [20]. Recently, the antioxidant,
antidiabetic, and antilipidemic effects of the aqueous extracts of its aerial parts were
assessed [21].

A phytochemical investigation was carried out in 1976 on C. cinerea roots and different
flavonoids as kaempferitin, quercetrin, quercetin, and kaempferol were isolated [22]. Suc-
cessively, from another population of the same plant, luteolin and its 7-O-f3-D-glucoside,
7-O-B-D-diglucoside and 6-hydroxy-7-O-p3-D-glucoside, apigenin, 7-O-L-rhamnoside, 6-C-
arabinosyl-8-C-glucosylapigenin, and isochaftoside were isolated as the primary flavonoids
as well as to lesser extent the 3-O-p3-D-glucoside, 3-O-3-D-galactoside, 7-3-O-(3-D-glucoside
of quercetin, and 5,3 4! -trihydroxy 3,6,7-trimethoxyflavone [23]. In addition, a character-
istic diacetylenic spiroketal enol-ether and several sesquiterpene lactones, three of them
being glucosylated, were also isolated from the plant aerial parts [24]. From the same ex-
tract, new isofraxidin-derived sesquiterpene ethers and the new 8-farnesylscopoletin were
isolated together with known spiroketal-enol ether polyenes and sesquiterpene coumarin
ethers [25], and these metabolites seemed to have chemotaxonomic value.

The biological activities of aqueous and organic extracts (ethyl ether, ethyl acetate,
and n-butanol) obtained from this plant were investigated as the antibacterial activity
against Pseudomonas and Bacillus spp. [19], as the larvicidal activity against Anopheles
labranchiae mosquito larvae [26], as the antipyretic activity in rats [27], and as the antifungal
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activity against Fusarium graminearum and Fusarium sporotrichioides [28]. Furthermore, the
antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic, and antimicrobial activities of its hydroethanolic
and infusion extracts were also described [25]. Finally, it was also used as a bioherbicide
for the biological control of the noxious weed Melilotus indicus L. [29].

However, up to now any report that exists has described biological activities of
the metabolites isolated from this plant, and some of them are only partially chemical
characterized. In addition, the organic plant extracts showed variability in the quality and
quantity of their components. The differences in chemical profile do not surprise, and as
for other plants they could be assigned to several factors, such as the geographical origin,
the inter- and intraspecific genetic variability, and the plant vegetative stage.

In our study, organic extracts from Cotula cinerea isolated in Algerian Sahara are tested
against both Gram-positive and Gram-negative bacteria. The preliminary antibiotic activity
of the CH,Cl, plant extract prompts a complete chemical and biological characterization
of the secondary metabolites. Thus, this manuscript reports the complete spectroscopic
properties, the absolute stereochemistry of five sesquiterpene lactones belonging to gua-
ianolides and germacrenolides subgroups, and their specific antibiotic and antibiofilm
activity against the clinical and reference isolates of Enterococcus faecalis.

2. Results and Discussion

The organic extracts of C. cinerea obtained using different solvents (in succession
n-hexane, CH,Cl; and EtOAc) as detailed in Section 3 were assayed at a single high
concentration on Staphylococcus aureus ATCC 29231, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC 747 by standard broth
microdilution assay to test the bacterial growth inhibition. Among them, only the CH,Cl,
extract showed an antibacterial activity (Table 1), inhibiting in particular only the growth
of Gram-positive test strains with 49% =+ 2.7 of inhibition for S. aureus and 90% =+ 1.5 for
E. faecalis.

Table 1. Antibacterial activity of CH,Cl, extract (500 pg/mL), expressed as percentage of growth
inhibition, with + standard deviation (SD), against Gram-positive and Gram-negative test strains
(n.d. = inhibition not detected).

CH,Cl, Extract

Strain % Inhibition
S. aureus ATCC 29213 49 +27
E. faecalis ATCC 29212 90+ 15
P. aeruginosa ATCC 27853 n.d.
A. baumannii ATCC 747 n.d.

Markouk et al. (1999) [19] showed that the n-butanol extract of C. cinerea was active
against phytopathogenic strains of Pseudomonas and Bacillus. The C. cinerea n-butanol extract
was found to be active also against clinical isolates of Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, and S. aureus [30]. Ghouti et al. (2018) [20] tested a hydroethanolic extract and
infusion of C. cinerea against both Gram-negative and Gram-positive bacteria, and the
findings showed a higher activity toward Gram-positive ones.

The high efficacy showed by the CH,Cl, plant extract in inhibiting the planktonic
growth of E. faecalis appeared to be very interesting. E. faecalis, a commensal organism of
human gastrointestinal tract, is recognized as an important nosocomial pathogen whose
control is of paramount importance since this bacterium can cause bacteremia, urinary
tract infections, endocarditis, intra-abdominal and pelvic infections, and burn and surgical
site wound infections [31-33]. It has also become increasingly recognized as an important
pathogen that causes infections of catheters and other implanted medical devices, including
those that are orthopedic [34-36]. E. faecalis is in fact the most frequently identified species
in enterococcal prosthetic joint infection (PJI) [37,38]. In dentistry, E. faecalis is particularly
prevalent in root canals with a diagnosis of apical periodontitis and has been implicated
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as the main pathogen in persistent secondary endodontic infections [39,40]. The success
of E. faecalis as a pathogen mostly linked to hospital-acquired infections (HAIs) is due
to its intrinsic resistance to many antimicrobials and its capacity to acquire new genetic
determinants of resistance to different classes of antibiotics. Furthermore, it is capable of
forming a well-organized biofilm, which makes it more resistant to antibiotic killing and
the action of human immune defenses, and it tolerates extreme environmental conditions
(poor nutrient availability, low O, potential, alkaline pH) [41]. Furthermore, it can induce
hydroxyapatite precipitation in a mature biofilm to form a calcified biofilm [42].

Thus, the active CH,Cl, extract was fractionated by combined column and TLC on
direct and reverse phase to afford five pure metabolites. The first investigation of their 'H
NMR and ESI MS spectra showed that they are sesquiterpenoids belonging to different
subgroups. They were identified as the guaianolides, i.e., 6-acetoxy-1f3-, 6-acetoxy-1o-
and 6-acetoxy-10-B-hydroxyguaiantrienolide (1-3, Figure 1), and the germacrenolides,
i.e., haagenolide and 1,10-epoxyhaagenolide (4 and 5, Figure 1), by comparing their 'H
NMR and MS data with those reported in literature, in particular for 1-3 with the data
reported by Jakupovic et al. (1988) [43] when isolated from the same plant and for 4 and 5
with those reported when isolated, respectively, from the Inula species [44] and from Inula
heterolepis [45].

Figure 1. Structure of 6-acetoxy-13-, 6-acetoxy-1x-, and 6-acetoxy-10-f3-hydroguaiantrienolide,
haagenolide, and 1,10-epoxyhaagenolide (1-5), and the diastereomeric S- and R-MTPA esters of
haagenolide (6 and 7).

However, the authors that were cited above only partially reported the 'H NMR data
of the five sesquiterpenoids. Thus, by extensive use of 1D and 2D 'H and '3C NMR spectra
(COSY, HSQC and HMBC), the chemical shifts to all the carbons and protons were assigned
for the first time and reported in Tables 2—6.
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Table 2. 'H and 13C NMR data of 6a-acetoxy-13-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8a-12-olide (1) .

Position 8C*¢ 8H (J in Hz) HMBC
1 84.6 5 H,-14, H-9B, H-6, H-2B
2.32ddd (12.0,8.7, 3.5)
2 374t 1.88 br dd (12.0, 7.8, 1.5)
268 m
3 298t 243 br dd (15.8, 8.7) Hp-15, H-2A
4 149.1 s H-6, H-2B
5 55.4d 278 m Hy-15, H-6
6 7324 5.49 dd (5.9, 4.1) H-8, H-7
7 4854 3.09 br dd (10.9, 5.9) Hy-13, H-9A, H-6
8 756 d 4.62 dt (109, 8.0) H,-9
3.58 ddt (14.2, 8.0, 1.7)
0 383t 251 dd (14.2, 8.0)
10 145.6 H,-9
1 169.5 H,-13
12 1375 H-13A, H-6
6.28 d (4.4)
13 1222 5.95d (4.4)
5.37brs
14 116.9 i H,-9
5.14brs
15 109.3 ot
CH5CO 169.5 CH;CO, H-6
CH,CO 209 2025

7 The chemical shifts are in & values (ppm) from TMS. b 2D 'H, 'H (COSY) 3C, and 'H (HSQC) NMR experiments delineated the
correlations of all the protons and the corresponding carbons. ¢ Multiplicities were assigned by DEPT spectrum.

Table 3. 1H and 3C NMR data of 6x-acetoxy-la-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8c-12-olide (2) ab,

Position 8C*¢ S8H (J in Hz) HMBC
1 84.3s H;-14, H-6, H-3A, H-2B
2.16 brdd (12.7, 6.8)
2 37.1t 1.84br dd (12.7, 6.3)
2.47 br d (15.0, 6.8)
3 319t 134 m
4 1479 s
5 54.6 d 2.68 H-3A, H-2B
6 72.3d 5.87 dd (7.8, 5.2)
7 51.6d 3.73br dd (10.0, 7.8) H,-13, Hy-9
8 77.8d 4.18 td (10.0, 3.8) H,-9
9 413t 3.06 (2H) m Hp-14
10 146.0 s H,-9
11 169.1s H,-13
12 138.1s H-13A, H-6
6.25d (4.1)
13 1216t 576d (41)
5.17brs
14 1136 t 508 br s H,-9
5.14brs
15 109.0 t 485brs
CH3CO 170.0 s CH3CO, H-6
CH;CO 212q 2.10

7 The chemical shifts are in § values (ppm) from TMS. b 2D 'H, 'H (COSY) 3C, and "H (HSQC) NMR experiments delineated the
correlations of all the protons and the corresponding carbons. ¢ Multiplicities were assigned by DEPT spectrum.
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Table 4. 'H and '3C NMR data of 6a-acetoxy-10p-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8-12-olide (3) ab,
Position 8C*¢ S8H (J in Hz) HMBC

1 146.9s Me-14, H-9, H-6, H-5
2 137.7d 6.04brs H-5
3.15
3 39.1t 288 m d H,-15
4 148.7 s H-5
5 50.7d 3.80 br d (6.8) H,-15
6 75.0d 5.65dd (7.8, 6.8)
7 51.4d 2.92 m¢ H-9A
8 74.7 d 4.59 br t (10.5, 2.3) H,-9
2.61dd (13.2,2.3)
9 484+t 1.80 br t (13.0) Me-14
10 69.4s Me-14, H-9
11 1694 H,-13
12 137.7 s H,-13
6.25d (3.3)
13 1222 ¢ 569d (3.3)
14 294q 1.61brs
5.05brs
15 109.8 t 496br s H-5
CH3CO 170.1s CH;3CO, H-6
CH3CO 21.3q 2.07

? The chemical shifts are in & values (ppm) from TMS. b 2D 1H, 1H (COSY) ¥C, and 'H (HSQC) NMR experiments delineated the

correlations of all the protons and the corresponding carbons. ¢ Multiplicities were assigned by DEPT spectrum.

Table 5. 1H and 3C NMR data of haagenolide (4) ab,

Position 8C*© S8H (J in Hz) HMBC

1 129.4d 512brd (107, 1.2) H,-3, H-9, Me-14

2 35.6t 2.00 m H,-3, Me-15
238brt (11.7)

3 394t 2.07 td (11.7, 4.6) H-5 Me-15

4 1413's H-6, Me-15

5 127.1d 4.65d (9.9) H-3A, H-6, Me-15

6 813d 459 dd (9.9) H,-8

7 473d 2,69 br td (9.9, 3,5) H-5, Hy-8, Hy-13,
231 brt (13.8)

8 255t 1.95 ddd (13.8, 10.6, 2.2) H-6

9 79.7 d 426 dd (10.6,2.2) H-1, H,-8, Me-14

10 139.0's ) H-2, H,-8 Me-14

11 170.0's ; H,-13

12 139.2's ; H,-13

6.31d (3.5)

13 120.1 ¢ S14(35) H-7

14 109q 1485 H-1, H-9

15 175q 1755 H,-3, H-5

" The chemical shifts are in 6 values (ppm) from TMS. b 2D 'H, 'H (COSY) ¥C, and 'H (HSQC) NMR experiments delineated the

correlations of all the protons and the corresponding carbons. ¢ Multiplicities were assigned by DEPT spectrum.
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Table 6. 'H and >*C NMR data of 1,10-epoxyhaageanolide (5) **.

Position 8C°¢ S8H (J in Hz) HMBC
1 67.1d 2.90dd (112, 2.3) H-9, H-3B
214 br ddd (137, 4.8, 2.3)
2 234t 1.50 br ddd (13.7, 112, 4.8) H-34, H-1
5 59t 2.43d t(12.5,4.8) 1.5, Me-15
221m
4 14465 H-6, H-3B, Me-15
5 123.9d 5.21d (10.2) H-3A, Me-15
6 80.2d 462(10.2) H,-8
7 4724 270 br t (9.5)
229 br d (15.0, 2.0)
8 329t 70 4t (15.0,55) H-5, H-6, H2-8, H2-13
9 799 d 3.24.dd (9.5, 2.0) H,-8, Me-14
10 647 s H,-8 Me-14
1 170.0's H,-13
12 138.7 s H-13A
6.31d (3.5)
13 120.1 t S614(39)
14 11.8q 1485 H-9
15 17.9q 1755 H-3A

? The chemical shifts are in 6 values (ppm) from TMS. b 2D 'H, 'H (COSY) 3C, and "H (HSQC) NMR experiments delineated the
correlations of all the protons and the corresponding carbons. ¢ Multiplicities were assigned by DEPT spectrum.

The relative configuration of 1-5 were supported by correlations observed in their
NOESY spectra (see Figures S6, 512, 518, 524 and S30).

The absolute configuration of haagenolide (4) was determined by applying the ad-
vanced Mosher’s method [46] to the hydroxylated methine (C-9). The haagenolide (4) was
converted into the corresponding S-MTPA (6) and R-MTPA (7) monoesters at C-9 (Figure 1)
by reaction with R-(—)-a-methoxy-«-trifluoromethyl-a-phenylacetyl (MTPA) and S-(+)-
MTPA chloride, the spectroscopic data of which were consistent with the structure assigned
to 4.

The '"H NMR spectra of both 6 and 7 (Table 7) substantially differed from that of 4
for the downfield shift (Ad 1.27 and 1.24, respectively) of H-9 and for the presence of the
proton of benzene ring system and the singlet of the methoxy group at & 7.508-7.384 and
7.532-7.367 and 3.519 and 3.557, respectively. Subtracting the chemical shifts of the protons
(Table 6) of 9-O-S-MTPA of 4 (7) from those of 9-O-R-MTPA of 4 (6) esters, the Ad (7-6)
values for all of the protons were determined as reported in Figure 2. The positive Ad
values are located on the right-hand side and the negative values on the left-hand side of
model A as reported previously [46]. This model allowed us to assign the S configuration
to C-9 and consequently the S and R configuration to C-7 and C-6, respectively. Thus, 4 was
formulated as (6R,7S,95)-5-hydroxy-6,10-dimethyl-3-methylene-34,4,5,8,9,11a-hexahydro-
3H-cyclodecal[b]furan-2-one.

For compound 5, the relative configuration was confirmed by an X-ray analysis carried
out on the single crystal obtained by the slow evaporation of CHCl3-i-PrOH (1/1, v/v) ina
water-saturated atmosphere at 5 °C. The ORTEP view of the epoxyhaagenolide molecular
structure is reported in Figure 3.
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OR

A8:+0.008

A3:-0.108

7| A8:-0.004

A8:+0.009 L3 A8:-0.011

13 A8:-0.014
A8:-0.028

AS:+0.012

4,R=H
6, R=S-MTPA
7, R=R-MTPA

Figure 2. Structures of 9-O-S- (6) and 9-O-R-MTPA (7), esters of haagenolide (4), reporting the Ad
values obtained by comparison of each proton system.

Table 7. 'TH NMR data of R-MTPA (6) and S-MTPA (7) monoesters “.

6 7
Position SH SH
2 2.310 (2H) 2.296 (2H)

3 2.388 2.379

1.982 2.058

5 4.678 4.668

6 4.551 4.562

7 2.753 2.757

8 2.090 2.198

2.019 2.100

9 5.482 5.454

13 6.299 6.313

5.482 5.510

14 1.436 1.304

15 1.725 1.713

OMe 3.519 3.557
Ph 7.508-7.384 7.532-7.367

? The chemical shifts are in & values (ppm) from TMS.

Figure 3. ORTEP view of the molecular structure of 5 with thermal ellipsoids drawn at 30% probabil-
ity level.
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The 1R, 6R, 7S, 9S, and 10R absolute configurations of 5 at the C1, C6, C7, C9, and C10
stereogenic centers were determined on the basis of the anomalous scattering in the X-ray
diffraction data by performing X-ray diffraction data collection according to the literature
methods reported to assigning the absolute configuration in light-atom structures when
MoK radiation is used (see Section 3 for details).

As shown in Figure 3, the molecule is a sesquiterpene lactone with a 10-membered ring
transfused with a 5-membered lactone ring. The lactone ring is in the conformation twisted
on C6—C7. The 10-membered ring adopts the chair—chair—chair conformation with methyl
groups in axial positions and hydroxy and 1,10-epoxy groups in equatorial positions (see
the Supplementary Materials for crystallographic data).

Sesquiterpenes 1-5 were independently assayed against E. faecalis reference strains
and four clinical isolates typed by studying the susceptibility profile to antibiotics (Table 8).

Table 8. Antibiotic susceptibility profile performed to Vitek 2 system (bioMérieux) of four clinical
isolates of E. faecalis and reference strain E. faecalis ATCC29212.

Minimum Inhibitory Concentration (ug/mL)

Strains
AMP IM LIN TEI VAN TIG
EF-91823 <2 <2 2 <0.5 2 <0.25
EF-91804 <2 <2 <0.5 <0.5 1 <0.25
EF-165 <2 <1 2 <0.5 2 <0.12
EF-91705 <2 <1 2 <0.5 1 0.25
ATTC29212 <2 <1 2 <0.5 2 <0.12

AMP = ampicillin, IM = imipenem, LIN = linezolid, TEI = teicoplanin, VAN = vancomycin, TIG = tigecycline.

Compounds were tested by broth microdilution method in a concentration range
between 300 and 9 pg/mL. At the highest tested concentrations of 150 and 300 ug/mL,
compounds 3, 4, and 5 showed activity against all tested strains while compound 2 was
active on four of the five tested strains. Growth inhibition rates ranged from 50 to 90%
(Table 9). Compound 1, on the other hand, did not show inhibitory activity against any of
the test strains.

Table 9. Antibacterial activity, expressed as percentage of maximum growth inhibition (GI) (mean percentage £ SD) of

compounds 1-5 at concentrations ranged from 300 to 9 ug/mL against E. faecalis test strains.

Compound 1 Compound 2 Compound 3 Compound 4 Compound 5
Strai

rams ug/mL  %GI  pg/mL  %GI  pg/mL  %GI  pg/mL  %GI  pg/mL  %GI
EF-91804 300 nd 150 78+ 15 150 80+ 1.1 300 77+ 15 300 82109
EF-91823 300 nd 300 50+£1.9 300 51+£0.9 300 49+11 300 50+£1.6
EF-165 300 nd 300 nd 300 90 £ 0.7 300 80+3 300 81+33
EF-91705 300 nd 300 49+£22 300 50+23 300 55+2.6 150 80+ 0.8
ATCC29212 300 nd 300 80+1.1 300 79+1.38 300 70+ 2.1 300 79+15

Considering the activity in the subgroup of guaianolides (1-3), the substituent at C-10
seems not important for the activity, while an important structural feature appeared to
be the configuration. In fact, the presence of a hydroxy group protruding from the o-side
determined inactivity as observed in 1. In the subgroup of germacrenolides, the nature of
the substituents at C-1 and C-10 did not seem to play a role to impart activity.

As described above, enterococci can form biofilms on foreign biomaterials. Bacterial
subpopulations within the biofilm characterized by low metabolism have a reduced ab-
sorption of antibiotics, especially for the active molecules on the cell wall as beta-lactams
and glycopeptides, making the implant-device infections difficult to treat [47-49].

Our interest was to investigate the antibiofilm activity of the five natural metabolites
on the test strains of E. faecalis, using crystal violet as a staining method for total biofilm
biomass quantification. Serial dilutions of compounds 1-5 were tested in microplates
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starting from concentrations corresponding to 1/8 or 1/4 of the concentration inhibiting
80% and 50% of planktonic growth, respectively. The compounds, which did not show
inhibitory activity against the planktonic form, were tested starting from the concentration
of 300 pg/mL (Table 10).

Table 10. In vitro biofilm formation inhibition (BI) of E. faecalis test strains, presented as mean percentage + SD, following

overnight treatment with compounds 1-5 at serial dilutions of sub-planktonic growth inhibitory concentrations.

Compound 1 Compound 2 Compound 3 Compound 4 Compound 5
Strai
rams ug/mL %BI  pg/mL  %BI ug/mL %BI ug/mL %BI  pg/mL  %BI
EF-91804 150 60 £2.8 18 n.d. 18 52 +24 37 n.d. 37 53+2
EF-91823 150 50 £2.1 75 49 +£3.1 75 55+ 1.9 75 52 +£3.1 75 73+ 1.1
EF-165 150 52 +1.7 150 5024 37 62+1.1 37 65+ 1.8 37 50£1.2
EF-91705 150 55+£33 75 50 £3.6 75 48 +22 75 50+22 37 56 + 3.4

ATCC29212 150

61 £4.1

18

n.d.

18

n.d.

37

n.d.

37

n.d.

Biofilm formation was determined by crystal violet assay; n.d. = not detected (no difference detected with respect to the control, p > 0.005).

Compound 1 inhibited biofilm formation by all test strains at a concentration of
150 pg/mL. No significant differences were found between biofilm inhibition percentage
at 150 and 300 pg/mL (p > 0.005). Compounds 2-5 exhibited a strain-dependent activity at
the maximum concentration tested, showing a biofilm inhibition ranging from 50 to 70%
for most of the test strains.

The E. faecalis biofilm is highly resistant to the action of ampicillin, vancomycin, and
linezolid, despite prolonged times of treatment [50,51]. Some authors have tested the
in vitro efficacy of antibiotic combinations against enterococci in biofilms, and they showed
how rifampicin-containing antibiotic regimes, rifampicin-tigecycline combinations, and
fosfomycin-based combinations were able to reduce the number of bacteria in biofilms
formed within 24 h [52-54]. However, to date, management strategies in enterococcal
PJI are controversial and nonstandardized as well as those in enterococcal endodontic
infections, and the disinfection of root canals with commonly used antimicrobial irrigations
is very challenging due to cytotoxicity [55-58].

In light of these considerations, these preliminary data encourage further studies
aimed to reach improved antibiofilm activity by combining these natural metabolites with
conventional antibiotics to fight PJI as well as with endodontic irrigating agents for more
effective intracanal medicaments against this microorganism.

3. Materials and Methods
3.1. General Experimental Procedures

1H and 13C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded at 500 and 400
and at 125 and 100 MHz, respectively, in CDClj3 by Varian (Palo Alto, CA, USA) and/or
Bruker (Karlsruhe, Germany) spectrometers. The same solvent was used as the internal
standard. Carbon multiplicities were determined by DEPT spectra [59]. DEPT, COSY-45,
HSQC, and HMBC experiments were performed using Bruker microprograms [59]. HR
ESIMS and ESIMS were recorded using LC/MS ESIMS-TOF system (Agilent 62308, HPLC
1260 Infinity) (Milan, Italy). The HPLC separations were performed using a Phenomenex
LUNA (C18 (2) 5u 150 x 4.6 mm) (Torrance, CA, USA). Analytical, preparative, and reverse
phase thin layer chromatography TLCs were carried out on silica gel (Merck, Kieselgel
60, Fys4, 0.25, 0.5 mm, and RP-18 Fys4, respectively) plates (Merck, Darmstadt, Germany).
The spots were visualized by exposure to UV radiation, or by spraying first with 10%
H,S504 in MeOH, and then with 5% phosphomolybdic acid in EtOH, followed by heating at
110 °C for 10 min. Column chromatography (CC) was performed using silica gel (Kieselgel
60, 0.063-0.200 mm) (Merck, Darmstadt, Germany). All the solvents were supplied by
Sigma-Aldrich (Milan, Italy). The balance model used was Analytical Precisa ES 2255M-DR
(Dietikon, Switzerland).
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3.2. Plant Material

Whole aerial parts of Cotula cinerea plants were collected in winter 2019 from the Oued
Souf area located in Southern Algeria, which is characterized by dry weather, Saharan
climate (33°21'21” N 6°51’47" E; mean annual temperature: 21 °C; mean annual precipita-
tion: 75 mm; elevation: 80 m). Plant samples were dried naturally on laboratory benches
at room temperature (24 °C) for 1 month. The dried plant materials were powdered by
using a blender and then stored away from humidity in bags of conservation. A specimen
of the plant was deposited in the collection of the Nationale Supérieure Agronomique,
Département de Zoologie Agricole et Forestiere, El-Harrach, Alger, Algeria.

3.3. Isolation of Plant Metabolites

Plant material (100 g) was extracted (1 x 500 mL) by H,O/MeOH (1/1, v/v) under stirred
conditions at room temperature for 24 h; the suspension was centrifuged and the supernatant
extracted by n-hexane (3 x 300 mL) and successively with CH,Cl, (3 x 300 mL) and, after
removing methanol under reduced pressure, with EtOAc (3 x 200 mL). The residue (1.04 g)
of CH,Cl, organic extract, which showed specific antibacterial activity against E. faecalis, was
purified by CC eluted with CHCls/i-PrOH (9/1, v/v), yielding ten groups of homogeneous
fractions (F1-F10). Among them, the residues of fractions F2, F3, and F4 retained antibiotic
activity and were further purified using different steps of CC and TLC. F2 was further purified
by CC eluted with petroleum ether/acetone (7/3, v/v), yielding seven groups of homogeneous
fractions. Fractions F2.2 was further purified by TLC eluted with CHCl;/i-PrOH (95/5, v/v),
giving a pure amorphous solid identified as 6-acetoxy-1a-hydroxyguaiantrienolide (2, Rf 0.73,
1.70 mg). F2.3 was further purified by TLC eluted with CHCl3/i-PrOH (95/5, v/v), giving five
homogeneous fractions. The third one gave a pure amorphous solid identified as 6-acetoxy-
1B-hydroxyguaiantrienolide (1, Rf 0.45, 5.17 mg). The fourth one was further purified by
two successive steps of reverse and direct phase TLC eluted with CH3CN/H,O (1/1, v/v),
and petroleum ether/acetone (8/2, v/v), yielding a pure compound identified as 6-acetoxy-
10p3-hydroxyguaiantrienolide (3, Rf 0.37, 1.07 mg). F3 was further purified by CC eluted
with petroleum ether/acetone (7/3, v/v), yielding seven groups of homogeneous fractions.
Fractions F3.2 was further purified by TLC eluted with CH,Cl,/i-PrOH (95/5, v/v), giving a
pure amorphous solid identified as haagenolide (4, Rf 0.41, 41.7 mg). F3.3 was further purified
by reverse-phase TLC eluted with CH3CN/H,O (1/1, v/v), yielding a pure compound which
crystallized by CHCl3/i-PrOH (1/1, v/v), identified as 1,10-epoxyhaagenolide (5, Rf 0.53,
9.7 mg). This procedure was repeated a few more times using a total of 1.1 kg of plant material.

The characterization and general procedures are described as follows:

6x-acetoxy-1B-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8x-12-olide (1): 1H and 13C
NMR data: see Table 2; ESIMS (+), m/z 305 [M + H]*.

6a-acetoxy-1a-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8a-12-olide (2): 'H and 3C
NMR data: see Table 3; ESIMS (+), m/z 305 [M + H]J*.

6x-acetoxy-103-hydroxyguaia-4 (15),10(14),11(13)-trien-8x-12-olide (3): IH and 3C
NMR data: see Table 4; ESIMS (+), m/z 305 [M + H]J*.

Haagenolide (4): [«]5 + 40.0 (c 0.4, CHCly) (lit. [44]: [«]fy + 38.6 (c 1.0, CHCl3). 'H
and 13C NMR data: see Table 5; ESIMS (+), m/z 249 [M + H]*.

1,10-Epoxyhaagenolide (5): [oc]2D5 +10.0 (c 0.4, CHCl3) (lit. [45]: [oc]%1 + 7.5 (c0.24,
CDCl3). 'H and 3C NMR data: see Table 6; ESIMS (+), m/z 265 [M + H]*.

9-0O-(5)-x-Methoxy-a-trifluoromethyl-a-phenylacetate (MTPA) ester of haagenolide
(6): (R)-(—)-MPTA-C1 (10 pL) was added to 4 (1.1 mg) dissolved in dry pyridine (200 pL).
The reaction was stirred at room temperature for 3 days and then was stopped by adding
MeOH. Pyridine was removed by a N, stream as azeotrope formed with C¢Hg. The
purification of the crude residue by preparative TLC on silica gel, eluted with EtOAc-
n-hexane (4:6, v/v), gave 6 as a homogeneous solid (0.70 mg, Rf 0.57): 'H NMR, see
Table 7.

9-O-(R)-x-Methoxy-o-trifluoromethyl-a-phenylacetate (MTPA) ester of haagenolide
(7): (S)-(+)-MPTA-C1 (10 uL) was added to 4 (1.4 mg) dissolved in dry pyridine (200 pL).
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The reaction was carried out under the same conditions used for preparing 6 from 4. The
purification of the crude residue by preparative TLC on silica gel, eluted with EtOAc-n-
hexane (4:6, v/v), gave 7 as a homogeneous solid (0.61 mg, Rf 0.57); 'H NMR, see Table 7.

3.4. Crystallographic Data of 1,10-Epoxyhaagenolide (5)

Single crystals of 5, which were suitable for X-ray structure analysis, were obtained
by slow evaporation of CHCl3-i-PrOH (1/1, v/v) in a water-saturated atmosphere at 5 °C.
One selected crystal was mounted in flowing N» at 173 K on a Bruker-Nonius Kappa CCD
diffractometer equipped with an Oxford Cryostream apparatus (graphite monochromated
MoK radiation A = 0.71073 A; CCD rotation images, thick slices; ¢ and w scans to fill the
asymmetric unit). A semiempirical absorption correction (multiscan, SADABS) was applied.
The structure was solved by direct methods using SIR97 program [60] and anisotropically
refined by the full matrix least-squares method on F? against all independent measured
reflections using the SHELXL-2018/3 [61] and WinGX software [62]. Crystallization solvent
water molecules were found in the crystal structure. All the hydroxy and water H atoms
were individuated in difference Fourier maps and freely refined with Ujs,(H) equal to 1.2
Ugq of the carrier atom. All the other H atoms were placed in calculated positions and
refined accordingly to a riding model with C—H distances in the range 0.95-1.00 A and
Uiso(H) equal to 1.2 Ueq of the carrier atom (1.5 Ueq for Cpetny1)- The 1R, 6R, 75, 95, and 10R
absolute configurations of 5 at C1, C6, C7, C9, and C10 stereogenic centers were determined
by performing X-ray diffraction data collection according to the literature methods reported
in order to assign the absolute configuration in light-atom structures when MoK« radiation
is used. The calculated absolute parameters and the Bayesian statistics p values indicate a
very high probability that the absolute configuration is correctly assigned [63-65]. Bijvoet-
pair analysis and Bayesian statistics were performed using the program PLATON [66].
The figures were generated using ORTEP-3 [62] and Mercury CSD 4.0 [67]. Structural
details are reported in the Supplementary Materials. The crystallographic data for 5 were
deposited in the Cambridge Crystallographic Data Centre with deposition numbers CCDC
2076390. These data can be obtained free of charge from the Cambridge Crystallographic
Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif (accessed on 5 July 2021).

Crystallographic Data of 5: (Ci15Hp0O4)2-HoO, M = 546.63, orthorhombic, P212;2;,
a=7.6570(15) A, b = 14.693(3) A, ¢ = 25.155(3) A, a = p =y = 90°, V = 2830.0(9) A3,
T =173(2) K, Z=4, Dgaieq = 1.283 Mg/m3, crystal size 0.30 x 0.050 x 0.010 mm, F(000) = 1176,
absorption coefficient 0.094 mm !, reflections collected 78093, independent reflections 8560
[Rint = 0.0502], final R indices [I > 20(I)], R1 = 0.0455, wR2 = 0.0897, R indices (all data),
R1 =0.0667, wR2 = 0.1003. Absolute parameters: Flack x determined using 2540 quotients:
0.1(2); Parsons z: 0.1(2); Bayesian statistics: P2(true) = 1.00, P3(true) = 0.896, P3(rac-twin) =
0.104, P3(false) = 0.7 x 107, Hooft y = 0.16(14), Bijvoet pairs 3724, Friedel coverage 97%.
Absolute structure parameters were calculated using the programs SHELXL-2018/3 and
PLATON-v30118.

3.5. Test Bacterial Strains and Culture Conditions

Bacterial strains used in this study were reference and clinical strains: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC 747, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, and four clinical strains of E. faecalis (EF-91823 and
EF-91804 isolated from PJI; EF-165 and EF-91705 isolated from bloodstream infections).
The strains were obtained from a collection of anonymous clinical isolates previously estab-
lished at the Department of Molecular Medicine and Medical Biotechnologies (University
of Naples Federico II). No ethical approval was required for the study because there was
no access to patients” data. All strains were stored as 15% (v/v) glycerol stocks at —80 °C.
Before each experiment, cells were subcultured from the stocks onto TSA plates at 37 °C for
24 h. The strains were identified by MS MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
and were characterized by studying the antibiotic susceptibility profile performed on Vitek
2 (bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France).
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3.6. Antimicrobial Assays

Standard broth microdilution method in 96-well polystyrene plates was used to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of plant extracts and secondary
metabolites using Mueller-Hinton Broth 2 (MHB2) as culture medium. For each test strain,
starting from bacterial suspensions with a turbidity of 0.5 McFarland (corresponding to
1-5 x 108 cells/mL) and subsequently adjusted to approximately 5 x 10° CFU/mL"!,
100 uL aliquots of the suspension were dispensed in wells in triplicate. Then 100 pL of
500 ug/mL of plant extract solution were added to the wells, and plates were incubated at
37 °C for 19 h under shaking (300 rpm) and under aerobic conditions, except for E. faecalis
strains, which were incubated under anaerobic conditions. Instead, to test the activity of
the five metabolites, the wells were added with equal volumes (100 puL) of the suspensions
and twofold serial dilutions starting from 300 pg/mL for each metabolite. Wells with no
compounds were used as positive controls (100% growth). Conventional antibiotics as
ampicillin and amikacin, selected depending on antibiotic-susceptibility profiles of the test
strains, were included as control for Gram positive and Gram negative, respectively. The
medium turbidity was measured by a spectrophotometer at 595 nm (Bio-Rad Laboratories
S.rl., Hercules, CA, USA). Antimicrobial activity was expressed as a percentage of microbial
growth inhibition. Each assay was performed twice. To be sure that the 2% of DMSO
present in the 2 x stock solutions of the plant extracts and that metabolites did not act on
bacterial growth, the effect of serial dilutions of DMSO starting from 1% on the growth of
test strains was separately tested.

3.7. Biofilm Formation Inhibition Assay

Biofilm biomass formed in vitro in the presence of the five secondary metabolites
was measured using the crystal violet (CV) staining method in flat-bottomed 96-well
microplates as described by Stepanovic et al. with some modifications [68]. For each strain,
a cell suspension in BHI supplemented with 1% (w/v) glucose was prepared and diluted
to obtain a suspension of 1.5 x 10® CFU/mL. One hundred microliters of this suspension
were incubated with 100 uL of serial dilutions of sub-MIC compounds concentrations,
showing no influence on planktonic growth of the test strains. The positive controls were
compound-free wells. The microtiter was incubated at 37 °C for 24 h. The nonadherent cells
were then removed with gentle aspiration and gentle washings with PBS, and the biofilm
was dried at 60 °C for 30 min and subsequently stained with 0.1% (w/v) crystal violet
solution for 30 min. After washing with PBS and solubilization with absolute ethanol to
release the dye from the biofilm, absorbance measurement values at 570 nm were obtained
using the spectrophotometric reading. The absorbance recorded was correlated to the
amount of biofilm produced. The percentage of biofilm mass reduction was calculated
using the formula [(Ac-At)/Ac] x 100, where Ac is the OD570 for control wells, and At is
the OD570 in the presence of the tested compound.

3.8. Statistical Analysis

Data were represented as the mean + standard deviation and analyzed for statistical
significance using ordinary one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multi-
ple comparisons test. For all tests, p < 0.005 was considered to indicate a statistically
significant difference.

4, Conclusions

This is the first report on the antimicrobial and antibiofilm activities of three gua-
iantrienolides and two germacrenolides isolated from Cotula cinerea against clinical isolates
of Enterococcus faecalis, a common drug-resistant opportunistic pathogen responsible for
important biofilm-related infections. Our results are preliminary data, but we can hypoth-
esize that these natural substances could be a potential alternative for new antibiofilm
formulations in strategies for the prevention of persistent infection by Enterococcus faecalis.
The introduction of modifications in their structure on the basis of structure—function stud-
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ies could lead to the synthesis of derivatives with higher antibiofilm activity. In addition,
the absolute configuration of two of the three germacranolides was also assigned.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/antibiotics10070819/s1. 1D and 2D 'H and '¥C NMR spectra of compounds 1-5 and X-ray
data of compound 5.
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